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Humor und Geduld sind zwei Kamele,
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1. Zusammenfassung

Fir eine effiziente Vakzinierung werden in aller Regel Adjuvantien benétigt, die haufig toxische
Nebenwirkungen zeigen. Die simultane Induktion einer Autoimmunreaktion wird als eine
alternative, nicht-toxische Moglichkeit diskutiert, die schwache Immunantwort gegen Tumor-
antigene zu verstirken. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob sich die Wirksamkeit der Vakzinierung mit dendritischen Zellen (DC) gegen die
Nierenzellkarzinom-Antigene G250 und MAGEY durch eine gleichzeitige Vakzinierung mit dem

von Nierenzellkarzinomen exprimierten Autoantigen GOLGA4 verbessern lasst.

BALB/c-Mause wurden mit DC vakziniert, die mit MHC-Klasse-I-restringierten Peptiden der
Tumorantigene G250 und MAGE9 oder mit Tumorlysat beladen wurden. Prophylaktisch
immunisierte Mduse waren in der Lage, eine geringe Dosis an G250- und MAGE9-
exprimierenden Renca-Tumorzellen abzustoRBen. Bei einer héheren Tumordosis (200x TD1go)
wurde das Tumorwachstum aber nur verlangsamt. Stattdessen konnten 75%-100% der
prophylaktisch vakzinierten Mause durch Kovakzinierung mit Salmonella typhimurium, die mit
einem eukaryotischen Expressionsvektor transformiert wurden, der flir das Autoantigen
GOLGA4 kodiert, den Tumor abstoRen. Selbst bei einer therapeutischen Vakzinierung konnte
die Uberlebensrate durch die Kovakzinierung mit GOLGA4-transformierten S. thyphimurium von

20% auf 40% erhoht werden.

Die Kovakzinierung mit einem Autoantigen verstarkte speziell in peptidvakzinierten Mausen
signifikant die Expansion und Aktivierung von tumorspezifischen CD4*- und CD8'-Effektor-T-
Zellen. Die kombinatorische Vakzinierung mit S. thyphimurium fihrte zu einer erhohten
Expression und Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie IL-12 und IFN-y, die die gegen
den Tumor gerichtete antigenspezifische zytotoxische T-Zell-Antwort nachhaltig unterstitzten.
Aullerdem wurde die Expression der Chemokin-Rezeptoren CCR6, CXCR3 und CXCR4 erhdht,
was zu einer verstarkten Rekrutierung von Effektor-T-Zellen in den Tumor fiihrte. Die Kovakzi-
nierung hatte keinen Effekt auf die Induktion von regulatorischen T-Zellen (T,ee-Zellen) und

bewirkte nur einen geringfiigen Anstieg von myeloiden Suppressorzellen (MDSC).

Diese Befunde zeigen, dass durch die Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC und auto-
antigentransformierten S. thyphimurium eine effektive, gegen den Tumor gerichtete Immun-
antwort aufgebaut wurde. Die Kovakzinierung tragt hierbei insbesondere zur Aktivierung von
autoantigen- und tumorspezifischen T-Helfer-Zellen und der Sekretion immunstimulierender
Zytokine und Chemokine bei, die zu einer verstarkten Aktivierung von tumorantigen-

spezifischen zytotoxischen T-Zellen (CTL) und deren Einwanderung in den Tumor fihren.
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2. Einleitung

2.1. Tumorimmunologie

Immuniberwachung von Tumorzellen (immune surveillance of cancer), ein Begriff, den Burnet
schon in den 1950er Jahren pragte, wurde stets kontrovers diskutiert (1). Der Begriff der
Immuniberwachung beschrieb zunachst das einfache Konzept, dass Tumorzellen vom Immun-
system eines gesunden Organismus erkannt und zerstort werden kénnen. Wobei die Hypothese
auf der Beobachtung basierte, dass im geschwachten Organismus, zum Beispiel nach

Bestrahlung, eine hohere Tumorinzidenz beobachtet wurde (2-6).

Aus heutiger Sicht hat sich das Konzept zwar bewahrheitet, beruht aber auf einem komplexen
Wechselspiel zwischen Immunsystem und dem Prozess der Entstehung von Krebs. Dieser
Prozess, Immun-Editing (7) genannt, hat im Prinzip drei mogliche Ausgange. (a) Das Immun-
system erkennt friihzeitig veranderte Zellen mit dem Potential zur Tumorentwicklung und
eliminiert diese. (b) Ein Gleichgewicht zwischen einer Anti-Tumor-Immunreaktion und der
durch Selektionsdruck hervorgerufenen Entstehung von neuen weniger immunogenen Tumor-
zellen (8). (c) Die Entstehung von Krebs durch die Eigenschaft von Tumorzellen, sich der
Zerstorung durch das Immunsystem zu entziehen (tumor escape) (7). Das Immunsystem kann
dabei auf zwei Arten auf Tumorzellen reagieren. Es erkennt und reagiert auf Molekiile, die
speziell und nur von Tumorzellen exprimiert werden, sogenannte tumorspezifische Antigene,
oder es erkennt Molekiile, die in Tumorzellen gegenliber normalen, gesunden Zellen verandert
exprimiert werden, sogenannte tumorassoziierte Antigene (TAA) (9). Tumorzellen sind also
aufgrund ihres veranderten oder entarteten Charakters antigen, das bedeutet, sie werden vom
Immunsystem als fremd erkannt. Sie sind jedoch nicht unbedingt immunogen, was bedeutet,
dass die Tumorantigene keine Immunantwort auslosen, oder die Tumorantigene sind immun-
suppressiv, so dass sie den Aufbau einer Immunantwort effektiv unterdriicken. Letztlich kann
der Tumor dem Druck des Immunsystems ausweichen und sogenannte immune-escape-

Mechanismen entwickeln.

Die Anforderungen an zellulare immuntherapeutische Verfahren zur Bekampfung von Tumor-
erkrankungen orientieren sich an diesen vorgegebenen Prinzipien und dem heutigen
Verstandnis der molekularen Prozesse beim Aufbau einer zellularen adaptiven Immunantwort.

Die Herausforderungen sind demnach die Identifikation von immunogenen Tumorantigenen,



Einleitung 3

die optimale Aufnahme, Prozessierung und Prasentation der Antigene sowie die optimale
Aktivierung des Immunsystems und schlieBlich die Uberwindung von immunsuppressiven

Mechanismen und die effektive Eliminierung des Tumors (10,11).

2.1.1. Tumorantigene

Seit der Entdeckung des ersten Tumorantigens in einem humanen Melanom (12) und mit der
Entwicklung von Methoden zur Identifizierung von Tumorantigenen sind in den letzten 20
Jahren eine Vielzahl von Tumorantigenen beschrieben und charakterisiert worden. Im Prinzip

lassen sich die Antigene in zwei Gruppen aufteilen (9,13).

Tumorspezifische Antigene sind aufgrund der genetischen Instabilitdt von Krebszellen (14)
entstandene verdnderte Genprodukte, die meist mit der malignen Transformation der Zellen in
Zusammenhang stehen und daher oft Tumorsuppressorgene oder Proto-Onkogene betreffen
(15). Sie kénnen auf vielfaltige Weise wie durch Punktmutation, Deletion oder chromosomale
Translokation entstehen. Diese Mutationen entstehen zufdllig und sind daher in der Regel
individuelle patientenspezifische Antigene. Diese Antigene haben ein groRes Potential fiir die
individuelle immuntherapeutische Anwendung, sind aber wenig praktikabel, da sie zunachst
individuell beim Patienten identifiziert und isoliert werden missen (16). Weitere tumor-
spezifische Antigene sind Proteine, die von tumorinduzierenden Viren stammen. Wie zum
Beispiel die E6- und E7-Proteine der humanen Papilloma-Viren (HPV), die im Gebarmutter-
halskarzinom exprimiert werden, oder das EBNA-1-Protein in Lymphomen, das vom Epstein
Barr Virus (EBV) induziert wird. Onkovirale Proteine eignen sich sehr gut fir den immun-
therapeutischen Einsatz, da sie korperfremde Proteine sind, und somit in der Regel stark
immunogen und die Induktion von Toleranz oder die Gefahr der Induktion einer Autoimmun-

reaktion nach Vakzinierung gegen diese Proteine praktisch nicht gegeben ist.

Tumorassoziierte Antigene sind Molekile, die in Krebszellen und gesunden Zellen gleicher-
malen vorkommen, in Tumorzellen aber verstarkt exprimiert werden. Dabei handelt es sich um
normale nicht-mutierte Genprodukte, die haufig nur wahrend der Embryogenese oder in
sogenannten immune privileged Geweben exprimiert werden. ,/mmune privileged“ sind
Gewebe, zu denen Elemente des Immunsystems keinen Zugang haben. Dazu gehdéren unter
anderem die cancer/testis-Antigene (17-20), deren Expression auf Testikel beschrankt ist, die

aber in normalen somatischen Zellen nicht exprimiert werden. In Krebszellen kommt es oft zu
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einer Reaktivierung dieser Gene (21). Zu den cancer/testis-Antigenen gehdren zum Beispiel die
Proteine der MAGE-Familie (melanoma antigen), deren Mitglied MAGE1 das erste Tumor-
antigen war, das im humanen Melanom identifiziert werden konnte (12). Die Expression der
MAGE-Antigene beschrankt sich dabei nicht nur auf die Expression im Melanom. So ist MAGE9

ein Antigen, das haufig bei Nierenzellkarzinom-Patienten gefunden wurde (22).

In der zweiten Gruppe werden die Differenzierungs-Antigene zusammengefasst, die entweder
in der Embryogenese oder bestimmten Differenzierungsstadien gewebespezifisch in normalen
Zellen und Tumoren gleichen Ursprungs exprimiert werden. Beispiele sind Melan-A, gp100 und
Tyrosinase, die gleichermaRen von Melanomzellen und gesunden Melanozyten exprimiert
werden. Ein weiteres bekanntes Beispiel ist die Expression von PSA (prostate-specific antigen)

im Prostatakarzinom (13).

Andere Tumorantigene zeichnen sich dadurch aus, dass sie in Tumorzellen Uberexprimiert
werden. Die Uberexpression kann durch Genamplifikationen, begiinstigt durch die genetische
Instabilitat von Tumorzellen, eine erhohte Induktion der Gene oder erhohte Stabilitdt der mRNS
verursacht sein. Vertreter dieser Antigene sind zum Beispiel HER2/neu und Telomerase, die in
vielen Krebsarten Uberexprimiert werden (13). Besonders soll an dieser Stelle das mit dem
Nierenzellkarzinom assoziierte Tumorantigen G250 (Glykoprotein 250, Produkt des
Carbonanhydrase IX (CAIX)-Gens) erwdhnt werden, da es in den folgenden Untersuchungen
verwendet wurde. Das G250-Antigen wird in (ber 90% von Nierenzellkarzinom-Patienten, aber
nicht im gesunden Nierengewebe, exprimiert. G250 dient auch als diagnostischer Marker beim

Nierenzellkarziom (23-25).

Tabelle 1: Tumorantigene

Exemplarische Ubersicht ausgewahlter Tumorantigene, deren Klassifizierung und Vorkommen nach Emens et al.

(26).

Tumorantigen Tumor

Cancer/testis-Antigene

MAGE Melanom, Nierenzellkarzinom, Mammakarzinom
BAGE Melanom, Mammakarzinom
GAGE Melanom, Prostatakarzinom
RAGE Nierenzellkarzinom, Sarkome

NY-ESO-1 Melanom, Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom
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Gewebespezifische

Differenzierungsantigene

Tyrosinase Melanom

MART-1/Melan-A Melanom

gpl100 Melanom

TRP-1, TRP-2 Melanom, Nierenzellkarzinom
PSA Prostatakarzinom

Mutierte Genprodukte

CDK-4-R24C Melanom

R-Catenin Kolonkarzinom

p53 Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Nierenzellkarzinom
k-ras Pankreaskarzinom, Kolonkarzinom
MUM-1 Multiples Myelom, Lymphom
bcr-abl CML, AML

Uberexprimierte Selbst-Antigene

G250/CAIX Nierenzellkarzinom

HER-2/neu Mammakarzinom, Nierenzellkarzinom
Proteinase-3 CML, AML

Mucin-1 Multiples Myelom, Nierenzellkarzinom
WT-1 CML, AML

MART-1/Melan-A Melanom

Virale Antigene

HPV Zervixkarzinom

HBV, HCV HCC

EBV Burkitts Lymphom

PSA: Prostataspezifisches Antigen, HPV: humanes Papilloma Virus, HBV: Hepatitis B Virus, EBV: Epstein Barr Virus,
HCC: hepatocellular carcinoma, CML: chronische myeloische Leukdmie, AML: akute myeloische Leukdamie

Autoantigene nehmen unter den Tumorantigenen eine umstrittene Stellung ein, da sie im
gesunden wie im neoplastischen Gewebe gleichermallen exprimiert werden. Jedoch sind die
Uberwiegende Anzahl der Antikérper, die man in Serumproben von Tumorpatienten
identifiziert, gegen Autoantigene gerichtet und werden auch nur von Krebspatienten gebildet
(27-29). Der zugrundeliegende Mechanismus, der zur Bildung von Autoantikdrpern in Krebs-
patienten fihrt, ist noch weitestgehend unklar. Moglich sind Verdnderungen in der
Prasentation und/oder Prozessierung von Antigenen in Tumorzellen, oder sie werden aufgrund
der Freisetzung von zytoplasmatischen Proteinen nach nekrotischem Zelltod gebildet, der oft
mit dem Tumorwachstum assoziiert ist (28,30-32). Ein Autoantigen, von dem hohe Titer an

Antikorpern in allen getesteten Serumproben von Nierenzellkarzinom-Patienten gefunden
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wurden, ist GOLGA4 (Golgin-A4) (30). Golgine sind eine Familie von coiled-coiled-Proteinen, die
mit dem Golgiapparat assoziiert sind, und eine wichtige Funktion zur Erhaltung der Golgi-
struktur, dem vesikularen Proteintransport und der Zellmotilitat austiben (33,34). Antikorper
gegen Golgine sind wiederholt im Serum von Krebspatienten detektiert worden (35-37). Die
Rolle der koérpereigenen humoralen Immunabwehr bei Tumorpatienten ist noch unklar. Obwohl
Antikorper oft in Krebspatienten detektiert werden, scheinen sie nicht zu einer effektiv
schitzenden Anti-Tumor-Immunantwort beizutragen. Andererseits wurde gezeigt, dass eine
Vakzinierung gegen ein Tumorantigen durch kombinierte Vakzinierung mit Serum-Autoanti-

genen eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort erheblich verbessern kann (38,39).

2.1.2. Stimulation einer optimalen Immunantwort

Der Erfolg einer gegen den Tumor gerichteten Immuntherapie hangt im Wesentlichen von
Ausmall und Fortdauer der durch das Vakzin induzierten Immunantwort ab. Wie bereits
erwahnt sind Tumorzellen antigen aber nicht unbedingt immunogen. Die Immunogenitat ist
essentiell vom Antigen abhangig. Viele der Tumorantigene sind Selbst-Antigene, stammen also
von korpereigenen Molekilen ab, und werden daher leicht vom Immunsystem toleriert (40).
Ziel ist es deshalb, eine moglichst vollstandige Aktivierung des Immunsystems gegen ein Tumor-
antigen zu erreichen, die spezifisch zur Eliminierung des Tumors, nicht aber von gesunden

Zellen, fihrt.

Die zentrale Rolle in der Tumorimmuntherapie nehmen die CD8"-zytotoxischen T-Zellen (CTL)
ein. Als Effektorzellen des adaptiven Immunsystems sind CD8"-CTL in der Lage, Tumorzellen, die
Tumorantigene liber MHC-Klasse-I-Molekiile prasentieren, zu erkennen und zu eliminieren. Zur
Aktivierung von T-Zellen kommt es, wenn antigenprasentierende Zellen (APC), wie dendritische
Zellen (DC), Tumorantigene von Tumoren aufnehmen und prozessieren (41,42). Dabei werden
die Antigene durch das Proteasom zu kurzen Peptiden gespalten. Diese Peptide werden Uber
MHC-Molekiile T-Zellen prasentiert, die diese mit ihrem T-Zell-Rezeptor erkennen und darauf-
hin aktiviert werden. Uber MHC-Klasse-1I-Molekiile werden CD4"-Tyl-Zellen (Typ-1-Helfer-T-
Zellen) aktiviert und MHC-Klasse-l prasentierte Peptide fiihren zur Aktivierung von CD8-CTL
(43). Die Qualitat der Aktivierung wird maRgeblich durch das Vorhandensein von
kostimulatorischen Molekiilen und Zytokinen beeinflusst (44-46). Zum einen tragen die reifen

antigenprasentierenden DC (iber die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (z.B. B7-
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Molekiile, CD40) und Zytokinen wie Interleukin-12 (IL-12) zur Aktivierung von CTL bei (47,48).
Aber auch aktivierte CD4"-T-Zellen unterstiitzen zum anderen durch Sekretion von Interferon-
Gamma (IFN-y) und Interleukin-2 (IL-2) die vollstindige Aktivierung und Erhaltung von CD8"-T-
Zellen. Kostimulatorische Molekiile, Zytokine und CD4"-T-Zellen sind dariiber hinaus wichtig fiir
die Genierung von T-Gedachtniszellen (memory T cells) und damit zur Gewahrleistung lang-

anhaltender Immunitat (49-53). (Abbildung 1)
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Abbildung 1: Adaptive Immunantwort auf Tumorantigene

Unreife (immature) DC nehmen von toten Tumorzellen freigesetzte Antigene auf und prozessieren diese im
Proteasom zu kurzen Peptiden. Maturierte DC wandern in die peripheren Lymphknoten und prasentieren die
Peptide Gber MHC-Molekiile naiven T-Zellen. Durch Sekretion von Zytokinen (z.B. IL-12) und kostimulatorische
Molekiile (B7/CD28) werden T-Zellen aktiviert, die Gber den T-Zell-Rezeptor die MHC-présentierten Antigene
erkennen. Aktivierte antigenspezifische T-Zellen expandieren durch Proliferation und sezernieren ihrerseits
Effektorzytokine wie IFN-y und IL-2, die zur Expansion und Erhaltung der T-Zell-Antwort beitragen. Aktivierte
Effektor-T-Zellen wandern zum Tumor und erkennen die vom Tumor exprimierten, Gber MHC-Klasse-I-Molekile

prasentierten Tumorantigene und eliminieren diese.
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Durch die zentrale Rolle, die den dendritischen Zellen bei der Aktivierung einer effektiven
Immunantwort zukommt, werden sie in der Immuntherapie oft eingesetzt, um Tumorantigene
dem Immunsystem zuganglich zu machen. Dendritische Zellen gelten als die professionellsten
antigenprasentierenden Zellen, und die Entwicklung von Methoden, DC in vitro zu generieren
und ihnen Tumorantigene fiir die Prasentation darzureichen, machen sie zu einem wichtigen
Werkzeug fur die Entwicklung von effektiven Vakzinierungsprotokollen (54). Dabei konnen DC
mit vom Tumor abstammenden Proteinen, Peptiden, ganzen Tumorzellen oder durch

Transfektion mit cDNS oder mRNS der Tumorantigene beladen werden (55-57).

Ein weiterer Kernpunkt fur die effektive Induktion einer gegen den Tumor gerichteten Immun-
antwort ist die Rolle von CD4"-T-Zellen (49,58-60). Aufmerksamkeit erhalten CD4"-T-Zellen zum
einen durch ihre zentrale Rolle fiir die Generierung von Gedachtnis-Effektorzellen (50-52), zum
anderen dadurch, dass sie wesentlich zur Aktivierung von CTL beitragen (53). Immun-
therapeutische Ansitze, die eine gleichzeitige Aktivierung von CD8'- und CD4'-T-Zellen
verfolgten, zeigten, dass die gegen den Tumor gerichtete Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen
durch CD4'-T-Zellen verstirkt wird (61). Die Antigenspezifitit der CD4"-T-Zellen muss dabei
nicht der von CD8"-T-Zellen entsprechen. Studien zeigten, dass heterospezifische CD4*-T-Zellen
oder die gleichzeitige Vakzinierung mit Autoantigenen und Tumorantigenen zu einer von CD4"-
T-Zellen abhingigen Verstirkung von tumorantigenspezifischen CD8'-T-Zellen fiihren
(38,39,62). Dies verdeutlicht, dass CD4"-T-Zellen zu einer umfangreichen Aktivierung des

Immunsystems und damit zur effektiven Anti-Tumor-Immunantwort beitragen.

2.1.3. Uberwindung immunsuppressiver Mechanismen

Tumore wehren sich gegen die Attacke durch das Immunsystem (63-65). Tumore exprimieren
und sezernieren oft TGF-B (transforming growth factor beta) und Interleukin-10 (IL-10), die
direkten Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen ausiben und die Entstehung von
regulatorischen T-Zellen (CD4'DC25 FoxP3"T,ee-Zellen) férdern. T.eg-Zellen blocken die Aktivitét
von Effektor-T-Zellen und sezernieren ihrerseits TGF-B und IL-10 (66). Andere immun-
suppressive Zellen sind myeloide Supressorzellen (MDSC, myeloid-derived suppressor cell), die
hdufig in Tumoren akkumulieren. MDSC sind unreife myeloide Zellen, die durch pro-
inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert werden kdénnen (67-72). MDSC

konnen sehr effektiv tumorspezifische T-Zellen inhibieren, indem sie Stickstoffoxid (NO) und
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andere reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) freisetzen und/oder durch
sehr hohe Arginaseaktivitdt dem Tumormilieu L-Arginin entziehen (73-76). Zudem sezernieren
auch MDSC IL-10 und inhibieren somit die Aktivierung von T-Zellen und férdern die Entstehung
von Teg-Zellen. Die Induktion und Freisetzung von immunsuppressiven Zellen und Zytokinen
durch den Tumor bezeichnet man als Immun-Evasion (77). Dem gegentiber steht der Begriff des
Immun-Escape. Begiinstigt durch die genetische Instabilitdit von Tumoren kdénnen Antigene
mutieren, oder ihre Expression wird abgeschaltet, so dass die Tumorzelle vom Immunsystem
nicht mehr erkannt wird (63-65). Mutationen in den Komponenten der Antigen-Prozessierung
und -Prasentation kdnnen dazu flihren, dass Tumore Antigene nicht mehr prasentieren (78).
Der Verlust der MHC-Klasse-I-Expression auf Tumoren wird sehr oft beobachtet und fiihrt dazu,

dass der Tumor von CTL nicht mehr erkannt werden kann (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Immun-Escape und Immun-Evasion von Tumorzellen

Aufgrund der genetischen Instabilitdt von Tumoren kommt es oft zu Mutationen, die zu veranderten Antigenen
oder zum Verlust der MHC-Klasse-I-Expression fiihren, wodurch Tumorantigene nicht mehr durch das Immun-
system erkannt werden (Immun-Escape). Tumore setzen aulRerdem immunsuppressive Zytokine wie TGF- und IL-
10 frei, wodurch antigenspezifische T-Zellen inhibiert werden und die Entstehung von regulatorischen T-Zellen
(Treg) gefordert wird. Im inflammatorischen Milieu des Tumors finden sich auBerdem unreife myeloide Suppressor-
Zellen, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Stickstoffoxid (NO) freisetzen und dem Milieu L-Arginin entziehen,

wodurch tumorspezifische T-Zellen inhibiert werden (Immun-Evasion). (Abbildung nach Gilboa, (10))

Daher ist fur die Immuntherapie eine optimale Aktivierung des Immunsystems essentiell. Zum

einen, weil eine unvollstindige Aktivierung von T-Zellen zu Toleranz oder sogar zur Induktion
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von Tg-Zellen fihrt. Zum anderen, weil durch eine umfangreiche Aktivierung des Immun-
systems, die z.B. natlirliche Killerzellen (NK) und/oder die Aktivierung von tumorspezifischen
CD4*-T-Zellen umfasst, ein Verlust der MHC-Klasse-I-Expression auf Tumoren kompensiert
werden kann (77). Der Verlust der Antigenprasentation ist tlickisch und lasst sich, sofern er nur
durch Mutation einzelner Antigene hervorgerufen wird, durch Verwendung mehrerer Antigene
fir die Vakzinierung ausgleichen (79). Andere Moglichkeiten, immunsuppressiven
Mechanismen zu entgehen, sind die gezielte Eliminierung von inhibitorischen Zellen durch
Chemotherapeutika, deren Depletion mit Antikdrpern, oder die gezielte Intervention mit TGF--
und IL-10-Signalwegen (80,81). All-trans-Retinsdure (ATRA) zum Beispiel flhrt sehr effektiv zur
Differenzierung von unreifen myeloiden Suppressorzellen, und die Depletion von CD4'CD25"-
Treg-Zellen mit Antikdrpern kann zu einer effektiveren Anti-Tumor-Immunantwort fiihren (82-

86).

2.2. Immuntherapeutische Strategien

Die Tatsache, dass viele Tumore sich gegenliber herkdmmlichen Therapien wie Chemotherapie
oder Bestrahlung als resistent erweisen, erfordert die Suche nach alternativen Therapien in der
Krebsmedizin (87-90). Die Beobachtung, dass Tumore wie das Melanom oder das Nierenzell-
karzinom immunsuszeptibel sind (91-93), und nicht zuletzt die Entdeckung und ldentifizierung
von Tumorantigenen fiihrten zur Entwicklung von immuntherapeutischen Ansatzen (40). Man
unterscheidet prinzipiell zwischen passiven Strategien wie dem adoptiven Transfer von T-Zellen
und einer Therapie mit tumorspezifischen Antikérpern und den aktiven Strategien, deren Ziel es
ist, eine gegen den Tumor gerichtete Stimulation des Immunsystems im Patienten zu

induzieren.

2.2.1. Passive Immuntherapie

Adoptiver T-Zell-Transfer

Die Option, antigenspezifische T-Zellen in vitro zu generieren und zu expandieren, ermdglicht
den Einsatz von tumorspezifischen T-Zellen fiir den adoptiven Transfer (94). Die ersten
Versuche wurden mit angereicherten tumorinfiltrierenden T-Zellen (TIL) des Melanoms

gemacht, die in vitro expandiert und Patienten wieder zugefiihrt wurden (95). Neue Methoden
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erlauben die Anreicherung und Expansion hoch spezifischer CD8"-T-Zellen, welche das Risiko
einer Autoimmunreaktion minimieren. Unterstiitzt wird die Therapie meist durch die Gabe von
Zytokinen wie IL-2, das die Proliferation und die Aktivitat von Effektor-T-Zellen stimuliert und
somit den Fortbestand der transferierten T-Zellen gewaéhrleistet (95-97). Die Kurzlebigkeit der
transferierten T-Zellen ist zugleich einer der Nachteile des adoptiven T-Zell-Transfers. Trotz
ausgewiesener Erfolge, vor allem beim Melanom, ist der Aufwand zur Durchfiihrung dieser Art
von Therapie enorm und fiir den Patienten mihselig (98-100). Beim Nierenzellkarzinom wurden
bisher nur maRige Erfolge mit in vitro expandierten TIL und begleitender Gabe von IL-2 erzielt.
Erfolgreicher waren klinische Studien mit aus TIL angereicherten CD8'-CTL (101). Die
Bemihungen gehen daher hin zur Anwendung von tumorantigenspezifischen T-Zellen.
Nichtsdestotrotz bleibt der adoptive Transfer von T-Zellen aufgrund des hohen Aufwands nur

beschrankt praktikabel.

Monoklonale Antikérper

Mit der Entwicklung der Hybridoma-Technologie ist es moglich, tumorantigenspezifische Anti-
korper in nahezu unbegrenzten Mengen herzustellen (102). Dabei werden in der Krebstherapie
nicht nur Antikérper gegen Tumorantigene eingesetzt (103). Erfolgreiche Anwendung finden
auBBerdem monoklonale Antikérper, die gegen fiir den Tumor wichtige Wachstumsfaktoren
gerichtet sind oder sich gegen Molekiile richten, die in immunsuppressiven Mechanismen eine

Rolle spielen (104,105).

Klinische Anwendung beim Nierenzellkarzinom finden Antikdrper, die gegen das Tumorantigen
G250 (CAIX) gerichtet sind, das in Gber 90% der Patienten exprimiert wird. Die Wirkung beruht
auf der antikdrpervermittelten Zytotoxizitat (ADCC, antibody dependent cellular cytotoxicity),
bei der die Tumorzellen mit dem Antikérper opsoniert und dadurch von natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) erkannt und eliminiert werden (106). Eine weitere Strategie beim Nierenzell-
karzinom ist die Blockade der Tumorangiogenese mit Antikorpern, die gegen VEGF (vascular
endothelial growth factor) gerichtet sind (107,108). Durch den Antikoérper wird verhindert, dass
VEGF mit seinen Rezeptoren interagieren kann, und somit wird die vom Tumor induzierte

Bildung von neuen Blutgefdlen fir die Nahrstoffversorgung geblockt (109).

Vorteil der Therapie mit Antikorpern ist, dass sie von den Patienten gut toleriert wird und nur

milde Nebenwirkungen im Vergleich zur Chemotherapie verursachen kann. Allerdings stellten
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sich mit einer rein antikdrperbasierten Therapie nur maRige Erfolge ein. Der Trend geht daher
zu kombinatorischen Therapien wie beispielsweise die beim Nierenzellkarzinom erfolgreich
angewendete Therapie mit Zytokinen und tumorspezifischen monoklonalen Antikérpern

(110,111).

2.2.2. Aktive Immuntherapie

Die Verfahren zur aktiven Immuntherapie von Tumoren sind vielfaltig und umfassen die
Vakzinierung mit aufgereinigten Tumorantigenen und Peptiden ebenso wie die Vakzinierung
mit bestrahlten Tumorzellen oder dem Lysat von Tumorzellen. Diese Art der Vakzinierung
bendtigt die Unterstlitzung durch Adjuvantien, um die Tumorantigene dem Antigen-
prasentationsweg zuzufiihren und somit eine effektive Aktivierung von tumorspezifischen T-
Zellen zu erreichen (112-116). Andere Methoden zur Vakzinierung nutzen daher die Eigen-
schaften von antigenpdsentierenden Zellen, um eine effektive Stimulation von tumor-

spezifischen T-Zellen zu erreichen.

Dendritische Zellen

Als die professionellsten antigenprasentierenden Zellen gelten dendritischen Zellen (DC), da sie
nicht nur effektiv Antigene aufnehmen, prozessieren und prasentieren, sondern auch die fiir
die Stimulation von Effektorzellen bendétigten kostimulatorischen Molekile und Zytokine
exprimieren und sezernieren. DC lassen sich einfach mit Tumorantigenen beladen (55,57). Die
Beladung mit ganzen Tumorzellen, Tumorlysat und Peptiden ist ebenso mdglich wie der
Transfer von tumorantigenkodierender cDNS oder mRNS (117-126). Mit der Moglichkeit, DC in
vitro zu generieren, ist somit ein effektives Werkzeug fiir die Vakzinierung gegen Tumor-
antigene gegeben, die aber auch Nachteile mit sich bringt (54). Die effektive Stimulation von T-
Zellen hangt besonders vom Differenzierungsstatus der DC ab (127-129). Humane DC werden
aus den aus peripherem Blut isolierten myeloiden Vorlauferzellen gewonnen und missen in
vitro durch Zugabe von Zytokinen und anderen Faktoren, deren Kombination umstritten ist, in
den richtigen DC-Typ differenziert werden (56,130-133). Maturierte DC lassen sich zudem in
vitro nicht weiter expandieren, wodurch regelmaRige Blutentnahmen von Patienten fir die
Therapie noétig sind. Als alternative antigenprasentierende Zellen kénnen CD40-aktivierte B-

Zellen dienen (134-137). Sie sind in vitro nahezu unbegrenzt expandierbar und weisen nach
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einfacher CD40-Stimulation einen zu DC vergleichbaren antigenprasentierenden Phanotyp auf

(138,139).

In klinischen Studien zeigte die Vakzinierung mit tumorlysatbeladenen DC beim Nierenzell-
karzinom nur maRigen Erfolg (140-142). Vielversprechend war hingegen die Vakzinierung mit
definierten Tumorantigenen. Studien, die MHC-Klasse-I-restringierte Peptide oder mRNS des
Tumorantigens G250 zur Beladung von DC verwenden, waren weitaus erfolgreicher

(111,143,144).

2.2.3. Adjuvantien

Vakzinierungsstrategien in der Tumortherapie kommen oft nicht ohne die Verwendung von
Adjuvantien aus, die fir einen bestmodglichen Effekt der Vakzinierung sorgen sollen. So
unterschiedlich die Arten der Adjuvantien, so unterschiedlich sind auch ihre Wirkungen (Tabelle
2) (145). Die Anwendung von Adjuvantien fiihrt zur Stimulation des humoralen und/oder
zelluldaren Immunsystems. Dabei kdnnen beispielsweise pro-inflammatorische Faktoren frei-
gesetzt werden, die zur Maturierung und Aktivierung von DC fiihren und damit die Antigen-

aufnahme, -prozessierung und -prasentation unterstitzen.

Tabelle 2: Adjuvantien

Adjuvant Beispiel

Chemische IFA (incomplete Freund’s adjuvant)
Keyhole limpet haemocyanin
Haptene, z.B. Dinitrophenol
Iscom™

Mikrobielle Lipopolysaccharide (LPS)
Glykolipide
Lipoproteine

Zytokine GM-CSF
IL-2
IL-12
FLT-3L
IFN-a

Zellulare Dendritische Zellen
Salmonella typhimurium
Mycobakterium bovis BCG
Shigella
Listeria monocytogenes
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Chemische und mikrobielle Adjuvantien finden Anwendung und werden vor allem eingesetzt,
um Antikorperreaktionen auf Protein-Peptid-Vakzine zu verstarken. Eine besondere Rolle in der

Tumortherapie spielen Zytokine und Zelluldre Adjuvantien.

Zytokine

Fir die Modulation von Immunreaktionen spielen Zytokine eine wichtige Rolle und werden
daher oft unterstitzend in der Inmuntherapie eingesetzt (115,146). Vor allem die Gabe von IL-
2 findet haufig Anwendung, um die T-Zellantwort zu verstarken, so zum Beispiel beim
adoptiven Transfer von tumorspezifischen T-Zellen oder der Therapie mit tumorantigen-
spezifischen Antikorpern (147-150). Insbesondere beim Nierenzellkarzinom ist die Therapie mit
Zytokinen bis dato die etablierteste und effektivste Form der Immuntherapie (151). Durch Gabe
von IL-2 zeigen 15% der Patienten eine teilweise oder komplette Remission des Tumors
(152,153). Die systemische Behandlung mit Interferon-alpha (IFN-a) ist etwas weniger effektiv.
In Kombination mit IL-2 profitieren jedoch bis zu 30% der Patienten von der Therapie (154).
Trotz des Risikos, toxische Nebenwirkungen zu verursachen, wenn sie in zu hoher Dosierung
eingesetzt werden (155,156), sind Zytokine aufgrund ihres Nutzens, vor allem in Kombination

mit anderen Therapien, in der Immuntherapie unverzichtbar geworden.

Zellulare Adjuvantien

Zu den zellularen Adjuvantien, die man in der Immuntherapie einsetzt, um die bestmdégliche
Induktion des Immunsystems zu erreichen, gehdren insbesondere dendritischen Zellen. Da ihre
Funktion und Relevanz in der Tumortherapie bereits vorgestellt wurden, soll die
Aufmerksamkeit den Bakterien geschenkt werden. Bakterielle Lebend-Vakzine werden schon
lange als Vakzine benutzt (157). Beispiele sind attenuierte Stamme von Mycobacterium bovis
BCG, Shigella, Listeria monocytogenes oder, besonders in der Tumortherapie eingesetzt,
Salmonella typhimurium (158,159). Als Adjuvant zeichnen sich die Bakterien dadurch aus, dass
sie immunstimulatorische Molekiile wie Lipopolysaccharide (LPS) oder unmethylierte CpG-
Motive tragen. Sie induzieren die Produktion von zahlreichen pro-inflamatorischen Faktoren
wie die Sekretion von Zytokinen und aktivieren somit eine umfangreiche Immunantwort (160).
Bakterielle Lebend-Vakzine finden vor allem Anwendung in der Gentherapie, da sie sich hervor-

ragend als Vehikel fir DNS-Vakzine eignen (161). Attenuierte Enterobakterien, wie S.
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typhimurium haben die Eigenschaft, dass sie nach Phagozytose in antigenprasentierenden
Zellen wie Makrophagen Uberleben und heterologe DNS transferieren konnen, die daraufhin
von der Wirtszelle exprimiert wird (Abbildung 3). Salmonellen-Stamme sind wiederholt fiir die
Krebstherapie eingesetzt worden, indem sie mit eukaryotischen Expressionsvektoren, die fiir
Tumorantigene kodieren, transformiert wurden (162-164). Der genau zugrundeliegende
Mechanismus des DNS-Transfers bei S. typhimurium ist noch nicht vollstandig verstanden (165).
Die orale Vakzinierung mit tumorantigentransformierten Salmonellen zeigte aber, dass eine
effektive zelluldre Immunantwort gegen den Tumor induziert werden kann, welche die Antigen-
prasentation Uber DC und Aktivierung von CD4"-Helfer-T-Zellen und tumorantigenspezifischen

CD8*-CTL beinhaltet (162,166,167).

Abbildung 3: Transfer von herterologen Antigenen durch Salmonella typhimurium

Salmonellen, transformiert mit einem eukaryotischen Expressionvektor, der fiir ein heterologes Antigen kodiert,
werden von Phagozyten wie Makrophagen aufgenommen und kénnen in den Phagosomen begrenzte Zeit
iberleben und sich vermehren. Werden Salmonellen lysiert, kommt es zur Freisetzung des Vektors in das Zytosol,
dessen genauer Mechanismus noch nicht geklart ist. Der Vektor gelangt in den Nukleus und wird dort transkribiert
und translatiert. Die exprimierten Antigene werden dann von den Makrophagen prozessiert und prasentiert,

wodurch eine zelluldre Immunantwort induziert wird. (Abbildung nach Loessner et al., (168))

2.3. Ziel der Arbeit

Das Nierenzellkarzinom erweist sich oft als resistent gegeniber Chemotherapie und
Bestrahlung (87-90). Die Beobachtung, dass der Tumor, wenngleich sehr selten, eine effiziente
Immunantwort ausldst, die zu drastischen Spontanen Remissionen des Tumors fiihren kann,
unterstiitzte die Hoffnung auf eine immuntherapeutische Intervention (91-93). Die

Identifikation von Tumorantigenen und die Etablierung von Methoden, ex vivo zellulare
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Komponenten des Immunsystems (DC, T-Zellen) zu aktivieren und zu expandieren, waren
bahnbrechend fiir den Einsatz immuntherapeutischer Verfahren in der Onkologie (40). In der
Tat waren die Ergebnisse erster klinischer Studien mit tumorantigenbeladenen DC beim
Nierenzellkarzinom vielversprechend, erfiillten aber bei weitem nicht die Erwartungen, die man

in diese Therapie gesetzt hatte (169,170).

Ziel dieser Arbeit war es daher, Vakzinierungsstrategien mit tumorantigenbeladenen DC beim
Nierenzellkarzinom zu optimieren. Um eine effiziente Vakzinierung zu erzielen, bedarf es in
aller Regel des Einsatzes von Adjuvantien. Dies gilt in besonderem Male fiir die Vakzinierung
mit schwach immunogenen Tumorantigenen. Um dies zu erreichen, wurde in dieser Arbeit die
Moglichkeit evaluiert, die Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC durch eine
Kovakzinierung mit transformierten attenuierten Salmonella typhimurium zu unterstitzen. Als
Adjuvant wahlten wir das Autoantigen GOLGA4, dessen cDNS Uber einen Expressionsvektor in
die Salmonellen eingeflihrt wurde. Das Autoantigen wahlte ich, da es Hinweise gibt, dass die
Kovakzinierung mit einem vom Tumor exprimierten Autoantigen die Anti-Tumor-Immun-
antwort verstarken kann (38,39). Um gleichzeitig das mogliche Repertoire nierenzellkarzinom-
assoziierter Tumorantigene fiir die Therapie zu erweitern, wurden DC mit MHC-Klasse-I-
bindenden Peptiden des etablierten G250- und des noch nicht erprobten MAGE9-Antigens
beladen. Zur Kontrolle wurden die DC mit Tumorlysat beladen. Diese Kontrolle erschien wichtig,
da in der Klinik hdufig Tumorlysate fir die Vakzinierung eingesetzt werden, aber noch nicht
geklart wurde, in wieweit hierdurch immunsuppressive Mechanismen aktiviert werden. Als
Modell wurde das Nierenzellkarzinom Renca der BALB/c-Maus eingesetzt, das mit den
humanen Tumorantigenen G250 bzw. MAGE9 stabil transfiziert wurde. Die Renca-Zelllinie hat
vergleichbare Wachstums- und Metastasierungseigenschaften wie die humanen Tumorzellen
und exprimiert zudem das Autoantigen GOLGA4 (171). Dieses Modell erlaubte, folgende
Aspekte der induzierten Immunantwort nach Vakzinierung mit DC und Kovakzinierung mit

Salmonellen zu vergleichen:
1. Effizienz zweier nierenzellkarzinomspezifischen Antigene
2. Tumorlysat versus MHC-Klasse-I-bindende Peptide

3. Supportive Funktion eines Autoantigens und Modus der Applikation des Autoantigens

(Gentransfer Gber Salmonellen oder peptidbeladene DC)
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Die Effizienz der Vakzinierung wurde jeweils zuerst in vivo Uberpriift. Die zugrundeliegenden
Mechanismen wurden in vitro erarbeitet, wobei neben der Uberpriifung der Aktivierung
antigenspezifischer Effektorzellen auch die Frage nach immunsuppressiver Gegensteuerung

evaluiert wurde.
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3. Material

3.1. Chemikalien

Fiir die Herstellung von Losungen und Puffer wurden ausschlieBlich Chemikalien von

analytischer Reinheit verwendet.

Tabelle 3: Chemikalien

Name Hersteller

Aceton Carl Roth, Karlsruhe

AEC (3-amino-9-ethyl-cerbazol) Sigma-Aldrich, Miinchen
Agar Carl Roth, Karlsruhe

Agarose Invitrogen, Darmstadt
Ampicilin Calbiochem, Darmstadt

CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester)  Sigma-Aldrich, Miinchen
Chloroform Merck, Darmstadt
Concavalin A (ConA) Sigma-Aldrich, Miinchen
Cyclosporin A Sigma-Aldrich, Miinchen
Diethanolamin AppliChem, Darmstadt
Diethylpyrocarbonat (DEPC) AppliChem, Darmstadt
Dimethylformamid Merck, Darmstadt
Dimethylsulfid (DMSO) AppliChem, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Miinchen
Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Miinchen
Lymphocytenseparationsmedium (Ficoll) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt

Fotales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Glukose Calbiochem, Darmstadt
Glycerol Sigma-Aldrich, Miinchen
Hefeextrakt GERBU Biochemicals, Gaiberg
Insulin-Tranferin Selenium GIBCO, Darmstadt
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

Kaisers Glyceringelatine Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Kanamycin Sigma-Aldrich, Miinchen
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L-Glutamin AppliChem, Darmstadt
LPS Calbiochem, Darmstadt

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Mayers Hamatoxylin
MOPS

Natriumazetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Penicillin-G
p-Nitrophenylphosphat-Tabletten
Rinderserumalbumin (BSA)
RNAase Zap

Salzsdure
Streptomycinsulfat
Sulfobiotin-X-NHS

TMB

Tris-HCI

Trypanblau

Trypsin

Trypton

Tween-20
Wasserstoffperoxid (30%)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
GERBU Biochemicals, Gaiberg
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Applied Biosystems/Ambion, Austin, Texas, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

3.2. Antikorper

Anti-Maus-Antikorper

Tabelle 4: Anti-Maus-Antikérper

Hybridom (Klon), Hersteller

Antigen Spezies, Ig-Klasse
CCL1 Ratte, 1gG2b
CCL19 Ratte, 1gG2a
CCL21 Ratte, 1gG2b

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
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CCR6

CCR7

CD4

CD8

CD11b

CD25

CD40

CD69

CD80

CD86

CD152
CD154
CXCR3
CXCR4

FoxP3

Grl

H2-Kd

IFN-y capture
IFN-y detection
IL1-B capture
IL1-B detection
IL2 capture
IL2 detection
IL4 capture
IL4 detection
IL6 capture
IL6 detection

IL10 capture

Ratte, 1gG2a
Ratte, 1gG2a
Ratte, 1gG2b
Ratte, 1gG2b
Ratte, 1gG2a
Ratte, 1gG2b
Ratte, IgG2a
Hamster, 1gG1
Ratte, IgG2a
Ratte, IgG2a
Ratte, 1gG1
Hamster, 1gG3
Ratte, 1gG2a
Ratte, 1gG2b
Ratte, 1gG2a
Ratte, 1gG2b
Ratte, 1gG3
Ratte, IgG1
Ratte, IgG1
Ratte, IgG1
Ziege, 188G
Ratte, 1gG2a
Ratte, IgG2a
Ratte, 1gG2b
Ratte, IgG1
Ratte, IgG1
Ratte, IgG1

Ratte, 1gG1

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Hybridom (YTA), EAACC, Salesbury, UK
Hybridom (YTS 169), EAACC, Salesbury, UK

Hybridom (YBM®6.6.10), EAACC, Salesbury, UK

BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
Dianova, Hamburg

BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg

BD/Pharmingen, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Biozol Diagnostica, Eching
Biozol Diagnostica, Eching

Immunotools, Friesoythe

Hybridom (K9-18), EAACC, Salesbury, UK

BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg

BD/Pharmingen, Heidelberg
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IL10 detection
IL12 capture

IL12 detection
TNF-a capture

TNF-a detection

Ratte, 1gG1
Ratte, IgG1
Ratte, IgG2a

Hamster, 1gG

Kaninchen, IgG

BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg
BD/Pharmingen, Heidelberg

BD/Pharmingen, Heidelberg

Sekundare Antikorper und Streptavidin-Konjugate

Tabelle 5: Sekundare Antikorper und Streptavidin-Konjugate

Konjugate Spezies Hersteller

anti-Hamster 1gG FITC Ziege Dianova, Hamburg
anti-Ratte IgG APC Ziege Dianova, Hamburg
anti-Ratte IgG FITC Maus Dianova, Hamburg
anti-Ratte IgG PE Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus I1gG APC Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus I1gG FITC Ziege Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG PE Ziege Dianova, Hamburg

Streptavidin AP

Streptavidin APC
Streptavidin FITC
Streptavidin HRP

Streptavidin PE

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg




Material 22

3.3. Primer

Tabelle 6: Primer

Primer Sequenz

G250 forward 5'-ACTGCTGCTTCTGATGCCTGT-3’
reverse 5'-AGTTCTGGGAGCGGCGGGA-3’

MAGE9 forward 5'-ATGTCTCTCGAGCAGAGGAGTCCG-3’
reverse 5’-CTCAGACTCCCTCTTGCTCCTCT-3’

GOLGA4 forward 5'-AGGGTGGTTTCTTTTTCTTC-3’
reverse 5'-CCAAAAGCTAGGTAAACATGAGG-3’

3.4. siRNA

Tabelle 7: siRNA

Name Zielsequenz
siRNA GOLGA4 5’-CAGCTTCGTAGTCATATCAA-3’
3.5. Peptide

Tabelle 8: Peptide

MAGE9 MHC-Klasse-I Peptide

Protein ID/NCBI Referenzsequenz: NP_005356.1

Name/Position Peptidsequenz (N-terminal->C-terminal)
MAGE9 pos141-149 NYKRYFPVI

MAGE9 pos160-168 IFGTDVKEV

MAGE9 po0s281-289 SYEKVINYL

MAGEY pos237-245 FYGEPRKLL

MAGES pos299-307 CYPSLYEEV
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G250 MHC-Klasse-I Peptide

Protein ID/NCBI Referenzsequenz:

CAB82444

Name/Position

Peptidsequenz (N-terminal->C-terminal)

G250 pos258-266 AFARVDEAL
G250 pos219-227 EYRALQLHL
G250 pos288-296 AYEQLLSRL
G250 pos323-331 RYFQYEGSL
G250 pos172-180 AFCPALRPL
GOLGA4 MHC-Klasse-l Peptide

Protein ID/NCBI Referenzsequenz: NP_002069.2

Name/Position

Peptidsequenz (N-terminal->C-terminal)

GOLGA4 posl MFKKLKQKI
GOLGA4 pos67 LRYPSVESL
GOLGA4 pos152 SYRGKYSEL
GOLGA4 pos564 TYRTRILEL
GOLGA4 pos2110 TQLAQKKTTL
GOLGA4 MHC-Klasse-ll Peptide

Protein ID/NCBI Referenzsequenz: NP_002069.2

Name/Position

Peptidsequenz (N-terminal->C-terminal)

GOLGA4 pos1171
GOLGA4 posl7

GOLGA4 pos1016
GOLGA4 pos1402
GOLGA4 pos1478

ELAELKLLADKSQLR
QQALAPAQASSSSST
AQILEMAQANSAGIS
ISPSDKAEAISALSK
LQAQLDVKATDAREK
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3.6. Rekombinante Zytokine

Tabelle 9: Rekombinante Zytokine

Spezies Zytokin

Hersteller

Maus IL-4 Immunotools, Friesoythe
GM-CSF Immunotools, Friesoythe
3.7. Radionuklide

Tabelle 10: Radionuklide

Name

Hersteller

[6-3H]-Thymidine

Amersham/GE Healthcare, Freiburg

3.8. Enzyme

Tabelle 11: Enzyme

Enzym Hersteller

Restriktionsenzyme BamHI Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRl Fermentas, St. Leon-Rot
Hindlll Fermentas, St. Leon-Rot
Xhol Fermentas, St. Leon-Rot

REDTaq DNS-Polymerase

M-MLV Reverse-Transkriptase

T4 DNS-Ligase

Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

3.9. Vektoren

Tabelle 12: Vektoren

Vektor

Hersteller

pcDNA3.1 (+)
pcDNA3.1 (-)

Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
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3.10. Transfektionsreagenzien

Tabelle 13: Transfektionsreagenzien

Name Hersteller

Geneluice Transfection Reagent  Novagen, Darmstadt
HiPerFect Transfection Reagent  Qiagen, Hilden

3.11. Zellkulturmedien

Standardmedien

Tabelle 14: Standard-Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung/Supplementierung

RPMI-1640 10% FCS
100pg/ml Sreptomycinsulfat
50ug/ml Penicillin-G
245,7ug/ml L-Glutamin

Spezielle Kulturmedien

Tabelle 15: Spezielle Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung/Supplementierung

DC-Medium RPMI-1640
2ng/ml rekombinantes Maus IL-4
10ng/ml rekombinates Maus GM-CSF

TCGF-Medium  RPMI-1640
10% EL4-Kulturiiberstand (TCGF, T cell growth factor)
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3.12. Puffer und Losungen

Tabelle 16: Puffer und L6sungen

Name

Zusammensetzung

AEC-Komplex

Bicarbonatpuffer

DEPC Wasser

Diethanolaminpuffer

LB-Medium

LB-Agar

MOPS

10x PBS

Losung 1:

2,1ml Essigsare (0,1M) mit 7,9ml Natriumacetat (0,1M) mischen und
500ul verwerfen.

Ldsung 2:
3,5mg AEC in 500l Dimethylformamid

Loésung 1 und Lésung 2 mischen, durch 0,45um Spritzenfilter filtrieren
und 5ul H,0, (30%) zugeben

15mM Na,COsz und 35mM NaHCO3 in 900mI| Wasser
pH-Wert auf pH9,6 einstellen
Auf 1l mit Wasser auffiillen

500ul DEPC in 11 Wasser
Inkubation Gber Nacht auf Magnetriihrer, autoklavieren

97ml Dieethanolamin und 100mg MgCl, in 900m| Wasser
pH-Wert auf pH9,8 einstellen
Auf 11 mit Wasser auffillen

10g Trypton, 5g Hefeextrakt und 10g NaCl in 900m| Wasser
pH-Wert mit NaOH auf pH7,0 einstellen
Auf 1l mit Wasser auffiillen, autoklavieren

LB-Medium + 1,5% (w/v) Agar

0,4M MOPS, pH7,0
0,1M Natriumazetat
0,01M EDTA

in DEPC Wasser

Lose 80g NaCl, 2 g KCI, 26,8g Na,P0,4-7H20 und 2,4g KH,PO4 in 800m|
Wasser

pH-Wert mit HCl auf pH7,4 einstellen
Auf 11 mit Wasser auffiillen, autoklavieren
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10x AEC-PBS 400g NaCl, 5g KCI, 57,5g Na,HPO,4 und 10g KH,PO4 in 5| Wasser
50x TAE 242g Tris in 500m| Wasser
100ml 0,5M Na,EDTA (pH8,0)
57,1ml Eisessigsaure
Auf 11 mit Wasser auffillen
3.13. Verwendete Kits

Tabelle 17: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

Rneasy Mini Kit

QlAquick PCR Purification Kit

QlAquick Gel Extraction Kit
QlAprep Spin Miniprep Kit
VECTASTAIN ABC Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Vektor Labs, Burlingame, CA, USA

3.14.

Tabelle 18: Instrumente und Geréte

Instrumente und Gerate

Instrument/Gerat Typ Hersteller
Bakterieninkubator Brutschrank Typ A MELAG, Berlin
Bakterienschittler TH-30 Edmund Buhler GmbH, Hechingen

Beta-Radioaktivitatszahler
Bestrahlungsanlage

CO,-Brutschrank
Durchflusszytometer
Elektroporator
ELISA-Reader
Fluoreszenzmikroskop
Gelelektrophoresekammer
Heizblock

Kryotom

Magnetrihrer

Betaplate 120S
Gammacell 1000 Elite

Water-Jacket-Incubator
FACSCalibur

Easylect Optima
Multiscan FC

Leica DMRBE
Thermomixer comfort
2800 Frigocut E

MR 3000

LKB Wallace, Piscataway, NJ, USA

Atomic Energy of Canada, Ontario,
Kanada

Labotect, Gottingen

BD Biosience, Heidelberg
Peqlab, Erlangen

Thermo Scientific

Leica, Wetzlar

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Reichert-Jung/Leica, Wetzlar
Heidolph, Schwabach
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Mikroskop Leica DMIL Leica, Wetzlar

PCR Thermocycler Mastercycler pro Eppendorf, Hamburg

pH-Meter PB-11 Sartorius, Gottingen

Photometer Genesys 10uv Spectronic, Garforth, UK

Pipetten pipetman Gilson, Midleton, WI, USA
Pipttierhilfen Accu-Jet® pro Brand, Wertheim

Sterile Arbeitsbank HERAsafe Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
uv-

Geldokumentationssystem MidiDoc Herolab, Wiesloch

Vortexer Vortexer Genie 2
Waage PT 3100

Waage Feinwaage RC210D
Wasserbad Eco Temp TW8

Zellerntegrat

Harvester 96

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen

Julabo, Seelbach

Tomtec Inc., Hamden, CT, USA

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zentrifuge Megafuge 3.0R Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zentrifuge Biofuge 15 Heraeus Instruments GmbH, Hanau
3.15. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 19: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-well Mikrotiterplatten, Flachboden
96-well Mikrotiterplatten, Rundboden
Beta-Radioaktivitatszahler Filtermatten
MultiScreen HTS ELISPOT Filter-Platten

Gewebekulturflaschen (25cm?, 75cm?, 175cm?)

Kanilen 20G, 23G, 27G

Multiwell Zellkulturplatten (6-well, 24-well)

Petrischalen

Pipettenspitzen (20, 100, 1000)
PP-PCR-GeféRRe (0,2ml)
PP-Tentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

Reaktionsgefal® mit Deckel (1,5ml, 2,0ml)

Spritzen (1ml, 5ml, 10ml, 20ml)
PP-Kryo-Gefalde
Spritzenfilter (0,2um, 0,45um)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

LKB Wallace, Piscataway, New Jersey, USA

Millipore, Schwalbach

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
BD, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Austin, TX, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

BD, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe
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4. Methoden
4.1. Tierexperimentelle Methoden
4.1.1. Haltung

BALB/c-Mause wurden bei Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bestellt und unter SPF-
Bedingungen (specific pathogen free) in der zentralen Tierhaltungseinrichtung des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) sowie in der interfakultdren biomedizinischen Forschungs-
einrichtung (IBF) der Universitat Heidelberg gehalten. Mause wurden mit sterilem Futter und
Wasser ad libitum gefiittert. Fur Experimente wurden BALB/c-Mause in einem Alter von 8 bis

10 Wochen eingesetzt.

4.1.2. Praparation von lymphatischen Organen und Tumor

Mause wurden durch zervikale Dislokation getdtet und unter sterilen Bedingungen prapariert.
Fir die Gewinnung von Lymphozyten wurden den Mausen Lymphknoten und Milz entnommen
und die Organe auf einer sterilen Gaze zerrieben. Die erhaltene Zellsuspension wurde in PBS
aufgenommen, durch Zentrifugation gewaschen und in Zellkulturmedium (RPMI-1640)

aufgenommen.

Fiir die Gewinnung von Knochenmarkszellen wurden den Maé&usen Femur und Tibia
entnommen. Das Knochenmark wurde anschlieBend mit PBS und einer 27G Kaniile aus dem
Knochen gesplilt, ebenfalls auf einer Gaze zerrieben, gewaschen und in Zellkulturmedium

aufgenommen.

Die Isolation von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) erfolgte aus Tumoren, die bis zu
einem Durchmesser von ca. 1,5cm gewachsen waren. Dazu wurde der Tumor unter sterilen
Bedingungen frei prapariert und die Tumormasse auf einer Gaze zerrieben. Die erhaltene

Zellsuspension wurde in PBS aufgenommen und durch Zentrifugation gewaschen.
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4.1.3. lIsolation von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) durch Ficoll-Hypaque-

Zentrifugation

Die Isolation von TIL erfolgte durch Ficoll-Hypaque-Zentrifugation. Dazu wurde die praparierte
Tumormasse in 5ml PBS resuspendiert und auf 2ml Ficoll-Hypaque geschichtet und bei
2000rpm fiir 15min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
verworfen und die Lymphozytenschicht entnommen. Die TIL wurden zweimal mit einem Uber-

schuss an PBS gewaschen und in Zellkulturmedium aufgenomen.

4.1.4. Blutentnahme und Gewinnung von Serum

Durch Punktion der vena facialis wurden BALB/c-Mausen ca. 500ul Blut entnommen. Das Blut
wurde Uber Nacht bei 4°C zur Koagulation gelagert. Zur Gewinnung des Serums wurde das
koagulierte Blut zentrifugiert (2000rpm, 20min) und das im Uberstand befindliche Serum ab-

genommen. Serumproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

4.1.5. Tumorwachstumsexperimente und Immunisierung von Mausen

Die Injektion von Tumorzellen erfolgte durch subkutane (s.c.) Injektion in die rechte Flanke von
BALB/c-M&usen. Die Mause erhielten je nach Experiment 1x10°, 2x10° bzw. 1x10° Tumorzellen.
Das Tumorwachstum wurde regelmaBig kontrolliert und protokolliert. Hatte der Tumor einen
Durchmesser von 2,5cm erreicht, so wurden die Mause getotet. Fiir die Erstellung von
Tumorwachstumskurven und Uberlebensraten wurde der durchschnittliche Tumordurchmesser

errechnet bzw. der Todeszeitpunkt der Mduse nach Tumorgabe festgehalten.

Fur die Vakzinierung wurden BALB/c-Miusen 2x10° antigenbeladene dendritische Zellen
subkutan in den unteren Riickenbereich injiziert. Fir die prophylaktische Vakzinierung erfolgte
die Injektion der dendritischen Zellen 20 Tage vor der Tumorgabe. Eine weitere Injektion wurde
10 Tage vor Tumorgabe verabreicht. Fur die therapeutische Vakzinierung erhielten die BALB/c-
Mause eine Injektion mit dendritischen Zellen drei Tage nach der Tumorapplikation. Die
Vakzinierung mit antigenbeladenen dendritischen Zellen erfolgte regelmaBig in Intervallen von
10 Tagen. Fir die Kovakzinierung mit autoantigentransformierten S. typhimurium wurden

BALB/c-Miusen 1-2x10% CFU/ml oral mit einer Schlundsonde verabreicht. Die erste Gabe der
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Salmonellen erfolgte gleichzeitig mit der Injektion von dendritischen Zellen. Die Vakzinierung

mit Salmonellen wurde regelmaBig alle 14 Tage wiederholt.

4.2. Zellbiologische Methoden

4.2.1. Zelllinien und Kultur
Renca

Renca sind eine zur BALB/c-Maus syngene Zelllinie des Nierenzellkarzinoms. Die Tumorzelllinie
ist gut charakterisiert und weist in vivo konstante Wachstums- und Metastasierungs-
eigenschaften auf, die denen des menschlichen Nierenzellkarzinoms sehr dhnlich sind (171).
Diese Eigenschaften machen die Renca-Zelllinie zu einem geeigneten Model des
Nierenzellkarzinoms in der Maus. Fir die Etablierung eines humanen Nierenzellkarzinom-
Modells in der BALB/c-Maus wurden die Renca-Zellen mit den humanen tumorassoziierten

Antigenen G250 (Renca-G250) und MAGE9 (Renca-MAGE9) stabil transfiziert.

Kultur

Die adharenten Zelllinien Renca wurden in RPMI-1640-Medium, supplementiert mit 10% FCS,
Glutamin und Antibiotika kultiviert. StandardmaRig wurden die Zellen in Zellkulturflaschen bei
37°Cin einem Brutschrank unter 5% CO,-Begasung in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare (95%
Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Bei konfluentem Wachstum wurde das Kulturmedium abgesaugt,
der Zellrasen mit PBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin abgel6st. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (1600rpm, 4min) gewaschen, in frischem Kulturmedium resuspendiert und

verdilinnt (1:5) in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

4.2.2. Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Lebendzellzahl wurden Verdinnungen einer Zellsuspension 1:1 mit
einer Trypanblau-Losung zur Anfarbung von toten Zellen gemischt und die Anzahl der lebenden

Zellen mit Hilfe einer Neubauerkammer bestimmt.

4.2.3. Kryokonservierung
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Fir die Krykonservierung wurden die Zellen zundchst durch Zentrifugation gewaschen und in
FCS/10% DMSO zu ca. 10x10° Zellen/ml resuspendiert. Die Zellen wurden zunachst bei —80°C
flr mindestens 24 Stunden gelagert, bevor sie zur Langzeitaufbewahrung in flissigen Stickstoff

(-170°C) uberfuhrt wurden.

4.3. Immunologische Methoden

4.3.1. Generierung von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Die Generierung von dendritischen Zellen (DC) erfolgte aus isolierten Knochenmarkszellen
(BMC, bone marrow cells). Dazu wurden ca. 2x10° BMC in 10ml DC-Medium in einer 10cm
Bakterienkultur-Petrischale ausgesat und unter Standardkulturbedingungen (37°C, 5% CO,, 95%
Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Nach 3 Tagen wurden 10ml| DC-Medium dazugegeben und am Tag 6
der Kultur wurden 50% des Mediums ausgetauscht. Fiir die Maturation der DC wurden die
leicht adhadrenten und Suspensionszellen am Tag 8 geerntet, durch Zentrifugation gewaschen
und in frischem DC-Medium mit 0,5ug/ml LPS auf neuen Kulturschalen Gber Nacht kultiviert.
Am Tag 9 wurden die maturierten dendritischen Zellen geerntet, gewaschen und fir den

weiteren Gebrauch in RPMI resuspendiert.

4.3.2. Beladung von dendritischen Zellen mit Peptid und Tumorlysat

Zur Herstellung von Tumorlysat wurden Renca-Zellen (Renca-Wildtyp, Renca-G250, Renca-
MAGE9) geerntet, gewaschen und zu 2x10’ Zellen/ml in PBS resuspendiert. Die Lyse der Zellen
erfolgte durch mehrmaliges (3x) Schockgefrieren der Zellen in fliissigem Stickstoff. Die Beladung
der dendritischen Zellen erfolgte am Tag 8 der DC-Kultur. Dazu wurde mit dem LPS-Stimulus
Tumorlysat in einem Aquivalent von 3:1 (3 Tumorzellen auf 1 dendritische Zelle) zu den DC
gegeben und (ber Nacht kultiviert. Am Tag 9 wurden die maturierten und mit Tumorlysat

beladenen DC geerntet, gewaschen und in RPMI-Medium resuspendiert.

Fur die Beladung mit Peptiden wurden 5x10° maturierte DC in 10ml serumfreien RPMI-Medium
mit 10ug/ml Peptid resuspendiert und fur 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
die peptidbeladenen DC geerntet, gewaschen und in RPMI-Medium fiir den weiteren Gebrauch

resuspendiert.
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4.3.3. Durchflusszytometrie

Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit der sich Zellpopulationen untersuchen und
charakterisieren lassen. Im FACS-Gerat (fluorescence-activated cell sorter) werden dabei
Informationen Uber die Granularitat und GroRe einzelner Zellen gewonnen, wodurch sich
bestimmte Zellpopulationen identifizieren lassen. Werden die Zellen zudem mit monoklonalen
Antikorpern markiert, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, kann man mit der
Durchflusszytometrie Subpopulationen identifizieren und die Expressionsstarke bestimmter
Molekile auf Zellen untersuchen. Das FACS-Gerat erzeugt einen laminaren Probenstrom, mit
dem Zellen aus einer Probe durch eine diinne Kapillare angesaugt werden. Dabei werden
einzelne Zellen an einem Lasersystem vorbeigefiihrt. Trifft das Licht des Lasers auf eine Zelle, so
wird anhand der Absorption und der Streuung des Lichts die GroRe (FSC, forward scatter) und
Granularitat (SSC, side scatter) der Zelle bestimmt. Ist die Zelle mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert, wird dieser durch den Laser einer bestimmten Wellenldnge angeregt und das
emittierte Licht von Photodetektoren gemessen (Abbildung 4). Auf diese Weise kann man die
Anzahl von Zellen mit bestimmten Eigenschaften ermitteln und Auskunft Gber die Expressions-
rate verschiedener Molekiile erhalten. Dabei ist die Untersuchung der Expression von Ober-

flaichenmolekilen ebenso moglich wie die von intrazellularen Molekilen.

Probe

Abbildung 4: Prinzip der Durchflusszytometrie

Im FACS-Gerat werden einzelne Zellen in einem laminaren Probenstrom durch eine Messkapillare gefiihrt. Die
Zellen passieren dabei das Licht eines Lasers. Photodetektoren messen das von den Zellen absorbierte (FSC) und
gestreute (SSC) Licht, wodurch GréRBe und Granularitdt der Zellen bestimmt werden. Wird durch den Laser ein

Fluoreszenzfarbstoff angeregt, mit dem eine Zelle markiert ist, so wird auch das emittierte Licht gemessen. Somit
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konnen einzelne Zellpopulationen untersucht werden und die Anzahl von Zellen mit bestimmten Eigenschaften

sowie die Expressionsrate von Oberflachenmolkilen und intrazellularen Proteinen ermittelt werden.

Markieren von Oberflaichenmolekilen mit Antikorpern fiir die FACS-Analyse

Fur die FACS-Analyse wurden 5x10° Zellen pro Well in eine 96-Loch-Rundbodenplatte tber-
flhrt. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen in PBS/1% BSA fiir 30min
bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden anschliefend zentrifugiert (1600rpm, 4min) und der
Uberstand durch vorsichtiges Ausschlagen der Platten verworfen. Die Zellen wurden 2x mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit dem primaren Antikorper fir 30min bei 4°C inkubiert. Es
folgte abermals das zweimalige Waschen mit eiskaltem PBS und die Inkubation mit fluoreszenz-
markiertem Zweitantikdrper bzw. Streptavidin bei 4°C fiir 30min. SchlielRlich wurden die Zellen
nochmals mit kaltem PBS 2x gewaschen und fiir die FACS-Analyse in Probenréhrchen Gberflhrt.
Um unspezifische Bindungen von Antikorpern validieren zu kénnen, dienten fiir die FACS-
Analyse als Kontrollen (a) ungefarbte Zellen, (b) Zellen, die nur mit dem Zweitantikorper
inkubiert wurden, bzw. (c) die Inkubation der Zellen mit einer Isotypenkontrolle. Die

Auswertung und Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der Cell Quest Software (BD, Heidelberg).

Markieren von intrazelluldren Molekilen fiir die FACS-Analyse

Fir die Markierung von intrazellularen Molekilen (Zytokine, Chemokine) wurden die Zellen vor
der Inkubation mit den Antikdrpern fixiert und permeabilisiert. Dazu wurden 5x10° Zellen
zunachst 2x mit PBS gewaschen und in 50ul PBS/1% Formalin resuspendiert. Fiir die Fixierung
wurden die Zellen fir 20min bei 4°C inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen 2x mit PBS
gewaschen und fur die Permeabilsierung in 50ul PBS/0,5% Tween-20 resupendiert. Die
Inkubation erfolgte fir maximal 15min bei 4°C. Anschliefend wurden die Zellen 3x mit
eiskaltem PBS gewaschen. Danach folgte, wie oben beschrieben, das Blockieren von
unspezifischen Bindungsstellen und die Inkubation mit den Antikdrpern zur Markierung der

intrazelluldren Proteine.



Methoden 35

4.3.4. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Flir den Nachweis von Zytokinen aus Kulturiberstanden und dem Serum von Mausen wurden
96-Loch-ELISA-Platten mit 2-4ug/ml Antikorper in Bicarbonatpuffer (pH9,6) Gber Nacht bei 4°C
beschichtet. Anschlieend wurde die Antikdrperlosung verworfen und die ELISA-Platten mit
RPMI/10% FCS fur mindestens 2h bei 37°C geblockt. Nach dem Blocken wurde 3x mit PBS/0,1%
Tween-20 gewaschen, die Waschlosung verworfen und die Platten getrocknet. Schlief3lich
wurden 50ul/Well an Kulturiberstand bzw. Serum pipettiert, die Platten mit Parafilm versiegelt
und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand verworfen und die
Platten 3x mit PBS/0,1% Tween-20 gewaschen. Im néachsten Schritt wurden 50ul/Well des
biotin-konjugierten Detektionsantikorpers (0,5-1pug/ml in PBS/1% BSA) pipettiert und die
Platten bei 37°C im Brutschrank fir 1 Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde grindlich (6x) mit
PBS/0,1% Tween-20 gewaschen. Dann wurden 50ul/Well Streptavidin-AP (alkalische
Phosphatase) in einer Konzentration von 0,2ug/ml pipettiert und bei RT fir maximal 1 Stunde
inkubiert. Es folgten abermals 6 Waschschritte mit PBS/0,1% Tween-20. Als Substrat fiur die
alkalische Phosphatase dienten p-Nitrophenylphosphat-Tabletten, die in 5ml Diethanolamin-
Puffer geldst wurden. 50ul der Substratlosung wurden pro Well pipettiert und die ELISA-
Platten, vor Licht geschiitzt, bei RT solange inkubiert, bis ein Farbumschlag der Substratlésung
zu beobachten war. SchlieBlich wurde die Quantitat des umgesetzten Substrats photometrisch

bei einer Wellenlange von 405nm gemessen.

4.3.5. ELISA-Spot-Assay

Der ELISPOT-Assay dient zur Bestimmung der Zahl an Zellen, die Antikorper, Zytokine oder
Chemokine sezernieren. In dieser Arbeit wurde er zum Nachweis von interferon-y-
sezernierenden (IFN-y) Zellen eingesetzt. Dazu wurden die ELISPOT-Platten zur Aquilibrierung
der PVDF-Membran zunachst mit 35% Ethanol (15ul) befeuchtet und 3x mit PBS unter sterilen
Bedingungen gewaschen. Im néachsten Schritt wurde die Membran mit 10ug/ml anti-IFN-y-
Antikorper in sterilem PBS beschichtet und die Platten wurden mit Parafilm versiegelt bei 4°C
Uber Nacht inkubiert. Nicht-gebundene Antikérper wurden anschlieRend durch zweimaliges
Waschen mit sterilem PBS entfernt. Das Blocken von unspezifischen Bindungsstellen erfolgte
mit RPMI/10% FCS fur mindestens 2 Stunden bei 37°C. Das Medium wurde durch Ausschlagen
der Platten verworfen. AnschlieBend wurden 1x10° Effektorzellen (LNC) in 100ul RPMI in
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Triplikaten pipettiert. Zu den Effektorzellen wurden 1x10” antigenbeladene Stimulations-Zellen
(DC) gegeben, sodass ein Effektor/Stimulator-Verhaltnis von 10:1 erreicht wurde. Die ELISPOT-
Platten wurden dann bei 37°C im Inkubator fir 48 Stunden inkubiert. Vor der Zugabe des
Sekundarantikorpers wurden zunachst die Zellen dekantiert und die Platten griindlich (6x) mit
PBS/0,01% Tween-20 gewaschen. 50ul pro Well des biotin-konjugierten anti-IFN-y-Detektions-
antikorpers (2ug/ml in PBS/0,5% BSA) wurden zugegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Platten 6x mit PBS/0,01% Tween-20 gewaschen und 100ul des
Enzymkonjugats Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) 1:1000 verdiinnt dazu gegeben.
Nach der Inkubation von 1 Stunde bei RT wurden die ELISPOT-Platten 3x mit PBS/0,01% Tween-
20 und 3x mit PBS gewaschen. Schliefllich wurden 100ul TMB-Substratlésung auf die ELISPOT-
Platte gegeben und solange bei RT inkubiert, bis die Spots auf der Membran gut sichtbar
wurden. Die Substratumsetzung wurde durch Waschen der Platten mit Wasser gestoppt. Die

Membran wurde anschlieRend getrocknet und die Anzahl der Spots bestimmt.

4.3.6. T-Zell-Proliferationsassay

*H-Thymidin-Inkorporation

Die Messung der Proliferation von T-Zellen erfolgte durch den Nachweis der Inkorporation von
tritium(aH)-markiertem Thymidin in die DNS sich teilender Zellen. Je haufiger sich Zellen teilen,
desto groRer ist die Menge an in die DNS der Zellen eingebautem 3H—Thymidin, die somit die

Proliferationsrate reflektiert.

Fir die Durchfiihrung des Assays wurden Lymphknotenzellen bzw. Milzzellen in Triplikaten in
eine 96-Loch-Rundbodenplatte titriert (2x10° - 2,5x10* Zellen/Well) und mit jeweils 1x10*
antigenbeladenen dendritischen Zellen stimuliert. Nach drei Tagen wurde 3H—Thymidin
(10uCi/ml) in das Kulturmedium gegeben und fir weitere 16 Stunden bei 37°C, 5% CO,
inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen mit dem Zellerntegerat gewaschen und lysiert, wobei
die DNS der lysierten Zellen auf Filtermatten aufgefangen wurde. Die Filtermatten wurden
anschliefend getrocknet und mit SzintillationsflUssigkeit in Plastikbeutel eingeschweildt. Die

Menge an radioaktiv markierter DNS wurde mit einem B-Counter gemessen, wobei als Mal3-

einheit flr die Radioaktivitdt cpm (counts per minute) angegeben wurde.
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CFSE-Verdinnungs-Assay

Ein weiterer Nachweis fiir die Proliferation von Zellen ist die CFSE-Verdinnungs-Methode. Die
Methode beruht darauf, dass Zellen, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiert wurden,
diesen bei ihrer Teilung an die Tochterzellen weitergeben. Mit jeder Zellteilung halbiert sich
demnach die Fluoreszenzintensitat der Zellen. Diese Abnahme der Fluoreszenz kann mit Hilfe

der Durchflusszytometrie gemessen werden.

Fir die Markierung der Zellen mit CFSE wurden diese zunachst gewaschen und in PBS/0,1% BSA
zu 1x10’ Zellen/ml resuspendiert. Um eine gleichmaRige Farbung der Zellen zu gewéhrleisten,
wurde 4uM CFSE in PBS verdiinnt und dann 1:1 mit den Zellen vermischt (2uM CFSE-
Endkonzentration). Die Zellen wurden fir 10min bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
anschliefend zum Blocken mit 1 Volumen FCS verdinnt und fur 5min auf Eis inkubiert.
Ungebundenes CFSE wurde durch mehrmaliges Waschen der Zellen in RPMI1640/10% FCS
entfernt. Die Zellen wurden unter normalen Kulturbedingungen gehalten und die Abnahme der

CFSE-Fluoreszenz zu gegebenen Zeitpunkten (1-4 Tage) mit dem FACS-Gerat gemessen.

4.3.7. Zytotoxizitatsassay

Um das Potential von zytotoxischen T-Zellen (CTL) zur Abt6étung ihrer Zielzellen zu messen,
wurden die Zielzellen (Renca-Tumorzellen) radioaktiv mit 3H—Thymidin markiert, das sich bei
deren Proliferation in die DNS der Tumorzellen einbaut. Zytotoxische T-Zellen induzieren die
Apoptose in ihren Zielzellen, die letztendlich zur DNS-Fragmentierung fiihrt. Ahnlich wie beim
Proliferationsassay (siehe oben) wird beim Zytotoxizitatsassay die DNS der Tumorzellen auf
Filtermatten Uberfiihrt. Da die Filtermatten nur hochmolekulare DNS auffangen, wird die
fragmentierte DNS apoptotischer Tumorzellen nicht gebunden. Je mehr Zellen getétet wurden,
desto weniger *H-Thymidin-markierte DNS wird aufgefangen und desto weniger Radioaktivitit

kann nachgewiesen werden.

Im Einzelnen wurden fiir die Durchfiihrung Lymphknotenzellen (Effektorzellen) immunisierter
BALB/c-Mause prapariert und in vitro mit antigenbeladenen dendritischen Zellen restimuliert.
Die Restimulation der Effektorzellen erfolgte in TCGF-Medium fiir 5 Tage unter Standardkultur-
bedingungen (37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit). Die Zellen wurden anschliefend geerntet,

gewaschen und gezahlt. Triplikate der Effektorzellen wurden in 96-Loch-Rundbodenplatten
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titriert (1x10° — 6x10* Zellen/Well) und je 1x10* *H-Thymidin-markierte (16h, 10uCi) Zielzellen
dazugegeben. Die Platten wurden fiir 6 Stunden bei 37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert, anschlieBend mit dem Zellerntegerat gewaschen, lysiert und die DNS auf die
Filtermatten ibertragen. Die Quantifizierung der Radioaktivitat erfolgte mit dem B-Counter und
wurde in cpm (counts per minute) angegeben. Zur Berechnung der spezifischen Zytotoxizitat

wurde folgende Formel verwendet:

cpm (Zielzellen) — cpm (Ziel + Effektozellen)

% spezifische Zytotoxizitdt = 100 X
cpm (Zielzellen)

4.3.8. TRAP-Assay (T cell recognition of antigen-presenting cells by protein capture)

Mit dem TRAP-Assay konnen antigenspezifische Lymphozyten detektiert, quantifiziert und
charakterisiert werden (172,173). Dabei beruht der Assay auf dem Prinzip der Trogozytose,
einem Phanomen, bei dem es im Falle einer antigenspezifischen Interaktion von T-Zelle und
antigenprasentierender Zelle (APC) zum Austausch von Membranfragmenten und assoziierten

Proteinen kommt.

Der Nachweis der Trogozytose erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie, wobei biotinylierte
Membranfragmente von APCs, die von T-Zellen aufgenommen wurden, mit fluoreszenz-
konjugiertem Streptavidin detektiert wurden. Die Identifikation von T-Zellen erfolgte durch

Gegenfarbung mit CD4- bzw CD8-spezifischen Antikorpern (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Prinzip des TRAP-Assays

Der TRAP-Assay beruht auf dem Phanomen der Trogozytose, einem Prozess, bei dem es im Falle einer antigen-
spezifischen Interaktion von APC und T-Zelle zum Austausch von Membranfragmenten und assoziierten Proteinen
kommt. Sind Oberflachenmolekiile auf den APC mit Biotin markiert, so nehmen antigenspezifische T-Zellen diese
durch Trogozytose auf. Werden antigenspezifische Lymphozyten zudem mit Antikorpern markiert, ist die
Identifizierung, Quantifizierung und Charakterisierung von antigenspezifischen Lymphozyten mit dem TRAP-Assay

moglich.

In-vitro-TRAP-Assay

Die Durchfiihrung des TRAP-Assays in vitro diente zum Nachweis von antigenspezifischen T-
Zellen, die aus Lymphknoten vakzinierter Mause isoliert wurden. Die Lymphknotenzellen (LNC)
wurden mit 5x10° Zellen/ml in RPMI-1640/10% FCS suspendiert. Dann wurden 100pl (5x10°
LNC) pro Well in eine 96-Loch-Rundbodenplatte pipettiert. Fir die Biotinylierung der DC
wurden 10x10° DC/ml in PBS resuspendiert und mit 1mg/ml Biotin fur 10min bei RT inkubiert.
Danach wurde 1 Volumen FCS dazugegeben und die Zellen fiir 10min auf Eis inkubiert. Der
nachste Schritt umfasste das griindliche Waschen der Zellen mit RPMI-1640/10% FCS, um

ungebundenes Biotin zu entfernen. Nach dem Beladen wurden die DC 2x gewaschen und zu
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5x10° DC/ml in RPMI-1640/10% FCS resuspendiert und 100pl (5x10° DC) zu den LNC zugegeben.
Die Platten wurden schlieBlich fiir Imin bei 1600rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurden die sie
fir 1 bis 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen in PBS/2mM EDTA resuspendiert, um Zellaggregate
aufzulésen. Anschliefend wurden die Zellen nochmals gewaschen und in PBS fiir die Anti-

korperfarbung resuspendiert (siehe Durchflusszytometrie).

Ex-vivo-TRAP-Assay

Der Nachweis, dass antigenspezifische Lymphozyten in vivo mit dendritischen Zellen
interagieren, erfolgte durch Nachweis der Trogozytose ex vivo. Dazu wurden vakzinierten
BALB/c-M3usen 2x10° antigenbeladene und biotinylierte DC (siehe oben) subkutan appliziert.
24 Stunden spater wurden die drainierenden Lymphknoten (inguinal und paraaortal) prapariert

und fur den durchflusszytometrischen Nachweis der Trogozytose mit Antikérpern gefarbt.

4.3.9. Immunbhistologie

Fir die immunhistologische Untersuchung wurden Tumore prapariert, mit Einbettmedium
Uberzogen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Mit dem Mikrotom wurden 5um dicke
Schnitte des Tumorgewebes erstellt und auf Objektrager tGberflhrt. Die Fixierung des Gewebes
erfolgte durch Inkubation in Chloroform/Aceton (1:1) fir 4min. Fixierte Schnitte wurden Gber
Nacht bei RT getrocknet. Zum Blocken wurden 100ul AEC-PBS/2% BSA auf die Schnitte gegeben
und fir 30min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Um die endogene alkalische Phosphatase-
Aktivitat zu blocken, wurden die Schnitte mit Levamisol-Losung behandelt. Fiir das Anfarben
von intrazelluldren Proteinen wurde das Gewebe mit 4% Paraformaldehyd/0,1% Triton X-100
fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Schnitte mit dem
Primarantikorper in AEC-PBS/2% BSA fiir 1 Stunde bei 37°C. Die Schnitte wurden 3x mit AEC-
PBS/2% BSA gewaschen und nach dem Trocknen der Schnitte mit dem Zweitantikorper fir
30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 3x gewaschen und die Schnitte wurden
getrocknet. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde Avidin/Biotin Blocking Kit
(VECTASTAIN ABC KIT) verwendet. Geblockt wurde 30min bei 37°C. Anschliefend wurden die
Schnitte 3x gewaschen und getrocknet. SchlieBlich erfolgte die Zugabe des AEC-Substrat-

Komplexes fiir 5-20min. Die Substratumsetzung wurde durch Waschen der Schnitte mit AEC-
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PBS/2% BSA gestoppt. Nach dem Trocknen der Schnitte (Uber Nacht, RT) wurden die Schnitte
mit Mayers Hamatoxylin (1min, RT) gegengefarbt und mit Wasser gewaschen. Die Objekttrager
wurden schlieBlich nach dem Trocknen mit Deckglasern und Kaisers Glyceringelatine

abgedeckt.

4.4, Molekular- und mikrobiologische Methoden

4.4.1. Klonierung humaner TAA und stabile Transfektion von Renca-Zellen

Um eine zielgerichtete Therapie fir die menschlichen RCC-assoziierten Antigene MAGE9 und
G250 zu etablieren, wurden Renca-Zellen mit der cDNS der humanen Antigene stabil
transfiziert. Die cDNS wurde aus der menschlichen Nierenzellkarzinom-Zelllinie KTCTL28 isoliert.
Zur Transfektion wurde die cDNS der Antigene in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3.1 kloniert. Fir die Transfektion wurden 3x10° Renca-Zellen/Well einen Tag vor der
Transfektion in 6-Well-Platten ausgesat und bei 37°C im Brutschrank gehalten. Am Tag der
Transfektion wurden pro Well 4ul Geneluice-Transfektionsreagenz mit 100ul serumfreiem
RPMI-1640 vermischt und fiir 5min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 1pg DNS/Well
zugegeben und fur weitere 10min bei RT inkubiert. Pro Well wurden 100ul des Transfektions-
gemischs tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden im Transfektionsmedium 24
Stunden inkubiert. Das Transfektionsmedium wurde anschlieRend verworfen, die Zellen
gewaschen und zur Selektion transfizieter Zellen in RPMI-1640/250ug/ml G418 kultiviert (1-2
Wochen). Von den im Selektionsmedium (iberlebenden Zellen wurden schlieBlich zur
Gewinnung von Einzelzellklonen Verdiinnungsreihen in 96-Loch-Flachbodenplatten hergestellt.
Einzelne Zellkolonien wurden in Selektionsmedium kultiviert und regelmaRig durch RT-PCR auf

die Stabilitat der Transfektion der Tumorantigene tUberprift.

4.4.2. Gene silencing durch RNS-Interferenz

Die RNS-Interferenz ist ein Mechanismus, der zur post-transkriptionellen Genausschaltung
(gene silencing) fihrt. Dabei bewirken sogenannte small-interfering-RNA (siRNA) in der Zelle die
Bildung eines RNS-Protein-Komplexes, der in der Lage ist, die mRNS eines Gens spezifisch zu

spalten. Bei der siRNA handelt es sich um kurze (21-23bp) doppelstrangige RNS-Molekiile
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(dsRNS) mit 2-3 Nukleotide langen, ungepaarten 3"-Uberhingen und 5'-phosphorylierten Enden
(Abbildung 6 A). Die siRNA entsteht gewdhnlich durch Spaltung von langen dsRNS-Molekilen.
Flr die Spaltung der langen dsRNS ist ein zytoplasmatisches RNase-llI-typ-ahnliches Protein,
genannt Dicer, verantwortlich. Die durch das Dicer-Protein hergestellten siRNA bilden den
sogenannten multi-portein RNA-Induced Silencing Complex (RISC), der nach einem ATP-
abhangigen Aktivierungsschritt nur noch den antisense-Strang der siRNA enthalt. Dieser
antisense-Strang fuhrt den RISC zu der homologen Zielsequenz endogener mRNS, die daraufhin

endonukleolytisch gespalten wird (Abbildung 6 B).
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Abbildung 6: RNS-Interferenz

(A) Struktur der short interfering (si)RNA. Die molekulare Struktur zeichnet sich durch 2-3 Nukleotide lange,
ungepaarte 3-Uberhinge und phosphorylierte 5-Enden aus. siRNA sind doppelstringig 21-23 Nukleotide lange
Molekile. (B) Der RNS-Interferenz-Signalweg. Lange dsRNS-Molekiile wie die von Viren werden durch das Dicer-
Protein (RNase-llI-Proteinfamilie) gespalten. Die entstandenen siRNA-Molekiile werden von dem RNA-induced
silencing Complex (RISC) gebunden. In einem ATP-abhangigen Schritt wird die doppelstrangige siRNA entwunden
und der antisense siRNA-Proteinkomlex bindet homolog an endogene mRNS-Molekiile, die daraufhin

endonukleolytisch gespalten werden. (Abbildung nach Dykxhoorn et al., (174))

4.4.3. siRNA-Transfektion

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2-3x10° Renca-Zellen in 7ml RPMI-1640 in Kulturschalen

ausgesat und bei 37°C, 5% CO; im Brutschrank kultiviert. Am Tag darauf wurden 1,2ug der
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siRNA in 1ml serumfreiem RPMI-1640 vermischt (entspricht einer siRNA-Endkonzentration von
10nM). Zu der verdiinnten siRNA wurden dann 80ul des HiPerFect-Transfektionsreagenzes
(Qiagen, Hilden) gegeben und durch Vortexen vermischt. Der Ansatz wurde bei Raum-
temperatur zur Komplexbildung fir 10min inkubiert. Der Transfektionskomplex wurde
daraufhin tropfenweise auf die Zellen gegeben und gleichméaRig durch Schwenken im Kultur-
medium verteilt. Die Zellen wurden schlieRlich weitere 48 Stunden unter normalen Kultur-
bedingungen kultiviert. Kontrolliert wurde das Ausmal’ des gene silencing auf mRNS-Ebene mit

Hilfe der RT-PCR.

4.4.4. Isolation der Gesamt-RNS aus Zellen

Die Isolierung der Gesamt-RNS aus Zellen erfolgte mit dem RNeasy-Kit (Qiagen, Hilden) und
wurde nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Zellen wurden dazu geerntet,
gewaschen und gezadhlt. AnschlieBend wurden sie in Lysispuffer resuspendiert. Fir den
vollstdndigen Aufschluss der Zellen wurde die Suspension durch mehrmaliges Aufziehen mit
einer 26G-Kanile homogenisiert. Das Lysat wurde schlieBlich mit 1 Volumen Ethanol verdiinnt
und durch die Membran der RNeasy spin columns zentrifugiert. Die an die Membran
gebundene Gesamt-RNS wurde anschliefend gewaschen und mit DEPC-Wasser von der

Membran eluiert.

Die Konzentration und Qualitat der isolierten RNS wurde schlieRlich photometrisch bestimmt

(Konzentration = ODyg0nmX40ug/ml, reine RNS = OD2g0nm : OD2gonm = 2,0).

4.4.5. Reverse Transkription

Die Umschreibung der isolierten RNS in cDNS erfolgte mit der M-MLV-reversen Transkriptase
(Invitrogen, Darmstadt). Dazu wurden 1ug der isolierten RNS mit 1pl Oligo-dT-Primer (50uM) in
einem Gesamtvolumen von 5ul mit Wasser gemischt. Der Ansatz wurde im Thermocycler fir
5min bei 70°C und anschliefend fiir 5min bei 4°C inkubiert. Dem Reaktionsansatz wurden
daraufhin 1x 1% Strand Buffer, 0,5 mM dNTPs, 5 mM DTT, 1U reverse Transkriptase zugegeben
(mit Wasser zu einem Gesamtvolumen von 20ul). Die anschlieRende reverse Transkription

erfolgte im Thermocycler mit folgendem Programm:
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Annealing: 25°C, 5min
cDNS-Synthese: 42°C, 60min

Inaktivierung: 70°C, 15min

Das Reaktionsvolumen wurde schliefllich 1:5 mit Wasser verdiinnt und die Konzentration und
Qualitat der cDNS photometrisch bestimmt (Konzentration = ODe0nmX50ug/ml, reine DNS =
OD260nm : OD2g0nm 2 1,8).

4.4.6. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die in der PCR zur spezifischen Vervielfiltigung der DNS eingesetzten Primer wurden
kommerziell synthetisiert (Invitrogen, Darmstadt). Die in der PCR-Reaktion verwendete
spezifische Annealing-Temperatur der Primer wurde zuvor mit Hilfe einer Gradienten-PCR

ermittelt. Als Enzym wurde die REDTag-DNS-Polymerase eingesetzt (Sigma-Aldrich, Darmstadt).

Fir die Durchfiihrung der PCR wurden die Reaktionsansatze wie folgt angesetzt:

10ng DNS

1x REDTag-Puffer

0,5mM dNTPs

0,5uM Primer 1

0,5uM Primer 2

1 Unit REDTag-DNS-Polymerase

Wasser flr ein Gesamtvolumen von 20yl

Die PCR-Reaktion wurde im Thermocycler mit folgendem Programm durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung: 94°C, 5min
Denaturierung: 94°C, 45sec
Annealing: 55-68°C, 30sec 25-30 Zyklen
Elongation: 72°C, Imin

Finale Elongation: 72°C, 10min
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4.4.7. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur qualitativen und quantitativen Bewertung sowie zur
Auftrennung und lIsolierung von Nukleinsduren. DNS-Proben wurden je nach GréRe in 0,8-
1,5%igen Agarose-Gelen (TAE-Puffer/0,5ug/ml Ethidiumbromid) in einer horizontalen
Elektrophorese-Kammer in TAE-Puffer bei einer Spannung von 5-10 Volt/cm aufgetrennt. Fir
die Klonierung relevante DNS-Fragmente wurden mit dem QIAquick-Gel-Extraction-Kit (Qiagen,
Hilden) aus dem Agarose-Gel extrahiert und aufgereinigt. Die Auswertung und Dokumentation
der Agarose-Gele erfolgte unter UV-Licht mit dem Geldokumentationssystem. Fiir die
Auftrennung von RNS-Proben wurden denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gele in MOPS-

Puffer verwendet.

4.4.8. Transformation von Salmonella typhimurium aroA SL7207

Der attenuierte Bakterienstamm S. typhimurium aroA SL7207 kann als Lebend-Vakzin
eingesetzt werden und eignet sich als Trager fiir die DNS-Vakzinierung (157,160). Zu diesem
Zweck wurde das humane Autoantigen GOLGA4 in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3.1 (Invitrogen, Darmstadt) kloniert. Flir Kontrollexperimente wurde zudem der Vektor
ohne GOLGA4-Insert in S. typhimurium aroA SL7207 transformiert. Bei dem GOLGA4-Insert
handelt es sich um ein 1694bp langes cDNS-Fragment des Proteins, das aus einer
Phagenbibliothek der humanen Nierenzellkarzinomzelllinie KTCTL28 isoliert wurde. Der cDNS
wurden am 3’-Ende die Kozak-Sequenz und am 5°-Ende ein Stop-Codon angefiigt. Dieses
GOLGA-Insert wurde schlieBlich mit einer 5-BamHI- und einer 3’-Xhol-Schnittstelle in den
pcDNA3.1-Vektor kloniert. Kompetente S. typhimurium aroA SL7207 wurden schlieflich durch
Elektroporation (2500V, 25uF) mit dem pcDNA3.1-Vektor und dem pcDNA-Golga4-Vektor
transformiert. Transformierte S. typhimurium wurden U(ber ihre Ampicillin-Resistenz
selektioniert. Vermehrt wurden die Salmonellen in LB-Medium bei 37°C im Schiittelinkubator.
Fir die orale Applikation der Salmonellen mittels Schlundsondierung wurden Kulturen bis zu
einer optischen Dichte von 1 (ODggo nm = 1 entspricht ca. 1x108 CFU/ml) herangezogen. Die
Salmonellen wurden zentrifugiert (6000rpm, 15min) und 2x mit PBS gewaschen. Fir die
Neutralisation des sauren pH-Werts im Magen wurden die Salmonellen in PBS/10%

Bicarbonatpuffer pH8,5 resuspendiert.
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4.5. Statistik

Signifikante Unterschiede wurden mit den Wilcoxon-Rangsummen-Test (/n-vivo-Assays) oder
mit dem Student’s t-Test (In-vitro-Assays) ermittelt. Die Durchschnittswerte und Standard-
abweichungen der In-vivo-Experimente wurden aus 2 Experimenten mit je 8-10 Mausen pro
Gruppe errechnet. Ex-vivo-Experimente wurden aus Gruppen von 2-3 Mdusen 3-5x wiederholt.
Durchschnittswerte und Standardabweichungen von In-vitro-Experimenten wurden 3-4x

wiederholt und in Triplikaten durchgefihrt.
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5. Ergebnisse

Tumorantigene sind schwach immunogen und sind bei der Vakzinierung oft auf die Unterstlitzung
von Stimulanzien angewiesen. Es gibt Hinweise darauf, dass die Kovakzinierung mit
transformierten Salmonella typhimurium diese Funktion erfillen kann (162,175,176). Die
Kovakzinierung mit einem Autoantigen wird ebenfalls als Moglichkeit diskutiert, eine gegen den
Tumor gerichtete Immunantwort zu verstarken (38,39). Deshalb wurde untersucht, ob durch die
Kovakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC und autoantigentransformierten S. typhimurium

die mangelnde Aktivierung von T-Helfer-Zellen (iberwunden werden kann.

5.1. Vakzinierung mit  tumorpeptid- oder  tumorlysatbeladenen

dendritischen Zellen induziert eine Anti-Tumor-lmmunantwort

Zunachst wurde die Immunogenitat der tumorassoziierten Antigene (TAA) MAGE9 und G250 und
der Effekt der kombinatorischen Vakzinierung mit dem Autoantigen GOLGA4 auf das Tumor-
wachstum untersucht. Dazu wurden BALB/c-Mause mit DC vakziniert, die entweder mit Peptiden
des MAGE9-Antigens bzw. mit dem Tumorlysat von G250-exprimierenden Renca-Zellen beladen
wurden. Die Mause erhielten mit der zweiten Injektion des Vakzins eine subkutane (s.c.) Injektion
von 1x10* Renca-Zellen, die jeweils die TAA MAGE9 (Renca-MAGE9) und G250 (Renca-G250)

exprimierten. Renca-Zellen exprimieren ebenso wie das humane Nierenzellkarzinom das

Autoantigen GOLGA4 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Expression der Antigene MAGE9, G250 und GOLGA4 in Renca-Zellen

Nachweis der Expression der Tumorantigene MAGE9 (A) und G250 (B) durch RT-PCR nach stabiler Transfektion von
Renca-Zellen. (C) RT-PCR-Nachweis der Expression des Autoantigens GOLGA4 in Renca-Zellen.
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Alle nicht-vakzinierten BALB/c-Mause entwickelten einen Tumor. Das Tumorwachstum war
deutlich verzogert oder wurde unterdriickt, wenn Mause mit tumorantigenbeladenen DC
vakziniert wurden. So entwickelte lediglich 1 von 8 Mausen, die mit MAGE9-peptidbeladenen DC
vakziniert wurden, einen Tumor. Bei den Ma&usen, die mit G250-lysatbeladenen DC vakziniert
wurden, entwickelten 2 von 8 Tieren einen Tumor. Die ausschlielRliche Vakzinierung mit
Salmonellen (SL) zeigte keinen Einfluss auf das Renca-G250-Wachstum. Wurde jedoch mit
Salmonellen kovakziniert, die mit dem Autoantigen GOLGA4 transformiert waren (SL-GOLGA4), so
blieben alle Tiere tumorfrei. Die Kovakzinierung mit Salmonellen, die nur den eukaryotischen
Expressionvektor ohne das Autoantigen-Insert trugen (SL-empty), zeigte keinen signifikanten
Unterschied zu dem Tumorwachstum von Mausen, die ausschlieSlich mit lysatbeladenen DC

vakziniert wurden (Abbildung 8, Tabelle 20).
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Abbildung 8: Inhibition des Tumorwachstums nach Vakzinierung mit TAA-beladenen DC

(A und B) BALB/c-Md&use erhielten alle 10 Tage eine s.c. Injektion von MAGE9-peptid- oder Renca-MAGE9-lysat-
beladenen DC. Nach der zweiten Injektion wurden 1x10° Renca-MAGE9-Zellen appliziert. (A) Durchschnittlicher
Tumordurchmesser. (B) Uberlebenszeit und Uberlebensrate von 8 Mausen pro Gruppe. (C und D) BALB/c-Mause
erhielten alle 10 Tage s.c. Renca-G250-lysatbeladene DC und/oder eine orale Applikation (alle 14 Tage) von GOLGA4-

transformierten Salmonellen (SL-GOLGA4) oder vektortransformierten Salmonellen (ohne Insert, SL-empty). Nach der
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zweiten Vakzinierung wurden 1x10" Renca-G250-Zellen s.c. appliziert. (C) Durchschnittlicher Tumordurchmesser. (D)
Uberlebenszeit und Uberlebensrate von 8 M3usen pro Gruppe. Signifikante Unterschiede in der Tumorwachstumsrate
zwischen vakzinierten und nicht-vakzinierten Mausen sind durch * gekennzeichnet. Signifkante Unterschiede zwischen
DC- und DC+SL-vakzinierten Mausen sind durch + gekennzeichnet. (p-Werte fiir Wachstums- und Uberlebensrate

siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Einfluss der Vakzinierung mit TAA beladenen DC auf das Tumorwachstum und das Uberleben

p-Wert (Tumorwachstum) p-Wert (Uberleben)
& s " . »

Tumor (1x10%)  Vakzinierung r‘llt_hF- X kovakziniert Pf:st:: : Ua::::‘;rt_ kouaksinlert P::st:: 2
Renca-MAGES  keine

DC-MAGES Peptid < 0,001 <0,001

DC-MAGE? Lysat <0,001 n.s. <0,001 n.s.
Renca-G250 keine

SL-empty n.s. n.s.

SL-GOLGA4 n.s. n.s.

DC-G250 Lysat <0,001 < 0,001

DC-G250 Lysat + SL-empty <0,001 n.s. <0,001 n.s.

DC-G250 Lysat + 5L-GOLGA4 < 0,001 0,008 <0,001 n.s.

Zusammenfassend bestatigten die Experimente die Immunogenitat der nierenzellkarzinom-
assoziierten Antigene MAGE9 und G250. Zudem zeigten die Ergebnisse, dass bei einer geringen
Tumorzellapplikation von 2xTDigo (TD10o = kleinste Tumorzellzahl, die ein subkutanes Tumor-
wachstum induziert) eine Inhibition des Tumorwachstums nach DC-Vakzinierung beobachtet
werden konnte. Das Tumorwachstum lieB sich durch Kovakzinierung mit dem Autoantigen

GOLGA4 komplett unterdriicken.

In den folgenden Experimenten untersuchte ich die Immunantwort, die durch die Immunsierung
gegen die Tumorantigene G250 und MAGE9 mit peptid- und lysatbeladenen DC und die

Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 induziert wurde.

5.2. Tumorantigenbeladene DC und Kovakzinierung mit SL-GOLGA4

induzieren die Expansion antigenspezifischer T-Zellen

Eines der charakteristischen Merkmale einer Immunantwort ist die klonale Expansion von T-Zellen,
die mit dem fir sie spezifischen Antigen konfrontiert wurden. Zunachst wurde mit dem *H-

Thymidin-Inkorporations-Assay die Proliferation von Lymphknotenzellen (LNC) aus naiven Mausen
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mit der von immunisierten Mausen verglichen. Es zeigte sich eine gesteigerte Proliferation von
Lymphknotenzellen, die aus immunisierten Mausen isoliert wurden, im Vergleich zu naiven LNC,
die in vitro mit beladenen DC stimuliert wurden. Durch In-vitro-Restimulation der LNC
immunsierter Mause liel} sich die Proliferationsrate weiter steigern (Abbildung 9 A). Auch die
Proliferation von Lymphknotenzellen und Milzzellen (SC) tumortragender Méause konnte durch
Restimulation mit peptid- und lysatbeladenen DC in vitro gesteigert werden (Abbildung 9 B und C).

Die starkste proliferative Reaktion konnte in LNC und SC von Mausen nach Kovakzinierung mit SL-

GOLGA4 detektiert werden.
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Abbildung 9: Expansion von T-Zellen nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen DC und autoantigentransformierten

Salmonellen

BALB/c-Mause erhielten fir die Vakzinierung alle 10 Tage s.c. TAA-beladene DC und/oder alle 14 Tage eine orale
Applikation von Salmonellen. Nach der zweiten Vakzinierung erhielten die Mduse s.c. 1x10° Renca-MAGE9- bzw.
Renca-G250-Zellen. Die drainierenden LNC und SC wurden aus vakzinierten und nicht-vakzinierten Mausen prapariert
und die Proliferation durch *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (A) Proliferation von LNC aus naiven Mausen nach
In-vitro-Stimulation mit beladenen DC bzw. Ex-vivo-Proliferation von LNC vakzinierter M3duse ohne/mit Restimulation.
(B und C) Proliferation von LNC und SC nach In-vitro-Restimulation mit beladenen DC von vakzinierten Renca-G250-

tragenden Mausen (B) und Renca-MAGE9-tragenden Mausen (C). Signifikante Unterschiede zwischen nicht-
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vakzinierten und DC-vakzinierten Mausen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Vakzinierung
mit SL-GOLGA4 sind durch s gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 sind mit

+ gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Proliferation von CD4"- und CD8"-T-Zellen im CFSE-
Verdiinnungs-Assay zeigte, dass CD4'- und CD8'-T-Zellen gleichermaRen zur Proliferation
angestolRen werden. Insbesondere wurde die Proliferation nach Vakzinierung mit peptidbeladenen
dendritischen Zellen durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 gesteigert, wodurch sich die Zahl der
proliferierenden T-Zellen nahezu verdoppeln lie. Kein signifikanter Unterschied durch
Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 wurde hingegen bei der Vakzinierung mit Tumorlysat festgestellt.
CD4*- und CD8'-T-Zellen von mit Lysat immunisierten Mdusen zeigten unabhingig von der Art der

Vakzinierung eine erhdhte Proliferation (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Proliferation von CD4*- und CD8'-T-Zellen nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen DC und

autoantigentransformierten Salmonellen

LNC von vakzinierten tumortragenden BALB/c-M&dusen wurden mit CFSE markiert und in vitro mit beladenen DC
restimuliert. 24 Stunden nach der Restimulation wurden die Zellen mit anti-CD4- und anti-CD8-Antikdrpern markiert
und die Proliferation von CD4'- und CD8'-Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer gemessen. Signifikante
Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten Mausen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 sind mit + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standard-

abweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Um die Antigenspezifitat der induzierten Expansion der T-Zellen genauer zu bestimmen, wurden
die Lymphknotenzellen von DC-G250-peptidvakzinierten und kovakzinierten Mausen isoliert, die

zum einen den Renca-Tumor und zum anderen den Renca-G250-Tumor trugen. Die LNC wurden in
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vitro mit verschiedenen Antigen-Kombinationen konfrontiert, indem sie entweder mit
unbeladenen DC, G250-peptidbeladenen DC, Renca-lysatbeladenen (GOLGA4") DC oder Renca-
G250-lysatbeladenen (G250" und GOLGA4") DC restimuliert wurden. Die Experimente zeigten, dass
LNC aus Renca-tumortragenden Mausen eine signifikante Steigerung der Proliferation lediglich
nach Restimulation mit lysatbeladenen (RENCA und RENCA-G250-Lysat) DC aufwiesen. Lymph-
knotenzellen aus Renca-G250-tumortragenden Mausen hingegen zeigten zusatzlich eine
signifikante Steigerung der Proliferation nach Konfrontation mit dem G250-Antigen. Dabei war die
Proliferation nach Restimulation mit Renca-G250-lysatbeladenen DC starker als die nach

Restimulation mit G250-peptidbeladenen DC (Abbildung 11 A).

Die antigenspezifische Reaktion auf das Autoantigen GOLGA4 wurde in einem entsprechenden
Experiment untersucht. Daflir wurden Renca- und Renca-G250-tumortragende BALB/c-Mause, die
mit GOLGA4-peptidbeladenen DC bzw. mit GOLGA4-transformierten Salmonellen immunisiert
wurden, in vitro mit unbeladenen bzw. GOLGA4-peptidbeladenen DC restimuliert. Hier zeigte sich,
dass LNC von Renca- und Renca-G250-tumortragenden Mausen, die mit SL-GOLGA4 immunisiert

wurden, viel starker proliferierten als LNC, die mit G250-peptidbeladenen DC restimuliert wurden

(Abbildung 11 B).
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Abbildung 11: Antigenspezifische Proliferation von LNC vakzinierter Maduse nach Restimulation mit beladenen DC

(A) Drainierende LNC von Renca- und Renca-G250-tragenden BALB/c-Mausen, vakziniert mit G250-peptidbeladenen
DC mit bzw. ohne Kovakzinierung mit SL-GOLGA4, wurden in vitro mit unbeladenen, G250-peptidbeladenen, Renca-
lysatbeladenen oder Renca-G250-lysatbeladenen DC stimuliert. Nach 3 Tagen wurde die Proliferation durch
Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (B) *H-Thymidin-Inkorporation von LNC aus Renca- und Renca-
G250-tragenden Mausen, die mit SL-GOLGA4-, GOLGA4-peptidbeladenen DC oder nicht vakziniert wurden, sind in
vitro mit unbeladenen DC bzw. GOLGA4-peptidbeladenen DC restimuliert worden. Signifikane Unterschiede zwischen

nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten Mad&usen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch
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Vakzinierung mit SL-GOLGA4- oder GOLGAA4-peptidbeladenen DC sind durch s gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede durch Kovakzinierung (A) bzw. zwischen SL-GOLGA4- und DC-GOLGA4-Peptid (B) sind mit +

gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Somit zeigten die Experimente zur Untersuchung der Expansion der T-Zellen eine
antigenspezifische Induktion der T-Zell-Proliferation nach Vakzinierung mit tumorantigen-
beladenen dendritischen Zellen, die durch Kovakzinierung mit autoantigentransformierten Zellen
noch gesteigert werden konnte. Dabei war der synergistische Effekt der kombinatorischen
Vakzinierung mit dem Autoantigen und peptidbeladenen DC deutlicher als im Falle der
Kovakzinierung mit lysatbeladenen DC. Des Weiteren zeigte sich, dass die Kovakzinierung mit
Salmonellen eine signifikant hohere Induktion der T-Zell-Proliferation induziert als die

Kovakzinierung mit autoantigen-peptidbeladenen dendritischen Zellen.

5.3. Antigenspezifische CD8-T-Zellen interagieren vorrangig mit peptid- und
lysatbeladenen DC nach Kovakzinierung mit SL-GOLGA4

Der TRAP-Assay (T cell recognition of antigen presenting cells by protein capture) ist eine Methode,
die auf dem Phianomen der Trogozytose basiert. Trogozytose beschreibt einen Vorgang, bei dem
es im Falle einer Interaktion antigenspezifischer T-Zellen mit APC zum Austausch von Membran-
fragmenten und assoziierten Proteinen zwischen den T-Zellen und APC kommt. Durch den
Nachweis der Trogozytose im TRAP-Assay konnen somit selektiv antigenspezifische Interaktionen

von Lymphozyten detektiert, quantifiziert und charakterisiert werden (172,177).

Um in den ersten Versuchen die Immunantwort nach Vakzinierung hinsichtlich der antigen-
spezifischen Interaktion von T-Zellen mit peptid- bzw. tumorlysatbeladenen DC zu untersuchen,
wurden LNC immunisierter Mause in vitro mit biotinylierten DC restimuliert. Es zeigte sich im
Vergleich zur Restimulation mit unbeladenen DC, dass signifikant mehr biotinylierte CD4"- und
CD8"-T-Zellen nach Stimulation mit antigenbeladenen DC detektiert werden konnten. Ebenso
wurden mehr biotinylierte T-Zellen nach Vakzinierung mit tumorlysatbeladenen DC detektiert als
nach Vakzinierung mit peptidbeladenen DC. Die Anzahl der CD4*- und CD8"-T-Zellen, die nach
Trogozytose biotin-positiv. waren, lie sich durch wiederholte Vakzinierung mit G250-lysat-

beladenen DC noch weiter erhéhen, wobei sich die Anzahl von CD8"-Biotin*-T-Zellen deutlicher als
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die der CD4"-Biotin*-T-Zellen erhéhen lieR. In immunisierten tumorfreien Mausen lieR sich durch
die Kovakzinierung mit GOLGA4-transformierten Salmonellen keine signifikante Steigerung der
Anzahl von CD4"-Biotin*-T-Zellen beobachten. Die Anzahl von CD8"-Biotin*-T-Zellen war hingegen
in SL-GOLGA4-vakzinierten Mausen leicht erhoht. Jedoch wurde auch nach Kovakzinierung mit

nicht-transformierten Salmonellen (SL-empty) eine erhdhte Anzahl biotinylierter CD8*-T-Zellen

detektiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Antigenspezifische Interaktion von beladenen DC mit T-Zellen aus vakzinierten tumorfreien Mausen

TRAP-Analyse von LNC vakzinierter, tumorfreier BALB/c-Mause. LNC wurden in vitro mit biotinylierten DC fir 2
Stunden kokultiviert und anschliefend mit Streptavidin-APC, anti-CD4-FITC- und anti-CD8-FITC-Antikérpern gefarbt.
Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil biotinylierter CD4*- bzw. CD8"-Zellen bestimmt. (A)
Beispielhafte Darstellung der Doppelfluoreszenzbestimmung von CD4"-Biotin*-T-Zellen. (B) TRAP-Analyse von G250-
vakzinierten Mausen. (C) TRAP-Analyse von MAGE9-vakzinierten Méausen. Signifikante Steigerung des prozentualen
Anteils biotinylierter T-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (unbeladene DC) ist mit * gekennzeichnet. Signifikante

Steigerung durch Kovakzinierung ist mit + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten

sind gezeigt.
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Ein anderes Bild der antigenspezifischen Interaktion der T-Zellen mit antigenprasentierenden
dendritischen Zellen zeigte sich nach Ex-vivo-Analyse von tumortragenden BALB/c-Mausen. Dazu
wurden vakzinierten, tumortragenden Mausen biotinylierte antigenbeladene DC subkutan
injiziert. 24 Stunden spater wurde in drainierenden Lymphknotenzellen mit dem TRAP-Assay die
Anzahl der biotinylierten T-Zellen bestimmt. Die Ex-vivo-Analyse zeigte, dass signifikant mehr
CD4™- und CD8'-T-Zellen nach Vakzinierung mit peptid- bzw. tumorlysatbeladenen DC biotin-
positiv waren. Darlber hinaus war im Vergleich zu nicht-tumortragenden Mausen die Anzahl der
biotinylierten T-Zellen nach Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 deutlich erhéht. Auch hier war der
prozentuale Anteil der T-Zellen nach Vakzinierung mit lysatbeladenen DC (16,1% CD4" und 24,1%
CD8") hoher als der nach Vakzinierung mit peptidbeladenen DC (10,2% CD4" und 17,3% CDS8").
Jedoch ist dieser Unterschied zwischen peptid- und lysatvakzinierten Madusen nach Kovakzinierung
mit SL-GOLGA4 nicht mehr nachweisbar (15,6%/16,3% CD4" und 21,8%/28% CD8") (Abbildung 13
A). Auch in der Ex-vivo-Analyse der Trogozytose von MAGE9- und G250-tumortragenden Mausen
zeigte sich, dass nach Vakzinierung mit tumorlysatbeladenen DC und Kovakzinierung mit
Salmonellen, die Anzahl von CD8"-Biotin*-T-Zellen in den drainierenden LNC erhdht wurde. Eine
zusitzliche Erhdhung der Anzahl von CD4'-Biotin'’-T-Zellen zeigte sich hingegen nur durch
Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 nicht aber nach Kovakzinierung mit nicht-transformierten

Salmonellen (SL-empty) (Abbildung 13 B und C).
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Ex-vivo-Analyse der LNC Renca-G250-tragender Mause
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Abbildung 13: Ex-vivo-TRAP-Analyse tumorantigenspezifischer T-Zellen aus vakzinierten tumortragenden Mausen

BALB/c-Mause erhielten fur die Vakzinierung alle 10 Tage s.c. TAA-beladene DC und/oder alle 14 Tage eine orale
Applikation von Salmonellen. Nach der zweiten Vakzinierung erhielten die Mause s.c. 1x10° Renca-MAGE9- bzw.
Renca-G250-Zellen. Zwei Wochen nach Tumorzellapplikation wurden biotinylierte DC s.c injiziert und 24 Stunden
spater die drainierenden LNC isoliert. LNC wurden mit Streptavidin-APC, anti-CD4-FITC- und anti-CD8-FITC-Antikorpern
gefarbt. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil biotinylierter CD4"- bzw. CD8-Zellen bestimmit.
(A) Reprisentatives Beispiel der Doppelfluoreszenzbestimmung von CD4'Biotin’- bzw. CD8'Biotin*-T-Zellen aus
drainierenden LNC vakzinierter Renca-G250-tragender BALB/c-Mé&use. (B) Ex-vivo-TRAP-Analyse aus drainierenden
LNC vakzinierter Renca-G250-tragender BALB/c-Mause. (C) Ex-vivo-TRAP-Analyse aus drainierenden LNC vakzinierter
Renca-MAGE9S-tragender BALB/c-Mé&use. Signifikante Steigerung des prozentualen Anteils biotinylierter T-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (unbeladene DC) ist mit * gekennzeichnet. Signifikante Steigerung durch Kovakzinierung ist mit

+ gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die Ergebnisse der TRAP-Analyse dokumentierten eine MAGE9- bzw. G250-spezifische Interaktion
von T-Zellen mit antigenbeladenen dendritischen Zellen. Um die Immunantwort hinsichtlich der
Spezifitat der T-Zellen gegeniliber dem Autoantigen GOLGA4 zu untersuchen, wurden LNC von
Renca- (GOLGA4") und Renca-G250- (GOLGA4®, G250%) tumortragenden Ma&usen in vitro mit
biotinylierten G250-peptid- bzw. GOLGA4-peptidbeladenen DC fiir die TRAP-Analyse kokultiviert.
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Hierbei zeigte sich, dass T-Zellen aus Renca-tumortragenden Mausen, die mit SL-GOLGA4
immunisiert wurden, erwartungsgemall nur mit GOLGA4-peptidbeladenen DC interagieren, nicht
aber mit G250-peptidbeladenen DC. T-Zellen aus G250-tumortragenden Mausen interagieren mit
G250-peptidbeladenen DC, wenn die Mdause auch mit G250-peptidbeladenen DC vakziniert
wurden und interagieren mit GOLGA4-peptidbeladenen DC, wenn die Mause mit SL-GOLGA4
vakziniert wurden. Insbesondere zeigt sich, dass die Anzahl von biotinylierten T-Zellen nach
kombinatorischer Vakzinierung mit DC-G250 und SL-GOLGA4 gegeniber der ausschlielRlichen
Vakzinierung mit DC-G250 signifikant erhoht war (Abbildung 14).
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Abbildung 14: TRAP-Analyse von autoantigenspezifischen T-Zellen aus vakzinierten tumortragenden Mausen

BALB/c-M3use wurden mit G250-peptidbeladenen DC und/oder SL-GOLGA4 vakziniert. Zwei Wochen nach Renca-
bzw. Renca-G250-Tumorapplikation wurden drainierende LNC in vitro mit biotinylierten DC (DC-G250-Peptid bzw. DC-
GOLGAA4-Peptid) fur 2 Stunden kokultiviert. LNC wurden mit Streptavidin-APC, anti-CD4-FITC- und anti-CD8-FITC-
Antikorpern gefarbt. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil biotinylierter CD4"- bzw. CD8"-Zellen
bestimmt. Signifikante Steigerung des prozentualen Anteils biotinylierter T-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (LNC
nicht-vakzinierter Mause) ist mit * (G250-spezifisch) bzw. mit s (GOLGA4-spezifisch) gekennzeichnet. Signifikante
Steigerung durch Kovakzinierung ist mit + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten

sind gezeigt.

Mit dem TRAP-Assay konnte die antigenspezifische Interaktion von T-Zellen nach Vakzinierung mit
peptid- und tumorlysatbeladenen DC nachgewiesen werden. Die Kovakzinierung mit autoantigen-
transformierten Salmonellen erhéhte insbesondere im tumortragenden Tier die Anzahl von CD8"-

T-Zellen, die spezifisch auf das Tumorantigen sowie das Autoantigen reagieren.
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5.4. T-Zellaktivierung nach Tumorantigen- und Autoantigen-Kovakzinierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Vakzinierung die Expanision von antigenspezifischen T-
Zellen induziert, wurde in folgenden Experimenten der Aktivierungstatus von T-Zellen sowie die
Expression von Zytokinen in immunisierten Mausen untersucht. Dazu wurden aus tumortragenden
Tieren die drainierenden Lymphknoten isoliert. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die
Expression relevanter Oberflaichenmolekiile und Zytokine bestimmt. Die Abbildung 15 zeigt, dass
der prozentuale Anteil von CD4*- und CD8"-T-Zellen in vakzinierten Mausen leicht erhéht war.
Zudem zeigte sich eine erhdhte Expression der mit der Lymphozytenaktivierung assoziierten
Molekile CD69 und CD154 in vakzinierten Mausen. Die Expression von CD154 wurde durch
Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 gesteigert. Gleichermallen war der Anteil von CD40-
exprimierenden Zellen (CD154-Rezeptor) in vakzinierten Mausen erhoht. Dessen Expression war in
peptidvakzinierten Mausen starker erhoht als in DC-lysatvakzinierten Tieren und konnte durch
Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 noch weiter gesteigert werden. Die Analyse der Expression von
Molekdilen, die einen inhibierenden Einfluss auf die Immunantwort haben, zeigte, dass CD152 und
dessen bevorzugter Ligand CD80 nach Vakzinierung mit lysatbeladenen DC, nicht aber durch

Vakzinierung mit peptidbeladenen DC signifikant erhoht wurde (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Aktivierung von T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen

DC und autoantigentransformierten Salmonellen

BALB/c-Mause wurden mit G250-peptidbeladenen DC bzw. mit SL-GOLGA4 kovakziniert. Nach der zweiten
Vakzinierung erhielten die Mause s.c. 1x10° Renca-G250-Zellen. Drei Wochen nach Tumorzellapplikation wurden die
drainierenden LNC isoliert und mit Antikdrpern fir die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von
Aktivierungsmarkern markiert. Signifikante Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten LNC sind
durch * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Kovakzinierung sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte

und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.
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5.5. Einfluss der Vakzinierung auf die Expression von immunregulatorischen

Zytokinen

Die Qualitat der Immunantwort zeichnet sich nicht nur durch die antigenspezifische Interaktion,
die Proliferation und die Aktivierung von T-Zellen aus, sondern wird auch maRgeblich von der
Expression und Sekretion von Zytokinen bestimmt. Insbesondere Interferon-Gamma (IFN-y) ist ein
immunstimulatorisches Zytokin, das im adaptiven Immunsystem vor allem von CD4*- und CD8'-
Effektor-T-Zellen produziert wird. Untersucht wurde deshalb der Einfluss von DC und Salmonellen
auf die Expression von IFN-y in CD4*- und CD8"-T-Zellen aus drainierenden LNC vakzinierter G250-
bzw. MAGE9-tumortragenden Mausen. Es stellte sich heraus, dass IFN-y vornehmlich in peptid-
vakzinierten Tieren von CD4'-T-Zellen exprimiert und durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4
signifikant gesteigert wurde. In CD8"-T-Zellen jedoch wurde sowohl durch SL als auch durch SL-
GOLGA4 die Expression von IFN-y gesteigert (Abbildung 16 A und B). Neben der Expression von
IFN-y wird vor allem auch IL-12, das von antigenpradsentierenden Zellen nach Antigenstimulation
gebildet wird, in peptid- und lysatvakzinierten Mausen exprimiert. Peptid- und Lysatvakzinierung
hatten auf die Expression der immunregulatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und IL-10 keinen
nennenswerten Einfluss, deren Expression jedoch durch Kovakzinierung mit Salmonellen (SL und

SL-GOLGAA4) gesteigert wurde (Abbildung 16 C).
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Abbildung 16: Expression von Zytokinen nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen DC und autoantigen-

transformierten Salmonellen

BALB/c-Mause wurden mit TAA-beladenen DC bzw. mit Salmonellen kovakziniert. Nach der zweiten Vakzinierung
erhielten die Miuse s.c. 1x10° Renca-G250- bzw. Renca-MAGE9-Zellen. Drei Wochen nach Tumorzellapplikation
wurden die drainierenden LNC isoliert und mit Antikorpern fir die durchflusszytometrische Bestimmung der
Expression von Zytokinen markiert. (A und B) Prozentualer Anteil IFN-y-exprimierender CD4*- bzw. CD8"-T-Zellen in
Renca-G250- (A) und Renca-MAGE9- (B) tragenden Mausen. (C) Expression von Zytokinen in LNC aus Renca-G250-
tragenden Mausen. Signifikante Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten LNC sind durch *
gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL sind mit s gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standard-

abweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass peptid- und lysatbeladene dendritische Zellen
die Aktivierung von T-Zellen induzieren. Die Expression der mit der Aktivierung von T-Zellen
assoziierten Oberflichenmarker und die Expression von Zytokinen wurden vor allem in DC-
peptidvakzinierten Mausen durch Kovakzinierung mit autoantigentransformierten Salmonellen

gesteigert. Dabei wurde die Aktivierung von Ty-Zellen (CD4") durch SL-GOLGAA4, nicht aber durch
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Vakzinierung mit Salmonellen (SL-empty), erhéht. Hingegen wurden CD8"-T-Zellen sowohl| durch

SL- als auch SL-GOLGA4-Vakzinierung verstarkt aktiviert.

5.6. Einfluss der Vakzinierung auf die Induktion und Rekrutierung von T,eg-

Zellen und MDSC

Die Zytokine IL-1B und IL-10 Uben einen regulatorischen Einfluss aus, indem sie inhibierend auf die
Immunantwort wirken. So werden durch diese Zytokine regulatorische Zellen wie MDSC (myeloid-
derived suppressor cells) stimuliert und die Entstehung von regulatorischen T-Zellen (Tcg-Zellen)
gefordert, die einer Immunreaktion entgegenwirken. Deshalb wurde auch das Blutserum
vakzinierter tumortragender Mause auf den Gehalt von IL-1B und IL-10 untersucht. Kein Anstieg
des Serumgehalts von IL-1B und IL-10 konnte in mit G250-peptidbeladenen DC vakzinierten
Mausen beobachtet werden. Ein leichter Anstieg des Serumlevels beider Zytokine konnte jedoch
in M3usen beobachtet werden, die mit Salmonellen (SL und SL-GOLGA4) vakziniert wurden

(Abbildung 17 A).

Trotz der offensichtlich erhdhten Expression von IL-1B und IL-10 in LNC und des Anstiegs im
Blutserum sowie der leicht erhdhten Expression von CD152 in LNC konnte kein signifikanter
Unterschied in der Zahl von T,g-Zellen (CD4'CD25'FoxP3") in LNC vakzinierter tumortragender
Mause festgestellt werden. Jedoch wurde in MAGE9- sowie G250-tumortragenden Mausen, die
mit autoantigentransformierten Salmonellen kovakziniert wurden, ein leichter Anstieg von MDSCs

(CD11b*Gr-1%) in der Milz (SC) beobachtet (Abbildung 17 B-E).
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Abbildung 17: Einfluss einer Vakzinierung mit Tumor- und Autoantigen auf die Expression immunregulatorischer

Zytokine und Zellen

BALB/c-M3use wurden mit G250-peptidbeladenen DC bzw. mit SL-GOLGA4 kovakziniert. Nach der zweiten
Vakzinierung erhielten die Miuse s.c. 1x10° Renca-G250-Zellen. Drei Wochen nach Tumorapplikation wurde den
Mausen Blut abgenommen und drainierende LNC isoliert. (A) ELISA-Bestimmung des Serumgehalts von IL-10 und IL-
1B. (B) Prozentualer Anteil von CD4°CD25"-T,-Zellen in drainierenden LNC Renca-G250-tragender Miuse. (C)
prozentualer Anteil von MDSC (CD11b*Gr-1%) in der Milz von Renca-G250-tragenden Mausen. (D+E) Prozentualer
Anteil von T,z-Zellen (D) und MDSC (E) in Renca-MAGE9-tragenden Mausen. Signifikante Unterschiede zwischen nicht-
vakzinierten und DC-vakzinierten LNC bzw. SL sind durch * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch
Vakzinierung mit SL und SL-GOLGA4 sind mit s gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Kovakzinierung mit

SL-GOLGA4 sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Auch die immunhistologische Untersuchung der Renca-G250-Tumore zeigte, dass Tieg-Zellen
(CD25") nur sehr vereinzelt im Tumorgewebe zu detektieren waren. Die meisten davon wurden in
Tumoren kovakzinierter Mduse nachgewiesen. CD11b- und Gr-1-positive Zellen waren kaum im

Tumorgewebe von nicht-vakzinierten und peptidvakzinierten Mausen zu finden. Ein leichter
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Anstieg von CD11b*- und Gr-1"-Zellen wurde jedoch in lysatvakzinierten Mausen (DC-G250-Lysat
und DC-G250-Lysat+SL-GOLGA4) nachgewiesen (Abbildung 18).

nicht-vakzinierte p

DC-G250 Peptid

DC-G250 Lysat

DC-G250 Peptid +
SL-GOLGA4

DC-G250 Lysat +
SL-GOLGA4

Abbildung 18: Rekrutierung immunregulatorischer Zellen in den Tumor

Immunhistologische Farbung von Renca-G250-Tumoren aus vakzinierten BALB/c-M3usen. S5um dicke Schnitte von
schockgefrorenen Tumoren wurden mit anti-CD11b-, anti-Gr-1-, anti-CD25- oder Kontroll-lgG-Antikérpern gefarbt

(rot). Zellkernstrukturen wurden mit Mayers Hamatoxylin gegengefarbt (blau) (VergroRerung 200x).

So wurden durch die Vakzinierung, obwohl eine erhdhte Expression und Sekretion der immun-
regulatorischen Zytokine IL-1B und IL-10 sowie eine erhdhte Expression von CD152 in SL- und SL-
GOLGA4-vakzinierten Madusen dies vermuten lie, keine immunregulatorischen T.g-Zellen
induziert. Die Anzahl von immunsupprimierenden MDSC war in der Milz von lysatvakzinierten

Mausen etwas erhoht, im Tumorgewebe jedoch nur vereinzelt auszumachen.
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5.7. Verstarkte Aktivitat zytotoxischer T-Effektorzellen nach Tumorantigen-

und Autoantigen-Kovakzinierung

Die bisherigen Experimente belegen die Induktion einer tumorantigenspezifischen T-Zell-Immun-
antwort, die durch Kovakzinierung mit dem Autoantigen GOLGA4 verstarkt wurde. In den
folgenden Experimenten wurde das Effektorpotential der T-Zellen ndher untersucht. Im IFN-y-
ELISPOT-Assay wurde dazu die IFN-y-Sekretion von LNC nach In-vitro-Stimulation nachgewiesen.
Die Ex-vivo-Analyse der LNC von tumortragenden und tumorfreien Mausen zeigte eine leicht
erhohte Sekretion von IFN-y nach Restimulation mit lysatbeladenen DC im Vergleich zur
Restimulation mit peptidbeladenen DC. In beiden Fallen war die Sekretion von IFN-y von LNC aus

kovakzinierten Mausen signifikant gesteigert (Abbildung 19 A und D).

Die gesteigerte Sekretion von IFN-y geht einher mit dem gesteigerten zytolytischen Potential der
LNC vakzinierter Mause. LNC aus gegen MAGE9- und G250-vakzinierten Mausen zeigten eine
verstarkte zytotoxische Aktivitdt gegen antigenexprimierende Tumorzellen (Renca-G250 und
Renca-MAGE9), die durch Kovakzinierung mit dem Autoantigen gesteigert war. Dabei war kein
merklicher Unterschied zwischen Peptid- und Lysat-Vakzinierung zu beobachten (Abbildung 19 B
und E). Da in G250-vakzinierten Mausen auch eine leicht gesteigerte zytotoxische Aktivat gegen
die nicht-tumorantigenexprimierenden Renca-Zellen und gegen syngene BALB/c-Blasten
beobachtet wurde, wurde die Antigenspezifitit sowie die Abhangigkeit von der Aktivitat
natirlicher Killerzellen (NK) untersucht. AuBer bei nicht-vakzinierten Mausen konnte die
zytotoxische Aktivitat sehr deutlich durch Antikorper gegen zytotoxische T-Zellen (anti-CD8) und
MHC-Klasse-I (anti—H—ZKd) reduziert werden, wodurch die Abhangigkeit der zytotoxischen Aktivitat

von T-Zellen demonstriert wurde (Abbildung 19 C und F).
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Abbildung 19: Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und IFN-y-Sekretion nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen

DC und autoantigentransformierten Salmonellen

(A) ELISPOT-Assay fir die Bestimmung der Anzahl von IFN-y-sezernierenden Zellen in LNC aus naiven Mausen, die in

vitro mit G250-peptid- oder Renca-G250-lysatbeladenen DC stimuliert wurden, bzw. in LNC aus tumorfreien und

tumortragenden vakzinierten Mausen, die ex vivo mit beladenen DC restimuliert wurden. (B) Zytotoxizitat von LNC aus

naiven, nicht-vakzinierten und vakzinierten tumortragenden Mausen, die in vitro mit entsprechenden DC restimuliert

und 5 Tage in Kultur mit IL-2 supplementiertem Medium gehalten

wurden. Die Zellen wurden gezéhlt und im

genannten Verhaltnis auf 3H-Thymidin-markierte Zielzellen ausgesat. (C und F) LNC wurden wie oben beschrieben

restimuliert und im Verhéltnis 1:50 auf 3H-Thymidin-markierte Renca-

G250-Zellen (C) bzw. Renca-MAGE9-Zellen (F)
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ausgesat. Der Kokultur wurden 10ug/ml anti—H—ZKd—, anti-CD8- und Kontroll-IgG-Antikorper zugegeben. (D) Anzahl von
IFN-y-sezernierenden Zellen in LNC aus Renca-MAGE9-tragenden Mdusen, die in vitro mit peptid- oder lysatbeladenen
DC stimuliert wurden. (E) Zytotoxizitdt von LNC aus MAGE9-vakzinierten Mausen gegen 3H-Thymidin-markierte Renca-
MAGE9-Zellen. (A,B,D,E) Signifikante Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten T-Zellen sind
durch * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Vakzinierung mit SL sind mit s gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standard-
abweichungen von Triplikaten sind gezeigt. (C, F) Signifikante Inhibition der Zytotoxizitat durch die Antikorper ist mit *

gekennzeichnet.

Das wenngleich gering gesteigerte Potential von Effektor-T-Zellen, nach Kovakzinierung mit
GOLGA4-transformierten Salmonellen auch nicht-tumorantigenexprimierende Renca-Zellen zu
lysieren, lie auf eine antigenspezifische Reaktion auf das Autoantigen schlieffen. Um dies im
Zytotoxizitats-Assay zu kontrollieren, wurden durch RNS-Interferenz Renca-GOLGA4-knock-down-
Zellen erzeugt (Abbildung 20 A). LNC von SL-GOLGA4-vakzinierten Mdusen wurden dazu in vitro
mit GOLGA4-peptidbeladenen DC restimuliert. GleichermalRen wurden LNC von SL-GOLGA4- und
DC-G250-peptidvakzinierten Madusen mit GOLGA4+G250-peptidbeladenen DC restimuliert. Der
Zytotoxizitats-Assay zeigte, dass unabhangig von der Art der Vakzinierung Renca-GOLGA4"-Zellen
kaum lysiert wurden (Abbildung 20 B). Dieselben Effektorzellen waren jedoch in der Lage, Renca-
G250-Zellen zu lysieren, und die zytotoxische Aktivitdat der LNC aus SL-GOLGA4-vakzinierten
Mausen gegeniiber Renca-G250-GOLGA4"-Zellen war signifikant reduziert (Abbildung 20 C).
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Abbildung 20: Aktivierung autoantigenspezifischer CTL durch Vakzinierung mit SL-GOLGA4

(A) Drainierende LNC aus Renca-G250-tragenden Mausen, die mit SL-GOLGA4- bzw. DC-G250-Peptid plus SL-GOLGA4
vakziniert wurden, wurden in vitro mit G250-peptid- bzw. G250+GOLGA4-peptidbeladenen DC restimuliert. Nach 5
Tagen wurden die Zellen gezdhlt und im genannten Verhdltnis auf 3H—Thymidin—markierte Renca- bzw. Renca-
GOLGA4"-Zielzellen ausgesat. (B) Drainierende LNC aus vakzinierten Renca-G250-tragenden Mausen sind in vitro mit
G250-peptid-, GOLGA4-peptid- bzw. G250+GOLGA4-peptidbeladenen DC restimuliert worden. Nach 5 Tagen wurden
die Zellen gezahlt und im genannten Verhéltnis auf 3H-Thymidin-markierte Renca-G250- bzw. Renca-G250-GOLGA4*"-
Zielzellen ausgesat. (C) Nachweis des siRNA-induzierten GOLGA4-knock-down in Renca- und Renca-G250-Zellen durch
RT-PCR. Signifikante Reduktion der zytotoxischen Aktivitdt gegen Renca-GOLGA4""- bzw. Renca-G250-GOLGA4"-

Zielzellen sind mit + gekennzeichnet.

Die Experimente zur Untersuchung des zytotoxischen Potentials von Effektor-T-Zellen zeigten
somit eine gegen die Tumorantigene G250 und MAGE9 gerichtete Anti-Tumor-Immunantwort, die
durch kombinatorische Vakzinierung mit dem Autoantigen gestarkt wurde. Zudem fiihrte die
Kovakzinierung mit GOLGA4-transformierten Salmonellen zur Induktion und Aktivierung

autoantigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen.
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5.8. Tumorantigen- und autoantigenspezifische T-Zellen infiltrieren das

Tumorgewebe

Eine Voraussetzung fiir eine effektive TumorabstoRung ist, dass Effektorzellen den Tumor
erreichen. Die immunhistologische Untersuchung von vakzinierten Renca-G250-tragenden
Ma&usen zeigte eine starke Infiltration des Tumorgewebes mit CD4"- und CD8'-T-Zellen nach
Vakzinierung mit dendritischen Zellen. Die Rekrutierung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL) war in Tumoren kovakzinierter Mause noch verstarkt, wobei die Akkumulation von CD4*- und
CD8*-T-Zellen um vereinzelte Tumorzellen in der aufgelésten Gewebsstruktur auffillig war
(Abbildung 21 A). Darliber hinaus zeigte die TRAP-Analyse aus dem Tumor isolierter TIL die Prasenz
von G250-spezifischen CD4'- und CD8'-T-Lymphozyten im Tumorgewebe von DC-G250-peptid-
vakzinierten Tieren. Der prozentuale Anteil G250- und GOLGA4-spezifischer TIL war in
kovakzinierten Mausen signifikant erhoht. Die Immunogenitdt des Autoantigens GOLGA4
verdeutlichte sich nicht nur dadurch, dass in SL-GOLGA4-vakzinierten Mausen ein erheblicher
Anteil von autoantigenspezifischen TIL detektiert wurde, sondern auch dadurch, dass in nicht-
vakzinierten M3usen CD4'- und CD8"-T-Zellen Biotin durch Trogozytose von GOLGA4-peptid-
beladenen DC aufnahmen (Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Rekrutierung von antigenspezifischen T-Zellen in den Tumor von vakzinierten Mausen

(A) Immunbhistologische Farbung von Renca-G250-Tumoren aus vakzinierten BALB/c-M3usen. 5pum dicke Schnitte von
schockgefrorenen Tumoren wurden mit anti-CD4- und anti-CD8-Antikorpern geférbt (rot). Zellkernstrukturen wurden
mit Mayers Hamatoxylin gegengefarbt (blau) (VergroBerung 200x). (B) Isolierte TIL von nicht-vakzinierten Renca- und
von vakzinierten Renca-G250-tragenden Mausen wurden in vitro mit biotinylierten G250- oder GOLGA4-
peptidbeladenen DC fiir 2 Stunden kokultiviert. Flr die TRAP-Analyse wurden die Zellen mit Streptavidin-APC und anti-
CDA4-FITC- bzw. anti-CD8-FITC-Antikérpern markiert. Gezeigt ist der prozentuale Anteil doppelt-positiver CD4"- bzw.
CD8"-T-Zellen. Signifikante Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten und DC-vakzinierten TIL sind durch *
gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Vakzinierung mit SL-GOLGA4 sind mit s gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standard-

abweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Der hohe Anteil von antigenspezifischen TIL in Tumoren vakzinierter Tiere lieR vermuten, dass
durch die Vakzinierung auch die Expression von Chemokin-Rezeptoren, die bei der Rekrutierung
von Lymphozyten eine Rolle spielen, beeinflusst wird. Die durchflusszytometrische Bestimmung
der Expression von Chemokin-Rezeptoren in den drainierenden LNC zeigte eine erhohte

Expression der Rezeptoren CCR6, CXCR3 und CXCR4 nach Vakzinierung mit peptidbeladenen DC in
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Renca-G250- und Renca-MAGES-tragenden Tieren. Durch Kovakzinierung mit autoantigen-
transformierten Salmonellen war die Expression der Chemokin-Rezeptoren in drainierenden LNC

weiter gesteigert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Expression von Chemokin-Rezeptoren nach Kovakzinierung mit TAA-beladenen DC und autoantigen-

transformierten Salmonellen

BALB/c-Mause wurden mit TAA-beladenen DC bzw. mit Salmonellen kovakziniert. Nach der zweiten Vakzinierung
erhielten die Mause s.c. 1x10° Renca-G250- bzw. Renca-MAGE9-Zellen. Drei Wochen nach Tumorzellapplikation
wurden die drainierenden LNC isoliert und mit Antikoérpern fir die durchflusszytometrische Bestimmung der
Expression von Chemokin-Rezeptoren markiert. (A) Prozentualer Anteil chemokin-rezeptorexprimierender LN-Zellen in
Renca-G250- (A) und Renca-MAGE9- (B) tragenden Mausen. Signifikante Unterschiede zwischen nicht-vakzinierten
und DC-vakzinierten LNC sind durch * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede durch Kovakzinierung mit SL-GOLGA4

sind durch + gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen dendritischen Zellen fiihrte zu einer verstarkten
Rekrutierung antigenspezifischer T-Zellen in den Tumor. Die Kovakzinierung mit autoantigen-
transformierten Salmonellen flhrte nicht nur zur vermehrten Rekrutierung von tumorantigen- und
autoantigenspezifischen CD4" und CD8" in das Tumorgewebe, sondern auch zu einer erhdhten
Expression von Chemokin-Rezeptoren, die vor allem die Rekrutierung von T-Zellen und

dendritischen Zellen fordern.
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5.9. Eine kombinierte Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC und

autoantigentransformierten Salmonellen inhibiert das Tumorwachstum

Um die Effizienz der Vakzinierung mit Tumorantigen und Autoantigen auf das Tumorwachstum in
vivo zu untersuchen, erhielten BALB/c-Mause eine Tumorzellapplikation von 1x10° Renca-MAGE9-
bzw. Renca-G250-Zellen (200x TDigo). Nicht-vakzinierte Tiere entwickelten nach zwei Wochen
erste tastbare Tumore und wurden mit dem Erreichen des kritischen Tumordurchmessers getotet.
Dies war nach 5-7 Wochen (Renca-MAGE9) bzw. nach 4-5 Wochen (Renca-G250) der Fall. Das
Tumorwachstum in vakzinierten Mausen war signifikant reduziert, wobei Tiere, die mit DC-
MAGE9-Peptid und SL-GOLGA4 vakziniert wurden, keinen Tumor entwickelten. Die Uberlebens-
rate von lysatvakzinierten Tieren erhdhte sich, obwohl nicht signifikant, durch Kovakzinierung mit
SL-GOLGA4 von 5 auf 7 von 8 Tieren in Renca-MAGE9- und Renca-G250-tragenden Mausen. Die
Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 war effizienter nach Vakzinierung mit peptidbeladenen DC und
statistisch signifikant (Tabelle 21). So entwickelten 5 von 8 Tieren Renca-MAGE9-Tumore und 4
von 8 Tieren Renca-G250-Tumore nach DC-Peptidvakzinierung. In DC-Peptid/SL-GOLGA4-
kovakzinierten Tieren entwickelten nur 2 von 8 Tieren Renca-G250-Tumore und keine der Mause

entwickelte Renca-MAGES-Tumore (Abbildung 23, Tabelle 21).
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Abbildung 23: Inhibition des Tumorwachstums durch prophylaktische Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC

und SL-GOLGA4-Kovakzinierung

BALB/c-Ma3use wurden wie in der Abbildung beschrieben vakziniert. Die Vakzinierung mit DC erfolgte in Intervallen

von 10 Tagen und die Vakzinierung mit Salmonellen in Intervallen von 14 Tagen. Nach der zweiten Vakzinierung

erhielten die Miuse s.c. 1x10° Renca-MAGE9- (A und B) bzw. Renca-G250- (C und D) Zellen. (A und C) Durch-

schnittlicher Tumordurchmesser. (B und D) Uberlebenszeit und Uberlebensrate von 8 Miusen pro Gruppe. (Statistik

siehe Tabelle 21)

Tabelle 21: Einfluss der prophylaktischen Vakzinierung auf das Tumorwachstum und das Uberleben

(ns: nicht signifikant; k.A.: keine Angabe)

Wachstums- p-Wert Mittlere p-Wert i = p-Wert
Tumor (1x10%) Vakzinierung rate nicht- o Peptid Uberlebens- nicht- o N nicht- oy Peptid :
: t
{em/d) vakainlart, kovakziniert Lysat 2eit vakziniert kovakziniert Peptid : Lysat rate vakziniert kovakziniert Lysat

Renca-MAGEY keine 042+0,36 5233 o/8

DC-MAGES Peptid 0,27+0,19 <0,0001 1294595 0,0014 3/8 0,0298

DC-MAGEY Peptid + SL-GOLGA . kA, kA =200 <0,0001 0.0022 8/8 < 0,0001 <0,0001

DC-MAGESLysat 0.24+0,15 <0,0001 0,015 1604559 <0,0001 ns 5/8 0,0021 ns

DC-MAGESD Lysat + SL-GOLGA4  0,18:0,15  <0,0001 0,001 kA 1884336  <0,0001 ns ns 7/8 <0,0001 ns ns
Renca-G250 keine 0,72+0.84 32237 0/8

DC-G250 Peptid 0,23+024 <0,0001 1381£67,1 0,0003 4/8 0,0096

DC-G250 Peptid + 5L-GOLGA4 0,17+0,18 <0,0001 0,008 173+496 <0,0001 0.0483 6/8 0,0002 ns

DC-G250 Peptid + GOLGAY 0,20+0,18  <0,0001 0,023 160559  <0,0001 ns 5/8 0,0021 ns

Peptid

DC-G250 Lysat 0241019 <0,0001 ns 155:62,8  <0,0001 ns 5/8 0,0021 ns

DC-G250 Lysat + SL-GOLGA4 0,18£0,17 <0,0001 0,01 ns 187382 <0,0001 ns ns /8 <0,0001 ns ns
Renca keine 0,50+0,49 4053 o/8

SL-GOLGA 0,4210,36 0,011 46:44 0,0284 o8

DC-G250 Peptid 0504046 ns 0,004 43447 ns ns o/8

DC-G250 Peptid + SL-GOLGA4 0,40£0,32 0,0009 ns 46142 0,0141 ns /8
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Da die Vakzinierung mit Salmonellen, wenn auch nur geringfligig, die Expression des immun-
suppressiven Zytokins IL-1B und die Entstehung von MDSC férderte, wurde in weiteren
Experimenten erprobt, ob die Salmonellen durch Vakzinierung mit autoantigenbeladenen DC
ersetzt werden kdonnen. Wie in Tabelle 21 dargestellt, zeigte die Kovakzinierung mit GOLGA4-
peptidbeladenen DC im Vergleich zur Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 keinen signifikanten Einfluss

auf das Tumorwachstum von DC-G250-peptidvakzinierten Mausen.

Letztlich war es erforderlich, die Antigenspezifitat der Vakzinierung zu kontrollieren. Hierzu wurde
das Tumorwachstum von nicht-tumorantigenexprimierenden Renca-Zellen Uberprift. Wie
erwartet zeigte sich im Vergleich zu nicht-vakzinierten Mdusen nach Vakzinierung mit G250-
peptidbeladenen DC kein Einfluss auf das Tumorwachstum von Renca-Zellen. Die Vakzinierung mit
SL-GOLGA4 fiihrte zu einem geringfligig langsameren Tumorwachstum und einer nicht

signifikanten Verlangerung der Uberlebenszeit (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss der Vakzinierung auf das Wachstum von nicht-tumorantigenexprimierenden Tumorzellen

BALB/c-M3use wurden wie in der Abbildung beschrieben vakziniert. Die Vakzinierung mit DC erfolgte in Intervallen
von 10 Tagen und die Vakzinierung mit Salmonellen in Intervallen von 14 Tagen. Nach der zweiten Vakzinierung
erhielten die Miuse s.c. 1x10° Renca-Zellen. (A) Durchschnittlicher Tumordurchmesser. (B) Uberlebenszeit und

Uberlebensrate von 8 Mausen pro Gruppe. (Statistik siehe Tabelle 21)

Da ein immuntherapeutischer Ansatz zur Therapie von Krebs meist nach Entfernung des Primar-
tumors stattfindet, wurde die Effizienz der kombinatorischen Vakzinierung mit dem Autoantigen
im therapeutischen Kontext untersucht. Dazu wurden BALB/c-Mé&usen 3 Tage vor Beginn der

Vakzinierung 2x10° Renca-G250-Zellen injiziert. Die alleinige Vakzinierung mit SL-GOLGA4 zeigte
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hierbei keinen signifikanten Einfluss auf das Tumorwachstum. Durch wiederholte Vakzinierung mit
G250-peptidbeladenen DC zeigte sich hingegen ein signifikant verzégertes Tumorwachstum und 2
von 10 Mausen entwickelten keinen Tumor. Nach Kovakzinierung mit SL-GOLGA4 blieben 4 von 10
Mausen tumorfrei und das Tumorwachstum verzogerte sich auch im Vergleich zur DC-G250-

Vakzinierung signifikant (Abbildung 25, Tabelle 22).

A ——keine B —+—keine
SL-GOLGA4 SL-GOLGA4
«—DC-G250 Peptid DC-G250 Peptid
—=— DC-G250 Peptid+SL-GOLGA4 —=— DC-G250 Peptid+SL-GOLGA4
25 10 = -
2 g
£ 3
S 20 S s J
@ = 7
g 15 { -
£ & s
S o
£-10 4 g 4
=l
2 N
05 2
= — 8 1
pore =
- <
I _all %
10 30 50 70 a0 110 10 30 50 70 90 110
Tage nach Renca-G250-Applikation (2x10°) Tage nach Renca-G250-Applikation (2x10%)

Abbildung 25: Inhibition des Tumorwachstums durch therapeutische Vakzinierung mit tumorantigenbeladenen DC

und SL-GOLGA4-Kovakzinierung

BALB/c-Mause wurden wie in der Abbildung beschrieben vakziniert. Die Vakzinierung mit DC erfolgte in Intervallen
von 10 Tagen und die Vakzinierung mit Salmonellen in Intervallen von 14 Tagen. 3 Tage vor Beginn der Vakzinierung
erhielten die Méause s.c. 2x10° Renca-G250-Zellen. (A) Durchschnittlicher Tumordurchmesser. (B) Uberlebenszeit und

Uberlebensrate von 10 M3usen pro Gruppe. (Statistik siehe Tabelle 22)

Tabelle 22: Einfluss der therapeutischen Vakzinierung auf das Tumorwachstum und das Uberleben

(ns: nicht signifikant)

h p-Wert Mittlere p-Wert i p-Wert
Tumor (2x10°%) Vakzinierung rate nicht- kovakziniert GOLGA4:  Uberlebens- nicht kovakziniert GOLGAA: ke nicht kovakziniert GOLGAA:
(mm/d) vakziniert G250 zeit vakziniert. G250 vakziniert. G250
RENCA-G250 keine 0,39+0,31 5247 0/10
SL-GOLGA4 0,34+0,22 10,0101 56462 ns a/10 ns
DC-G250 Peptids SL-GOLGA4 026+0,14 <0,0001 < 0,0001 94+56,1 0,0291 0,0245 2/10 ns ns
DC-G250 Peptids SL-GOLGAS 022+0.12 <0,0001 0,002 1291626 0,0011 ns 4/10 0,0124 ns

Die Befunde belegen, dass nicht nur die prophylaktische, sondern auch die therapeutische
kombinatorische Immuntherapie mit tumorantigenbeladenen dendritischen Zellen und
autoantigentransformierten Salmonellen zur Inhibition des Tumorwachstums von MAGE9- und
G250-exprimierenden Tumoren geeignet erscheint. Eine Vakzinierung nur durch peptidbeladene

DC erwies sich einer Vakzinierung mit Tumorlysat lberlegen. Die Effizienz der gegen den Tumor
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gerichteten Immunantwort konnte durch Kovakzinierung gesteigert werden, wobei sich der DNS-

Transfer (iber Salmonellen gegenliber autoantigenbeladenen DC als wirksamer erwies.



Diskussion 76

6. Diskussion

Fir immunogene Tumore wie das Nierenzellkarzinom ist die Immuntherapie eine attraktive
Alternative zu herkdmmlichen Therapien. Eine Immuntherapie mit dendritischen Zellen wird
generell als vielversprechend erachtet. Dennoch erfiillen die Ergebnisse der klinischen Studien
nicht die Erwartung (178-181). Als Ursachen hierfiir wird eine ineffiziente Aktivierung von T-
Helfer-Zellen durch die in der Regel schwach immunogenen Tumorantigene diskutiert
(182,183). Da das Nierenzellkarzinom aber auch immunsuppressive Eigenschaften aufweist,
kénnte auch die Unterdrickung einer effizienten Immunantwort durch den Tumor dafir
verantwortlich sein (184). Dies gilt insbesondere auch fiir die bei Nierenzellkarzinom-Patienten
durchgefiihrte Vakzinierung mit tumorlysatbeladenen DC. Mit dem Lysat werden eine Vielzahl
zum Teil nicht-definierter Antigene angeboten, so dass zum einen immunogene Epitope nicht in
entsprechender Quantitat vorliegen. Zum anderen enthalten Lysate hauptsachlich Selbst-
Antigene, die, wie bereits wiederholt beobachtet, Immunsuppression induzieren kénnen
(185,186). Die Therapie mit definierten Antigenen wie bei der Beladung von DC mit MHC-
Klasse-I-bindenden Peptiden bestimmter Tumorantigene vermeidet das Risiko der Induktion
immunsuppressiver Mechansimen. Durch MHC-Klasse-I-restringierte Peptide werden aber
ausschlieBlich CD8"-Effektor-T-Zellen aktiviert, wohingegen eine Aktivierung von T-Helfer-Zellen

nicht im erforderlichen Mafe erzielt wird.

Aus diesem Grund war das besondere Anliegen dieser Arbeit, eine effektive Aktivierung von T-
Helfer-Zellen bei einer Vakzinierung mit peptidbeladenen DC zu erzielen. Ich konnte zeigen,
dass eine kombinierte Vakzinierung mit peptidbeladenen DC und autoantigentransformierten
Salmonellen das Tumorwachstum signifikant unterdriickt. Meine Ergebnisse weisen darauf hin,
dass im tumortragenden Wirt T-Helfer-Zellen das Autoantigen erkennen, das vom Tumor
exprimiert wird und so die Aktivierung von tumorantigen- und autoantigenspezifischen CTL
unterstitzen. AuBerdem wird durch die Verwendung von transformierten Salmonellen als
Adjuvant das Immunsystem stimuliert und ein inflammatorisches Milieu geschaffen, das die
Expression von Chemokin-Rezeptoren fordert, wodurch die Aktivierung von tumorspezifischen

CTL und deren Rekrutierung in den Tumor zusatzlich unterstiitzt werden.
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6.1. Wahl der Antigene und Art der Vakzinierung

6.1.1. Die Tumorantigene G250 und MAGE9

Fiir die Etablierung eines Mausmodells fiir das Nierenzellkarzinom wurden Renca-Zellen mit
dem fir das humane Nierenzellkarzinom am besten charakterisierten Tumorantigen G250
transfiziert (23). Um das Antigen-Repertoire fiir die Immuntherapie zu erweitern, wurden
Renca-Zellen dariber hinaus mit dem humanen Antigen MAGE9 transfiziert (22). In vielen
Studien werden DC als die professionellsten antigenprasentierenden Zellen bevorzugt fur die
Vakzinierung mit Tumorantigen verwendet. Deshalb wurde diese etablierte Vakzinierungs-
strategie eingesetzt, um die Effizienz und mogliche Nachteile der Vakzinierung mit MHC-Klasse-

I-restringierten Peptiden gegenliber der Vakzinierung mit Tumorlysat zu vergleichen.

6.1.2. Das Autoantigen GOLGA4

Viele Tumorantigene sind nur schwach immunogen. Die Vakzinierung gegen Tumorantigene
bendtigt deshalb oft die Unterstiitzung durch Adjuvantien. Neuere Untersuchungen zeigten,
dass eine Kovakzinierung mit vom Tumor exprimierten Autoantigenen die spezifische Immun-
antwort gegen den Tumor verstarken kann, wobei die Immunreaktion maRgeblich von T-Helfer-
Zellen abhangig ist (38,62). Wie man aus Untersuchungen mit den Serex- und SADA-Screening-
Verfahren weil3, sind die meisten Antikorper, die man im Serum von Krebspatienten findet,
gegen Autoantigene gerichtet (27-29). Diese Verfahren detektieren nur IgG-Antikorper mit sehr
hoher Aviditat, weshalb man bei den entsprechenden Autoantigenen davon ausgehen kann,
dass sie stark immunogen sind. Eines der Autoantigene, das in allen untersuchten Nierenzell-
karzinom-Patienten detektiert wurde, ist das Golgiprotein GOLGA4 (30). Dieses Autoantigen
wird auch von Renca-Zellen exprimiert, die fir diese Arbeit als murines Modell fiir das humane
Nierenzellkarzinom eingesetzt wurden. Das Modell erwies sich daher als besonders geeignet,
die unterstitzende Wirkung von autoantigenspezifischen T-Helfer-Zellen auf die Aktivierung

von tumorantigenspezifischen CTL zu untersuchen.
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6.1.3. Kovakzinierung mit attenuierten Salmonella typhimurium

Als Strategie fiir die Kovakzinierung mit dem Autoantigen GOLGA4 wurde der Gentransfer Gber
oral verabreichte attenuierte Salmonella typhimurium gewahlt. Die Gentherapie mit S.
typhimurium, die mit einem eukaryotischen Expressionsvektor transformiert wurden, fand
bereits erfolgreiche Anwendung. AulRerdem sind S. typhimurium aufgrund der adjuvanten
Eigenschaften ein sehr potentes Vakzin (162,164,166,167). In der Tat konnten, wie erwartet, in
den drainierenden Lymphknotenzellen und unter den tumorinfiltrierenden Lymphozyten nach
Vakzinierung mit GOLGA4-transformierten Salmonellen GOLGA4-spezifische T-Helfer-Zellen und
CTL nachgewiesen werden. Darilber hinaus konnte durch Kovakzinierung mit GOLGA4-
Salmonellen die gegen den Tumor gerichtete tumorantigenspezifische Immunreaktion effektiv

gesteigert werden.

6.1.4. Immunsuppression durch Salmonellen

Salmonellen sind stark immunogen (187). Dies ist die Grundlage fir Vakzinierungen gegen
Salmonelleninfektionen. Salmonellen haben daher Eigenschaften entwickelt, um ihr eigenes
Uberleben zu sichern, insbesondere aktivieren sie immunsuppressive Mechanismen (188).
Durch die Verwendung des eukaryotischen Expressionssystems fiir die Darreichung von
heterologen Antigenen gelingt es, die immunsuppressiven Mechanismen, die von Salmonellen
induziert werden, zu umgehen (175). Dem entspricht, dass ich keine nennenswerte Immun-
reaktion auf den eukaryotischen Expressionsvektor feststellen konnte (162,166,167). Dennoch
wurde eine leicht erhdhte Expression der immunsuppressiven Zytokine IL-10 und IL-1p sowie
von MDSC in der Milz von Mausen beobachtet, die mit Salmonellen vakziniert wurden. Die
Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass immunsuppressive Mechanismen bei dieser Form der
Salmonellen-Vakzinierung keine dominante Rolle spielen, da durch die Kovakzinierung mit
GOLGA4-Salmonellen die Hemmung des Tumorwachstums bzw. die AbstoRung des Tumors
nicht beeintrachtigt, sondern deutlich verstarkt wurden. Trotzdem wurde versucht, die durch
die Salmonellen induzierte Hochregulierung von immunsuppressiven Zytokinen und Zellen zu
umgehen, indem dendritische Zellen verwendet wurden, die mit GOLGA4-Peptid (MHC-Klasse-
lI-restringiert) beladen wurden. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass GOLGA4-peptidbeladene DC
einen schwdcheren Stimulus als GOLGA4-Salmonellen bieten. Die Ursache fiir die Induktion

einer besseren Immunantwort durch GOLGA4-Salmonellen liegt wahrscheinlich in der durch die
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Salmonellen induzierten Expression von proinflammatorischen Zytokinen und IFN-y. Somit sind
GOLGA4-Salmonellen das weitaus bessere Adjuvant. Um die leichte Tendenz der Salmonellen-
Vakzinierung, die Immunantwort zu supprimieren, gegenzusteuern, konnte ATRA (All-trans-
Retinsdure) verwendet werden. ATRA fihrt sehr effizient zur Differenzierung von MDSC,

wodurch sich der suppressive Einfluss dieser Zellen unterbinden lieRe (189).

6.2. Der Modus, Uber den die Kovakzinierung mit einem Autoantigen

tumorantigenspezifische T-Zellen unterstitzt

Die Tumorwachstumsexperimente zeigten, dass Mause, die mit Tumor- und Autoantigen
kovakziniert wurden, in der Lage waren, eine geringe Tumordosis abzustoRen. Dies war fiir
G250-Tumore ebenso der Fall wie flir MAGE9-Tumore. Bei der Applikation einer hdheren
Tumordosis erhéhte sich die Uberlebensrate im Falle der G250-Tumore von 50% auf 75% und
im Falle der MAGE9-Tumore sogar von 37,5% auf 100%. Bei der therapeutischen Vakzinierung
konnte die Uberlebensrate durch Kovakzinierung mit GOLGA4-Salmonellen und Tumorantigen
von 20% auf 40% erhoht werden. Um den hierfiir zugrundeliegenden Mechanismus
aufzuklaren, wurde insbesondere die Vakzinierung mit Tumorlysat gegenliber der Vakzinierung

mit tumorpeptidbeladenen DC und dem adjuvanten Effekt der GOLGA4-Salmonellen verglichen.

6.2.1. Die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und T-Helfer-Zellen

Die Untersuchung der antigenspezifischen Interaktion von Effektor-T-Zellen mit den antigen-
prasentierenden DC im TRAP-Assay (172,190) zeigte, dass durch wiederholte Vakzinierung mit
lysatbeladenen DC in der tumorfreien Maus die Zahl der antigenspezifischen Effektor-T-Zellen
erhoht wurde. So lief sich in den drainierenden LNC der prozentuale Anteil von T-Helfer-Zellen
von < 2% auf > 10% und der Anteil CD8-positiver CTL von < 2% auf > 20% steigern. Wurden die
tumorfreien Mause mit Salmonellen oder GOLGA4-Salmonellen kovakziniert, konnte ein
weiterer Anstieg auf (iber 25% an CD8-positiven Effektorzellen erzielt werden. Die Vakzinierung
von tumorfreien Mausen mit peptidbeladenen DC war wenig effizient und die Kovakzinierung
mit Salmonellen war ineffektiv. Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch sehr deutlich, dass in der

tumortragenden Maus durch Kovakzinierung mit peptidbeladenen DC und GOLGA4-
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Salmonellen die Anzahl von tumorantigenspezifischen T-Helfer-Zellen und CD8-positiver

Effektorzellen erhoht wurde.

6.2.2. Die Rolle dendritischer Zellen

Dass infolge der Vakzinierung, wenngleich nur in geringem AusmaR, auch T-Helfer-Zellen mit DC
interagieren, kann dahingehend interpretiert werden, dass das Tumorlysat von den DC Uber
MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekiile prasentiert wird. Dartiber hinaus enthalt das Tumor-
lysat das Autantigen GOLGA4. Wie die Experimente zur Proliferation von LNC demonstrierten,
war die proliferative Aktivitat der LNC aus tumortragenden Mausen, die mit lysatbeladenen DC
vakziniert wurden, gesteigert. Demzufolge waren die DC in der Lage, sowohl Tumorantigene als
auch Autoantigene zu prozessieren und T-Zellen zu prdsentieren, was zur gesteigerten
Aktivierung von T-Helfer-Zellen und als Folge auch zur Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen

flhrte (191).

6.2.3. Die Rolle der Salmonellen

Wie bereits erwdhnt sind Salmonellen selbst sehr immunogen (187) und werden zunachst von
peritonealen Makrophagen phagozytiert, weshalb immunogene Epitope der Salmonellen von
den Makrophagen lGber MHC-Klasse-I-Molekiile prasentiert werden kénnen (166,167). Deshalb
ist es moglich, dass die vermehrte Trogozytose von CD8-positiven Effektor-T-Zellen in tumor-
freien Mausen, wenigstens zum Teil auch vom Tumorantigen und Autoantigen unabhangig sein
kann und vielmehr auf die inflammatorische Reaktion zuriickzufiihren ist, die durch die
Salmonellen in Gang gesetzt wurde. Der stark erhohte Anstieg der Trogozytose von T-Helfer-
Zellen nach Kovakzinierung mit peptidbeladenen DC und GOLGA4-Salmonellen kann hingegen
nicht damit begriindet werden, dass DC auch T-Helfer-Zellen aktivieren, da die Tumorpeptide
MHC-Klasse-I-restringiert sind und ausschlieBlich zur Aktivierung von CD8'-Effektorzellen
fiihren. Stattdessen deutet die gesteigerte Anzahl an tumorspezifischen CD8"-Effektorzellen auf
die Unterstltzung durch autoantigenspezifische T-Helfer-Zellen hin und steht im Einklang mit
den Arbeiten von de Goér de Herve et al., die zeigten, dass antigenspezifische CD8*-T-Zell-
Antworten nicht ausschlielRlich von T-Helfer-Zellen profitieren, die fiir das gleiche Antigen
spezifisch sind, also homospezifisch sind, sondern auch durch heterospezifische T-Helfer-Zellen

unterstitzt und aktiviert werden konnen (62). Des Weiteren ist die Unterstiitzung von Effektor-
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T-Zellen durch autoantigenspezifische T-Helfer-Zellen in meinem Vakzinierungsprotokoll
vergleichbar mit den Arbeiten von Kikuchi et al., die eine verstarkte zytotoxische Aktivitat von

CD8"-T-Zellen nach Immunisierung mit einem T-Helfer-Zell-Typ-1-Peptid nachwiesen (61).

Zusammenfassend kann die Kovakzinierung mit einem Autoantigen in Form des Gentransfers
mit Hilfe von Salmonellen als sehr effektives Adjuvant eingesetzt werden, das die Aktivierung
von antigenspezifischen T-Helfer-Zellen fordert. Diese Auslegung wird durch die vermehrte
Anzahl an CD154-T-Zellen, CD40"-Zellen und IFN-y-sezernierenden Zellen unterstiitzt, aber
besonders auch durch die stark erhéhte proliferative Aktivitit von CD4"-T-Zellen und die hohe
zytotoxische Aktivitait gegen Renca-G250- und Renca-MAGE9-Tumorzellen, die nach

Kovakzinierung mit GOLGA4-Salmonellen erreicht wurde.

6.2.4. Die Antigenspezifitat

Die Untersuchung der Proliferation von T-Zellen nach Konfrontation mit GOLGA4-beladenen DC
bestatigte ebenso wie die zytotoxische Aktivitdt der T-Zellen gegen nicht-autoantigen-

exprimierende Tumorzellen (Renca—G250+GOLGAkd),

dass durch die Kovakzinierung mit
GOLGA4-Salmonellen eine autoantigenspezifische proliferative und zytotoxische Immun-
antwort induziert wird. Es sei darauf hingewiesen, dass die zytotoxische Aktivitat der CTL gegen
Renca-G250"GOLGA"-Zellen nach Kovakzinierung mit G250-beladenen DC und GOLGAA4-
Salmonellen deutlich die Aktivitat von CTL aus DC G250-vakzinierter Mduse Ubertrifft. Damit
belegen die Ergebnisse direkt die Beteiligung von autoantigenspezifischen T-Helfer-Zellen bei
der Aktivierung von tumorantigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen. Eine mdgliche Erklarung
fir die Verstarkung und Unterstiitzung der gegen den Tumor gerichteten antigenspezifischen
Aktivitat durch autoreaktive T-Helfer-Zellen in der tumortragenden Maus ist die, dass die DC
Antigene direkt vom Tumor aufnehmen. Durch Aufnahme von toten Tumorzellen- und
-zellriickstanden oder Uber die Aufnahmen von Exosomen, die von den Tumoren freigesetzt
werden, konnten DC das Autoantigen GOLGA4 und Tumorantigene prozessieren und
prasentieren. In den drainierenden Lymphknoten waren die DC dann in der Lage, sowohl T-
Helfer-Zellen als auch zytotoxische T-Zelllen zu aktivieren (192-195). Diese Hypothese wird

durch die hohe Uberlebensrate von tumortragenden Mausen nach Kovakzinierung mit

peptidbeladenen DC und GOLGA4-Salmonellen unterstiitzt. Aber auch die signifikant
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verlingerte Uberlebenszeit von Maiusen, die therapeutisch mit peptidbeladenen DC und

GOLGA4-Salmonellen vakziniert wurden, steht in Einklang mit dieser Annahme.

6.2.5. Vergleich von Peptid- und Lysatvakzinierung

Letztlich mochte ich darauf hinweisen, dass im Gegensatz zur Peptidvakzinierung nach
Vakzinierung mit lysatbeldadenen DC eine leicht erhéhte Expression von CD152 und dessen
Rezeptor CD80 festgestellt wurde. Die Interaktion von CD152 mit seinem Rezeptor induziert in
den T-Zellen ein inhibitorisches Signal und verhindert die Aktivierung von T-Zellen. AuRerdem
war ein leichter Anstieg von MDSC in der Milz und im Tumor von lysatvakzinierten Mausen zu
beobachten. Durch das Tumorlysat werden demnach, wenn auch ohne dominanten Einfluss auf
die Effizienz der Vakzinierung, immunsuppressorische Mechanismen angestol3en. Andererseits
haben Renca-Zellen suppressive Eigenschaften und konnen direkt zur Inhibition des Immun-
systems beitragen (196). Dennoch wurden vor allem nach Vakzinierung mit Tumorlysat
Anzeichen fiir Immunsuppression gefunden. Es ist wahrscheinlich, dass mit dem Tumorlysat
sowohl immunogene Epitope als auch tolerogene Epitope prasentiert werden (197-199). Da in
der Masse des Tumorlysats liberwiegend Selbst-Antigene vorhanden sind, kann ein Ungleich-
gewicht zugunsten der Prdsentation von tolerogenen Epitopen entstehen. Zum anderen ist es
moglich, dass tumorlysatbeladene DC direkt zur Stimulation von MDSC beitragen und die
Kompetition von immunogenen und tolerogenen Epitopen sowohl die antigenspezifische
Stimulation des Immunsysytems als auch die Induktion von Immunsuppression bewirkt
(197,200-202). Trotz dieser gegenlaufigen Effekte sei nochmals darauf hingewiesen, dass
Immunsuppression keine dominante Rolle einnimmt und offensichtlich keinen negativen

Einfluss auf die Effizienz der gewdhlten Vakzinierungstrategie auslibt.

6.3. Die Kovakzinierung mit Salmonellen unterstitzt die Rekrutierung von

Effektor-T-Zellen in den Tumor

Die dargestellten Ergebnisse demonstrieren, dass es nach Kovakzinierung mit GOLGA4-
Salmonellen in den Tumoren der Mause zu einer Akkumulation von tumorinfiltrierenden
Lymphozyten kommt. Die erhdhte Expression von Chemokin-Rezeptoren weist darauf hin, dass

die Salmonellen Einfluss auf die Migration von Lymphozyten nehmen. Die Kovakzinierung mit
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GOLGA4-Salmonellen verstarkt die Expression von CCR6, CXCR3 und CXCR4. CXCR3 wird
hauptsachlich von T-Helfer-Zellen des Typs 1 (Ty1-Zellen) exprimiert. Es wurde gezeigt, dass die
CXCR3-Expression zur Rekrutierung von Tyl-Zellen bei Autoimmunerkrankungen und Gewebe-
schaden beitragt (203). CCR6 wird von unreifen DC und von Effektor- sowie Gedachtnis-T-Zellen
exprimiert. CCR6-exprimierende Zellen werden durch deren Liganden CCL20 angelockt, der
auch von Nierenzellkarzinom-Zellen exprimiert wird (204,205). CXCR4 bt eine wichtige
Funktion bei der Aktivierung von T-Zellen und deren Migration aus (206). Die Chemokin-
Rezeptoren CCR6 und CXCR4 werden zudem von DC, wenn auch zum Teil nur transient,
exprimiert und unterstliitzen DC auf ihrem Weg von Blut- und LymphgefaBen zu den
lymphatischen Organen (207). Diese Funktion der Chemokin-Rezeptoren steht im Einklang mit
ihrer wichtigen Funktion, die sie in Autoimmunerkrankungen ausiiben, und dementsprechend
bei einer Vakzinierung mit einem Autoantigen. Die gesteigerte Expression von Chemokin-
Rezeptoren nach Kovakzinierung mit GOLGA4-Salmonellen fordert die Migration von T-Zellen
und somit deren Rekrutierung in den Tumor und erleichtert es DC, Antigene aufzunehmen und
in lymphatischen Organen den T-Zellen zu prdsentieren. Die Steigerung der Chemokin-
Expression durch die Vakzinierung mit Salmonellen liefert somit einen weiteren wesentlichen

Faktor beim Aufbau einer therapeutisch effizienten Immunantwort gegen Tumore.

Zusammenfassend erwies sich die Vakzinierung mit definierten Antigenen durch Peptid-
beladung von DC im Zusammenhang mit der unterstiitzenden Wirkung der Kovakzinierung mit
dem Autoantigen, das vom Tumor exprimiert wird, als hocheffizientes Vakzin. Auch wenn die
Vakzinierung mit lysatbeladenen DC oft effizienter erschien, werden bei Kovakzinierung noch T-
Helfer-Zellen aktiviert, die zur Verstarkung der gegen den Tumor gerichteten zytotoxischen T-
Zell-Antwort flihren. Aullerdem kann mit der Vakzinierung mit peptidbeladenen DC die
Induktion immunsuppressorischer Mechanismen umgangen werden, die vor allem nach
Vakzinierung mit tumorlysatbeladenen DC beobachtet wurden. Die Ergebnisse demonstrieren
auBerdem, dass durch Kovakzinierung mit autoantigentransformierten Salmonellen eine
Autoimmunreaktion induziert wird, die sich gegen das vom Tumor exprimierte Autoantigen
GOLGAA4 richtet. Des Weiteren induzieren die Salmonellen ein inflammatorisches Milieu, das
von einer erhdhten Expression und Sekretion von Zytokinen und der Expression von Chemokin-
Rezeptoren begleitet wird, wodurch wiederum die Aktivierung und Expansion von tumor-
spezifischen T-Zellen gefordert wird und die Rekrutierung von Effektor-T-Zellen in den Tumor

unterstiitzt wird.
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6.4. Der Wert und Nutzen dieser Arbeit

In den hier prasentierten Ergebnissen werden zum einen der Einsatz selektiver definierter und
umfassender, aber zum Teil undefinierter, Tumorantigene fiir die Vakzinierung mit DC
verglichen. Die Ergebnisse unterstreichen den Trend der klinischen Studien, dass durch
Vakzinierung mit definierten Tumorantigenen bessere Resultate erzielt werden und gezielter
therapiert werden kann (208). Deshalb ist die Identifizierung und Charakterisierung
immunogener Tumorantigene von groflem Wert und sollte weiterhin umfassend voran-
getrieben werden. Mit dem hier verwendeten tumorassoziierten Antigen MAGE9 steht ein
weiteres Antigen zur Verfligung, das im Hinblick auf seine Immunogenitat mit dem etablierten
nierenzellkarzinomassoziierten Antigen G250 vergleichbar ist. Trotzdem erfiillt die Therapie
ausschlieBlich mit DC gerade bei soliden Tumoren nicht die Erwartungen. Vielversprechend ist
die Therapie erst nach Entfernen des Primartumors und bei metastasierenden Tumoren, bei
denen eine effektiv induzierte zelluldre Immunantwort, das Wiederaufkommen des Tumors
bzw. dessen Metastasierung unterbinden kann (209). Dies wird in dem hier vorgestellten Maus-
modell beim Vergleich der prophylaktischen und therapeutischen Vakzinierung ebenfalls
verdeutlicht. In jedem Fall ist es erforderlich, eine Vakzinierung mit DC durch Adjuvantien zu
unterstitzen, um eine effiziente Aktivierung des Immunsystems zu erreichen. Beim Nierenzell-
karzinom wird daher die Vakzinierung mit DC haufig mit einer etablierten Zytokintherapie
kombiniert. Die erfolgreiche Anwendung von Zytokinen benétigt aber meist die Verabreichung
hoher Dosen, die wiederum, speziell auch bei Verabreichung von IL-2, von toxischen Neben-

wirkungen begleitet wird (155).

Ich habe hier eine alternative adjuvante Therapiestrategie aufgezeigt. Attenuierte Salmonellen
sind als Vakzin im Allgemeinen sehr gut vertraglich und schwere Nebenwirkungen wurden nicht
beobachtet. Darliber hinaus bieten Salmonellen die Moglichkeit einer gentherapeutischen
Anwendung, die hier, in Form des Autoantigens GOLGAA4, erfolgreich angewendet wurde und zu
einer signifikanten Steigerung der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort gefiihrt hat.
Die Verwendung von Salmonellen als Vakzin ware darliber hinaus sehr kostenglinstig und sie
kénnten den Patienten in medikamentdser Form verabreicht werden, wodurch sich Kranken-

hausaufenthalte vermeiden liefen und dem Wohl der Patienten gedient ware.
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Abkurzungsverzeichnis

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity
AEC 3-Amino-9-Ethyl-Cerbazol

APC Antigenprasentierende Zelle

ATP Adensosintriphosphat

ATRA All-trans-Retinsaure

BMC Bone marrow cells

bp Base pairs

BSA Bovine serum albumin

bzw. Beziehungsweise

CAIX Carbonanhydrase IX, G250

CCL C-C-Chemokin-Ligand

CCR C-C-Chemokin-Rezeptor

CD Cluster of differentiation

cDNS Complementary DNS

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester
CFU Colony-forming units

cpm Counts per minute

CTL Cytotoxic T-lymphocytes

CXCR C-X-C-Chemokin-Rezeptor

d Tage

DNS Desoxyribonukleinsdure

DC Dendritic cell

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

ds Doppelstrangig

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Encyme linked immunosorbant assay
ELISPOT Encyme linked immunosorbant spot assay
FACS Fluorescent activated cell sorting

FCS Foetal calf serum

FITC Fluoreszeinisothiozyanat

g Gramm

G250 Carbonanhydrase IX (CAIX)

G418 Geneticin

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GOLGA4 Golgi-Autoantigen, Golgin Subfamilie A, 4
Gy Gray

h Stunden

HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HPV Humanes Papilloma-Virus

HRP Horseradish peroxidase

IBF Interfakultdare biomedizinische Forschungseinrichtung
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IFN
IgG
IL

I

LB
LNC
LPS

MAGE1
MAGE9
MDSC
MHC
min
mol
MOPS
mMRNS
I

n

NK

NO

oD

PBS
PCR

PE

PSA
PVDF
Renca
RISC
RNS
ROS
rpom

RT
RT-PCR
SADA
sec

s.C.
SEREX
siRNA
SL

SPF
SSC
Streptavidin-APC
TAA
TAE
TCGF
TGF-beta

Interferon

Immunoglobulin G

Interleukin

Liter

Lysogeny broth

Lymphnode cells
Lipopolysaccharid

Molar (mol/l)

Milli

Melanom-Antigen-Familie A, 1
Melanom-Antigen-Familie A, 9
Myeloid-derived suppressor cells
Major histocompatibility complex
Minute

Mol
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Messenger RNS

Mikro

Nano

Natdrliche Killerzellen

Nitric oxide

Optische Dichte

Phosphate buffered Salin
Polymerase chain reaction
Phycoerythrin
Prostataspezifisches Antigen
Polyvinylidenfluorid

Renal cell carcinoma cell line
RNA-Induced Silencing Complex
Ribonukleinsaure

Reactive oxygen species
Revolution per minute
Raumtemperatur
Reverse-Transkription-PCR
Serum antibody detection assay
Sekunde

Subkutan

Serological identification of antigens by recombinant expression cloning

Small interfering RNA

Salmonella typhimurium
Spezifisch pathogenfrei

Side Scatter
Streptavidin-Allophycocyanin
Tumorassoziierte Antigene
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

T cell growth factor
Transforming growth factor-beta
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Th-Zellen
TIL

T™MB

TNF

TRAP
Treg-Zellen
\

VEGF

z.B.

T-Helfer-Zellen
Tumorinfiltrierende Lymphozyten
3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin
Tumornekrosefaktor

Trogocytosis Assay Protocol
Regulatorische T-Zellen

Volt

Vascular endothelial growth factor
Zum Beispiel
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