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Summary

One prerequisite for effective T cell activation is the uptake and presentation of antigens by
dendritic cells. Among the different means of antigen uptake, i.e. pinocytosis, phagocytosis
and receptor mediated endocytosis, the receptor mediated endocytosis via the antigen
receptor DEC205 is most efficient. Antibodies against this receptor can be used to target
dendritic cells in vivo and previous experiments have shown that subcutaneous vaccination
of animals with tumor antigens chemically coupled to anti-DEC205 antibodies induced
protective anti-tumor immunity. These experiments were carried out in transplantable B16
melanomas, but autochthonous tumors mimic the clinical situation better, as they grow
spontaneously and slowly in affected animals. Therefore, the aim of this study was to test
whether anti-DEC205 tumor antigen targeting can protect mice from tumor growth in the
autochthonous tumor model RIP1-Tag5.

For DC-targeted immunization, the tumor antigen Tag protein was coupled to anti-DEC205
antibodies and the conjugates were initially tested in the RMA-Tag tumor model and the B16-
Tag melanoma model. The Tag-transgenic RMA cells as well as the Tag-transgenic B16
melanoma cells were applied subcutaneously into the right flank of C57BI/6 mice. After five
to seven days the tumors were clearly visible and palpable and treatment of the mice was
started thereafter. Hence, our model mimics a truly therapeutic situation.

In the first tumor experiments growth of RMA-Tag tumors could be slowed after anti-
DEC205-Tag vaccination. Additional depletion of the regulatory T cells by anti-CD25
antibodies further improved the anti-tumor treatment. Here, up to 40% of the mice rejected
the tumor. In the B16-Tag-melanoma model the tumor growth could be also slowed down
after anti-DEC205-Tag vaccination. In contrast, additional depletion of the regulatory T cells
had no effect on tumor growth.

Furthermore, tumor experiments with tumor bearing mice from the autochthonous tumor
model RIP1-Tag5 were performed. Here, the combination of anti-DEC205-Tag immunization
and systemic application of CpG provided a significant extension of life span of the mice.

In aggregate this work has shown that the DC-directed immunization using anti-DEC205-
tumor antigen conjugates improved the treatment of established tumors compared to protein
or peptide immunization alone. Moreover, the combination with other treatments, such as
depletion of regulatory T cells or systemic activation of the vasculature using CpG
oligonucleotides, could further improve the anti-tumor effects. Therefore, the anti-DEC205
conjugates are a universal tool in the therapeutic treatment of established tumors that may

create synergistic effects with other anti-tumor therapies.






Zusammenfassung

Eine Vorraussetzung fir eine effektive T-Zell-Aktivierung ist die Aufnahme und die
Prasentation von Antigenen durch dendritische Zellen. Unter den verschiedenen
Méglichkeiten der Antigenaufnahme wie z.B. der Pinozytose, der Phagozytose oder der
Rezeptor-vermittelten Aufnahme ist die Rezeptor-vermittelte Aufnahme Uber den
Antigenrezeptor DEC205 die effektivste. Antikorper gegen diesen Rezeptor kbnnen Antigene
in vivo zu den dendritischen Zellen leiten. Vorausgehende Experimente haben gezeigt, dass
die subkutane Vakzinierung von Mausen mit an anti-DEC205 gekoppelten Tumorantigenen
eine schitzende anti-Tumor-Immunitat induziert. Diese Experimente wurden im transplantier-
baren B16-Melanommodell durchgefiihrt. Autochthone Tumormodelle imitieren die klinische
Situation jedoch wesentlich besser, da sie spontan und langsam in den betroffenen Tieren
wachsen. Deshalb war es das Ziel dieser Arbeit zu prifen, ob Mause im autochthonen
Tumormodell RIP1-Tag5 mit Hilfe DC-gerichteter Immunisierung mittels anti-DEC205-
Konjugaten vor Tumoren geschitzt werden kénnen.

Um bei der Behandlung tumortragender Mause eine DC-gerichtete Immunisierung zu
ermoglichen, wurde das Tumorantigen Tag-Protein an den anti-DEC205-Antikorper
gekoppelt und in Initial-Experimenten in Transplantations-Tumormodellen, dem subkutanen
RMA-Tag Tumormodell und dem B16-Tag-Melanommodell, getestet. Die Tag-transgenen
RMA-Zellen sowie die Tag-transgenen B16-Melanomzellen wurden in die rechte Flanke von
C57Bl/6-Mausen subkutan appliziert. Nachdem nach funf bis sieben Tagen die Tumoren gut
sichtbar waren, wurde mit der Behandlung der Mause begonnen. Somit handelt es sich hier
um einen echten therapeutischen Versuchsansatz.

In den ersten Tumorexperimenten konnte das Tumorwachstum von RMA-Tag-Tumoren nach
anti-DEC205-Tag-Vakzinierung verlangsamt werden. Die zusétzliche Depletion der regula-
torischen T-Zellen mit anti-CD25-Antikdrper konnte die anti-Tumorbehandlung weiter verbes-
sern. Dabei haben bis zu 40% der Mause den Tumor abgestof3en. Im B16-Tag-Melanom-
modell konnte das Tumorwachstum nach anti-DEC205-Tag-Gabe ebenfalls verlangsamt
werden. Hier aber hatte die zusatzliche Depletion der regulatorischen T-Zellen keinen Effekt
auf das Tumorwachstum.

Zudem wurden Tumorexperimente mit tumortragenden Mausen des autochthonen Tumor-
modells RIP1-Tag5 durchgefiihrt. Bei der Behandlung dieser Mause konnte die Uberlebens-
dauer deutlich verlangert werden, nachdem die anti-DEC205-Tag-Immunisierung mit der
systemischen Gabe von CpG kombiniert wurde.

Anhand der durchgefiihrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die DC-gerichtete
Immunisierung mit anti-DEC205-Konjugaten die Behandlung etablierter Tumoren gegentiber
der Protein- oder Peptid-Immunisierung verbessert. Dartiber hinaus konnte die Kombination
mit anderen Behandlungsmethoden, wie der Depletion regulatorischer T-Zellen oder der
systemischen Gabe von CpG Oligonukleotiden, die anti-Tumortherapie weiter verbessern.
Somit sind anti-DEC205-Konjugate universell einsetzbare Werkzeuge in der therapeutischen
Behandlung etablierter Tumoren, die mdglicherweise Synergieeffekte mit anderen anti-
Tumortherapien erzeugen.
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Einleitung 17

1 Einleitung

1.1 Behandlung von Tumoren und Tumormodellen

Krebserkrankungen gehdren mit zu den haufigsten Todesursachen. Sie kdénnen in
verschiedensten Organen und Geweben durch Veranderungen und Mutationen
entstehen, die zu unkontrolliertem Wachstum von Zellen fihren. Diese Tumoren
befallen und verdrangen lebenswichtige Organe, was haufig zum Tode flhrt.
Prinzipiell sind Personen aller Altersgruppen vom Tumorwachstum betroffen, wobei
die Gefahr an Krebs zu erkranken mit dem Alter zunimmt. AuRere Einfliisse wie z.B.
UV-Strahlung, aber auch eine erblich-bedingte Vorbelastung, kdnnen zum Entstehen
der Krankheit beitragen. Bei den meisten Krebsarten ist die Akkumulation mehrerer
Mutationen in bestimmten Zellen notwendig, um den kontrollierten Zellzyklus zu
uberwinden und ein unkontrolliertes Wachstum der Zellen zu erreichen. Haben sich
die Veranderungen in den Zellen manifestiert, fuhrt dies meist zur Entstehung von
Tumoren.

Der Krankheitsverlauf wird in mehrere klinische Stufen unterteilt, die am Beispiel des
Melanoms im Folgenden dargestellt sind. Bei der Stufe 0 sind abnormale Zellen in
der oberen Hautschicht zu finden, die jedoch die unteren Hautschichten noch nicht
befallen haben. Befindet sich der Tumor in der oberen Hautschicht, der Epidermis
und/oder im oberen Bereich der unteren Hautschicht, der Dermis, so hat der Tumor
Stufe 1 erreicht. Dabei ist das Melanom nicht dicker als 1,5 mm und umliegende
Lymphknoten sind noch nicht befallen. Ein Stufe 2 - Melanom hat bereits eine Dicke
von 1,5 - 4 mm und hat sich zudem bereits im unteren Bereich der Dermis
ausgebreitet. Das darunter liegende Gewebe und die umliegenden Lymphknoten
sind noch nicht befallen. Hat das Melanom Stufe 3 erreicht, kbnnen darunter
liegendes oder nahegelegenes Gewebe oder nahegelegene Lymphknoten befallen
sein. Wenn die Stufe 4 erreicht ist, sind bereits weit vom Primartumor entfernte
Lymphknoten und Organe mit Metastasen befallen. In einem solchen Fall sind die
Heilungschancen zunehmend gering." 2

Bei frihem Erkennen sind die Heilungschancen hingegen sehr gut.® Hier konnten in
den letzten Jahren gute Fortschritte in der Behandlung von Tumoren erzielt werden.

Jedoch weisen viele Behandlungsmethoden immer noch ein sehr breites
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Nebenwirkungsspektrum auf. Die alteste, aber sicherlich weiterhin unverzichtbare
Methode ist die operative Entfernung. Sichtbare Tumoren, gerade im Falle eines
Melanoms, kénnen durch Excision entfernt werden. Zunehmend schwieriger wird es
jedoch, wenn innere, lebenswichtige Organe mit Metastasen befallen sind. Kleinere
Metastasen, die nicht erkennbar sind, lassen sich dementsprechend nicht operativ
entfernen, weshalb haufig zusatzlich zur Operation eine Chemotherapie durchgefuhrt
wird.

Bei der Chemotherapie werden chemische Stoffe, sogenannte Zytostatika,
verabreicht, die ein Absterben von sich schnell teilenden Zellen bewirken. Dabei
werden jedoch nicht nur die sich schnell teilenden Tumorzellen angegriffen, sondern
auch andere Zellen, die eine hohe Teilungsfrequenz aufweisen, was u.a. zu
Haarausfall, aber auch zur Schadigung verschiedener Schleimhaute z.B. im Magen-
Darm-Trakt fuhrt. Diese Chemotherapeutika wirken jedoch nicht immer, zumal der
Tumor oftmals nach kurzer Zeit resistent wird und der Patient nicht mehr auf die
Therapie anspricht.*

Die Strahlentherapie ist eine weitere Behandlungsmethode, die haufig in
Kombination mit einer Chemotherapie,® aber auch vorbereitend auf eine Operation
durchgefilhrt wird.” Bei der Strahlentherapie werden die Tumoren ionisierender
Strahlung ausgesetzt, was zu einem Absterben der Tumorzellen fihrt. Hierbei ist es
besonders wichtig, zuvor die GréRe und Lage des Tumors z.B. mit Hilfe der
Tomographie genau zu bestimmen, um die Schadigung des umliegenden Gewebes
moglichst zu minimieren. Ein Nachteil der lokal angewendeten Radiotherapie ist
jedoch, dass weiter entfernt liegende Metastasen oder noch unentdeckte
Sekundartumoren von dieser Behandlung unberiihrt bleiben.®

In den letzten Jahren rucken zunehmend immunologische Methoden in den
Vordergrund. So z.B. auch die Anwendung des in den letzten Jahren zugelassenen
monoklonalen Antikérpers Trastuzumab (Herzeptin®). Dieser bindet an HER-2
(Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor Nummer 2),° der besonders auf
schnell wachsenden Mammakarzinomzellen stark exprimiert ist."® Durch die Bindung
des Antikorpers wird der Rezeptor des Wachstumsfaktors blockiert. Damit wird der
Signalweg unterbrochen, was zu einer Blockade der Zellproliferation fuhrt und so das
Wachstum des Tumors hemmt. Die Antikorpertherapie wird vor allem bei

metastasierenden Mammakarzinomen!' u.a. in Kombination mit einer Chemo-
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therapie angewendet.'? Trastuzumab wird auch nach Operationen und als adjuvante
Therapie eingesetzt. Da jedoch nur 25-30% aller Mammakarzinome eine Uberex-
pression von HER-2 aufweisen, ist die erfolgreiche Anwendung von Trastuzumab auf
diese Patientinnen beschrankt."

Weitere Antikorper sind bereits als Medikament zugelassen, wie z.B. Rituximab
(MabThera®), ein anti-CD20-Antikorper, der an B-Zell-Lymphomzellen bindet, was
zur Zerstorung dieser Zellen durch das Immunsystem fiihrt."”> ' Neben dem direkten
Angreifen der Tumorzellen ist auch die Hemmung der Angiogenese ein Ziel neuer
Tumortherapien. Verschiedene Angiogenesehemmer wie z.B. Sorafenib (Nevaxar®)
sind bereits zugelassen.'® Ein weiteres Beispiel ist der Antikdrper Bevacizumab
(Avastin®),’® der an den VEGF-Rezeptor (,Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor®) bindet und so eine Ausbildung neuer BlutgefalRe verhindert, die zur
Versorgung eines wachsenden Tumors erforderlich sind. Die in neuerlichen
Tumortherapien angewendeten monoklonalen Antikdrper sind sehr spezifisch.
Daraus ergibt sich der Vorteil eines, verglichen mit einer Chemotherapie, geringen
Nebenwirkungsspektrums, zumal die auftretenden Nebenwirkungen meist nach

Absetzen des Medikaments schnell wieder nachlassen.'’

Bei der Entstehung von Tumoren verandern sich die betroffenen Zellen. Unter
anderem exprimieren sie sogenannte Tumorantigene. Das sind Proteine, die
vorwiegend von Tumorzellen produziert und auch prasentiert werden.'® Diese
Veranderungen zellularer Proteine bleibt vom Immunsystem meist unerkannt, da

Tumorzellen zum einen oftmals schwache Antigenprasentatoren sind,'®?'

zum
anderen es sich bei den Tumorantigenen haufig um koérpereigene Proteine handelt.
Dies fuhrt dazu, dass die Tumorzellen vom korpereigenen Immunsystem nicht als
entartet erkannt werden, wie es sonst bei kdrperfremden Antigenen und Zellen der
Fall ist. Darliber hinaus schiitzt sich der Tumor vor infiltrierenden Effektorzellen?%°
oder rekrutiert bzw. induziert regulatorische T-Zellen.?” 2 Diese wiederum kdénnen
Effektor-T-Zellen,?** NK-Zellen®® oder dendritische Zellen*® inhibieren.

In verschiedenen experimentellen Ansatzen wird zurzeit versucht das Immunsystem
auf die veranderten Zellen aufmerksam zu machen, um ein Zerstéren des Tumors
durch das Immunsystem zu ermoglichen. Eine Moglichkeit ist die zellulare

Immuntherapie. Dabei werden dendritische Zellen (DC) ex vivo mit entsprechenden
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Antigenen beladen und den Patienten wieder zugefiihrt**° Diese
Behandlungsmethoden befinden sich noch in der Phase der klinischen Studien und
verschiedene Probleme dieser Methode sind bisher noch ungeldst.*’® Die
technische Komplexitat der DC-Generierung ist sehr hoch und viele dieser Zellen
gehen wahrend der Aufarbeitung verloren. Zusatzlich wird die Zahl der immun-
stimulierenden dendritischen Zellen in den entsprechenden Lymphknoten durch
unterschiedliches Migrationsverhalten der injizierten dendritischen Zellen in vivo
weiter reduziert.*? 4

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode umgeht die ex vivo-Beladung
der dendritischen Zellen. Wir verwenden ein System, bei dem die dendritischen
Zellen mit Hilfe eines Antikorpers, der gegen einen spezifischen Antigen-Rezeptor
gerichtet ist, direkt in vivo beladen werden. Dies reduziert den Behandlungsaufwand
auf ein Minimum und ist dartuber hinaus, wie im folgenden Kapitel beschrieben, sehr
effektiv. Da sich diese Untersuchungen noch im vorklinischen Stadium befinden,
werden die Wirkungsweise und verschiedene Behandlungsmoglichkeiten in
Tiermodellen untersucht.

Eine Option, die Auswirkungen einer Behandlung auf das Tumorwachstum in
Tiermodellen zu untersuchen, sind transplantierbare Tumoren in der Maus. Dabei
handelt es sich um Zellen muriner Tumorzelllinien, die nach z.B. subkutaner Injektion
einen Tumor etablieren. Des Weiteren kdnnen auch injizierte chemische Substanzen

einen Tumor induzieren* 4°

46, 47

oder es werden Karzinogene mehrmals auf die Haut der
Mause aufgetragen, um so die Veranderungen in den Hautzellen hervorzurufen.
Auch mit Hilfe von UV-Strahlung kénnen speziell Melanome induziert werden, wobei
hier u.a., wie auch bei der chemischen Induktion, transgene Mause verwendet
werden, die aufgrund ihrer genetischen Veranderung besonders sensitiv gegenuber
UV-Strahlung®® oder Karzinogenen sind.*® In anderen, transgenen Mausmodellen
werden Onkogene von den Mausen exprimiert, die zur Enstehung eines Tumors
fuhren. Hierbei werden auch Mechanismen eingebaut, um die Expression des
Onkogens zu kontrollieren. So gibt es z.B. Modelle, in denen die Expression durch
Cre/Lox-Rekombination induziert wird®® oder konstitutiv unter der Kontrolle eines
organspezifischen Promotors lokal begrenzt stattfindet.”'?

In den flUr diese Arbeit durchgeflihrten Experimenten wurden hauptsachlich die flr

das Large T Antigen (Tag-Protein) transgenen Tumorzelllinien RMA-Tag und B16-
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Tag verwendet. Das Tag-Protein diente hierbei als Modell-Tumorantigen. Die Tag-
transgenen Tumorzellen exprimieren und prasentieren das Tag-Protein, gegen das in
verschiedenen Vakzinierungsstudien immunisiert wurde. Die durch die Immuni-
sierung aktivierten Effektorzellen sollten dann in der Lage sein die Tumorzellen zu
erkennen und abzutéten.

Die Tag-transgene RMA-Tag-Zelllinie basiert auf der Tumorzelllinie RMA. Bei dieser
Zelllinie handelt es sich um eine Lymphomzelllinie, die von der Zelllinie RBL-5, einem
Rauscher-Virus-induzierten T-Zelllymphom, abstammt.** °° Zudem fand die Tag-
transgene B16-Melanom-Zelllinie B16-Tag Anwendung. In den hier beschriebenen
Experimenten wurden die Tumorzellen beider Zelllinien jeweils subkutan appliziert.
FUnf bis sechs Tage nach Injektion waren die Tumoren sichtbar und erreichten nach
drei bis vier Wochen eine kritische Grofde von rund einem Kubikzentimeter, sofern
die Mause unbehandelt blieben.

Neben der subkutanen Applikation gibt es noch weitere Anwendungsmaoglichkeiten
dieser Tumorzelllinien. So kdnnen z.B. B16-Melanomzellen auch intravends gegeben
werden, um einen metastasierenden Tumor zu imitieren und um entsprechende
Behandlungsmethoden gegen Metastasen zu testen.”® Der Vorteil von subkutan
applizierten Tumoren liegt darin, dass das Tumorwachstum permanent verfolgt,
analysiert und eventuelle Behandlungserfolge in den verschiedenen Phasen des
Tumorwachstums genau erfasst werden konnen. Ein weiterer Vorteil der
transplantierbaren Tumoren ist das relativ schnelle Wachstum. So kdnnen innerhalb
relativ kurzer Zeit in aufeinanderfolgenden Versuchen verschiedene Parameter
variiert werden.

Allerdings ist zu berucksichtigen, ob sich diese schnell wachsenden, transplantierten
Tumoren eine ,naturliche Umgebung® schaffen, z.B. durch die Vaskularisierung, die
Struktur des Tumorendothels oder die Ausschuttung verschiedener Zytokine. So sind
transplantierbare Tumoren zwar ein sehr gutes Werkzeug, um grundlegende
Mechanismen zu erforschen, bleiben dabei aber bis zu einem gewissen Grad
artifiziell.*”

Aus diesen Grunden wurde hier zusatzlich mit einem autochthonen Tumormodell
gearbeitet. Hierbei entsteht der Tumor ohne weitere Behandlung selbstandig und
stufenweise, was der natirlichen Entstehung eines Tumors eher entspricht. Dabei

bildet sich eine dementsprechend naturliche Umgebung des Tumors aus. Dies ist der
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Vorteil dieser Tumormodelle, da sie sich somit wesentlich naher an der klinischen
Situation befinden als die transplantierbaren Tumoren. Jedoch sind sie in der Regel
auch schwerer zu therapieren.®’

Bei dem hier verwendeten autochthonen Tumormodell handelt es sich um das RIP1-
Tag5-Tumormodell (s. Abb.1). In diesem transgenen Tiermodell wird das SV40 Large
T Antigen (Tag-Protein) unter der Kontrolle des Ratten-Insulin-Promotors (RIP)
organspezifisch in den beta-Zellen des Pankreas exprimiert. Die Expression des
Tag-Proteins beginnt, wenn die Mause ein Alter von zehn Wochen erreicht haben.>®
Das Onkogen Tag-Protein greift in den Zellzyklus der Zellen ein, wodurch dieser
auler Kontrolle gesetzt wird.**®' Die unkontrollierte Vermehrung der beta-Zellen
fuhrt daraufhin in einem Alter der Mause von 16 Wochen zu einer Veranderung der
vaskularen Strukturen in den Langerhans-Inseln, dem sogenannten ,Angiogenic
Switch“. Nach 23 Wochen besitzen die Mause einen soliden, etablierten
Pankreastumor. Dabei entwickeln die Mause aufgrund der Insuliniberproduktion eine
massive Hypoglykamie, an der sie im Alter von rund 32 Wochen sterben, sofern sie

unbehandelt bleiben.®?

a) Expression als Tumorantigen b)
4 6w 10w 16w 23w 32w
*
R —. . . N>
.
¢ ~—y normale  Beginnder  verinderte solide Tod
Zellzyklus Langerhans- Tag- Angiogenese ~ Tumore  (Hypo-
Expressionlin ‘.. v Inseln Expression ,,Ag\gllic:g:‘wc glykamie)
den beta-Zellen ek

Einfluss auf Zellzyklus => Tumorwachstum

Abbildung 1: Das autochthone RIP1-Tag5-Tumormodell.

a) Die Funktion des Tag-Proteins als Tumorantigen und die Einflussnahme bei der
Tumorenstehung. Das Tag-Protein wird unter der Kontrolle des Ratten-Insulinpromotors
(RIP) organspezifisch in den beta-Zellen des Pankreas exprimiert. b) Die Tumorentstehung
und der Krankheitsverlauf der RIP1-Tag5-Mause.®?

Ein Experiment mit Mausen eines autochthonen Tumormodells kann, wie am
beschriebenen Krankheitsverlauf erkennbar, mehrere Monate in Anspruch nehmen.
Dabei ist es oft schwierig eine Aussage Uber den Verlauf der Krankheit zu treffen, da
das Tumorwachstum in den inneren Organen der Maus von aufl3en nicht beobachtet
werden kann. Im beschriebenen RIP1-Tag5-Tumormodell ist es moglich Uber die
Messung des Blutzuckerspiegels der Mause eine Aussage Uber den Verlauf der

Krankheit zu treffen.? Darliber hinaus werden derzeit verschiedene Tumormodelle
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entwickelt, in denen die Tumorzellen zusatzlich Luziferase exprimieren. Dies
ermdglicht das ,in vivo-imaging“ der Tumoren bezuglich ihrer Lage und GroRRe, auch
wenn innere Organe befallen sind.®* % Die durch die Luziferase erzeugte
Lumineszenz kann durch hochsensitive Kamerasysteme in der lebenden Maus
detektiert werden, ohne die Mause zu sezieren. So kann zukunftig, wie schon bei

subkutanen Tumormodellen, der Verlauf des Tumorwachstums verfolgt werden.
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1.2 Dendritische Zellen und der Antigen-Rezeptor DEC205

Das Immunsystem wird in zwei funktionelle Bereiche aufgeteilt, in die angeborene
Immunitat und die erworbene oder adaptive Immunitat. Zur angeborenen Immunitat
gehoren Zellen und Funktionen wie z.B. die Makrophagen, Granulozyten und das
Komplementsystem, die fur eine schnelle, aber unspezifische Immunantwort
zustandig sind und somit das erste Schutzschild gegen Fremdkdrper bilden. Die B-
und T-Zellen sind Zellen der adaptiven Immunitat und zeichnen sich durch ihre
Antigenspezifitdt aus. DarUber hinaus sind sie fur die Unterscheidung zwischen
.Fremd” und ,Eigen“ und fur die Ausbildung des ,immunologischen Gedachtnisses*
zustandig und sorgen so fur einen nachhaltigen Schutz.

Die T-Zellen der adaptiven Immunitat bendtigen wiederum die antigenspezifische
Aktivierung durch Antigen-prasentierende Zellen. Unter den bekannten Antigen-
prasentierenden Zellen sind die dendritischen Zellen die effektivsten T-Zell-
aktivierenden Zellen des Immunsystems. Sie entstehen als Vorlaufer im
Knochenmark. Nach der Ausdifferenzierung zu dendritischen Zellen wandern sie in
alle Gewebe des Korpers ein und nehmen dort Antigene auf. Nach der Aufnahme
von Antigenen in der Peripherie wandern die dendritischen Zellen Uber die afferenten
lymphatischen GefaRe in die Lymphknoten.®® Wahrend dieser Prozesse reifen die
dendritischen Zellen weiter aus und werden dabei zu sehr potenten T-Zell-
Stimulatoren. Entsprechend ihrer starken Expression von MHC-Molekulen (,Major
Histocompatibility Complex®) und co-stimulatorischen Molekulen der B7-Familie sind
sie duRerst effizient in der Antigen-spezifischen T-Zell-Aktivierung.®®

In den Lymphknoten interagieren die dendritischen Zellen antigenspezifisch tber den
MHC-Peptid-Komplex mit den T-Zell-Rezeptoren der T-Zellen. Fur die Aktivierung
der T-Zelle ist jedoch ein zweites Signal notwendig. Dieses Signal wird durch die
Bindung eines Molekils der B7-Familie, B7.1 (CD80) oder B7.2 (CD86) der reifen
dendritischen Zelle an den CD28-Rezeptor der naiven T-Zelle auf diese Ubertragen.
Aktivierte T-Zellen tragen zusatzlich den Rezeptor CTLA-4, der ebenfalls die
genannten B7-Molekule binden kann. Bleibt die Aktivierung der T-Zellen durch
dieses zweite Signal aus, werden sie anergisch, d.h. sie werden nicht aktiviert und

sind im Weiteren auch nicht mehr aktivierbar.®” %8
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Es gibt verschiedene Arten, wie Antigen-prasentierende Zellen Antigene aufnehmen.
Neben der unspezifischen Aufnahme wie der Phagozytose oder der Pinozytose gibt
es auch die spezifische, Rezeptor-vermittelte Aufnahme von Antigenen. Durch die
Phagozytose, die primar von den Makrophagen durchgefuhrt wird, werden groRRere
Partikel oder sogar ganze Zellen aufgenommen und in intrazellularen Komparti-
menten, den Lysosomen mit Hilfe von Enzymen verdaut. Einzelne Fragmente
werden anschlieBend iber die MHC-Komplexe prasentiert. Ahnlich ist es bei der
Pinozytose. Hier werden l6sliches Material und Molekule aus der Umgebung der
Antigen-prasentierenden Zellen unspezifisch in Makropinosomen aufgenommen,
verdaut und anschlieRend zur Antigenprasentation weitergeleitet.®® ™

Bei der Rezeptor-vermittelten Aufnahme werden nur spezifisch vom Rezeptor
gebundene Antigene aufgenommen, verdaut und prasentiert. Nach dem Binden
eines Antigens bilden sich sogenannte ,coated pits“ an der Membran, die mit Hilfe
von Clathrin ein Vesikel bilden, in dem der Rezeptor-Antigen-Komplex in die Zelle
internalisiert wird.”" Nach der Fusion mit anderen Vesikeln entsteht das frithe
Endosom. Der niedrigere pH-Wert des Endosoms fihrt zur Trennung von Rezeptor
und Antigen. Der Rezeptor wird dann vermutlich in kleinen Vesikeln, die sich vom

Endosom abspalten an die Zellmembran zuriicktransportiert.”* ™

Phospholipase Az-Rezeptor

Endo180

MMR
DEC205

Abbildung 2: Antigenrezeptoren der dendritischen Zelle (DC).

Die Mitglieder der Makrophagen-Mannose-Rezeptor-Familie, Endo180, der Phospholipase
A>-Rezeptor, der Makrophagen-Mannose-Rezeptor (MMR) und DEC205. Rechts:
Detailansicht des DEC205-Rezeptors.
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Zu den Antigen-Rezeptoren der dendritischen Zellen gehdren unter anderem die
Rezeptoren der Makrophagen-Mannose-Rezeptor-Familie (Abb. 2). Zu ihr gehdren
der Makrophagen-Mannose-Rezeptor (MMR, CD206),%* " "™ Endo180 (CD280),
der Phospholipase Aj-Rezeptor’”” ® und der DEC205-Rezeptor (dendritischer
Endozytose-Rezeptor, 205 kDa, CD205).7% 7

Bei den Mitgliedern der Makrophagen-Mannose-Rezeptor-Familie handelt es sich um

Typ-I-Transmembranproteine.?%%2

Diese verfigen Uber eine Transmembran-
Domane, wobei der N-Terminus exrazellular und der C-Terminus intrazellular ist.
Wahrend der Makrophagen-Mannose-Rezeptor uber acht CRDs (,Carbohydrate
Recognition Domains®) verfiigt,”® 8" 8" besteht der DEC205-Rezeptor aus insgesamt
zehn solcher extrazellularer Domanen (Abb. 2), die unterschiedliche Substanzen
vermutlich u.a. Uber unterschiedliche Glykosilierungsmuster binden kénnen.’* 8
Zwischen der N-terminalen Cystein-reichen Domane und den CRDs befindet sich
noch eine Fibronectin Typ-ll Domane. Der DEC205-Rezeptor ist ein konstitutiv
rezirkulierender Rezeptor, der standig Antigene in die Zelle transportiert und
anschlieRend wieder auf die Zelloberflache zuriickbeférdert wird.”

Wahrend die Antigene, die beispielsweise Uber den Makrophagen-Mannose-
Rezeptor aufgenommen werden, in frihe endosomale Kompartimente (,early
endosomal compartments®) transportiert werden,® ® werden die (iber DEC205
aufgenommenen Antigene in spate, endosomale Kompartimente (,late endosomal
compartments®) geleitet.73 Diese Kompartimente fusionieren mit MIIC-Komparti-
menten, in denen die Beladung der MHC-Klasse II-Molekiile stattfindet.”
Verantwortlich fir den Transport zu den MIIC-Kompartimenten ist ein Teil der
intrazellularen Sequenz des DEC205-Rezeptors, die Signalsequenz ,EDE"
(Glutamin-Aspartat-GIutamin).73 Dieser direkte Transport zu den MIIC-Komparti-
menten fuhrt dann zu einer sehr effektiven Antigenprasentation und der Antigen-
spezifischen Aktivierung der CD4-positiven T-Zellen.”

Dartber hinaus sind DEC205-positive dendritische Zellen besonders effektiv in der
Antigen-spezifischen Aktivierung der CD8-positiven T-Zellen.®® Diese werden (iber
einen MHC-Klasse [-Peptid-Komplex der dendritischen Zellen aktiviert, die
normalerweise nur mit endogenen Peptiden beladen sind. Klassischerweise werden
exogene Antigene, wie die Uber DEC205 aufgenommenen, auf MHC-Klasse I

présentiert.86 Doch durch einen Mechanismus, den man ,crosspriming® nennt,
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kdnnen exogene Antigene auch auf MHC-Klasse | préasentiert werden.?” Die
DEC205-positiven dendritischen Zellen verfligen Uber einen besonders effektiven
TAP-abhangigen ,crosspriming“-Mechanismus.®°

Wie schon erwahnt 16sen aufgenommene Antigene allein noch keine Immunantwort
aus. Die Antigene werden zwar auf MHC-Molekulen prasentiert und es kommt auch
zu T-Zell-Kontakten, aber die T-Zellen werden nicht aktiviert oder zur Proliferation
angeregt.® 8¢ 80 Eine zusatzliche Aktivierung und Reifung der dendritischen Zellen
mit Hilfe sogenannter ,Danger®-Signale ist notwendig, um eine effektive Immun-
antwort auszuldsen, da nur reife dendritische Zellen in der Lage sind Helfer-T-Zellen
(CD4) und zytotoxische T-Zellen (CD8) zu aktivieren und zur Proliferation anzuregen
(Abb. 3).%"

Antigen- Aktivierung/

korper- aufnahme Fremd- Proliferation
eigenes Antigen
Antigen (+,Danger-
Signal) “2. signal
Migration in
Lymphknoten

ohne zweites

Toleranz Antigen' Aktivierung Signal
prdsentation > Tol
. oleranz

Abbildung 3: Die Rolle der dendritischen Zelle (DC) in der Antigenprasentation.

Die dendritische Zelle nimmt Antigene auf (links) und prasentiert diese den T-Zellen (rechts).
Empfangt die DC ein ,Danger“-Signal fuhrt dies nach Migration in den Lymphknoten zur
Aktivierung und zur Proliferation der T-Zellen. Hierfir ist zusatzlich zur TCR-MHC-Bindung
ein zweites Signal notwendig (rechts), bleibt dieses aus, wird Toleranz induziert.

Eine Moglichkeit dendritische Zellen in vivo zu aktivieren ist es, zusatzlich zum
Antigen CD40-Liganden zu injizieren. Diese binden dann an die CD40-Molekule der
dendritischen Zellen und aktivieren so diese Zellen.®> %> Haufig werden auch parallel
zur Antigengabe Substanzen verabreicht, die eine bakterielle oder virale Infektion
vortauschen und so das Immunsystem bzw. die dendritischen Zellen aktivieren.
Diese Substanzen werden von sogenannten ,Toll-like“-Rezeptoren (TLR) der
Antigen-prasentierenden Zellen gebunden. Mehr als zehn unterschiedliche TLRs, die
jeweils bestimmte Substanzen binden, sind inzwischen bekannt.?' *® Die TLRs I6sen
nach dem Binden der jeweiligen Substanz, fur die sie spezifische sind, eine
intrazellulare Signalkaskade aus, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB

fuhrt.* ° Dabei sind mehrere Signalwege bekannt, die zur Aktivierung des
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Transkriptionsfaktors NF-kB fiihren. Dies wird {iber TRIF,% " TIRAP?'% oder auch
iber MyD88% 1! 192 ihermittelt. NF-xB ist fiir die Transkription verschiedenster
proinflammatorischer Zytokine verantwortlich.’ °' Diese Zytokinproduktion fiihrt
zum einen zur Aktivierung und Reifung der dendritischen Zelle und befahigt dartber
hinaus die dendritische Zelle, u.a. durch Ausschuttung von Zytokinen, andere
Immunzellen zu aktivieren.'® 1%

Unterschiedliche TLR-Liganden werden fur Immunisierungsversuche eingesetzt. So
z.B. Lipopolysaccharid (LPS), das an den TLR4 bindet.'® LPS ist eine Komponente
der Zellhllle Gram-negativer Bakterien und stellt somit eine bakterielle Infektion dar.
Ahnlich wie CpG-ODN,'® das vom TLR9 gebunden wird.'®"%® CpG-ODNs sind
kurze, unmethylierte, doppelstrangige DNA-Stucke mit bakterieller Sequenz, die
durch Phosphorothioat stabilisiert sind. Bei poly I:C wiederum, das an den TLR3
bindet, handelt es sich um synthetische, doppelstrangige RNA, die eine Sequenz
viralen Ursprungs besitzt."”® Dariiber hinaus kommen auch die etwas kleineren
Molekiile R-848 und Imiquimod als TLR7-Liganden zum Einsatz.""® Die einzelnen
TLRs l6sen nach dem Binden ihrer Liganden teilweise verschiedene Signalwege aus,
wobei dies gegebenenfalls mit unterschiedlicher Gewichtung geschieht.""" Die tiber
den TLR3 ausgeldste Signalkaskade fuhrt z.B. Uber TRIF und ist dabei MyD88-
unabhangig.”® % % Dementsprechend kann durch die Kombinationsgabe unter-
schiedlicher TLR-Liganden eine verbesserte Aktivierung der Antigen-prasentierenden
Zellen erzielt werden, da hier mehrere Signalwege parallel ausgeldst werden.'®

Der DEC205-Rezeptor auf vielen dendritischen Zellen (DCs) stark exprimiert, wie
z.B. DCs epidermalen Ursprungs und proliferierenden BMDCs,’® aber auch in der T-
Zell-Zone der Lymphknoten.'"*'"* Zudem sind die CD8-positiven dendritischen
Zellen in der Milz DEC205-positiv, die dort ebenfalls in der T-Zell-Zone zu finden
sind.*? Diese DEC205-Expression der dendritischen Zellen ist sehr vorteilhaft, da
man mit entsprechendem Antikorper verschiedenste Antigene zu den dendritischen
Zellen in vivo transportieren kann, ohne dass andere Zellen beeinflusst werden. Der
anti-DEC205-Antikdrper (HB290/NLDC145)""* "6 bindet nach subkutaner Injektion
dendritische Zellen, die in den T-Zell-Zonen der sekundaren lymphoiden Organe
lokalisiert sind, dem Ort des T-Zell-Kontaktes.?* ® Fiir einen gezielten Transport von
Antigenen zu dendritischen Zellen werden die zu prasentierenden Antigene

chemisch® °' an den Antikorper gekoppelt oder es werden Fusionsantikdrper
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hergestellt,’"” '"® die zum einen an DEC205 binden kénnen und zusétzlich das
entsprechende Antigen beinhalten. Bleiben die dendritischen Zellen dabei unreif, im
sogenannten ,steady state*, wird Toleranz erzeugt® % % und es werden sogar
Antigen-spezifische, regulatorische T-Zellen induziert."'®'#!

Werden die dendritischen Zellen bei der Injektion der anti-DEC205-Konstrukte
zusatzlich aktiviert, z.B. mit TLR-Liganden, wird eine sehr potente Immunantwort

91, 117, 118 als auch

ausgelost. Dabei werden sowohl die T-Helfer-Zellen (CD4-positiv)
die zytotoxischen T-Zellen (CD8-positiv)®"" '?* 2 Antigen-spezifisch aktiviert. Beide
Zelltypen sind fur eine nachhaltige Tumorimmunitat sehr wichtig. Zytotoxische T-
Zellen kdonnen die Tumorzellen direkt zerstoren, wahrend die T-Helfer-Zellen die
Ausdifferenzierung von Gedachtniszellen und die Aktivierung von Makrophagen und
B-Zellen unterstutzen. In vergangenen Experimenten konnte bereits gezeigt werden,
das an anti-DEC205 gekoppelte Tumorantigene, wie z.B. TRP-2, nach Injektion zu
einem effizienten Schutz vor Tumoren fuhrte. Des Weiteren konnten bereits
existierende, transplantierte B16-Tumoren in ihrem Wachstum gehemmt und bis zu
70% der Mause geheilt werden, nachdem anti-DEC205-gekoppelte Tumorantigene
(TRP-2 und gp100) subkutan verabreicht wurden.*

Wir wollen diese Ergebnisse daher auf ein autochthones Tumormodell Ubertragen
und untersuchen, inwieweit eine DC-gerichtete Immunisierung mit anti-DEC205-Tag-
Konjugaten in der Lage ist, das Tumorwachstum im RIP1-Tag5-Modell zu

unterbinden.
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1.3 Ziel der Arbeit

In den letzten Jahren wurden verschiedene Immuntherapien entwickelt, um einer
Tumorentstehung vorzubeugen. Dazu gehdren Immunisierungsmethoden, in denen

«124,125 qder durch

fur Tumorantigene codierendes Erbgut mit Hilfe einer ,gene gun
Viren in Immunzellen eingebracht wurde.*” '?'% Aper auch zelluldre Therapien
wurden getestet, wie z.B. der Transfer Peptid-gepulster aktivierter dendritischer
Zellen oder der Transfer aktivierter, Antigen-spezifischer T-Zellen.* % '2° Auch die

passive Immunisierung durch die Gabe von Proteinen und Peptiden fand mehrfach

62, 130, 131
Anwendung.
Aktivierung/Proliferation
Tao- D= antigenspezifischer
anti- Prgtein <Y zytotoxischer T-Zellen (CD8)
DEC20 & anti-DEC205-Tag und T-Helfer-Zellen (CD4)

+ aktivierender Stimulus

EC205 .
Internalisierung

D
DC-gerichtete
Immunisierung

Prasentation

Abbildung 4: DC-gerichtete Immunisierung mit anti-DEC205-Konjugaten.

Das anti-DEC205-Proteinkonjugat wird gemeinsam mit einem aktivierenden Stimulus
subkutan verabreicht (links). Durch den anti-DEC205-Antikorper wird das Antigen (Tag-
Protein) in vivo zum DEC205-Rezeptor der dendritischen Zellen (DC) transportiert (Mitte).
Uber den DEC205-Rezeptor wird das Antigen aufgenommen und nach intrazellularer
Prozessierung auf MHC-Molekilen prasentiert (rechts). Die Gabe des aktivierenden Stimulus
fuhrt zur Reifung der DCs, die wiederum in der Lage sind, die Uber den T-Zellrezeptor
antigenspezifisch gebundenen T-Zellen zu aktivieren (2. Signal).

Haufig waren diese Therapien erfolgreich, wenn sie praventiv eingesetzt wurden. In
einem therapeutischen Versuchsaufbau lieR® ihre Effektivitat aber zu wunschen ubrig.
In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten soll untersucht
werden, inwieweit DC-gerichtete Immunisierung mit Hilfe des anti-DEC205-
Antikorpers (s. Abb.4) eine therapeutische Wirkung hat. Des Weiteren soll untersucht
werden, ob mit dieser gezielten Immunisierung durch Kombinationsbehandlungen
wie z.B. der Depletion regulatorischer T-Zellen Synergieeffekte erzielt werden
konnen. AulRerdem sollen die Erfahrungen, die mit Transplantations-Tumormodellen

gesammelt werden konnten, auf ein autochthones Tumormodell Gbertragen werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Biochemische Methoden

2.1.1 Chemikalien

Die im Folgenden genannten Chemikalien wurden, wenn nicht anders genannt, von

Sigma/Fluka (Taufkirchen) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Antikorperaufreinigung
Die verwendeten monoklonalen Antikorper anti-DEC205 (HB290) und anti-CD25

(PC61) wurden, wie im Folgenden beschrieben, aus Zelliberstanden aufgereinigt.

2.1.2.1 Aufreinigung des monoklonalen anti-DEC205-Antikorpers

Die Zelliberstande der finf- bis sechstagigen Zellkulturen der Hybridomzelllinie
HB290 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) wurden gesammelt
und bis zur Aufreinigung bei -20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die
Uberstande durch einen 0,20 um Filter (Sartorius, Géttingen) gegeben, um ungeldste
Stoffe abzutrennen und ca. funf Minuten mittels einer Wasserstrahlpumpe entgast.
Vor und nach dem Auftragen der ca. 100 ml des Uberstandes auf die Protein G
Saule (UItraLink® AffinityPak™ Protein G Column, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn)
wurde diese mit 40-50 ml PBS gespult. Eluiert wurde mit einem Elutionspuffer
(ImmunoPure® 1gG Elution Buffer, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) mit zehn
Fraktionen zu je 1 ml. Die Fraktionen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalien
gesammelt, in denen 100 pl 1,5 M Tris, pH 7,5 vorgelegt wurden. Die
Konzentrationsbestimmung der gesammelten Fraktionen erfolgte photometrisch bei
einer Wellenlange von 280 nm. Fraktionen mit einem Wert Gber 0,1 OD wurden
zusammengegeben und Uber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert (Snakeskin™
Pleated Dialysis Tubing, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn). Fur die weitere
Verwendung wurde die Konzentration nach der Dialyse erneut bestimmt (1,35
OD280 = 1 mg/ml). Nach der Elution wurde die Protein G Saule mit weiteren 10 ml
Elutionspuffer, 40-50 ml PBS und zur Lagerung der Saule mit 40-50 ml 0,02%

Natrium-Azid-LOsung gewaschen. Der aufgereinigte Antikorper wurde vor der
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weiteren Verwendung in verschiedenen Bindungsversuchen auf seine Funktionalitat

hin untersucht.

2.1.2.2 Aufreinigung des monoklonalen anti-CD25-Antikorpers

Die Zelliberstande der sechstagigen Zellkulturen der Hybridomzelllinie PC61 (von E.
Suri-Peyer zur Verfigung gestellt) wurden gesammelt und bis zur Aufreinigung bei
minus 20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Uberstande durch einen 0,20
pm Filter (Sartorius, Gottingen) gegeben, um ungeldste Stoffe abzutrennen, und ca.
funf Minuten mittels einer Wasserstrahlpumpe entgast. Fur die Aufreinigung des
Antikérpers wurde die HiTrap™ Protein G HP Saule (Amersham Biosciences,
Uppsala, Schweden) verwendet, die mit Hilfe einer Schlauchpumpe beladen wurde.
Vor und nach dem Auftragen der ca. 70 ml des Uberstandes auf die Saule wurde
diese mit 40-50 ml 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,0 gespdult. Eluiert wurde
mit 0,1 M Glycin, pH 2,7 in zehn Fraktionen zu je 1 ml. Die Fraktionen wurden in 1,5
ml Reaktionsgefallen gesammelt, in denen 100 ul 1 M Tris/HCI pH 9 vorgelegt
wurden. Die Konzentrationsbestimmung der gesammelten Fraktionen erfolgte
photometrisch bei einer Wellenlange von 280 nm. Fraktionen mit einem Wert Uber
0,1 OD wurden zusammengegeben und Uber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert
(Snakeskin™ Pleated Dialysis Tubing, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn). Fir die
weitere Verwendung wurde die Konzentration nach der Dialyse erneut bestimmt
(1,35 OD280 = 1 mg/ml). Nach der Elution wurde die Protein G Saule mit weiteren 10
ml 0,1 M Glycin, pH 2,7, 40-50 ml 20 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,0 und zur
Lagerung der Saule mit 40-50 ml einer 20%-igen Ethanol-L6sung gewaschen. Der
aufgereinigte Antikorper wurde vor der Verwendung auf seine Funktionalitat hin
getestet. Dafur wurden 300 pg des Antikorpers einer Maus i.p. injiziert und die
Abnahme der Anzahl der CD25-positiven Zellen in den Lymphknoten und in der Milz

nach 48 Stunden gegentber einer Kontrolimaus verglichen.

2.1.3 Herstellung der Antikorper-Konjugate

Fiar die Beladung der dendritischen Zellen mit Tumorantigenen in vivo wurden die
Tumorantigene chemisch an den monoklonalen anti-DEC205-Antikdrper gekoppelt.
Da die zuvor beschriebene Kopplungs-Methode®® aufgrund des Vorhandenseins von
reduzierten Sulfhydryl-Gruppen in den zu koppelnden Proteinen, beta-Galactosidase

(beta-Galactosidase aus E. coli) und des Large T Antigens (Tag; von N. Garbi zur
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Verfugung gestellt), nicht angewendet werden konnte, musste eine neue Methode
etabliert werden. Dabei kamen hetero-bifunktionelle Crosslinker zum Einsatz. Der
bereits zuvor verwendete Crosslinker ,Sulfosuccinimidyl 4-(N-Maleimidomethyl)
cyclohexane-1-carboxylate“ (Sulfo-SMCC, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) und der
Crosslinker ,4-(4-N-Maleimidophenyl)Butyric Acid Hydrazide Hydrochloride” (MPBH,
Pierce/Thermo-Scientific, Bonn). Die getesteten Methoden sind im Folgenden
beschrieben. Die hergestellten Konjugate wurden mittels SDS-PAGE und Western
Blot auf die Kopplungseffizienz hin untersucht. Gegebenenfalls wurde auch die
Bindung immunhistochemisch und mittels FACS-Analyse getestet und die

Funktionalitat per ELISPOT und in einem ,in vivo kill“~-Assay bestimmt.

2.1.3.1 Kopplung unter Verwendung des Crosslinkers MPBH

Der hetero-bifunktionelle  Crosslinker ,4-(4-N-Maleimidophenyl)Butyric  Acid
Hydrazide Hydrochloride” (MPBH) verfugt Uber zwei unterschiedliche, reaktive
Gruppen, die tber einen 17,9 A groRen Spacer-Arm miteinander verbunden sind.
Eine reaktive Gruppe ist das Maleimid, welches mit reduzierten Sulfhydryl-Gruppen
der Cysteine eines Proteins reagieren kann. Die andere Gruppe ist das Hydrazid,
welches mit zuvor oxidierten Glykosylierungsketten eines Proteins reagiert. Im
folgenden Ansatz reagierte der Crosslinker zuerst mit dem zuvor oxidierten
Antikorper. Danach wurde der Antikorper mit gebundenem Crosslinker, der
sogenannte Maleimid-aktivierte Antikorper, fur die Reaktion Uber das Maleimid mit
den SH-Gruppen des zu koppelnden Proteins zusammengegeben. Die
verschiedenen Parameter der Kopplung wurden wie angegeben variiert.

Um den Antikorper zu oxidieren, wurde Natrium-meta-Periodat in Konzentrationen
zwischen 10 mM und 100 mM in ,Labeling Solution® (s.u.) gelést und 50 pl davon zu
500 ul Antikoérperldsung (2 mg/ml in Labeling Solution) gegeben. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur oder auf Eis fur eine Stunde im Dunkeln. Zum
Abstoppen der Oxidationsreaktion wurde Glycerol zugegeben (Endkonzentration 15
mM). Nach einer funfmindtigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz dreimal mit
Labeling Solution mit Hilfe von Konzentratorsaulen (Vivaspin 500, 50.000 MWCO,
Sartorius, Goéttingen) gewaschen. Anschlielend wurde der Crosslinker MPBH in
DMSO gelost (10 mg/ml) und 50 pl davon auf Eis zum Protein zugegeben, gut
gemischt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgte die

Abtrennung des nicht reagierten, Uberschissigen Crosslinkers wie zuvor Uber
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Konzentratorsaulen bei gleichzeitiger Umpufferung in Phosphat-NaCl-Puffer (s.u.).
Parallel dazu wurde 1 mg des Proteins in 250 yl Phosphat-NaCl-Puffer gelost, mit
dem Hydrazid-aktivierten Antikbrper zusammengegeben, gut gemischt und fir 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Labeling Solution: 0,1 M Natrium-Acetat, pH 5,5.

Phosphat-NaCl-Puffer: 0,1 M Natrium-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 7,0.

2.1.3.2 Kopplung nach Blockieren der Sulfhydryl-Gruppen des Proteins

Der hetero-bifunktionelle Crosslinker ,Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)
cyclohexane-1-carboxylate” (Sulfo-SMCC) verfugt Uber zwei unterschiedliche
reaktive Gruppen, die Uber einen 8,3 A groRen Spacer-Arm miteinander verbunden
sind. Eine reaktive Gruppe ist der N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester), der mit
den primaren Aminen eines Proteins reagieren kann. Die zweite reaktive Gruppe ist
das Maleimid, welches mit reduzierten Sulfhydryl-Gruppen (SH-Gruppen) der
Cysteine eines Proteins reagiert. Im folgenden Ansatz reagierte der Crosslinker
zuerst Uber den NHS-Ester mit den Aminen des zu koppelnden Proteins. Zuvor
mussten jedoch die freien SH-Gruppen des Proteins mit N-Ethylmaleimid (Fluka,
Steinheim) blockiert werden, um ein Reagieren der einzelnen Proteine untereinander
zu verhindern, was zum Ausfallen des Proteins fiihren wiirde. Danach wurde fiir die
zweite Reaktion das Maleimid-aktivierte Protein mit dem Antikdrper zusammen-
gegeben, der zuvor mit Hilfe von beta-Mercaptoethylamin*HCI (2-MEA,
Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) partiell reduziert wurde.

Im Einzelnen wurden 3 mg N-Ethylmaleimid und 2 mg Protein in 200 yl PBS/EDTA
gelost und fur 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielRend folgte die
Abtrennung des nicht reagierten, Uberschussigen N-Ethylmaleimids Uber
Entsalzungs-Saulen (D-Salt™ Dextran Desalting Columns, Pierce/Thermo-Scientific,
Bonn) nach den Vorgaben des Herstellers. Da es dabei zur VolumenvergrofRerung
kam, wurde die LOsung anschliellend mit Hilfe der Konzentrator-Saulen (Vivaspin
500, 50.000 MWCO, Sartorius, Gottingen) wieder auf das Ausgangsvolumen von 200
pI aufkonzentriert. In einem weiteren Schritt wurde 1 mg des Crosslinkers Sulfo-
SMCC zum Maleimid-blockierten Protein zugegeben, gut gemischt und fir 30-45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Abtrennung des
nicht reagierten, Uberschussigen Crosslinkers wie zuvor Uber Entsalzungs-Saulen

und die Aufkonzentrierung auf das Anfangsvolumen von 200 ul. Parallel dazu wurden
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2 mg des Antikorpers mit Konzentrator-Saulen (Vivaspin 6, 10.000 MWCO, Sartorius,
Goéttingen) in PBS/EDTA auf 200 ul (10 mg/ml) aufkonzentriert. Anschlieend wurden
20 pl des in PBS/EDTA gel6sten (6 mg/100 pl) Reduktionsmittels 2-MEA auf Eis zum
Antikorper zugegeben, gut gemischt und fur 90 Minuten bei 37°C inkubiert, gefolgt
von einer Aufreinigung uber Entsalzungssaulen, um das Reduktionsmittel
abzutrennen. Bei der Reduktion des Antikorpers mit 2-MEA werden die Disulfid-
Bricken zwischen den beiden schweren Ketten aufgebrochen und liegen
anschliellend im reduzierten Zustand als Sulfhydryl-Gruppen vor. Andere Disulfid-
Bricken z.B. zwischen leichter und schwerer Kette des Antikdrpers bleiben
unbeeinflusst. Nach einer Aufkonzentrierung mit Hilfe der Konzentrator-Saulen auf
das Anfangsvolumen von 200 ul wurde der reduzierte Antikérper und das Maleimid-
aktivierte Protein auf Eis zusammengegeben, gut gemischt und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert.

2.1.3.3 Kopplung unter Verwendung des Crosslinkers Sulfo-SMCC

In diesem Ansatz wurde ebenfalls der zuvor beschriebene Crosslinker
»oulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate” (Sulfo-SMCC)
verwendet. Hier jedoch wurden zuerst der Crosslinker und der Antikorper
zusammengegeben, um eine Reaktion des N-Hydroxysuccinimid-Esters (NHS-Ester)
mit den Aminen des Antikorpers zu ermoglichen. Der so Maleimid-aktivierte
Antikorper konnte dann mit den Sulfhydryl-Gruppen des Proteins direkt reagieren
und eine kovalente Verbindung eingehen.

Zu Beginn wurde 1 mg des Antikdrpers mit Konzentrator-Saulen (Vivaspin 6, 10.000
MWCO, Sartorius, Gottingen) in PBS auf rund 300 ul aufkonzentriert. Parallel wurde
ein Aliquot des Crosslinkers (No-Weigh™ Sulfo-SMCC 2 mg, Pierce/Thermo-
Scientific, Bonn) mit 200 yl PBS bei 50°C geldst und der NHS-Ester des Crosslinkers
wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben auf seine Reaktivitat getestet. AnschlieRend wurden
14 ul des Crosslinkers auf Eis zum Antikdrper zugegeben, gut gemischt und fur ein
bis zwei Stunden auf Eis inkubiert, gefolgt von einer Umpufferung mit
Entsalzungssaulen (Zeba™ Desalt Spin Columns, Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) in
PBS, um den Uberschissigen, nicht reagierten Crosslinker abzutrennen. Parallel
dazu wurde 1 mg des Proteins entweder in 300 pl PBS geldst (beta-Galactosidase)
oder mit Konzentrator-Saulen (Vivaspin 500, 50.000 MWCO, Sartorius, Gottingen)

auf 300 ul aufkonzentriert (Tag-Protein). Des Weiteren wurden auch verschiedene
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Peptidvarianten des Tag-Epitops ,TaglV* (TaglV(s04-411), TaglVzee411) und TaglV zge.
411; c->L)) gekoppelt. Diese wurden dazu in DMSO und PBS gel6st (Konzentration 10
mg/ml) und mit PBS auf die gewinschte Konzentration verdinnt. Vor dem
Zusammengeben des Maleimid-aktivierten Antikorpers und des Proteins bzw.
Peptids wurden die Reaktionspartner mit Hilfe des in Kapitel 2.1.5 beschriebenen
Ellmantests Uberprift. Die Zusammengabe erfolgte auf Eis unter standigem Mischen.
Bei der anschlieRenden ein- bis zweistlindigen Inkubation auf Eis oder bei 4°C wurde
bei fruihem Einsetzen einer Trubung der Reaktion Cystein zugegeben, um die

Reaktion zu terminieren und ein weiteres Ausfallen der Proteine zu verhindern.

2.1.4 Analyse der Reaktivitat der NHS-Ester

Vor Zugabe des Crosslinkers zum Antikdrper wurde der N-Hydroxysuccinimid-Ester
(NHS-Ester) des Crosslinkers auf seine Reaktivitdt Uberprift. Nach Lésen des
Crosslinkers in PBS wurden 14 pl in 1 ml PBS verdunnt. Nach der darauf folgenden
photometrischen Bestimmung bei einer Wellenlange von 280 nm wurden zu 500 pl
der gemessenen Proben 100 pl 1 N NaOH-Lésung zugegeben, flir 30 Sekunden
gemischt und sofort photometrisch (280 nm) bestimmt. Eine Zunahme der Extinktion
um 60-100% im Vergleich zum zuvor gemessenen Wert deutet auf eine

ausreichende Reaktivitat des NHS-Esters des Crosslinkers hin.

2.1.5 Ellman-Test
Zur Quantifizierung der Reaktivitat der Kopplungspartner, der Sulfhydryl-Gruppen

(SH-Gruppen) zum einen und der reaktiven Maleimid-Gruppen der aktivierten
Antikorper zum anderen wurde der Ellman-Test etabliert. Die Zugabe von Ellman-
Reagenz (5,5"-dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure), Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) zu
einer Losung mit reaktiven bzw. reduzierten SH-Gruppen I6st einen Farbumschlag
aus, der sich photometrisch bei einer Wellenlange von 412 nm quantitativ bestimmen

|asst.

2.1.5.1 Quantifizierung der reduzierten Sulfhydryl-Gruppen

Von den zu untersuchenden Proben wurden 5 pl mit 5 yl Ellmanpuffer gemischt. Als
Nullwert wurden 10 ul Ellmanpuffer eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten 5
Cystein-L6sung (Cystein*HCI (0,35 mg/ml), Pierce/Thermo-Scientific, Bonn) plus 5 ul
Ellmanpuffer. Anschlie®end wurden 102 pl der Ellman-Stocklésung (pro Probe 2 ul
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Ellmanlosung (4 mg/ml) und 100 pl Elimanpuffer) zu den Proben zugegeben. Nach
einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der
Proben photometrisch bei 412 nm bestimmt.

Ellmanpuffer: 0,1 M Natrium-Phosphat, 1 mM EDTA, pH 8,0.

2.1.5.2 Quantifizierung der reaktiven Maleimidgruppen

Zur Untersuchung der Reaktivitat der Maleimidgruppen wurden 5 pl der jeweiligen
Probe mit 5 pl einer Cystein-Losung gemischt. Dabei reagierte das Cystein Uber die
SH-Gruppe mit dem reaktiven Maleimid. Im Anschluss wurde, wie oben beschrieben,
die Ellman-Stocklésung zugegeben und die Proben nach der Inkubation
photometrisch vermessen, um die Menge des nicht reagierten Cysteins zu
quantifizieren. Eine verminderte Reaktivitat der SH-Gruppen deutet somit auf eine

Reaktivitat der Maleimide hin.

2.1.6 SDS PAGE und Western Blot

Zur Uberprifung der Kopplungseffizienz wurde eine Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt. Nach dem Auftrennen
der Proteine wurden die Gele direkt gefarbt oder auf eine Western-Blot-Membran
geblottet, um die Proteine Uber spezifische Antikdrper anfarben zu kénnen.

Die Proteine wurden nach Zugabe des Ladepuffers Uber SDS-PAGE mit einem 11%-
igen SDS-PAGE Trenngel aufgetrennt, wobei der ,prestained SDS-PAGE Standard”
(Broad Range, Biorad, Munchen) als GroRenmarker diente. Als Sammelgel wurde
ein 3%-iges SDS-PAGE Sammelgel verwendet. Das Gel (Geldicke 1mm) lief in
einem 1x SDS-Laufpuffer bei einem konstanten Strom von 40 mA pro Gel und einer
Spannung von 200 bis maximal 250 V (PerfectBlue Twin S, Peglab, Erlangen).
Anschlie®end wurden die Proteine im Gel mit Hilfe des Silver Stain Kits (Silver
Quest, Invitrogen, Karlsruhe) oder mit Coomassie-blau angefarbt. Alternativ wurden
die Proteine in einem Blottingpuffer bei einem konstanten Strom von 150 mA und
einer Spannung von 70-80 V in 1-1,5 h vom SDS-PAGE-Gel auf eine Membran
(PVDF Western Blot Membrane, Roche Diagnostics, Mannheim) transferiert. Als
primare Antikdrper kamen zum einen anti-beta-Galactosidase (rabbit IgG, Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) und zum anderen anti-Tag (mouse IgG PAb416,
Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt) in einer Verdiinnung von 1:5000 zum Einsatz.

Als sekundarer Antikorper diente der Peroxidase-konjugierte AffiniPure Goat Anti-
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Rabbit und der Peroxidase-konjugierte AffiniPure Rat Anti-Mouse IgG-Antikorper
(beide Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA). Diese
wurden in einer 1:20000 Verdunnung eingesetzt. Zwischen den Inkubationen wurde
dreimal mit TBS/T gewaschen. Durch einminutiges Inkubieren der Membran mit dem
Amersham™ ECL Advance™ Western Blot Detection Kit (GE Healthcare, Freiburg)
wurde die am sekundaren Antikorper konjugierte Peroxidase durch eine
enzymatische Reaktion zur Chemilumineszenz angeregt. Danach wurden entweder
Filme (Hyperfilm™ECL™; GE Healthcare, Freiburg) bei Belichtungszeiten zwischen
15 und 45 Sekunden belichtet und anschlielend entwickelt oder die
Chemilumineszenz wurde direkt mit dem Imagingsystem (Biorad, Minchen; Kamera
Spot RT3/Software Spot Advanced, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, M,
USA) aufgenommen.

SDS-PAGE Trenngel 11%: 4,5 ml H,O, 3,15 ml 1,5 M TrisHCI (pH 8,8), 4,5 ml 30%
(w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 125 pl 10% (w/v) SDS, 125 ul 10% (w/v) APS,
10 ul TEMED.

SDS-PAGE Sammelgel 3%: 3,4 ml H,O, 625 pl 0,5 M TrisHCI (pH 6,8), 850 ul 30%
(w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 50 ul 10% (w/v) SDS, 50 ul 10% (w/v) APS,

10 yl TEMED.

1x SDS-Laufpuffer: 14 g/l Glycin, 3 g/l Tris, 1 g/l SDS.

Blottingpuffer: 11,4 g/l Glycine, 2,42 g/l Tris, 200 ml/I Methanol.

TBS/T: 2,4 g/l Tris/HCI, 80 g/l NaCl, 1 ml/| Tween 20, pH 7,6.

2.1.7 Untersuchung der Bindung der Konjugate

Fir die Untersuchung des Einflusses der chemischen Kopplung auf die Bindung der
Antikorper wurden Bindungsversuche auf Milzzellen und auf Lymphknoten-Gefrier-

schnitten durchgeflhrt.

2.1.7.1 Bindung der Konjugate an Milzzellen

Nach der Isolierung der Milz aus einer unbehandelten Maus wurde diese durch einen
70 um Zellsieb gedruckt und die Zellsuspension bei 1300 U/min und 4°C flr sieben
Minuten zentrifugiert. Nach der Lyse der Erythrozyten mit 2 ml Lysepuffer fur zwei
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen wie zuvor zentrifugiert, mit 1 ml
PBS/1% FCS resuspendiert, gezahlt und auf 1x10” Zellen/ml eingestellt. Zu jeweils

1x10° Zellen wurden die Konjugate bzw. der ungekoppelte Antikdrper als
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Positivkontrolle in den Konzentrationen 0,1 pyg/ml, 1 pg/ml und 10 pyg/ml zugegeben
und far 15 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 4%
Paraformaldehyd fur zehn Minuten fixiert oder wahlweise mit 4% PFA/0,5% Saponin
fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem sekundaren
FITC-markierten Antikorper (Goat Anti-Rat-FITC, Jackson ImmunoResearch Labora-
tories, West Grove, PA, USA) flr 20 Minuten bei 4°C gefarbt und fur weitere zehn
Minuten mit IgG geblockt (Rat-lgG, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, USA). Als Negativkontrollen dienten ungefarbte oder nur mit sekundar-
Antikorper gefarbte Proben. Nach dem Waschen der Zellen wurden alle Proben mit
anti-CD11c-APC (Caltag, Hamburg) und anti-CD8-PE (BD Biosciences, Heidelberg)
gefarbt. AnschlieBend wurde die CD11c"@"/CD8*-Population anhand der FITC-
Farbung der Zellen auf die Bindung der Antikorper und Konjugate am Durchfluss-

zytometer untersucht.

2.1.7.2 Bindung der Konjugate auf Lymphknotenschnitten

Fir die Untersuchung der Bindung der Konjugate an Lymphknotenschnitte wurden
Lymphknoten aus Mausen isoliert, in TissueTec O.C.T.™ (Sakura Finetek,
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und bei -20°C eingefroren. Anschliel3end
wurden die Lymphknoten am Kryostat (Leica CM1850UV, Leica-Microsystems,
Bensheim) geschnitten (5-8 pm), auf Objekttrager transferiert und fur 20 Minuten mit
4% Paraformaldehyd fixiert. In der folgenden Farbung der Schnitte wurden die
Konjugate bzw. der ungekoppelte Antikorper in den Konzentrationen 0,1 pg/ml und 1
Mg/ml in IF-Puffer zugegeben und fur 20 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurde der Sekundarantikdrper (Anti-Rat-Alexa-Fluor®594, Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) zugegeben und fur 20 Minuten inkubiert. Als Negativ-
kontrollen dienten ungefarbte oder nur mit sekundar-Antikérper gefarbte Schnitte.
Nach dreimaligem Waschen wurden die Schnitte mit Aqua PolyMount (Polysciences,
Warrington, PA, USA) eingedeckelt und am Fluoreszenzmikroskop (Leica DM5500B,
Filter TX2, Leica-Microsystems, Bensheim) untersucht. Die Aufnahme erfolgte bei fur
alle Proben gleichen Bedingungen mit Hilfe der Kamera (Spot RTKE) und der
Software (Spot Advanced, beide Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA).

IF-Puffer: 0,5% Saponin, 10 mM HEPES pH 7,4, 10 mM Glycin pH 8, 10% normal
Goat Serum in RPMI1640.
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2.2 Zellkulturtechnische Materialien und Methoden

2.2.1 Medien

Folgende Medien und Zusatze wurden flur die Zellkultur verwendet. Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, mit 4,5 g/l Glucose, ohne L-Glutamin), RPMI1640
(ohne Glutamin), fetales Kalberserum (Foetal Bovine Serum Gold; vor Verwendung
fur 45 Minuten bei 56°C inaktiviert), 200 mM Glutamin (100x), HEPES (1 M),
Penicillin/Streptamycin (100x), G418 (50 mg/ml), Trypsin /EDTA (alle PAA Labora-
tories, Pasching, Osterreich). PBS (Biochrom, Berlin), Natrium-Pyruvat (Sigma, Tauf-

kirchen).

2.2.2 Plastikwaren

Alle Plastikwaren fur die Zellkultur wurden steril bezogen. Folgende Materialien
wurden verwendet: 75 cm?-Zellkulturflaschen (Sarstedt, Nimbrecht), 150 cm?3-Zell-
kulturflaschen, 6-Schalen-Zellkulturplatten (beide BD Biosciences, Heidelberg), 24-
Schalen-Zellkulturplatten (Corning Costar, Bodenheim), 15 ml und 50 ml Zentrifugen-
rohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) und 0,20 pm Sterilfilter (Sartorius,

Gottingen).

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

FUr spatere Anwendungen wurden Zellen eingefroren und in flissigem Stickstoff
gelagert. Dem Ublicherweise fur die Kultur der entsprechenden Zellen verwendeten
Medium wurden 10% DMSO zugegeben, die Zellen zu je 1 ml in Kryoréhrchen (Cryo
Tube™ Vials, nunc, Wiesbaden) aliqoutiert, in den mit Isopropanol beflllten
Einfrierbehalter (Cryo 1C Freezing Container, Hereford, UK) gegeben und bei
sinkender Temperatur von 1°C/min bis auf -80°C eingefroren. Nach 24 Stunden

wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

2.2.4 Zelllinien

2.2.4.1 Hybridomzelllinie fiir den monoklonalen anti-DEC205-Antikorper

Die Hybridomzelllinie HB290 (American Type Culture Collection, Manassas, VI, USA)
sekretiert einen monoklonalen Antikorper gegen den murinen Rezeptor DEC205. Die



Materialien und Methoden 41

Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; in 150 cm?-Flaschen kultiviert. Als Medium
diente RPMI1640 mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 10 mM HEPES, 1 mM Natrium-
Pyruvat und Penicillin/Streptamycin. Die Zellen wurden alle finf bis sechs Tage im
Verhaltnis eins zu drei gesplittet und das Medium komplett gewechselt bzw. fur die

Aufreinigung des Antikdrpers gesammelt.

2.2.4.2 Hybridomzelllinie fir den monoklonalen anti-CD25-Antikorper

Die Hybridomzelllinie PC61 sekretiert einen monoklonalen Antikorper gegen murines
CD25, die alpha-Kette des IL-2-Rezeptors. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,
in der Zellkultur-Flasche CELLine CL 1000 (INTEGRA Biosciences, Chur, Schweiz)
kultiviert. Bei dieser Zellkultur-Flasche wird das Zellkompartiment durch eine
semipermeable Membran vom gréfderen Mediumkompartiment getrennt, um hohere
Konzentrationen des Antikérpers im Uberstand zu erzielen, der im kleineren
Zellkompartiment verbleibt. Als Medium fur das Zellkompartiment diente RPMI1640
mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat und Penicillin/Streptamycin.
FUr das Mediumkompartiment wurde das gleiche Medium, jedoch ohne FCS,
verwendet. Die Zellen wurden alle sechs Tage im Verhaltnis eins zu zehn gesplittet,
das Medium komplett gewechselt und der Uberstand aus dem Zellkompartiment fir

die Aufreinigung des Antikdrpers gesammelt.

2.2.4.3 Kultur der GM-CSF produzierende Zelllinie

Die Zelllinie GMPC basiert auf der murinen Makrophagenzelllinie P388 (ATCC, CCL-
46), die fur den murinen Wachstumsfaktor GM-CSF (macrophage/granulocyte-
colony-stimulating-factor) stabil transduziert wurde. Murines GM-CSF wird fur die
Generierung von Knochenmarks-DCs (BMDCs) aus murinen Knochenmarks-Zellen
bendtigt. Die GMPC-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; in 150 cm?-Flaschen
kultiviert. Als Medium diente RPMI1640 mit 5% FCS, 2 mM Glutamin, 10 mM HEPES
und Penicillin/Streptamycin. Die Zellen wurden alle finf bis sechs Tage im Verhaltnis
eins zu drei gesplittet und das Medium komplett gewechselt bzw. die Ubersténde fiir
die Verwendung in BMDC-Kulturen gesammelt. Vor dem Lagern bei -20 oder -80°C
wurden die Uberstande an BMDC-Kulturen getestet.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

FiUr die Untersuchung von Oberflachenmarkern und intrazellularen Proteinen wurde
die Durchflusszytometrie angewendet. Als Instrument diente das FACS-Gerat
FACSCanto™ (BD Biosciences, Heidelberg) mit einem blauen Laser (488 nm, 20
mW) wund einem roten Laser (633 nm, 17 mW HeNe). Folgende
Fluoreszenzfarbstoffe kamen zum Einsatz: Die mit dem blauen Laser angeregten
Farbstoffe Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC, Empyax: 519 nm), Phycoerythrin (PE,
EMmax: 578 nm) und Peridin-Chlorophyll-Protein-Cyanin5.5 (PerCP-Cy5.5, Emmax:
695 nm), und der mit dem roten Laser angeregte Farbstoff Allophycocyanin (APC,
EMmax: 660 nm). Zur Markierung der Oberflachenmarker wurden die Antikdrper
CD11c-APC, CD4-APC, CDS8-APC, ISO-PE, CD40-PE, ISO-FITC (alle Caltag,
Hamburg), CD45.1-Biotin, Streptavidin-PerCP-Cy5.5, CD4-FITC, MHC II-PE, CD80-
PE (alle BD Biosciences, Heidelberg), CD86-PE, B7-H1-PE, B7-H3-PE, B7-H4-PE,
B7-DC-PE, CD69-PE, (alle eBiosciences, San Diego, CA, USA) und CD25-PE (7D4,
Beckman-Coulter, Krefeld) verwendet. Die Inkubation erfolgte fur rund 30 Minuten
bei 4°C. Das intrazellulare FoxP3 wurde nach Permeabilisieren und Fixieren der
Zellen nach Herstellerangaben (mFoxP3-Kit, eBiosciences, San Diego, CA, USA) mit

FoxP3-FITC gefarbt und gemessen.

2.2.6 ELISPOT
Der ELISPOT-Assay wurde durchgefiihrt, um die TaglV spezifische CD8'-T-

Zellreaktion zu bestimmen. Beim ELISPOT-Assay werden Membranboden-
Zellkulturplatten mit Antikdrpern beschichtet, die fur ein von den Zellen sekretiertes
Protein, in diesem Fall IFN-gamma, spezifisch sind. Bei der anschlielenden
Zellkultur wird das von den Zellen sekretierte IFN-gamma von den Antikdrpern
gebunden. Nach Entfernen der Zellen wird ein weiterer, biotinylierter Antikdrper
zugegeben, der ebenfalls an die sekretierten Proteine bindet. Nach der Zugabe von
Streptividin/HRPO (horse radish peroxidase) konnen die IFN-gamma-produzierenden
T-Zellklone mit Hilfe des im Anschluss ebenfalls zugegebenen DAB-Substrats (3,3-
Diaminobenzidin) sichtbar gemacht werden. Dabei wird das Substrat vom Enzym

(HRPO) zu einem sichtbaren Farbstoff umgewandelt.
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2.2.6.1 Isolation der Milzzellen

Vor Bestimmung der TaglV spezifischen CD8"-T-Zellreaktion wurden die Mause
entsprechend dem jeweils angegeben Vakzinierungsprotokoll behandelt. Nach
Entnahme der Milz wurde diese durch einen 70 um Zellsieb gedrickt und bei 4°C
und 1300 U/min fiir sieben Minuten zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes,
Resuspendierung der Zellen mit 2 ml Lysepuffer pro Milz und einer Inkubation von 2
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen wie zuvor zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 1 ml R5-Medium resuspendiert, gezahlt und auf 1x10’

Zellen/ml eingestellt.

2.2.6.2 Restimulierung der Milzzellen

Zu Beginn wurden die ELISPOT-Platten (MAHAS4510, Millipore, Schwalbach) mit
anti-lIFN-gamma-Antikorpern beschichtet (purified rat anti-mouse IFN-gamma,
Pharmingen/BD Biosciences, Heidelberg). Dafur wurden die Platten mit 10 pg/ml
Antikorper in PBS, 100 pl/Schale fur 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlie®end wurden die Platten dreimal mit R5-Medium gewaschen, gefolgt von
einer zweistindigen Inkubation mit 100 pyl R5-Medium pro Schale, bei 37°C fir 2
Stunden, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Nach Entfernen des R5-
Mediums wurden 100 ul der Milzzellsuspension (1x10° Zellen) in jede Schale
gegeben. Zusatzlich wurden 100 ul /Schale R5-Medium mit IL-2 (25 units/pl, R&D-
Systems, Wiesbaden) und 1uM TaglV-Peptid zugegeben. Als Kontrolle diente R5-
Medium mit IL-2. Die Platten wurden dann fur 24 Stunden bei 37°C (5% CO,)
inkubiert.

2.2.6.3 Detektion der Interferon-gamma-Produktion

Nach Entfernen der Zellen und dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die
Platten mit biotinyliertem IFN-gamma-Antikérper (50 pl/Schale, 5 pg/ml Assaypuffer,
Biotin rat anti-mouse IFN-gamma, Pharmingen/BD Biosciences, Heidelberg) flr 90
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 100
pI/Schale SA-POD (Streptavidin-horse radish peroxidase, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, USA, 1:2000) zugegeben und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Abschlieend wurden die Platten nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer mit DAB nach Herstellerangeben entwickelt

(DAB staining kit, vector, Wertheim) und die grauen Spots unter dem Makroskop
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(S6E, Leica-Microsystems, Bensheim) ausgezahlt. Aus den Mehrfachbestimmungen
(mindestens Triplets) wurden die Mittelwerte bestimmt.

R5-Medium: 5% FCS, 2 mM Glutamin, 10 mM HEPES und Penicillin/Streptamycin in
RPMI 1640.

Waschpuffer: 0,1 % Tween 20 in PBS.

Assaypuffer: 0,5% BSA (bovine serum albumin Fraction V), 0,05% Tween 20 in
PBS.

2.2.7 Generierung von dendritischen Zellen aus Knochenmark

Das Knochenmark fur die BMDC-Kulturen (bone marrow derived dendritic cells)
wurden aus den Femuren von C57BIl/6-Mausen gewonnen. Nach Isolation der
Femure wurde mit Hilfe einer Spritze mit aufgesetzter Kanule (0,6x25 mm, B.Braun,
Melsungen) das Knochenmark mit PBS aus den Femuren in Petrischalen (10 cm, BD
Biosciences, Heidelberg) gespult. Einzelzellsuspensionen wurden durch wiederholtes
Auf- und Abpipettieren des Knochenmarks gewonnen. Nach einer siebenminitigen
Zentrifugation bei 1300 U/min und 4°C wurden die Zellen zur Lyse der Erythrozyten
in 2 ml Lysepuffer resuspendiert und flr zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Auffiillen mit PBS wurden die Zellen erneut zentrifugiert, der Uberstand entfernt
und in 1 ml R5-Medium resuspendiert. Nach dem Zahlen der Zellen (Neubauer-
zahlkammer improved, Hecht, Sondheim) wurden die Zellen mit GM-CSF-haltigem
R5-Medium auf 1x10° Zellen pro ml eingestellt und in 24-er Zellkulturplatten zu je 1
ml pro Schale gegeben und bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Am Tag drei wurden die
nicht-adharenten neugebildeten Granulozyten durch leichtes Spulen mit GM-CSF-
haltigem R5-Medium entfernt und, wie oben beschrieben, weiter kultiviert. Am Tag
funf wurde das Medium durch frisches ersetzt. Am siebten Tag wurden die
generierten BMDCs durch leichtes Spulen aus den Schalen gewaschen und fur den

weiteren Gebrauch in 6-er Zellkulturplatten transferiert.
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2.3 Tierexperimentelle Methoden

2.3.1 Mause

C57BI/6-Mause (H-2°) und C3HeN-Mause (H-2) wurden von Charles River
(Sulzfeld) im Alter von sechs Wochen geliefert und im Alter zwischen sechs und
zwolf Wochen fur die Versuche eingesetzt.

CD45.1-transgene B6.SJL-Mause (H-2°) wurden von Taconic (Ry, Danemark) im
Alter von sechs Wochen geliefert und im Alter zwischen sechs und zwdlf Wochen flr
die Versuche eingesetzt.

C3HeBFe-Mause (H-2Y), die TCR-transgenen TCRCD8*- und TCR1-Mause (C3H)
und die Mause der F1-Generation von RIP1-Tag5 (C3H) und C57BI/6-Mausen
wurden im Zentralen Tierlabor des Deutschen Krebsforschungszentrums gezichtet

und gehalten.

2.3.2 Analyse der Aktivitat der zytotoxischen T-Zellen in vivo

Um die Effektivitat der Immunisierung zu Uberprifen, wurden vakzinierten Mausen
Peptid-beladene Milzzellen injiziert und die Abnahme der injizierten, Peptid-
beladenen Zellen nach 24 Stunden quantifiziert. Das fir die Beladung verwendete
Peptid entspricht dem Epitop, gegen welches zuvor vakziniert wurde. Die Abnahme
(,kill) der beladenen gegenuber den nicht beladenen, ebenfalls injizierten Zellen
spiegelt so die ,Killeraktivitat® der aktivierten zytotoxischen T-Tellen wider. Zur
Wiederfindung der injizierten Milzzellen wurden diese zuvor mit unterschiedlich
konzentriertem Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester (CFSE; CellTrace™ Cell
Proliferation Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) gefarbt.

2.3.2.1 Beladung und Injektion der Zellen

Eine Woche nach der Vakzinierung wurden Milzen aus unbehandelten M&usen
isoliert. Anschlieliend wurden die Milzen durch einen 70 ym Zellsieb gegeben und
die Einzelzellsuspension bei 1300 U/min und 4°C fir sieben Minuten zentrifugiert.
Nach der Lyse der Erythrozyten mit 2 ml Lysepuffer fur zwei Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Zellen erneut zentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert,
gezahlt und auf 1x10” Zellen/ml eingestellt. Nach Aufteilen der Zellen in zwei

gleichgroRe Fraktionen wurde zu einer Zellfraktion zur Beladung der Zellen das
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entsprechende Peptid mit einer Endkonzentration von 1 uM zugegeben. Die andere
Gruppe diente als Kontrolle und blieb unbehandelt. Nach einer Inkubation von 15
Minuten bei 37°C wurden die Zellen durch Zugabe von unterschiedlichen Mengen
CFSE gefarbt. Den unbeladenen Kontroll-Zellen wurde CFSE in einer Endkonzen-
tration von 0,1 uM zugegeben, den Peptid-beladenen Zellen 1 uM. Beide wurden fur
15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen einmal mit RPMI1640/10%FCS und zweimal mit PBS gewaschen, erneut
gezahlt und in gleichem Verhaltnis gemischt. Im Falle der Untersuchung von zwei
Epitopen (z.B. TaglV(o0s4-411; c1)y und TaglV(sos-411) oder TaglV(s0s-a11; c.ry und beta-
Galgs-103)) wurden dementsprechend die isolierten Milzzellen in drei Fraktionen
aufgeteilt und mit CFSE in den Konzentrationen 0,08 uM, 0,5 uM und 3 uM gefarbt.
Zur Kontrolle wurden die gepoolten Zellfraktionen vor Injektion mit Hilfe der
Durchflusszytometrie auf das Mischungsverhaltnis hin untersucht. Es wurden dann
1x10” Zellen pro Epitop bzw. Kontrolle und Maus in 100-200 ul PBS in die

Schwanzvene der eine Woche zuvor immunisierten Mause injiziert.

2.3.2.2 Analyse des spezifischen ,,Kills“

Einen Tag nach Injektion der Milzzellen wurden die axillaren und brachialen
Lymphknoten und die Milz entnommen und getrennt analysiert. Daflir wurden die
Lymphknoten bzw. die Milzen durch einen 70 pm Zellsieb gegeben um
Einzelzellsuspensionen zu erhalten. AnschlieRend wurden die Zellen fur sieben
Minuten bei 1300 U/min und 4°C zentrifugiert. Bei den Milzzellen schloss sich eine
Erythrozytenlyse mit 2 ml Lysepuffer fir zwei Minuten bei Raumtemperatur an.
Danach wurden die isolierten Lymphknoten- bzw. Milz-Zellen mit Propidium lodid (PI;
1/200, BD Biosciences, Heidelberg) versetzt und im Durchflusszytometer gemessen.
Es wurden die Pl-negativen/CFSE-positiven Zellen aufgenommen und die
unterschiedlich intensiv CFSE-gefarbten Zellpopulationen getrennt gezahlt. Mit Hilfe
des Verhaltnisses % CFSE"" / % CFSE"®" wurde der prozentuale, spezifische kill*

berechnet (1 — (Verhaltnis immunisiert / Verhaltnis Kontrolle) x 100).

2.3.3 Untersuchung der Proliferation in vivo

Zur Untersuchung der Proliferation der zytotoxischen T-Zellen (CD8") und der Helfer-
T-Zellen (CD4") nach der Immunisierung mit den Konjugaten wurde ein in vivo-

Proliferationsassay durchgefuhrt. Dafur wurden T-Zellen aus T-Zellrezeptor-
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transgenen Mausen isoliert und nach CFSE-Farbung in naive Mause transferiert.
Nach anschlielender Immunisierung wurden die T-Zellen nach 46 Stunden wieder
isoliert und anhand ihrer CFSE-Farbung auf ihre Proliferation hin untersucht. Der
Farbstoff CFSE bindet an freie Amine der Zytoplasmaproteine und verteilt sich bei
der Zellteilung dementsprechend gleichmaliig auf beide Tochterzellen, wobei sich die
Intensitat der Fluoreszenz pro Zelle halbiert. Des Weiteren wurde die Interferon-
gamma- (IFN-gamma) Produktion mittels FACS-Analyse bestimmt. Die Experimente

wurden am Deutschen Krebsforschungszentrum durchgefuhrt.

2.3.3.1 T-Zell-Transfer und Immunisierung

Zur Isolation von T-Zellen wurden Milzen aus T-Zell-Rezeptor-transgenen Mausen
entnommen und die T-Zellen Uber magnetische Zellseparation (MACS) aufgereinigt.
Dafur wurden die Milzen durch ein Sieb gegeben und die so erhaltene
Einzelzellsuspension mit den Antikdrper-Magnetbeads nach Herstellerangaben
inkubiert. Uber Magnetsdulen (MACS® Cell Separation Columns, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach) wurden dann die Magnetbead-gekoppelten T-Zellen von den
restlichen Zellen abgetrennt. Im Einzelnen wurden die CD4-positiven Zellen aus den
Milzen der TagTCR1-Mause isoliert (CD4 (L3T4) Micro Beads, mouse, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach), deren transgener T-Zellrezeptor mit Tag-Epitop (Tagss2-
3s4; TNRFNDLLDRMDIMFGSTGSADI) beladene MHC II-Molekdle (I-A) erkennt. Die
TCR-transgenen CD8-positiven Zellen, die das MHC I-prasentierte (H-2K¥) Tag-
Epitop (Tagseo-s6s; SEFLLEKRI) erkennen wurden aus TCRCD8'-M&usen isoliert
(CD8a (Ly-2) Micro Beads, mouse, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).
AnschlieRend wurde die Reinheit und der Anteil der transgenen T-Zellen mit dem
Durchflusszytometer bestimmt und die zu transferierenden Zellen mit CFSE gefarbt.
Daflr wurden die Zellen fir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 1 yM CFSE
inkubiert, einmal mit RPMI/10% FCS und zweimal mit PBS gewaschen. Nach
Einstellen der Zellen auf jeweils 1x107/ml wurden die CFSE-gefirbten, TCR-
trangenen CD4-positiven und CD8-positiven Zellen im Verhaltnis 1:1 gemischt und
1x10° Zellen pro Zelltyp und Maus in die Schwanzvene naiver C3HeBFe-Mausen
injiziert.

Am darauf folgenden Tag wurden die Mause wie angegeben subkutan immunisiert.
Als Kontrollen dienten eine Maus ohne T-Zelltransfer, eine Maus mit T-Zelltransfer

ohne Immunisierung und eine Maus mit transferierten T-Zellen und Peptid-
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Immunisierung (jeweils 100 pg Tag-Peptidssr.3s4 und Tag-Peptidseo-s6s plus 50 ug
CpG) als Positivkontrolle.

2.3.3.2 Bestimmung der Proliferation und der Interferon-gamma-Expression

46 Stunden nach der Immunisierung wurden die drainierenden Lymphknoten
(brachial und axial) isoliert und zur Herstellung einer Einzelzellsuspension durch
einen 70 pym Zellsieb gegeben. Jeweils 5x10° Zellen wurden gemeinsam mit Golgi-
Plug (1/1000, BD Biosciences, Heidelberg) und Tag-Peptidssz-3s4 (1 uM) oder Tag-
Peptidseo-s6s (1 M) in 200 ml Medium (RPMI/10% FCS) in 96-er Zellkulturplatten (U-
Boden) transferiert und fur drei Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur die Untersuchung im Durchflusszytometer
gefarbt. Fur die Untersuchung der CD4-positiven Zellen wurden die Antikorper 9HS5-
PE (von |. Forster) und CD4-PerCP/Cy5.5 verwendet. Die CD8-positiven Zellen
wurden mit CD8-PerCP/Cy5.5 und Vb8.1/8.2-PE (alle BD Biosciences, Heidelberg)
gefarbt. Nach einer 20-minltigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen dreimal mit
200 pl FACS-Puffer (PBS/1% FCS) gewaschen und mit 100 pl Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences, Heidelberg) fur weitere zehn Minuten auf Eis fixiert und permeabilisiert.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit Cytoperm/Cytowash (BD Biosciences,
Heidelberg) wurden die Zellen mit IFN-gamma-APC-Antikérper (BD Biosciences,
Heidelberg) fur 45 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
Cytoperm/Cytowash wurden die Zellen mit 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und am

Durchflusszytometer (FACSCantoll®, BD Biosciences, Heidelberg) gemessen.

2.3.4 Tumormodelle

2.3.4.1 Subkutaner RMA-Tag-Tumor

Die fir das Large T Antigen transgene RMA-Tag-Tumorzelllinie stammt von der
RMA-Tumorzelllinie, einem T-Zelllymphom (C57BI/6) ab. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in RPMI1640 mit 10% FCS, 2 mM Glutamin und Penicillin/Streptamycin bei
37°C und 5% COy in 75 cm?-Zellkulturflaschen. Das Medium wurde alle zwei bis drei
Tage gewechselt und die Zellen eins zu zehn gesplittet. Als Selektionsmarker wurde

G418 in der Konzentration 500 pg/ml zugegeben.
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Zum Setzen eines Tumors wurden die Zellen mit einer Dichte von 2x10° Zellen pro
ml in PBS resuspendiert und jeweils 50ul pro Maus (1x10° Zellen) auf dem Riicken

subkutan injiziert.

2.3.4.2 Subkutaner B16-Tag-Tumor

Bei der B16-Tag-Tumorzelllinie handelt es sich um eine fir das Large T Antigen
transgene B16-Melanomzelllinie im C57BI/6 Hintergrund. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in DMEM ohne Glutamin mit 10% FCS, 2 mM Glutamin und
Penicillin/Streptamycin bei 37°C und 5% CO; in 75 cm?-Zellkulturflaschen. Die Zellen
wurden nach kurzem Waschen mit PBS mit Trypsin/EDTA abgel6st, eins zu zehn
gesplittet und in frischem Medium aufgenommen. Als Selektionsmarker wurde G418
in der Konzentration 1000 pg/ml zugegeben.

Zum Setzen eines Tumors wurden die abgeldsten Zellen mit einer Dichte von 2x10°
Zellen pro ml in PBS resuspendiert und jeweils 50l pro Maus (1x10° Zellen) auf dem

Rucken subkutan injiziert.

2.3.4.3 Subkutaner BMT9-Tag-Tumor

Bei der BMT9-Tag-Tumorzelllinie handelt es sich um eine flr das Large T Antigen
transgene Fibrosarcomazelllinie (BMT9 oder auch AG104A) im C3H Hintergrund. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM ohne Glutamin mit 10% FCS, 2 mM
Glutamin und Penicillin/Streptamycin bei 37°C und 5% CO; in 75 cm?
Zellkulturflaschen. Die Zellen wurden nach kurzem Waschen mit PBS mit
Trypsin/EDTA abgelost, eins zu zehn gesplittet und in frischem Medium
aufgenommen. Als Selektionsmarker wurde G418 in der Konzentration 500 pg/mi
zugegeben.

Zum Setzen eines Tumors wurden die abgeldsten Zellen mit einer Dichte von 2x10°
Zellen pro ml in PBS resuspendiert und jeweils 50l pro Maus (1x10° Zellen) auf dem

Rucken subkutan injiziert.

2.3.4.4 Autochthones RIP1-Tag5-Tumormodell

Im autochthonen RIP1-Tag5-Tumormodell wird in den transgenen Tieren das Large
T Antigen (Tag-Protein) unter der Kontrolle des Ratteninsulinpromotors (RIP)
organspezifisch in den beta-Zellen des Pankreas exprimiert. Die Expression beginnt

im Alter von zehn Wochen. In der 16. Woche kommt es zum ,angiogenic switch®, der
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Veranderung der Vaskularisierung in der Umgebung des entstehenden Tumors. Im
Alter von 23 Wochen tragen die Mause einen soliden Tumor, der zudem zum
Krankheitsbild der Hypoglykamie fihrt, an dem die Mause ohne Behandlung im Alter
von ca. 32 Wochen sterben. Fur die Versuche kamen Mause der F1-Generation von
RIP1-Tag5- und C57BI/6-Mausen zum Einsatz. Tumorentwicklung und Uberlebens-

dauer sind in der F1-Generation identisch mit RIP1-Tag5-Mausen.

2.3.5 Vakzinierung tumortragender Mause

Die Mause wurden mit einem ,therapeutischen Setup“ behandelt, d.h. die
tumortragenden Mause (mit transplantierbaren, subkutanen Tumoren) wurden das
erste Mal behandelt nachdem der Tumor in allen Mausen des Versuchs deutlich
sichtbar war. Zu diesem Zeitpunkt, Tag sechs oder Tag sieben nach Setzen des
Tumors, hatten die Tumoren eine GroRe von ca. 25 mm?3. Zur Behandlung wurden
den Mausen 50 ug CpG (CpG ODN 1826, 5-TCCATGAcgTTCCTGAcgTT-3", MWG
BIOTECH, Ebersberg), 50 ug poly I:C (Amersham Biosciences, Freiburg) plus 5 pg
Konjugat bzw. im Falle der Kontrollgruppen plus PBS oder 5 ug Tag-Protein
subkutan injiziert. Diese Behandlung wurde, wenn nicht anders angegeben, alle vier

bis funf Tage bis zum Ende des Versuchs wiederholt.

2.3.6 Depletion der regulatorischen T-Zellen

Zur Depletion der regulatorischen T-Zellen wurden 300 pg des anti-CD25-Antikorpers
(PC61) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Im Falle der Behandlung von tumortragenden
Mausen erfolgte die erste Injektion nach dem Sichtbarwerden der Tumoren, einen
Tag vor der ersten Vakzinierung. Im Falle einer weiteren Behandlung wurde nach
drei erfolgten Vakzinierungen bzw. nach 14 Tagen erneut injiziert, ebenso einen Tag

vor der darauffolgenden Vakzinierung.

2.3.7 Isolierung von Zellen aus dem Tumorgewebe

Fur weitergehende Untersuchungen im Durchflusszytometer wurden die Zellen aus
dem Tumorgewebe der subkutanen Tumoren isoliert.

Nach Herausschneiden des Tumors aus der Haut wurde dieser mit Kanulen (0,6x25
mm, B.Braun, Melsungen) zerstiuckelt und fir 15 Minuten in Tumorlysepuffer bei

37°C inkubiert, um die Kollagenstruktur aufzuldésen. AnschlieRend wurde das
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Gemisch durch einen 70 ym Zellsieb gegeben und nach dem Zentrifugieren fur
sieben Minuten bei 1300 U/min und 4°C in PBS/1% FCS resuspendiert.
Tumorlyespuffer: 0,5% Kollagenase TyplV (Worthington, Lakewood, NJ, USA),
0,05% DNase (Roth, Karlsruhe), in PBS/1% FCS.

2.3.8 Behandlung der autochthonen Tumoren

Zur Behandlung der Tumor-tragenden Mause des autochthonen Tumormodels RIP1-
Tag5 wurden diese ab einem Alter von 22-25 Wochen behandelt. Den Mausen
wurden entweder 5 ug anti-DEC205-Tag-Konjugat oder 50 ug Tag-Protein mit jeweils
50 pug CpG s.c. einmal pro Woche injiziert. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Mause. Wahlweise wurden die Mause jeweils drei Tage nach der Vakzinierung mit
CpG behandelt, um das Tumorendothel zu aktivieren. Dies erfolgte durch Injektion
von 50 ug CpG i.p.

Die Versuche wurden am Deutschen Krebsforschungszentrum, Abteilung Molekulare

Immunologie durchgefuhrt.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Klonierung der ScFv-Fusionsantikorper

Die hier angewendete Methode zur Herstellung der ,Single chain Fragment variable“-
Antikorper (ScFv-Antikorper) wurde von R. Kontermann (Institut fur Zellbiologie und
Immunologie, Universitat Stuttgart) und D. Nettelbeck (Angewandte Tumorvirologie,
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg) ibernommen. Dabei werden mittels
reverser Transkription der Hybridomzell-RNA und der Polymerasen-Kettenreaktion
(PCR) die fur die variablen Regionen der Antikorper kodierenden Gen-Fragmente
amplifiziert. Die variablen Regionen der leichten und schweren Kette des Antikdrpers
werden Uber Linker miteinander verknlpft und kdnnen mit einem weiteren fur ein
Protein oder Peptid kodierenden DNA-Fragment zur spateren Expression eines
Fusionsantikorpers verbunden werden. Das Produkt, der Fusionsantikorper, besteht
dann aus einer Bindungsregion, bestehend aus den variablen Regionen der leichten
und schweren Kette des nativen Antikorpers, entsprechend eines variablen ,single
chain“-Fragments und einem fusionierten Peptid oder Protein am C-terminalen Ende

des Konstrukts.

2.4.2 Isolierung der RNA aus Hybridomzellen

Far die Generierung der ScFv-Fusionsantikorper wurde die RNA aus Hybridomzellen
gewonnen, um nach anschlie®ender reverser Transkription die DNA-Fragmente der
variablen Regionen mittels PCR amplifizieren zu kénnen. Daflr wurde eine RNA-
Mini-Praparation zur Aufreinigung der RNA durchgeflnhrt.

Fir die Durchfiihrung der RNA-Praparation wurden 1x10” Zellen der entsprechenden
Hybridomzellkultur zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen nach der
Lyse uber den QIAshredder™ (Qiagen, Hilden) gegeben. Die RNA-Aufreinigung
wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des
beigefiigten Protokolls (RNeasy® Mini Handbook 2001) durchgefiihrt. Die Elution
erfolgte mit 30 ul H»O.
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2.4.3 Reverse Transkription

Die wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben gewonnene RNA wurde fur die anschliefende
PCR mittels reverser Transkription in DNA umgeschrieben.
Dafiir wurde das Sensiscript® RT Kit von Qiagen (Hilden) nach den Abgaben des

Herstellers angewendet.

2.4.4 PCR zur Generierung der Variablen Regionen

Fir die PCR zur Generierung der variablen Regionen wurden degenerierte Primer
verwendet (Sequenzen s. Anhang), um die Unterschiede in den relativ konservierten
Bereichen, an denen die Primer binden, auszugleichen. Dafur standen verschiedene
Primerkombinationen zur Verfigung, ein Vorwarts- und zwei Ruckwartsprimer fur die
schweren Ketten und zwei Vorwarts- und drei Riuckwartsprimer fur die leichten
kappa-Ketten. Primer fir lambda-Ketten wurden nicht bendtigt. Die PCR-
Bedingungen wurden stark variiert und den entsprechenden Primerpaaren
angepasst. Als Polymerase kam die Phusion™-Polymerase (Finnzymes/New
England BioLabs, Frankfurt) und das Gerat T-Gradient (Biometra, Gottingen) zum
Einsatz. Nach der PCR wurden die Produkte Uber Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt, die Fragmente entsprechender GroRe ausgeschnitten und fur die
weitere Klonierung aufgereinigt. Die weiteren Klonierungsschritte zur Herstellung der
Expressionsplasmide mit den variablen Regionen wurden von Theron Johnson
durchgefuhrt.

2.4.5 Restriktionsverdau

Die Restriktionsverdaus dienten zum einen der Identifizierung und Kontrolle von
Plasmid-DNA, zum anderen der Erzeugung von DNA-Fragmenten zur Klonierung
derselben.

Fir die Durchfihrung der Verdaus wurden der entsprechende Reaktionspuffer 10x,
falls erforderlich bovine serum albumin (BSA; Endkonzentration 100 ug/ml), das
Restriktionsenzym (alle New England BioLabs, Frankfurt) und Plasmid-DNA in ein
Reaktionsgefal® zusammengegeben, mit H,O auf das Endvolumen aufgefullt und gut
durchmischt. Zur Identifizierung und Kontrolle von Plasmid-DNA wurde ein
Endvolumen von 20 pl (fir 1-2 ug Plasmid-DNA) gewahlt und fir die Erzeugung von
DNA-Fragmenten zur Klonierung 50 pl (fur 5 pg Plasmid-DNA).
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Die Temperatur und die Dauer der Inkubation wurden nach Herstellerangaben
gewahlt. Im Anschluss daran wurden die DNA-Fragmente Uber Agarosegel-

Elektrophorese (Kap. 2.4.6) aufgetrennt.

2.4.6 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Auftrennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten wurde sowohl nach
Restriktionsverdaus als auch nach PCR-Reaktionen eine Agarosegel-Elektrophorese
durchgefuhrt.

Bei der Elektrophorese kamen ausschlieB3lich 1%-ige Agarosegele (1% Agarose,
Eurogenetech, Brussel, Belgien; in 1x TAE-DNA-Puffer) mit Ethidiumbromidfarbung
(5 pI/100 ml Agarosegel) zum Einsatz. Als Laufpuffer diente 1x TAE-DNA-Puffer und
fur die Bestimmung der DNA-Fragmentlangen wurde der GroRenmarker 2-log-DNA-
Ladder (New England BioLabs, Frankfurt) verwendet. Vor dem Aufbringen in die
Geltaschen wurden die Proben mit 6x Ladepuffer versetzt. Die elektrische Spannung
bei der Durchfihrung der Agarosegel-Elektrophorese betrug 120 Volt.

Die Visualisierung der Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Fragmente erfolgte Uber das
Imagingsystem (biorad, Minchen; Kamera Spot RT3/Software Spot Advanced,
Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA).

TAE-DNA-Puffer: 0,04 M Tris Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0.

6x Ladepuffer: 1,25 ml 2% Bromphenolblau, 3 ml Glycerol, 1 ml 10x TAE-Puffer und
4,75 ml H,O.

2.4.7 DNA-Aufreinigung aus dem Agarosegel

Nach dem Herausschneiden der gewulnschten DNA-Fragmente aus den
Agarosegelen wurde die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen,
Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls (QIAquick Spin
Handbook 07/2002) aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 30 pl H2O.

2.4.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurden photometrische Messungen
durchgefuhrt.

Vor dem Messen mit dem Photometer Helios gamma (Unicam, Cambridge, UK)
wurde die DNA auf 1/10 mit H,O verdinnt. Die Messung erfolgte bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Konzentration der doppelstrangigen DNA wurde
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anschlieBend anhand der gemessenen Absorption (Abszso nm) mit folgender Formel

errechnet:

dsDNA-Konz. = Abs,sp nm X OD260 x Verdiinnungsfaktor

dsDNA-Konz. [ug/pl] = Abs260 nm X 0,050 pg/pl x 100

Es wurde jeweils der Mittelwert aus drei Messungen ermittelt.

2.4.9 Dephosphorylierung von Vektoren

Um eine Religierung der geschnittenen Vektoren zu verhindern, wurden die offenen
Enden der Vektoren dephosphoryliert.

Fir die Dephosphorylierungsreaktion wurden 1 yl ,calf intestinal phosphatase® (CIP),
1 ul NEB3 10x Reaktionspuffer (beide New England BiolLabs, Frankfurt) und 1 ug
geschnittene Plasmid-DNA in einem Eppendorf-Reaktionsgefalyd zusammengeben,

auf 10 pl Gesamtvolumen mit H,O aufgefullt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

2.4.10 Ligation

Die Inserts wurden mit den Enden der Vektoren ligiert.

Fir die Ligation wurden 1 pl T4 DNA Ligase (3 u/ul), 1 pl Ligase 10x Puffer (New
England BioLabs, Frankfurt), 150 ng Vektor, das Insert im molaren Verhaltnis von 1/3
(Vektor/Insert) in ein Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und mit H,O auf 10 pl
aufgefullt. Alternativ wurde die Quick-Ligase (New England BiolLabs, Frankfurt)
verwendet. Die eingesetzten Mengen der Vektoren bzw. Inserts wurden Uber

folgende Gleichung errechnet.
ng Vektor x kb Insert / kb Vektor x mol. Verh. Insert / Vektor = ng Insert

Die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht oder unter Verwendung der Quick-Ligase

bei Raumtemperatur fur 5-10 Minuten.

2.4.11 Klonierung liber Adenin-Uberhinge

FUr die Klonierung von PCR-Produkten (Kap. 2.4.4) wurden diese zuerst in das
LacZ-Gen des pCR2.1-Vektors (Invitrogen, Karlsruhe) eingebaut. Daflr werden
Adenin-Uberhange bendtigt. Wenn das PCR-Produkt mit der Phusion-Polymerase
generiert wurde, folgte eine kurze Reaktion mit einer Tag-Polymerase (Bioron,
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Heidelberg). Wenn das PCR-Produkt direkt mit einer Tag-Polymerase generiert
wurde, war dies nicht notwendig. Durch den Einbau der PCR-Produkte in das LacZ-
Gen des pCR2.1-Vektors war eine anschlieliende Blau-Weil-Selektion moglich.

Zum Generieren der Adenin-Uberhange wurden 1 pl 10x PCR Puffer, 1 pyl 2 mM
dNTPs, 2,5 U TAQ DNA Polymerase (alle Bioron, Heidelberg) und 5 ul aufgereinigtes
PCR-Produkt zusammengegeben und mit H,O auf 10 pl aufgeflllt. Die Inkubation
erfolgte fur 10 min bei 72°C in der PCR Maschine (Gradient T, Biometra, Goéttingen).
Fir die anschliellende Ligation wurden 0,5 pl des PCR-Produkts mit Adenin-
Uberhangen, 1 pl 10x T4-Ligationspuffer, 1 pl T4-Ligase, 2 ul pCR2.1-vector (alle
Invitrogen GmbH, Karlsruhe) und 5,5 ul H,O vorsichtig gemischt und tUber Nacht bei
14°C inkubiert.

Nach dem Auftauen von Top10-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) auf Eis wurden 5 ul der
Ligation zu den Top10-Zellen dazugegeben, vorsichtig gemischt und fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Im Anschluss an eine weitere Inkubation bei 42°C fir 30 Sekunden
wurde die Reaktion sofort wieder auf Eis gestellt und 1 ml SOC Medium
hinzugegeben. Danach folgte die Inkubation der transformierten TOP10-Zellen im
Schuttler bei 37°C und 200 U/min fur 1 Stunde. Die Bakteriensuspension wurde dann
bei 3000 U/min fir eine Minute zentrifugiert, der Uberstand bis auf ca. 150 pl
abgenommen und nach Resuspension der Transformationsreaktion auf zuvor mit
Ampicillin und X-Gal behandelte LB-Platten ausplattiert. Nach einer Inkubation Gber
Nacht bei 37°C wurden am Folgetag pro Ansatz ca. 10 wei3e Kolonien gepickt, die
Plasmide isoliert (Kap. 2.4.14) und durch Restriktionsverdau analysiert.
SOC-Medium: 2% Tryptone, 0,5% Yeast Extract, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCL, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose.

2.4.12 Transformation

Zur Amplifizierung von Plasmiden wurden NEB5a-Bakterien (New England BiolLabs,
Frankfurt), ein DH5a-Bakterienstamm, verwendet.

5 ul der zu amplifizierenden DNA wurden zu 50 pl auf Eis aufgetauten NEB5a-
Bakterien zugegeben und fur ca. 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss an eine
weitere Inkubation bei 42°C fur 30 Sekunden wurde die Reaktion sofort wieder auf
Eis gestellt und 1 ml SOC Medium hinzugegeben. Danach folgte die Inkubation der
transformierten Zellen im Schdattler bei 37°C und 200 U/min fur 1 Stunde. Die
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Bakteriensuspension wurde dann bei 3000 U/min fir eine Minute zentrifugiert, der
Uberstand bis auf ca. 150 pl abgenommen und nach Resuspension der
Transformationsreaktion auf LB-Agar-Platten mit Ampicilin oder Kanamycin
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Plasmide
von 16-64 Kolonien mit Hilfe der PCR analysiert und, wenn positiv, Uber Plasmid-
Praparation (Kap. 2.4.14) isoliert und gegebenenfalls durch Restriktionsverdau (Kap.

2.4.5) weiter analysiert.

2.4.13 PCR zur Analyse von Plasmiden

Die PCR wurde zur schnellen Analyse einer gro3en Anzahl von Klonen durchgefthrt.
Zu Beginn wurde eine Stocklosung in ausreichender Menge angesetzt. Fur jeden zu
analysierenden Klon wurden 20 pul, bestehend aus 2 ul 10x-Puffer, 0,5 ul Tag-
Polymerase, 0,5 yl dNTPs (alle Bioron, Heidelberg), jeweils 0,5 pl Vorwarts- und
Ruckwartsprimer (s. Anhang, MWG-Biotech, Ebersberg) und 16 uyl H,O angesetzt
und auf die Reaktionsgefalle verteilt. Die gepickten Klone wurden zur Analyse in ein
wie oben beschrieben vorbereitetes PCR-Reaktionsgefald gegeben und zusatzlich far
die weitere Inkubation auf eine entsprechend unterteilte LB-Agar-Platte mit
Ampicillin. Die PCR umfasste 30 Zyklen, wobei 62°C als Annealingtemperatur
gewahlt wurde. Die Dauer der Polymerisationsphase wurde der jeweils erwarteten
Fragmentlange angepasst. Im Anschluss wurden die Fragmente mittels Agarosegel-

Elektrophorese visualisiert (Kap. 2.4.6).

2.4.14 Mini-Praparation zur Plasmid-DNA-Isolation

Bei Bedarf kleinerer Mengen an Plasmid-DNA nach einer Transformation wurde eine
Plasmid-Mini-Praparation zur Aufreinigung der DNA durchgefuhrt.

Fir die Durchfiihrung der Plasmid-Mini-Praparation wurde eine 5 ml Ubernachtkultur
der Bakterien in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angesetzt. Am darauf
folgenden Tag konnte die Praparation mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits
(Qiagen, Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls (QIAprep
Miniprep Handbook 07/2002) durchgefuhrt werden. Die Elution erfolgte mit 30 pl
H.0.
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2.4.15 Maxi-Praparation zur Plasmid-DNA-Isolation

Bei Bedarf grolerer Mengen an Plasmid-DNA nach einer Transformation wurde eine
Plasmid-Maxi-Praparation zur Aufreinigung der DNA durchgefihrt.

Fir die DurchfiGhrung der Plasmid-Maxi-Praparation wurde eine 100 ml
Ubernachtkultur der Bakterien in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum
angesetzt. Am darauf folgenden Tag konnte die Praparation mit Hilfe des EndoFree®
Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) entsprechend den Angaben des
Herstellerprotokolls  (EndoFree® Plasmid  Purificaton Handbook  11/2005)
durchgefuhrt werden. Das Losen der Plasmid-DNA erfolgte mit 200 ul H2O.

2.4.16 DNA-Aufreinigung

Zur Aufreinigung der DNA nach enzymatischen Reaktionen wurden
lonenaustauscher-Saulen verwendet.

Die DNA-Aufreinigung wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen,
Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls (QIAquick Spin
Handbook 07/2002) durchgeflhrt. Die Elution erfolgte mit 30 ul H,O.

2.4.17 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung einiger Sequenzen wurden diese nach der Klonierung in die
jeweiligen Vektoren sequenziert.
Die Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg durchgefihrt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software VectorNTI (Invitrogen, Karlsruhe).
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der Antikorper-Konjugate

FUr den Transport des Tumorantigens zu den dendritischen Zellen in vivo war die
chemische Kopplung des Tumorantigens an Antikorper, die gegen den murinen
Rezeptor DEC205 (anti-DEC205) gerichtet sind, notwendig. Dieser Rezeptor ist
nahezu exklusiv auf den dendritischen Zellen zu finden. Die bereits etablierte
Methode zur chemischen Kopplung der Tumorantigene an anti-DEC205 setzt voraus,
dass die vorhandenen SH-Gruppen des zu koppelnden Proteins in Disulfidbricken
eingebunden sind oder anderweitig fur einen Reaktionspartner kaum zuganglich
sind. Daher ist ein Reagieren des Crosslinkers mit den SH-Gruppen des Proteins
nahezu unmoglich und eine selektive Bindung des Crosslinkers Uber seinen NHS-
Ester mit frei zuganglichen Aminen des Proteins ist viel wahrscheinlicher. Bisher
wurde der hetero-bifunktionelle Crosslinker Sulfo-SMCC direkt zum Protein
zugegeben, um in einem ersten Schritt Uber seinen NHS-Ester mit einem Amin des
Proteins zu reagieren. Das Maleimid des Crosslinkers reagierte dann in einem
zweiten Schritt mit einer SH-Gruppe des partiell reduzierten Antikoérpers. Da das zu
koppelnde Protein ,Large T Antigen® (Tag) als Kernprotein keine posttranskriptionelle
Modifikation durchlauft und seine SH-Gruppen in reduziertem Zustand vorliegen,
kam es nach Zugabe des Crosslinkers zu sofortigem Ausfallen des Proteins.
Aufgrund des gleichzeitigen Vorhandenseins zahlreicher Amine und reaktiver SH-
Gruppen im Tag-Protein konnte der Crosslinker Uber beide reaktive Gruppen mit
dem Protein reagieren und grofde, unldsliche Proteinkomplexe bilden. In den im
Folgenden beschriebenen experimentellen Ansatzen wurde versucht diese
Verklumpung der Proteine untereinander zu umgehen. Dabei sollte zum einen eine
eins-zu-eins-Kopplung ermadglicht werden, d.h. ein gekoppeltes Protein pro
Antikdrper. Zum anderen sollte der Verlust des eingesetzten Proteins mdglichst
gering gehalten werden, da dieses im Falle des Tag-Proteins nur in begrenzter

Menge zur Verfiigung stand.
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3.1.1 Verwendung des Crosslinkers MPBH

FUr die Verwendung des Crosslinkers MPBH (,4(4-N-maleimidophenyl)butyric acid
hydracide*HCI*1/2 dioxane“) sprach die Moglichkeit, das Protein Uber seine SH-
Gruppen gezielt an die sich am Fc-Teil des Antikdrpers befindlichen Glykosilierungen
koppeln zu konnen. Ein Koppeln des Proteins an den Fc-Teil des Antikorpers wirde
die variablen Bindungsregionen des Antikorpers nicht beeintrachtigen. Der
Crosslinker sollte Uber seine Hydrazidgruppe an die zuvor oxidierten
Glykosilierungsketten des Antikérpers gekoppelt werden. In der zweiten Reaktion
sollte der so Maleimid-aktivierte Antikdrper das Protein Uber dessen SH-Gruppen
binden (Abb. 5).

1.: Oxidation der Glykosilierung zum Aldehyd 1
OH

2.: Kopplung Hydrazid <€ Antikérper (A) ' Nalo, i

R—CH—CH,—OH ———)p R—CH
3.: Kopplung Maleimid <€ Protein (P) - /_\
{N CH2—CH2—CH2—C —N—NH*HCI + R—CH
H

3. ° l 2
N q PHE575 @ 0
N CHp—CH;—CH;—C—N—N=CH{ 7
{ H

Maleimid-aktivierter Antikérper

O=E

Abbildung 5: Schema der Kopplungsreaktion unter Verwendung des Crosslinkers
MPBH.

Die erste Reaktion zeigt die Oxidation der Glykosilierung des Antikérpers (R = Rest, hier der
Antikoérper mit seiner Glykosilierung). Die zweite Reaktion zeigt das Binden des Crosslinkers
an den Antikdrper (A). Es entsteht der Maleimid-aktivierte Antikdper. In der dritten Reaktion
wird das Protein (P) an den Maleimid-aktivierten Antikorper gekoppelt.

Die  Zwischenprodukte der Kopplungsreaktion und das mutmaBliche
Kopplungsprodukt wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit einer
Silberfarbung sichtbar gemacht. Hier zeigte sich jedoch, dass auch nach Variation
mehrerer Parameter wie der Menge des zugegebenen Oxidationsmittels Natrium-
meta-Periodat (NalO4) und der Inkubationstemperatur kein erkennbares
Kopplungsprodukt hergestellt werden konnte, sodass von dieser Methode

abgesehen wurde.
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3.1.2 Blockieren der Sulfhydryl-Gruppen mit N-Ethylmaleimid

Bei der bisher angewandten Kopplungsmethode reagierte der Crosslinker Sulfo-
SMCC (,Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate®) zuerst
Uber seinen NHS-Ester mit einem primaren Amin des Proteins. In einer zweiten
Reaktion reagierte das Maleimid des gebundenen Crosslinkers mit dem Antikorper,
der zuvor durch eine partielle Reduktion der Disulfidbriicken, die die schweren Ketten
verbinden, geteilt wurde. Bei den beiden so entstandenen ,single chains® liegen die
SH-Gruppen dann in reduzierter Form vor und kénnen mit dem Maleimid eine
kovalente Bindung eingehen. Der Vorteil dieser Methode lag darin, dass das Protein
am Fc-Teil des Antikorpers gekoppelt wurde und somit die variable Region
unbeeinflusst blieb. Darlber hinaus kam es dabei primar zu ,eins-zu-eins-
Kopplungen“ zwischen Protein und Antikdrper. Aufgrund dieser Vorteile sollte diese

Methode auch weiterhin angewandt werden.
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Sulfo-SMCC Protein-Antikérper-Konjugat
1.: Blockieren der SH-Gruppen 3.: Reduzieren des Antikdrpers
2.: Kopplung NHS-Ester <> Protein (P) 4.: Kopplung Maleimid <«» Antikorper

Abbildung 6: Schema der Kopplungsreaktion unter Verwendung des Crosslinkers
Sulfo-SMCC und vorherigem Blockieren der SH-Gruppen.

In der ersten Reaktion wird die SH-Gruppe mit N-Ethylmaleimid blockiert (1.). Anschlielend
(2.) wird der Crosslinker selektiv an das primare Amin des Proteins (P) gebunden. Parallel
(3.) wird der Antikdrper reduziert. In der vierten Reaktion wird das Maleimid-aktivierte Protein
an den reduzierten Antikérper gekoppelt.
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Bei den zu koppelnden Proteinen Large T Antigen (Tag) und der beta-Galactosidase
(beta-Gal) liegen reduzierte, reaktive SH-Gruppen vor, daher bindet der Crosslinker
nicht nur die primaren Amine sondern gleichzeitig auch die SH-Gruppen des
Proteins. Das fuhrt zur Bildung von grof3en, unloslichen Proteinkomplexen. Um dies
zu verhindern, wurden im folgenden Ansatz die SH-Gruppen des zu koppelnden
Proteins mit N-Ethylmaleimid blockiert (1., Abb. 6), sodass der Crosslinker nur noch
uber seine NHS-Ester-Gruppe mit den primaren Aminen des Proteins reagieren
konnte.

Dafur musste das Protein zwei Reaktionen mit den dazugehdrigen Aufreinigungen

durchlaufen. Dies flhrte zu einem hohen Verlust von Protein (Abb. 7).

I 1l i v I : beta-Galactosidase
150 — Il : 1+ N-Ethylmaleimid

—— _
1l + Sulfo-SMCC
- p—  — —
_?_:f T—

100 — IV : lll nach Aufreinigung

Abbildung 7: Proteinverlust wiahrend der Kopplungsreaktion.

Die Abbildung zeigt eine SDS-PAGE nach Protein-Silberfarbung von beta-Galactosidase vor
der Reaktion (), nach Zugabe des N-Ethylmaleimids (IlI), nach Zugabe des Crosslinkers (lII)
und nach dem Abtrennen des Uberschissigen Crosslinkers (IV). Es wurden ausgehend von
der Ausgangskonzentration gleiche Mengen aufgetragen (Grofienangabe in kDa).

Das N-Ethylmaleimid wurde im Uberschuss eingesetzt, um mdglichst alle SH-
Gruppen zu blockieren um so ein Binden des Crosslinkers an die SH-Gruppen zu
verhindern. Da jedoch auch SH-Gruppen-haltige Cysteine teilweise in den Epitopen
des Proteins vorkommen, die spater uber die MHC-Komplexe prasentiert werden
sollten, kann durch die Bindung des N-Ethylmaleimids an ein solches Epitop eine
Verschlechterung der Prasentation nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund des
hohen Proteinverlustes und der mdglicherweise schlechteren Antigenprasentation

wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

3.1.3 Verwendung des Crosslinkers Sulfo-SMCC

Auch im folgenden experimentellen Ansatz wurde der Crosslinker Sulfo-SMCC
verwendet. In diesem Fall wurde die Kopplung jedoch so durchgefliihrt, dass der
Crosslinker zuerst mit den primaren Aminen des Antikorpers reagiert. Nach

Abtrennen des Uberschiussigen Crosslinkers kann der Antikrper mit gebundenem
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Crosslinker (Maleimid-aktivierter Crosslinker) direkt mit den SH-Gruppen des
Proteins reagieren. Dies hat den Vorteil, dass das Protein ohne Vorbehandlung direkt
zur Reaktion zugesetzt werden kann. Damit lasst sich der Verlust an Protein

minimieren.
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1 Maleimid-aktivierter Antikdrper 2

+
Na (,J o
o=s 0= o .
2 N—Q N

: . A : N,

0 O o}
Sulfo-SMCC

Antikérper-Protein-Konjugat

1.: Kopplung NHS-Ester «» Antikdrper (A) 2.: Kopplung Maleimid <> Protein (P)

Abbildung 8: Schema der Kopplungsreaktion unter Verwendung des Crosslinkers
Sulfo-SMCC.

In der ersten Reaktion bindet der Crosslinker an ein primares Amin des Antikorpers (A).
AnschlielRend (2.) wird das Protein (P) Uber seine SH-Gruppe an den Maleimid-aktivierten
Antikorper gekoppelt.

Wie im Schema (Abb. 8) vereinfacht dargestellt, verfugen Antikorper nicht nur Gber
ein primares Amin, sondern Uber mehrere. Diese befinden sich unter Umstanden
auch im Bereich der variablen Regionen. Folglich kénnte die Bindungsfahigkeit des
Antikérpers durch die Kopplung Uber Crosslinker eingeschrankt werden. Deshalb ist
es wichtig, auch die Bindungsfahigkeit der Konjugate zu uberpriufen (s. Kap. 3.1.4).
Dartber hinaus besteht die Madglichkeit, dass sehr komplexe Antikorper-Protein-
Strukturen entstehen, da zum einen auf dem Antikdrper mehrere Amine vorhanden

sind und zum anderen auf dem Protein mehrere SH-Gruppen.

3.1.3.1 Herstellung der Protein-Antikorper-Konjugate

Wahrend und nach der chemischen Kopplung wurden mehrere Untersuchungen der
Ausgangs-, Zwischen- und Endprodukte durchgefuhrt. Vor dem ersten
Reaktionsschritt (1., Abb. 8) wurde die Reaktivitat des NHS-Esters nach Losen des

Crosslinkers wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben getestet. Des Weiteren wurde der
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Ellmantest zur Uberprifung der Funktion der Reaktionspartner des zweiten
Reaktionsschrittes (2., Abb. 8) etabliert.
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Abbildung 9: chemische Kopplung der Proteine an den Antikérper anti-DEC205.

In a), b), d) und e) werden die durch den Ellmantest ermittelten Mengen an SH-Gruppen der
Reaktionspartner gezeigt. In b) und e) wurde vor dem Ellmantest Cystein zugegeben, um die
Reaktivitdt des Maleimid-aktivierten Antikérpers zu testen. c¢) zeigt ein Coomassie-blau
gefarbtes SDS-PAGE-Gel des Antikorpers (leichte (25 kDa) und schwere Kette (50 kDa),
dinne Pfeile; 1), des Tag-Proteins (dicker Pfeil, 82 kDa; 1), des Konjugats (lll) und einen anti-
Tag Western-Blot des Tag-Proteins (IV) und des Konjugats (*; V). f) zeigt ein SDS-PAGE-
Gel nach Proteinsilberfarbung des Antikérpers (leichte (25 kDa) und schwere Kette (50 kDa),
dinne Pfeile; VI), des beta-Gal-Proteins (dicker Pfeil, 116 kDa; VII), des Konjugats (VIII) und
einen anti-beta-Gal Western-Blot des beta-Gal-Proteins (IX) und des Konjugats (*; X). Die
Grolienangaben sind in kDa.

Die Ellmanreagenz oder auch DTNB (5,5 -dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure)) dient zur
Quantifizierung von freien SH-Gruppen in Proteinen, die sich in Losung befinden.
Nach Zugabe der Ellmanreagenz reagiert diese mit SH-Gruppen und bildet
Disulfidbricken aus, wobei TNB (2-nitro-5-thiobenzoesaure) entsteht. Der durch frei
werdendes TNB entstandene Farbumschlag lasst sich photometrisch bei 412 nm
messen und ist gegen eine Cystein-Standardkurve quantifizierbar. Durch die

Anwendung des Ellmantests konnte Uberpruft werden, ob das Protein SH-Gruppen in
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reduzierter Form aufweist, bzw. ob der Antikorper frei von reaktiven SH-Gruppen ist.
Sowohl bei Tag (Abb. 9a) als auch bei beta-Gal (Abb. 9d) lie3en sich reduzierte SH-
Gruppen nachweisen, wahrend der Antikérper und der Maleimid-aktivierte Antikérper
keine Reaktivitat zeigten. Die Reaktivitat des Konjugats (Abb. 9a) ist darauf
zuruckzufihren, dass mehr SH-Gruppen vorhanden waren, als vom Crosslinker
gebunden werden konnten.

Zusatzlich wurden die gleichen Proben parallel nach Zugabe von 1 mM Cystein
gemessen. Dies diente zur Ermittlung der Menge des gebundenen Crosslinkers bzw.
der Reaktivitat des Maleimids des Antikorper-gebundenen Crosslinkers. Der
Uberschussige, nicht gebundene Crosslinker wurde vor der Messung abgetrennt.
Das reaktive Maleimid bindet einen Teil des zugegebenen Cysteins, sodass dieses
fur den anschlieBenden Ellmantest nicht mehr als Reaktionspartner zur Verfigung
steht. Wahrend der nicht-aktivierte Antikorper den Ausgangswert von ca. 1 mM zeigt
(anti-DEC205, Abb. 9b und e), weisen die Maleimid-aktivierten Antikorper (anti-
DEC205+Sulfo-SMCC, Abb. 9b und e) einen reduzierten Wert zwischen 0,6 und 0,8
mM auf und zeigen somit eine gute Reaktivitat flr die anschlieRende Kopplung des
Proteins. Der erhohte Wert der Proteine (Tag, Abb. 9b, beta-Gal, Abb. 9e) resultiert
aus der Addition der Protein-eigenen SH-Gruppen und der SH-Gruppen des
zugegebenen Cysteins.

Das SDS-PAGE-Gel des anti-DEC205-Tag-Konjugats (lll; Abb. 9c) zeigt mehrere
Banden oberhalb der ursprianglichen Proteinbande (82 kDa), die auf die Kopplung
des Proteins an eine leichte oder schwere Ketten des Antikorpers, aber auch auf
komplexe Antikorper-Protein-Gebilde (>150 kDa) hindeuten. Diese Bandenstruktur
findet sich auch im Tag-Protein-spezifischen Western-Blot wieder (IV/V; Abb. 9c).
Das anti-DEC205-beta-Gal-Konjugat zeigt ahnliche Strukturen im SDS-PAGE-Gel
(VI-VIII; Abb. 9f) und im beta-Gal-spezifischen Western-Blot (IX/X; Abb. 9f).

3.1.3.2 Herstellung der Peptid-Antikorper-Konjugate

Im Mausstamm C57BI/6 ist das von MHC | (H-2°) prasentierte Epitop des ,Large T
Antigens (Tag-Protein), das TaglV-Epitop (TaglV(s0s-411): VVYDFLKC) bekannt.
Daruber hinaus ist bekannt, dass der Austausch der letzten Aminosaure Cystein (C)
durch ein Leucin (L) zu einer verbesserten Bindung des Epitops an das MHC-
Molekul und somit zu einer besseren Prasentation bzw. Immunogenitat des Peptids
filhrt (-> TaglViosa11: cs1). VVYDFLKL)." Fiir die bereits etablierte Kopplungs-
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methode (Kap. 2.1.3.3) ist eine SH-Gruppe eines Cysteins notwendig, um ein Protein
oder Peptid an den Maleimid-aktivierten Antikdrper koppeln zu kénnen. Da nach
Austausch des Cysteins im Peptid TaglV 04411, c->L) kein Cystein mehr vorhanden
war wurden zusatzlich verlangerte Versionen der Peptide zur Kopplung eingesetzt.
Die Peptidvarianten wurden N-terminal bis zum nachsten im Protein vorkommenden
Cystein verlangert (TaglVsees11): CLLPKMDSVVYDFLKC; TaglV(zes411; c-sL):
CLLPKMDSVVYDFLKL).

Die Cystein-haltigen Peptide TaglV (40s4-411), TaglV(3e6-411) und TaglV(sgs-411; c->L) wurden
jeweils an den Antikdrper anti-DEC205, wie in Kap. 2.1.3.3 beschrieben, chemisch
gekoppelt. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis der Kopplung des Peptids TaglV zgs.411)
an den Antikorper anti-DEC205. Die Kopplungen der beiden anderen Peptide zeigten
vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 10: chemische Kopplung der Peptide an den Antik6rper anti-DEC205.

In a) und b) werden die durch den Elimantest ermittelten Mengen an SH-Gruppen der
Reaktionspartner gezeigt. In b) wurde vor dem Ellmantest Cystein zugegeben, um die
Reaktivitdt des Maleimid-aktivierten Antikorpers zu testen. c) zeigt ein SDS-PAGE-Gel nach
Proteinsilberfarbung des Antikorpers (leichte (25 kDa) und schwere Kette (50 kDa), Pfeile; 1)
und des TaglV-Peptid-Konjugats (*; II).

Wie in Kapitel 3.1.3.1 bereits naher beschrieben wurde auch hier der Ellmantest zur
Analyse der Reaktivitat der einzelnen Reaktionspartner des zweiten Reaktions-
schrittes (Abb. 8) durchgeflhrt. Das TaglV-Peptid zeigt eine sehr gute Reaktivitat
seiner SH-Gruppen (Abb. 10a). Beim nicht-aktivierte Antikorper ist das zugegebene
Cystein vollstandig wiederzufinden (ca. 1 mM, anti-DEC205, Abb. 10b), wahrend der
Maleimid-aktivierte  Antikdrper (anti-DEC205+Sulfo-SMCC, Abb. 10b) einen
reduzierten Wert von rund 0,8 mM aufweist und somit eine gute Reaktivitat flr die

anschlieRende Kopplung des Peptids zeigt. Der erhohte Wert des Peptids (TaglV,
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Abb. 10b) resultiert aus der Addition der Peptid-eigenen SH-Gruppen und der SH-
Gruppen des zugegebenen Cysteins.

Das SDS-PAGE-Gel zeigt die leichte (25 kDa) und schwere Kette (50 kDa) des
Antikorpers (I, Abb. 10c) und das Konjugat (I, Abb. 10c). Beim Konjugat ist eine
Verbreiterung der Banden der leichten und der schweren Kette des Antikdrpers nach
oben um mehrere tausend Dalton erkennbar, was den Schluss zuldsst, dass sowohl
an die schweren wie auch an die leichten Ketten des Antikorpers mehrere Peptide

(~2 kDa) gekoppelt wurden.

3.1.4 Bindung der Konjugate
Wie schon in Kapitel 3.1.3 erwahnt besteht prinzipiell die Mdglichkeit, dass durch die

relativ unspezifische Kopplung des Proteins an den Antikorper die variablen
Regionen des Antikorpers ihre Fahigkeit verlieren, Antigen zu binden. Deshalb
wurden verschiedene Bindungsstudien mit den Konjugaten durchgefuhrt, um zu
untersuchen, inwieweit die neuen Konjugate an DEC205-exprimierende DCs binden

konnen.

3.1.4.1 Bindung der Konjugate in vitro

Zu Beginn wurden die hergestellten Konjugate auf ihre Fahigkeit, an
Lymphknotenzellen zu binden, hin untersucht. Dazu wurden isolierte Lymphknoten-
zellen mit anti-DEC205-Antikorper bzw. mit den Konjugaten inkubiert und im
Anschluss mit FITC-markierten Sekundarantikorpern gefarbt. Des Weiteren wurden
die Zellen mit einem PE-markierten anti-CD11c-Antikdrper gefarbt und anschlieRend
im Durchflusszytometer analysiert. Wurde nun auf die CD11c-positive Population
,gegated®, zeigte sich eine vergleichbare Bindung des Protein-Konjugats und des
ungekoppelten Antikorpers. 61% der CD11c-positiven Zellen sind DEC205-positiv
(Abb. 11a). Und mit 62% positiven Zellen fur das Protein-Konjugat zeigt dieses eine
ebenso gute Bindung (Abb. 11b). Mit dem Peptid-Konjugat hingegen wurden nur
37% der Zellen angefarbt (Abb. 11c). Diese verminderte Bindung konnte dadurch
erklart werden, dass, wie in Kapitel 3.1.3.2 gezeigt, mehrere Peptide an einen
Antikérper gekoppelt sind. Dadurch konnte das Bindungsverhalten des Peptid-
Konjugats beeintrachtigt sein, wenn Peptide auch nahe der Bindungsregion

gekoppelt worden sind. Andererseits kann aber auch die dreidimensionale Struktur
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des Antikorpers durch das ,Crosslinken® so sehr verandert sein, dass der

Sekundarantikérper das anti-DEC205-Peptid-Konjugat nicht mehr so stark bindet.
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Abbildung 11: Bindung der Konjugate auf dendritischen Zellen.

FACS-Farbungen von CD11c-positiven Lymphknotenzellen (a-c). Vergleich der Bindung des
Protein-Konjugats (b) und des Peptid-Konjugats (¢) mit dem ungekoppelten Antikérper (a).
FACS-Farbungen von Milzzellen (d-f), jeweils CD11c"™"/CD8" (e und f). Vergleich der
Bindung des Protein-Konjugats (e) mit dem ungekoppelten Antikérper (f). Die Antikorper
bzw. Konjugate wurden mit einem FITC-markierten Sekundarantikérper gefarbt.

Im Weiteren wurden fur die Bindungsversuche Milzzellen verwendet, die zusatzlich
zu CD11c noch fur CD8 gefarbt wurden. Es ist bekannt, dass unter den CD11c- und
CD8-doppeltpositiven Zellen (CD11c""/CD8*) besonders viele DEC205-expri-
mierende dendritische Zellen sind®? und sich diese Subpopulation deshalb besonders
gut fur Bindungsstudien eignet. Diese Subpopulation ist in Abbildung 11d) gezeigt.
77% dieser Zellen sind DEC205-positiv (Abb. 11e). Wie schon mit den
Lymphknotenzellen gezeigt werden konnte, bindet auch hier das Protein-Konjugat an
die CD11c""/CD8* Milzzellen mit vergleichbaren Ergebnissen, wie sie mit den

ungekoppelten Antikdrpern erzielt werden (76%, Abb. 11f).



Ergebnisse 69

3.1.4.2 Bindung der Konjugate auf Lymphknotenschnitten
Zusatzlich zu den FACS-Farbungen wurden auch Lymphknotenschnitte mit DEC205-

Antikdrpern und den Konjugaten gefarbt, um das Bindungsverhalten der Konjugate
an dendritische Zellen in situ mit dem der ungekoppelten Antikdrper zu vergleichen.
Auf Gefrierschnitten der Lymphknoten zeigt sich im Vergleich mit dem Protein-
Konjugat (Abb. 12b) eine etwas intensivere Farbung, wenn der ungekoppelte
Antikorper eingesetzt wird (Abb. 12a). Bei der Farbung mit Peptid-Konjugat (Abb.
12c) sind zwar ahnlich viele Zellen positiv wie beim Protein-Konjugat, jedoch ist die
Farbung etwas weniger intensiv, ahnlich den Ergebnissen, die mit den FACS-
Farbungen erzielt wurden. Lymphknotenschnitte, die nur mit Sekundarantikbrper
behandelt wurden, zeigten keine Farbung.

Die Ergebnisse zeigen, dass die hergestellten anti-DEC205-Konjugate an

dendritische Zellen in situ binden konnen.

Abbildung 12: Bindung der Konjugate auf Lymphknotenschnitten.

Die Abbildung zeigt die Bindung des anti-DEC205-Antikérpers (a), des anti-DEC205-Tag-
Konjugats (b) und des anti-DEC205-TaglV-Konjugats (c¢) auf Gefrierschnitten von
Lymphknoten. Die gebundenen Antikérper bzw. Konjugate wurden mit FITC-markiertem
Sekundarantikorper gefarbt und unter gleichen Bedingungen aufgenommen (20-fache
Vergrolierung).

3.1.5 Immunogenitat der Antikorper-Konjugate

Neben der spezifischen Bindung der Konjugate (Kap. 3.1.4) steht die Funktionalitat
im Vordergrund. Ziel war es mittels DC-gerichteter Immunisierung mit anti-DEC205-
Konjugaten eine madglichst effektive und antigenspezifische Immunantwort
auszulosen. Dies wurde in verschiedenen in vivo und ex vivo-Versuchen, wie im

Folgenden gezeigt, getestet.
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3.1.5.1 Induktion antigenspezifischer ,Kill“-Aktivitat in vivo

Mit dem sogenannten ,in vivo kill assay“ ist es mdglich eine Aussage uber die
Effektorfunktion von generierten CD8-positiven T-Zellen zu treffen. Im Speziellen
wird hierbei die Fahigkeit Peptid-beladene Zielzellen abzutéten getestet.

Fir die Durchfiihrung des Assays wurden eine Woche nach der Immunisierung von
Mausen Milzzellen aus naiven Mausen mit dem Peptid beladen, gegen das zuvor
immunisiert wurde. Durch die anschlieende Farbung der Zellen mit CFSE war es
mdglich, die Zellen nach Injektion und der Isolation nach 24 Stunden wieder zu
identifizieren. Zusatzlich wurden als Referenz nicht beladene Zellen injiziert, die mit
einer anderen CFSE-Konzentration gefarbt wurden. Dadurch lieBen sich
anschlielend die zwei unterschiedlich stark CFSE-positiven Populationen im
Durchflusszytometer getrennt nachweisen. Die prozentuale Abnahme der Peptid-
gepulsten gegenuber den nicht-beladenen Zellen lasst eine Aussage uber die ,Kill*-
Aktivitdat der induzierten Effektorzellen und somit Uber die Effektivitat der
Immunisierung zu.

In einem experimentellen Ansatz wurde zusatzlich zum antigenspezifischen Peptid
ein unspezifisches Kontrollpeptid eingesetzt (Abb. 13a). Zu Beginn wurde jeweils drei
C57Bl/6-Mausen einmalig 5 ug Tag-Protein (lll) oder 5 pg anti-DEC205-Tag-
Konjugat (1V), jeweils plus 50 ug CpG und 50 pg poly I:C s.c. injiziert. Als Kontrollen
dienten unbehandelte (1) oder nur mir CpG und poly |:C behandelte Mause (II). Eine
Woche nach der Immunisierung wurden den Mausen drei unterschiedlich stark
CFSE-gefarbte Milzzell-Populationen zu gleichen Teilen (jew. 1x10” Zellen) injiziert.
Eine Population wurde nicht beladen (CFSEniw), eine wurde mit dem
antigenspezifischen TaglV-Peptid (H-2K®) beladen (CFSEne) und eine Population
wurde mit dem beta-Gal-Kontrollpeptid (H-2K®) beladen (CFSEhiedrig), gegen das
zuvor nicht immunisiert wurde. 24 Stunden nach der Injektion wurden die
Lymphknoten- und die Milzzellen der Mause isoliert und die CFSE-positiven Zellen
gemessen. Anschlielend wurde die prozentuale Abnahme der Peptid-beladenen
Zellen gegenuber den nicht-beladenen Zellen ermittelt. Dabei konnte eine deutliche
Reduktion der TaglV-beladenen Zell-Population nach Tag-Protein- und nach anti-
DEC205-Tag-Konjugat-Immunisierung festgestellt werden. In den Kontrollgruppen
konnte keine Verminderung der Zellzahlen gegenuber den unbeladenen Zellen
festgestellt werden (Abb.13a).
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Abbildung 13: Induktion antigenspezifischer , Kill“-Aktivitat in vivo mit verschiedenen
Immunisierungsmethoden.

Den Mausen wurden eine Woche nach der Immunisierung (wie angegeben) mit Peptid
beladene und CFSE gefarbte Milzzellen injiziert. 24 Stunden nach der Injektion wurden die
Zellen der drainierenden Lymphknoten und gegebenenfalls der Milz isoliert und auf ihre
CFSE-Farbung im Durchfusszytometer untersucht. a) Vergleich der Protein-Konjugat-
Immunisierung (V) mit der Protein-Immunisierung (Il) bei C57BI/6-Mausen. Als Kontrollen
dienten nicht immunisierte () und nur mit CpG/poly I:C behandelte Mause (ll). Die injizierten
Milzzellen wurden mit dem antigenspezifischen TaglV (schwarzes Symbol) oder mit dem
unspezifischen beta-Gal Peptid (offenes Symbol) beladen (links, Lymphknoten/rechts, Milz).
b) Vergleich der Injektion von aktivierten BMDCs (Il) mit der Protein-Konjugat-Immunisierung
(IV) und der Protein-Immunisierung (lll; alle C57BI/6; links, Lymphknoten/rechts, Milz). c)
Vergleich der Peptid- (VII-IX) und Protein-Konjugat-Immunisierung (II) mit der Peptid- (IlI-V1)
und Protein-Immunisierung (I; alle C57BI/6). Beladung der Zielzellen mit TaglVos-411.c-1)
(links) oder TaglVos411) (rechts). d) Vergleich der Injektion von aktivierten BMDCs (IV) mit
der Protein-Konjugat-Immunisierung (V) und der Peptid- (II) und Protein-Immunisierung (lll)
bei C3H-Mausen.
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Das Gleiche qilt fur die Kontrollpeptid-Population in allen vier Gruppen. Somit konnte
gezeigt werden, dass nach Tag-Protein und anti-DEC205-Tag-Konjugat-Behandlung
eine Antigen-spezifische Immunantwort ausgeldost wurde, da weder nach der
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems mit CpG/poly I:C (Ill) noch nach
Injektion von Kontrollpeptid-beladenen Zellen (beta-Gal), in den Lymphknoten (Abb.
13a, links) und in der Milz (Abb. 13a, rechts) eine Verminderung der Anzahl der
Peptid-beladenen Zellen gegenlber der Kontrollpopulation festzustellen war.

In einem weiteren Versuch wurde die Protein- und die Konjugat-Immunisierung mit
der Injektion antigenspezifisch aktivierter dendritischer Zellen (DCs) verglichen (Abb.
13b). Jeweils drei C57BIl/6-Mausen wurden 5 ug Tag-Protein plus 50 pg CpG (lll)
oder 5 pg anti-DEC205-Tag-Konjugat plus 50 ug CpG (V) injiziert oder blieben
unbehandelt (1). Einer weiteren Gruppe wurden 2x10° TaglV-Peptid gepulste und
CpG-akivierte BMDCs (,bone marrow derived dendritic cells®) i.v. injiziert (ll). Eine
Woche nach der jeweiligen Behandlung wurden den Mausen TaglV-Peptid-beladene
(CFSEhoch) und nichtbeladene Milzzellen (CFSEqieaig) aus naiven Mausen injiziert
und nach 24 Stunden aus den Lymphknoten und der Milz isoliert. Sowohl in den
drainierenden Lymphknoten (Abb. 13b, links) als auch in der Milz (Abb. 13b, rechts)
zeigen die Peptid-beladenen Zellen in allen drei behandelten Gruppen eine
Verminderung der Zellzahlen, die vergleichbar mit den Ergebnissen ist, die mit nicht-
beladenen Zellen erzielt wurden.

Des Weiteren wurden die Protein- und die Protein-Konjugat-Immunisierung mit der
Peptid- und der Peptid-Konjugat-Immunisierung verglichen (Abb. 13c). Dafur wurden
jeweils drei C57BI/6-Mause mit 5 ug Tag-Protein (1), 5 ug anti-DEC205-Tag-Protein-
Konjugat (II), 50 ug TaglV-Peptid (llI-VI; vier verschiedene Varianten, siehe dazu
Kap. 3.1.3.2), 5 yug anti-DEC205-TaglV-Peptid-Konjugat (VII-IX; drei verschiedene
Varianten, siehe dazu Kap. 3.1.3.2), alle plus 50 ug CpG (I-1X) injiziert oder blieben
unbehandelt (X). Nach einer Woche wurden den Mausen jeweils 1x107 Milzzellen
aus naiven Mausen injiziert, die entweder mit TaglV(s0s-411)-Peptid (CFSEniedrig), mit
TaglVos-411.c--Peptid (CFSEnocn) beladen oder nur mit CFSE gefarbt wurden
(unbeladen; CFSEnite). Nach 24 Stunden wurden die Zellen aus den Lymphknoten
isoliert und im Durchflusszytometer gemessen. Hierbei zeigte sich eine wesentlich
starkere Reduktion der Anzahl der Zielzellen nach Peptid-Immunisierung verglichen

mit den Protein- und den Konjugat-Immunisierungen (Abb. 13c). Dabei wurden die
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TaglV(s04-411.c-L)-Peptid-beladenen Populationen (Abb. 13c, links) starker reduziert als
die TaglV4e4-411)-Peptid-beladenen (Abb. 13c, rechts).

Zusatzlich zu den Versuchen mit C57BIl/6-Mausen (Abb. 13a-c) wurde ein Versuch
mit C3H-Mausen durchgefuhrt (Abb. 13d). Dafur wurden jeweils drei C3H-Mausen
jeweils 100 ug TCR1-Peptid und TCR8-Peptid (TCR-CD8) (lIl), 50 ug Tag-Protein (lll)
oder 5 ug anti-DEC205-Tag-Konjugat (V), jeweils plus 50 ug CpG injiziert oder
blieben unbehandelt (I). Einer weiteren Gruppe wurden 2x10° zuvor Peptid-gepulste
(TCR1- und TCR8-Peptid) und CpG-aktivierte BMDCs injiziert. Eine Woche nach der
jeweiligen Behandlung wurden den Mausen TCR8-Peptid-beladene (CFSEpqn) und
nichtbeladene Milzzellen (CFSEiearig) aus naiven Mausen injiziert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen aus den Lymphknoten (Abb. 13d, links) bzw. aus der Milz (Abb.
13d, rechts) isoliert und im Durchflusszytometer gemessen. Hier zeigen die Zielzellen
der Protein- und der Protein-Konjugat-immunisierten Mause eine deutlichere
Verminderung in ihrer Anzahl im Vergleich zu den Peptid-immunisierten Mausen
oder den Mausen, die mit BMDC immunisiert wurden. Dabei ist anzumerken, dass,
verglichen mit anti-DEC205-Tag-Konjugat, die zehnfache Menge an Tag-Protein zur
Immunisierung eingesetzt wurde.

Abschliefend kann gesagt werden, dass mit dem anti-DEC205-Tag-Konjugat eine
mit den anderen Immunisierungsmethoden vergleichbare ,Kill“-Aktivitat induziert
werden konnte. Die Peptid-Immunisierung der C57BI/6-Mause brachte vergleichend
mit den anderen Immunisierungsmethoden die starkste ,Kill*-Aktivitat. Im C3H-
Mausstamm hingegen zeigte das anti-DEC205-Tag-Konjugat gegenuber dem Peptid-
Gemisch eine wesentlich bessere Wirkung, obwohl die 40-fache Menge an Peptid

gegenuber dem Konjugat eingesetzt wurde.

3.1.5.2 Induktion einer antigenspezifischen Inmunantwort nach

Immunisierung mit anti-DEC205-Konjugaten

Zur Ermittlung der Interferon-gamma- (IFN-gamma) Produktion nach Konjugat-
Immunisierung wurde ein IFN-gamma-ELISPOT durchgefuhrt. Dabei kamen zwei
unterschiedliche anti-DEC205-Konjugate zum Einsatz, um die Antigenspezifitat der
Konjugat-Immunisierung zu Uberprifen.

Es wurde mit jeweils 5 ug anti-DEC205-Tag-Konjugat, 5 ug anti-DEC205-beta-Gal-
Konjugat oder mit je 5 ug der unkonjugierten Proteine Tag oder beta-Gal immunisiert

(alle plus 50 pg CpG und 50 ug poly I:C). Zur Kontrolle blieben die Mause
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unbehandelt oder es wurde zur unspezifischen Aktivierung des Immunsystems nur
CpG und poly I:C injiziert (Abb. 14). Nach einer Woche wurden die Milzzellen isoliert
und entweder mit TaglV-Peptid plus IL-2 oder beta-Gal-Peptid plus IL-2 fur 24
Stunden restimuliert. Zur Kontrolle wurde nur IL-2 zugegeben (neg).

100 - IFN-gamma-ELISPOT

80 - Oneg
@ beta-Gal 96-103

| TaglV 404-411

counts

unbehandelt  nur CpG/poly I:C beta-Gal anti-DEC205- Tag anti-DEC205-
beta-Gal Tag

Abbildung 14: Antigenspezifische Aktivierung der Effektorzellen nach Konjugat-
Behandlung.

Eine Woche nach der Immunisierung mit beta-Gal-Protein, anti-DEC205-beta-Gal-Konjugat,
Tag-Protein oder anti-DEC205-Tag-Konjugat wurden die Milzzellen isoliert und fir 24
Stunden mit beta-Gal(gs-103) plus IL-2 oder TaglV o4-411) plus IL-2 restimuliert (neg: nur Zugabe
von IL-2). Unbehandelte oder nur mit CpG/poly I:C behandelte Mause dienten als Kontrolle.
Angegeben ist die Anzahl der IFN-gamma-positiven T-Zellklone (jew. 1x10° Zellen; n=3)
nach Restimulation wie angegeben.

Nach der Restimulation wurden die IFN-gamma-produzierenden T-Zellen in den
Kulturen Uber IFN-gamma-Antikorper, einer Peroxidase und DAB-Substrat sichtbar
gemacht und gezahlt. Die Kontrollen zeigen keine erhdhte Anzahl an IFN-gamma-
produzierenden T-Zellen (unbehandelt/nur CpG/poly |:C, Abb. 14). Nach beta-Gal-
Immunisierung zeigt sich eine leicht erhdhte Anzahl an IFN-gamma-produzierenden
T-Zellen, wenn diese mit beta-Gal-Peptid restimuliert wurden, verglichen mit der
TaglV-Peptid-Restimulation oder den nicht restimulierten Zellen. Dies gilt auch nach
anti-DEC205-beta-Gal-Immunisierung, wobei hier die Werte héher sind. Ahnlich ist
es nach der Tag- bzw. anti-DEC205-Tag-Immunisierung. Jedoch sind hier,
entsprechend der Immunisierung, die Anzahl der IFN-gamma-produzierenden T-
Zellklone nach TaglV-Peptid-Restimulation, vor allem nach anti-DEC205-Tag-

Immunisierung deutlich erhoht.
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Hiermit konnte gezeigt werden, dass mit den Konjugaten das Immunsystem
antigenspezifisch aktiviert wurde. Dartber hinaus induzierten beide Konjugate eine

verbesserte Immunantwort, im Vergleich zu den jeweils unkonjugierten Proteinen.

3.1.5.3 Proliferation in vivo nach anti-DEC205-Tag-Behandlung

Im Mausstamm C3H sind sowohl das auf MHC | als auch das auf MHC II
prasentierte Epitop des Tag-Proteins bekannt. Daruber hinaus sind T-Zellrezeptor-
transgene Mause verfugbar, die mit ihrem transgenen T-Zellrezeptor (TCR) den Tag-
Peptid-MHC |-Komplex (=> TCR-CD8) oder den Tag-Peptid-MHC II-Komplex (=>
TCR1) erkennen. Mit Hilfe der TCR-transgenen Zellen dieser Tiere wurde in dem im
Folgenden beschriebenen experimentellen Ansatz die Proliferation der CD4- und der
CD8-positiven T-Zellen nach der Konjugat-Immunisierung bestimmt. Mit Hilfe einer
CFSE-Farbung der Zellen lasst sich die Starke der Proliferation bestimmen, da sich
bei jeder Teilung die Menge an CFSE gleichmaliig auf die Tochterzellen verteilt und
somit halbiert. Je geringer also die CFSE-Intensitat ist, desto 6fter haben sich die
Zellen geteilt. Zusatzlich wurden die Zellen mittels einer intrazellularen FACS-
Farbung fur IFN-gamma gefarbt. Anhand der IFN-gamma-Expression kann eine
Aussage uber die Effektorfunktion der proliferierten Zellen gemacht werden.

Zu Beginn wurden die T-Zellen aus den T-Zellrezeptor-transgenen Mausen isoliert
und Uber magnetische Zellseparation aufgereinigt. Die CD4-Zellen wurden aus den
TRC1-Mausen isoliert, die CD8-Zellen aus den TCR-CD8-Mausen. Dabei trugen ca.
zehn Prozent der CD4-positiven Zellen und ca. 90 Prozent der CD8-positiven Zellen
den transgenen T-Zellrezeptor. Die isolierten Zellen wurden nach der CFSE-Farbung
in naive Mause i.v. injiziert, wobei jeweils 1x10° TCR-transgene Zellen pro Zelltyp
und Maus injiziert wurden. Am darauf folgenden Tag wurden jeweils drei Mause mit 5
Mg oder 50 ug Tag-Protein oder 5 ug anti-DEC205-Tag-Konjugat, jeweils plus 50 g
CpG, immunisiert. Als Positivkontrolle wurde eine Maus mit jeweils 100 uyg TCR1-
und TCR-CD8-Peptid plus 50 pg CpG immunisiert (Peptid-Mix). Eine nach dem T-
Zell-Transfer nicht weiter behandelte Maus diente als Negativkontrolle. Nach
weiteren 46 Stunden wurden die Zellen der drainierenden Lymphknoten (axial und
brachial) isoliert, fir IFN-gamma gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
Dabei wurden die Proliferation und die IFN-gamma-Produktion der TCR-transgenen,
CFSE-positiven CD4- bzw. CD8-positiven T-Zellen bestimmt. Wahrend die CD4-

postiven Zellen der unbehandelten Maus kaum proliferierten (14%), proliferierten fast
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Abbildung 15: Antigenspezifische Proliferation und IFN-gamma-Produktion der T-
Zellen nach DC-gerichteter Immunisierung.

Nach Transfer der CFSE-gefarbten, T-Zellrezeptor-transgenen CD4 (TCR1) und CD8-
positiven (TCR-CD8) T-Zellen wurden die Mause mit 5 ug oder 50 ug Tag-Protein oder 5 ug
anti-DEC205-Tag-Konjugat immunisiert. Als Negativkontrolle diente eine nicht immunisierte
Maus nach T-Zelltransfer (Kontrolle). Als Positivkontrolle diente eine Maus, die nach T-
Zelltransfer mit jeweils 100 ug TCR1- und TCR-CD8-Peptid immunisiert wurde (Peptid-Mix).
a) Proliferation der TCR-transgenen, CFSE-positiven CD4- (oben) und CD8-T-Zellen (unten)
nach Behandlung wie angegeben. b) IFN-gamma-Produktion und Proliferation der TCR-
transgenen, CFSE-positiven T-Zellen (CD4, oben/CD8, unten). ¢) Proliferation der TCR-
transgenen, CFSE-positiven T-Zellen (CD4, oben/CD8, unten; flr Protein- und Konjugat-
Immunisierte, n=3). d) IFN-gamma-Produktion der TCR-transgenen, proliferierenden/
CFSEiearig-positiven T-Zellen (% IFN-gamma+, links und mittlere Fluoreszenz-Intensitat
(MF1), rechts; CD4, oben/CD8, unten; fir Protein- und Konjugat-Immunisierte, n=3. *P<0,05).
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alle CD4-postiven Zellen der behandelten Mause (99%, Abb. 15a, oben). Bei den
CD8-positiven Zellen zeigte die Kontrolle ebenfalls keine nennenswerte Proliferation
(3%), wahrend bei der Positivkontrolle nahezu alle Zellen proliferierten (99%, Abb.
15a, unten). Ungefahr drei Viertel der CD8-positiven Zellen der mit 50 pg Tag
behandelten Mause proliferierten, wahrend es bei den Mausen, die mit 5 ug Tag und
5 ug anti-DEC205-Tag behandelt wurden, weniger waren. Die Ergebnisse der
Proliferation der T-Zellen aller untersuchten Mause sind in Abbildung 15c)
zusammengefasst (n=3 fur 5 ug Tag, 50 ug Tag und 5 ug anti-DEC205-Tag).
Wahrend nach Peptid- und Protein-Immunisierung weniger als ein Viertel der CD4-
positiven Zellen IFN-gamma produzierten, waren es nach DC-gerichteter
Immunisierung mit anti-DEC205-Tag rund die Halfte (Abb. 15b, oben). Die
Ergebnisse der IFN-gamma-Produktion der T-Zellen aller untersuchten Mause sind in
Abbildung 15d) zusammengefasst (n=3 fur 5 yg Tag, 50 yg Tag und 5 pg anti-
DEC205-Tag). Hierbei sind zum einen die IFN-gamma-positiven, proliferierten T-
Zellen in Prozent angegeben (% IFN-gamma+, links), zum anderen die mittlere
Fluoreszenz-Intensitat (MFI, rechts).

In Abbildung 15b) (unten) und in der Zusammenfassung (Abb. 15d, unten) ist die
IFN-gamma-Produktion der CD8-positiven Zellen gezeigt. Betrachtet man die
proliferierten Zellen, so zeigen nahezu alle Zellen der behandelten Mause eine IFN-
gamma-positive Farbung (Abb. 15d, unten links), wobei die CD8-postiven T-Zellen
nach anti-DEC205-Tag-Immunisierung die hochste mittlere Fluoreszenz-Intensitat
aufweisen (Abb. 15d, unten rechts).

Die gemessene Proliferation der CD4- und der CD8-positiven T-Zellen ist nach der
anti-DEC205-Tag-Immunisierung vergleichbar mit den Ergebnissen, die nach
Immunisierung mit der gleichen Menge Tag-Protein erzielt wurden. Die DC-gerichtete
Immunisierung mit anti-DEC205-Tag induziert jedoch eine hdhere, im Fall der CD4-
positiven T-Zellen eine sogar signifikant héhere IFN-gamma-Produktion gegenlber
der Peptid- oder der Protein-Immunisierung, selbst wenn davon die zehnfache (50 ug

Tag) oder 40-fache Menge (200 ug Peptid-Mix) verabreicht wurde.
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3.2 Tumorexperimente

3.2.1 Transplantierbare Tumormodelle

In den Vakzinierungsuntersuchungen kamen verschiedene transplantierbare
Tumoren zum Einsatz. Sie wurden alle subkutan appliziert, was die Beobachtung des
Tumor-wachstums ermdglichte. Mit der Behandlung der Tumoren wurde erst
begonnen, nachdem sie deutlich sichtbar waren, um eine therapeutische Situation zu
imitieren (s. Abb. 16). Das Fortschreiten des Tumorwachstums wurde alle zwei bis
drei Tage mit einem Messschieber ermittelt und das Tumorvolumen mit der Formel
»Tumorvolumen [mm?3 = Lange x Breite? x 0,52 berechnet. Nach Uberschreiten
eines Tumorvolumens von 600 mm?* wurden die Mause getdtet. Die Daten wurden
sowohl als Wachstumskurven als auch als Uberlebenskurven analysiert.

a) b)

Abbildung 16: TumorgroRe zu Beginn der Behandlung.
a) RMA-Tag-Tumor. b) B16-Tag-Tumor.

3.2.1.1 Aktivierung der dendritischen Zellen

Fir die im Folgenden beschriebenen Tumorexperimente wurden gemeinsam mit der
Gabe des Tumorantigens die dendritischen Zellen aktiviert, um eine Immunantwort
auszulésen und Toleranzausbildung, die durch unreife DCs geférdert wird, zu
verhindern.

Die fur die Aktivierung der dendritischen Zellen eingesetzten Substanzen CpG und
poly I:C wurden in einer BMDC-Kultur (,bone marrow derived dendritic cells®) in vitro
getestet. Am Tag 6 einer BMDC-Kultur wurde dieser 50 pg/ml CpG und 50 ug/ml poly
I:C zugegeben. Zum Zeitpunkt 0, also vor Zugabe der aktivierenden Substanzen,

waren die BMDCs noch im unreifen Zustand, was sich durch die niedrige Expression



Ergebnisse 79

der Reifungsmarker CD80 (7% der CD11c") und CD86 (10% der CD11c", Abb. 17a)
aullert. Bereits nach sechs Stunden verdoppelt sich die Anzahl der CD80- bzw. der
CD86-positiven Zellen. Nach 24 Stunden sind 42% der Zellen CD80-positiv und 56%
CD86-positiv. Die Zahl der MHC Il-positiven Zellen innerhalb der CD11c-positiven
Population nimmt zwar nicht so stark zu (von 58% auf 70%, Abb. 17a), aber es bildet
sich bereits nach sechs Stunden eine stark MHC ll-positive Population heraus, die

sich nach 24 Stunden weiter von den schwach MHC lI-positiven abhebt.

a)
Oh
6 h
24h ¢
c
=}
o
(3]
MHC Ii cD80 - cD86
b) cD11c cD4 cDs8
4% % ' 2%
2
o
[
TTITI TTTTTm] IIIIIIII IIIIIIII TTTTI IIIIIIII
Q 88%
~ 28% 3%
>
8 ¢
=
2 3
o
MHC Il ~ cD8o "~ cD86 "~ CcD69 ~ CD69

Abbildung 17: Aktivierung der dendritischen Zellen in vitro und in vivo.

a) Zu einer Knochenmarks-DC-Kultur (Tag 6) wurden jeweils 50 ug/ml CpG und poly I:.C
zugegeben (0h) und nach 6 und 24 Stunden die Reifung der CD11c-positiven
Knochenmarks-DCs anhand der Oberflachenmolekiile MHC 1, CD80 und CD86 untersucht.
In b) wurden C57BI/6-Mause mit CpG und poly I:C behandelt (jeweils 50 pg s.c.) oder
blieben als Kontrolle unbehandelt (naiv). Die dendritischen Zellen und die T-Zellen der
drainierenden Lymphknoten wurden anhand der Oberflachenmolekiile MHC II, CD80, CD86
bzw. CD69 auf ihre Reifung bzw. ihren Aktivierungszustand hin untersucht (n=3).
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Daruber hinaus wurden die eingesetzten Substanzen CpG und poly |:C auch in vivo
getestet. Dafur wurde, wie auch in den folgenden Tumorexperimenten, den Mausen
50 pg CpG und 50 ug poly I:C subkutan injiziert. Nach funf Tagen erfolgte eine
weitere Injektion und nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen der drainierenden
Lymphknoten analysiert. Als Kontrolle dienten naive Mause. Wie in Abbildung 17b zu
sehen ist, nimmt die Anzahl der MHC ll-positiven DCs nicht signifikant zu, jedoch ist
im Histogramm eine Zunahme der mittleren Fluoreszenz-Intensitat von MHC II-
positiven Zellen erkennbar. Die Reifungsmarker CD80 und CD86 zeigen eine
deutlich hohere Expression in den CpG/poly I:C-behandelten Mausen, verglichen mit
den naiven Mausen. Zudem konnte eine deutliche Aktivierung der T-Zellen
festgestellt werden, die sich durch die hohere Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 auf den CD4-positiven und den CD8-positiven Zellen zeigt (Abb. 17b). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Injektion von CpG/poly I:C in der Lage ist, dendritische

Zellen und T-Zellen in vivo zu aktivieren.

3.2.1.2 Verzogerung des Wachstums von RMA-Tag-Tumoren nach Peptid-
Konjugat-Behandlung

Basierend auf den Ergebnissen des ,in vivo Kill*-Assays (Kap. 3.1.5.1) wurden das
Peptid-Konjugat anti-DEC205-TaglV 3e6-411; c>L) bzw. das Peptid TaglV(zgs.411; c-s1)
initial zur Vakzinierung in Tumorversuchen eingesetzt. Beide, Peptid und Peptid-
Konjugat, wurden mit jeweils 50 ug CpG und poly I:C subkutan injiziert. Als Kontrolle
dienten nur mit 50 ug CpG und poly I:C behandelte Mause. Mit den Vakzinierungen
wurde nach dem Sichtbarwerden der Tumoren begonnen. Nach drei aufeinander
folgenden Behandlungen (Pfeile, Abb. 18d) wurde das Tumorwachstum weiter
beobachtet.

Wie in Abbildung 18c zu sehen ist, verringert sich das Tumorvolumen wahrend der
Behandlung mit anti-DEC205-TaglV. Jedoch beginnen nach wenigen Tagen die
Tumoren wieder zu wachsen. Nach der Vakzinierung mit Peptid ergibt sich eine nur
kurzzeitige Verlangsamung des Tumorwachstums. Lediglich bei einer Maus zeigte
sich eine deutlichere Verzdgerung gegenuber der Kontroligruppe (Abb. 18b). Trotz
anfanglicher Verzégerung des Tumorwachstums ergab sich weder nach Peptid- noch
nach Konjugat-Behandlung eine deutliche Verlangerung der Uberlebensdauer
(Abb.18e).
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Abbildung 18: Tumorwachstum der RMA-Tag-Tumoren nach Peptid- und Peptid-
Konjugat-Behandlung.

(a-¢) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren der Kontrollgruppe (9J; a), der Peptid-
(grin; b) und Peptid-Konjugat-behandelten Gruppe (rot; c¢), jeweils im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (grau hinterlegt). Abbildung d) zeigt die Mittelwerte der einzelnen Gruppen
und die Behandlungszeitpunkte (rote Pfeile). e) Uberlebenskurve.

3.2.1.3 Verzogerung des Wachstums von RMA-Tag-Tumoren nach anti-
DEC205-Tag-Behandlung

Zusatzlich zum Peptid-Konjugat wurden auch das Protein-Konjugat anti-DEC205-Tag
und das Tag-Protein zur Vakzinierung in einem Tumorversuch eingesetzt. Beide,
Protein und Protein-Konjugat, wurden mit jeweils 50 ug CpG und poly I:C subkutan
injiziert. Als Kontrolle dienten nur mit 50 ug CpG und poly I:C behandelte Mause.
Nach dem Sichtbarwerden der Tumoren folgten drei aufeinander folgenden
Behandlungen (Pfeile, Abb. 19d). AnschlieBend wurde das Tumorwachstum
protokolliert.
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Abbildung 19: Tumorwachstum der RMA-Tag-Tumoren nach Protein- und Protein-
Konjugat-Behandlung.

(a-c) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren der Kontroligruppe (J; a), der Protein-
(grin; b) und Protein-Konjugat-behandelten Gruppe (rot; c), jeweils im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (grau hinterlegt). Abbildung d) zeigt die Mittelwerte der einzelnen Gruppen
und die Behandlungszeitpunkte (rote Pfeile). e) Uberlebenskurve.

Nach der Behandlung mit dem Protein-Konjugat anti-DEC205-Tag reduzierte sich
das Tumorvolumen und blieb ca. eine Woche lang nahezu konstant, bevor die
Tumoren wieder schnell an GroRe zunahmen (Abb. 19c). Dieser Wachstumsverlauf
ist auch deutlich in der Gruppenwachstumskurve (Mittelwerte der Gruppen, Abb.
19d) erkennbar. Die Vakzinierung mit ungekoppeltem Tag-Protein fUhrte zwar auch
zu einer Verlangsamung des Tumorwachstums gegenuber der Kontrollgruppe,
jedoch nicht zu einer Reduzierung des Tumorvolumens wahrend der Behandlung
(Abb. 19b). Mit der Protein-Konjugat-Behandlung konnte zwar zu Beginn des
Versuchs bei allen Mausen das Tumorwachstum verlangsamt und somit die
Uberlebensdauer gegentiber der Kontrollgruppe verlangert werden, jedoch hat das
progrediente Tumorwachstum gegen Ende des Versuchs eine deutliche

Verlangerung der Uberlebensdauer verhindert (Abb. 19e).
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3.2.1.4 Verbesserte Uberlebensdauer RMA-Tag-Tumor tragender Miuse nach
fortlaufender Behandlung mit anti-DEC205-Tag

Nachdem mit dreimaliger Vakzinierung mit dem Protein-Konjugat anti-DEC205-Tag
ein verzogertes Wachstum der RMA-Tag-Tumoren erzielt werden konnte (Kap.
3.2.1.3), wurden die tumortragenden Mause in einem neuerlichen experimentellen
Ansatz fortlaufend behandelt. Als Kontrollen dienten Mause, die mit Tag-Protein oder
ohne Tumor-Antigen behandelt wurden. Allen drei Gruppen wurde bei jeder
Behandlung jeweils 50 uyg CpG und poly I:C, gegebenenfalls gemeinsam mit dem
Protein oder Protein-Konjugat, subkutan injiziert. Mit der Behandlung wurde erst
begonnen, nachdem die Tumoren sichtbar waren. Die Mause wurden alle vier bis
funf Tage behandelt (Pfeile, Abb. 20d) und das Tumorwachstum wurde protokolliert.
Die Mause, die mit ungekoppeltem Tag-Protein behandelt wurden, zeigten zwar eine
anfangliche Verzégerung des Tumorwachstums (grin, Abb. 20b) gegentber der
Kontrollgruppe ohne Antigen (grau, Abb. 20a und Abb. 20b), jedoch konnte die
Uberlebensdauer nicht deutlich verlangert werden (Abb. 20e). Die Behandlung der
RMA-Tag-Tumor tragenden Mause mit anti-DEC205-Tag fuhrte jedoch zu einer
Reduzierung des Tumorwachstums. Die Groélke der Tumoren blieb sogar teilweise
zwei bis drei Wochen lang unter dem Wert, der zum Zeitpunkt der ersten Behandlung
gemessen wurde (rot, Abb. 20c). Diese Verzogerung des Tumorwachstums hatte
zudem eine Verlangerung der Uberlebensdauer von bis zu einer Woche zur Folge
(Abb. 20e).

Trotz anfanglicher deutlicher Reduktion des Tumorvolumens und fortlaufender
Behandlung nahm das Tumorvolumen nach drei bis vier Wochen stark zu. Aus
diesem Grund wurde das Immunsystem der Mause in der Phase der
Tumorvolumenzunahme analysiert. Hierfir wurde ein Interferon-gamma-ELISPOT
durchgefiuhrt (Abb. 20f) und die T-Zellen sowie die dendritischen Zellen im
Durchflusszytometer untersucht (Abb. 20g und Abb. 22). Fur den ELISPOT wurden
die Milzzellen aus tumortragenden Mause isoliert und mit dem C57BI/6-spezifischen
TaglV-Peptid restimuliert. Nach 24 Stunden Kultur wurden die IFN-gamma-
produzierenden T-Zellen uUber IFN-gamma-Antikorper, einer Peroxidase und DAB-
Substrat sichtbar gemacht und gezahlt. Hierbei konnte nach anti-DEC205-Tag-
Behandlung eine wesentlich hohere Anzahl an positiven Klonen ermittelt werden als

bei den Kontrollgruppen (Abb. 20f). Dieses Ergebnis zeigt, dass trotz der
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Volumenzunahme des Tumors das Immunsystem nach anti-DEC205-Tag-

Behandlung eine gute Antigen-spezifische Aktivierung zeigt.

a) g0 - B) 500 - <-> Tag C) 500 _ @ <> anti-DEC205-Tag
- 600 - —_ 600 600 -
: : i
= 400 | = 400 4 = 400 |
£ B 5
3 5 §
S 200 S 200 4 S 200 -
0+ 0 - 0 4 e e
1 5 9 13 17 21 25 29 33 1 5 9 13 17 21 25 29 33 1 5 9 13 17 21 25 29 33
Tage Tage Tage
d) T hst G e)
umorwac um ruppen
600 - (CRippen) 100 -
%]
— Tag . 80 4
€ 400 ant-DEC205-Tag 2
E g 60 -
= Q2
5 g
£
3 S 40
(<] i D
S 200 - o
o
20 Tag
anti-DEC205-Tag
O b v 0 T T T
1 4 7 10 13 16 19 22 25 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
t traget Tage
f
) ) IFN-gamma-ELISPOT )] 60 CD4+/CD25+FoxP3+ @ TdLN
100 : @ VdLN
oneg
80 1 12,0 1
m Tag IV (404-411) .
2 60 3
5 8 80
S 401 § *
- ® 40
0 ﬁ T 0,0
nur CpG/poly I:C Tag anti-DEC205-Tag nur CpG/poly I:.C Tag anti-DEC205-Tag

Abbildung 20: Tumorwachstum der RMA-Tag-Tumoren nach fortlaufender Protein-
und Protein-Konjugat-Behandlung.

(a-¢) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren der Kontrollgruppe (4, nur CpG/poly I:C;
a), der mit Tag-Protein plus CpG/poly I:C (grin; b) und der mit anti-DEC205-Tag-Konjugat
plus CpG/poly I:.C behandelten Gruppe (rot; ¢), jeweils im Vergleich mit der Kontrollgruppe
(grau hinterlegt). Abbildung d) zeigt die Mittelwerte der einzelnen Gruppen und die
Behandlungszeitpunkte (rote Pfeile). e) Uberlebenskurve. f) Anzahl der IFN-gamma-
positiven T-Zellklone im ELISPOT nach Restimulierung mit (schwarz) oder ohne (weil})
TaglV-Peptid. g) Prozentualer Anteil der CD25/FoxP3-positiven Zellen innerhalb der CD4-
positiven Population in den tumordrainierenden Lymphknoten (grau) und den drainierenden
Lymphknoten der Vakzinierung (axial und brachial, schwarz). *Anzahl regulatorischer T-
Zellen in naiven Mausen.
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Um eventuelle Einflisse des Tumors auf die dendritischen Zellen und die T-
Zellpopulationen zu ermitteln, wurden diese im Durchflusszytometer untersucht. Bei
den meisten untersuchten Populationen konnte keine Veranderung festgestellt
werden (Kap. 3.2.1.5). Die CD4/CD25/FoxP3-positiven, regulatorischen T-Zellen,
zeigten jedoch eine deutliche prozentuale Zunahme innerhalb der CD4-positiven
Population (Abb. 20g) gegenuber tumorfreien Mausen, bei denen zwischen vier und
acht Prozent der CD4-positiven T-Zellen CD25/FoxP3-positiv sind. So steht den
antigenspezifischen Effektorzellen (anti-DEC205-Tag, Abb. 20f) eine erhohte Anzahl
regulatorischer, suppressiver T-Zellen gegenuber, die die Effektorzellen supprimieren

und das Tumorwachstum fordern konnten.

3.2.1.5 Synergie von anti-DEC205-Tag-Behandlung und der Depletion der

regulatorischen T-Zellen bei RMA-Tag-Tumor tragenden Mausen

Basierend auf dem Ergebnis, dass RMA-Tag-Tumor tragende Mause eine erhohte
Anzahl an regulatorischen T-Zellen aufweisen (Kap. 3.2.1.4), wurden die
regulatorischen T-Zellen parallel zur anti-DEC205-Tag-Behandlung depletiert. Dafur
wurde den Mausen vor der ersten anti-DEC205-Tag-Injektion 300 pg anti-CD25-
Antikérper (PC61) intraperitoneal injiziert (blaue Pfeile, Abb. 21d). Die Depletion
reduziert die Anzahl der regulatorischen T-Zellen auf ein bis zwei Prozent innerhalb
der CD4-positiven Population. Nach zwei Wochen wurde die Depletion wiederholt.
Zwischen den Injektionen des anti-CD25-Antikorpers wurden die Mause dreimal mit
anti-DEC205-Tag-Konjugat plus CpG/poly I:C (rot, Abb. 21c) vakziniert (rote Pfeile,
Abb. 21d). Als Kontrollen dienten tumortragende Mause, denen nur CpG/poly I:C
(grau, Abb. 21a-c), CpG/poly I:C in Kombination mit anti-CD25 (blau, Abb. 21a) oder
unkonjugiertes Tag-Protein plus CpG/poly I:C in Kombination mit anti-CD25 (grun,
Abb. 21b) verabreicht wurde.

Die Depletion der regulatorischen T-Zellen allein hatte anfanglich keinen Einfluss auf
das Tumorwachstum (blau, Abb. 21a). Bei zwei Mausen kam es aber zum Zeitpunkt
der zweiten Depletion zu AbstoRungsreaktionen. Wahrend bei einer Maus der Tumor
wieder anfing an Volumen zuzunehmen, wurde der Tumor der anderen Maus ganz
abgestolien (Abb. 21f). Die Kombinationsbehandlung von Depletion und Tag-Protein-
Vakzinierung (grun, Abb. 21b) fihrte bei den meisten Mausen zu einer Verzogerung

des Tumorwachstums. Darliber hinaus konnte auch die Uberlebensdauer etwas
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verlangert werden (Abb. 21e), jedoch kam es zu keiner AbstolRung eines Tumors
(Abb. 21f).
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Abbildung 21: Tumorwachstum der RMA-Tag-Tumoren nach fortlaufender Protein-
und Protein-Konjugat-Behandlung in Kombination mit der Depletion regulatorischer T-
Zellen.

(a-¢) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren der Kontrollgruppe (grau; a), der Gruppe
der nur anti-CD25-Antikérper verabreicht wurde (blau; a), der Tag-Protein plus CpG/poly I:C
und anti-CD25 behandelten (griin; b) und der anti-DEC205-Tag-Konjugat plus CpG/poly I:C
und anti-CD25 behandelten Gruppe (rot; ¢), jeweils im Vergleich mit der Kontrollgruppe (grau
hinterlegt). Abbildung d) zeigt die Mittelwerte der einzelnen Gruppen und die
Vakzinierungszeitpunkte (rote Pfeile) und die Zeitpunkte der Depletion (blaue Pfeile). e)
Uberlebenskurve. f) prozentualer Anteil der tumorfreien Mause. g) Anzahl der IFN-gamma-
positiven T-Zellklone der depletierten, tumortragenden Mause im ELISPOT nach
Restimulierung mit (schwarz) oder ohne (weil3) TaglV-Peptid. h) Prozentualer Anteil der
CD25/FoxP3-positiven  Zellen innerhalb der CD4-positiven Population in den
tumordrainierenden Lymphknoten (grau) und den drainierenden Lymphknoten der
Vakzinierung (axial und brachial, schwarz). Die tumortragenden Mause wurden zu zwei
Zeitpunkten unmittelbar vor und zwei Tage nach der zweiten Depletion untersucht. *Anzahl
regulatorischer T-Zellen in naiven Mausen.



Ergebnisse 87

Bei der Kombinationsbehandlung von  anti-DEC205-Tag-Konjugat und
depletierendem anti-CD25-Antikorper kam es bei allen Mausen zu einer Verzégerung
des Tumorwachstums (rot, Abb. 21c) und zu einer Verlangerung der
Uberlebensdauer (Abb. 21e). Fast die Halfte der so behandelten Mause konnte den
Tumor ganz abstofR3en (Abb. 21f).

Wie schon im vorigen Experiment (Kap. 3.2.1.4) beschrieben, wurden auch hier die
Effektorzellen und die regulatorischen T-Zellen der tumortragenden Mause
untersucht. Die Aktivierung der Antigen-spezifischen Effektorzellen wurde wie zuvor
mittels eines IFN-gamma-ELISPOTs ermittelt (Abb. 21g). Die mit anti-DEC205-Tag
und anti-CD25 behandelten Mause zeigten eine sehr gute Aktivierung, sodass davon
auszugehen ist, dass die Verabreichung des anti-CD25-Antikérpers keinen negativen
Einfluss auf die Aktivierung der Effektorzellen hat.

Parallel dazu wurde die Anzahl der CD25/FoxP3-positiven Zellen innerhalb der CD4-
Population zu zwei Zeitpunkten untersucht, einmal unmittelbar vor der zweiten
Depletion (Tag 18), also zwei Wochen nach der ersten Depletion. Hier zeigt sich,
dass die nach der ersten Depletion reduzierte Zellzahl wieder auf ca. 8%
angestiegen ist (vor 2. Depletion, Abb. 21h). Die zweite Analyse kurz nach der
zweiten Depletion (Tag 20) zeigt, dass mit der zweiten Depletion der Anteil der
CD25/FoxP3-positiven Zellen wieder deutlich verringert werden konnte (nach 2.
Depletion, Abb. 21h).

Die Depletion ohne anti-DEC205-Tag-Behandlung fuhrte zwar zur AbstoRung eines
Tumors, jedoch blieb das Tumorwachstum der meisten Mause unbeeinflusst,
vergleicht man es mit der Kontroligruppe (grau/blau, Abb. 21a). Eine verlassliche
AbstoBungsrate der Tumoren war nur zu beobachten, wenn die tumortragenden
Mause zusatzlich zur anti-CD25-Behandlung mit anti-DEC205-Tag behandelt wurden
(Abb. 21c). Somit zeigt sich ein Synergieeffekt zwischen der antigenspezifischen
Aktivierung des Immunsystems durch die anti-DEC205-Tag-Behandlung und der
Reduktion der Anzahl der regulatorischen T-Zellen.

Um den Einfluss der anti-CD25-Injektion auf das Immunsystem zu analysieren,
wurden die dendritischen Zellen und die T-Zellen auf Aktivierungsmarker hin
untersucht (Abb. 22). Die Zellen der tumortragenden Mause wurden drei Wochen
nach Setzen des Tumors im Durchflusszytometer analysiert. Daflir wurden nicht

depletierte Mause (ohne Depletion), Mause zwei Wochen nach der ersten Depletion,
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also unmittelbar vor der zweiten Depletion (vor 2. Depletion) und Mause zwei Tage
nach der zweiten Depletion untersucht (nach 2. Depletion). Innerhalb dieser drei
Gruppen wurden die Mause nach dem Sichtbarwerden der Tumoren alle vier bis flnf
Tage wie angegeben behandelt. Die Gruppen waren im Einzelnen: Nur CpG/poly I:C
(), Tag-Protein plus CpG/poly I:C (ll) oder anti-DEC205-Tag-Konjugat plus CpG/poly

I:C (lll). Es wurden jeweils drei Mause analysiert.
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Abbildung 22: Aktivierung der dendritischen Zellen und der T-Zellen nach
Vakzinierung, mit und ohne Depletion der regulatorischen T-Zellen.

Prozentualer Anteil der CD11c-positiven Zellen die MHC Il-positiv (a) CD80-positiv (c) oder
CD86-positiv (f) sind. Prozentualer Anteil der CD69-positiven Zellen innerhalb der CDA4-
positiven (b) oder CD8-positiven (d) T-Zell-Population. Es wurden jeweils die Zellen der
tumordrainierenden Lymphknoten (grau) und der drainierenden Lymphknoten der
Vakzinierung (axial und brachial, schwarz) analysiert. Die Mause wurden drei Wochen nach
Setzen des Tumors untersucht und blieben entweder ohne Depletion oder wurden
unmittelbar vor oder zwei Tage nach der zweiten Depletion untersucht. Parallel wurden die
Mause nach sichtbar werden des Tumors alle vier bis fiinf Tage wie angegeben vakziniert (I-
[, n=3).
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Alle untersuchten Mause zeigten eine gute Aktivierung des Immunsystems, da alle
mit CpG/poly I:C behandelt wurden. Dies konnte bereits in Kapitel 3.2.1.1 (Abb. 17)
gezeigt werden. Der prozentuale Anteil der MHC II-positiven CD11c-positiven zeigt in
Abhangigkeit der verschiedenen Behandlungskombinationen keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 22a), nur der Aktivierungsmarker CD80 zeigt im Falle der nur mit
CpG/poly IC behandelten Mause vor der zweiten Depletion reduzierte Werte (vor 2.
Depletion/l, Abb. 22c). Diese Gruppe zeigt auch fur den Aktivierungsmarker CD86
(Abb. 22f) und fur den Aktivierungsmarker CD69 auf CD4-positiven (Abb. 22b) und
auf CD8-positiven T-Zellen (Abb. 22d) die geringsten Werte. Dabei ist zu beachten,
dass durch die antigenspezifische Vakzinierung in den Gruppen |l (Tag-Protein) und
Il (anti-DEC205-Tag-Konjugat) bei langerer Behandlungsdauer (hier zwei Wochen)
evil. eine substantiellere Immunantwort ausgeldst wird. Die teilweise geringer
aktivierten CD8-positiven T-Zellen bei depletierten Mausen spiegelt hier nur die
Anzahl der aktivierten, jedoch nicht der Antigen-spezifisch aktivierten CD8-positiven
T-Zellen wieder. Abschlielend kann gesagt werden, dass die Depletion keinen
signifikanten Einfluss auf die Aktivierung des Immunsystems hinsichtlich der

untersuchten Marker zeigt.

3.2.1.6 Depletion der regulatorischen T-Zellen in B16-Tag-Tumor tragenden

Mausen

Im vorhergehenden Kapitel (Kap. 3.2.1.5) konnte gezeigt werden, das sich im RMA-
Tag-Tumormodell ein Synergieeffekt aus der DC-gerichteten Vakzinierung mit anti-
DEC205-Tag-Konjugat und der Depletion der regulatorischen T-Zellen mit anti-
CD25-Antikorper ergibt. Vom B16-Tumormodell ist jedoch bekannt, dass die
Depletion der regulatorischen T-Zellen bei schon bestehendem Tumor eher zur
Beschleunigung des Tumorwachstums fuhrt (S. Schallenberg, unveréffentlichte
Daten). Im Folgenden experimentellen Ansatz wurde daher untersucht, ob die anti-
DEC205-Tag-Behandlung bei den nahe verwandten B16-Tag-Tumoren von der anti-
CD25-Behandlung beeinflusst wird.

Dafur wurde den Mausen vor der ersten anti-DEC205-Tag-Injektion 300 pg anti-
CD25-Antikérper (PC61) intraperitoneal injiziert (blauer Pfeil, Abb. 23d). Die Deple-
tion reduziert die Anzahl der regulatorischen T-Zellen auf ein bis zwei Prozent der
CD4-positiven T-Zellen. AnschlieRend wurden die Mause dreimal mit anti-DEC205-
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Abbildung 23: Einfluss der Depletion regulatorischer T-Zellen auf die anti-DEC205-
Tag-Behandlung bei B16-Tag-Tumor tragenden Mausen.

(a-c) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren der Kontrollgruppe (grau; a), der Gruppe
der nur CpG/poly I:C und der anti-CD25-Antikérper verabreicht wurde (blau; a), der Tag-
Protein plus CpG/poly I:C und anti-CD25 behandelten (griin; b) und der anti-DEC205-Tag-
Konjugat plus CpG/poly I:C und anti-CD25 behandelten Gruppe (rot; ¢), jeweils im Vergleich
mit der Kontrollgruppe (grau hinterlegt). d) und i) zeigen die Mittelwerte der einzelnen
Gruppen und die Vakzinierungszeitpunkte (rote Pfeile) und den Zeitpunkt der Depletion
(blauer Pfeil). e) und j) Uberlebenskurve. (f-h) Individuelle Wachstumskurven der Tumoren
der Kontrollgruppe (grau; f), der Tag-Protein plus CpG/poly I:C behandelten (griin; g) und
der anti-DEC205-Tag-Konjugat plus CpG/poly |:C behandelten Gruppe (rot; h), jeweils im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (grau hinterlegt).
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Tag-Konjugat plus CpG/poly I:C (rot, Abb. 23c) vakziniert (rote Pfeile, Abb. 23d). Als
Kontrollen dienten tumortragende Mause, denen nur CpG/poly I:C (grau, Abb. 23a-c
und f-h), CpG/poly |:C in Kombination mit anti-CD25 (blau, Abb. 23a) oder
unkonjugiertes Tag-Protein plus CpG/poly I:C in Kombination mit anti-CD25 (grun,
Abb. 23b) verabreicht wurde. Um den Einfluss der Depletion auf die Antigen-
spezifische Vakzinierung zu testen, wurden Mause nur mit Tag-Protein plus
CpG/poly I:C (grin, Abb. 23g) oder anti-DEC205-Tag-Konjugat plus CpG/poly I|:C
behandelt (rot, Abb. 23h).

Wie bereits von S. Schallenberg im B16-Tumormodell dargestellt, zeigte sich nach
Gabe des anti-CD25-Antikorpers ein beschleunigtes Tumorwachstum (Abb. 23a und
d). Die Tag-Protein-Behandlung sowie die Kombination aus Tag-Protein- und anti-
CD25-Behandlung fuhrten zu keiner Veranderung des Tumorwachstums gegenuber
der Kontrollgruppe (Abb. 23b und g). Ebenso war eine Kombination aus anti-
DEC205-Tag-Behandlung und Depletion der regulatorischen T-Zellen erfolglos (Abb.
23c). Dies spiegeln auch die Gruppenwachstumskurven (Abb. 23d und i) und die
Uberlebensdaten (Abb. 23e und j) wider. Einzig die alleinige DC-gerichtete
Vakzinierung mit anti-DEC205-Tag fuhrte zu einer deutlichen Verlangsamung bzw.
zum kompletten Aufhalten des Tumorwachstums in den ersten zehn Tagen der
Wachstumsphase (Abb. 23h und i) was sich auch am deutlich langeren Uberleben
der Mause zeigte (Abb. 23)).

So waren im B16-Tag-Tumormodell keine Synergieeffekte zwischen der Antigen-
spezifischen Vakzinierung und der Depletion der regulatorischen T-Zellen
festzustellen. Nur die Monotherapie mit anti-DEC205-Tag konnte wesentlich zur

Verbesserung der Uberlebensrate beitragen.

3.2.1.7 Verteilung der regulatorischen T-Zellen in den unterschiedlichen

Organen verschiedener Tumormodelle

Bei der Behandlung RMA-Tag-Tumor tragender Mause hat sich gezeigt, dass die
Anzahl der regulatorischen T-Zellen vor allem in den tumordrainierenden
Lymphknoten ansteigt und dass die Reduktion durch Gabe von anti-CD25-Antikorper
eine AbstoRung des Tumors erzielt werden konnte. Bei B16-Tag-Tumor tragenden
Mausen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Injektion von anti-CD25-Antikorper
in bereits tumortragende Mause zu einer Beschleunigung des Tumorwachstums fuhrt

(Kap. 3.2.1.6). Um diese gegensatzlichen Befunde zu untersuchen, wurde die Anzahl
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der regulatorischen T-Zellen in den unterschiedlichen Organen von tumortragenden

Mausen verschiedener Tumormodelle untersucht.

CD4+/CD25+/FoxP3+
24 -
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c i
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Abbildung 24: Verteilung regulatorischer T-Zellen in den verschiedenen Organen
naiver und tumortragender Mause.

Prozentualer Anteil der CD25/FoxP3-positiven T-Zellen innerhalb der CD4-positiven T-Zell-
Population. Angegeben ist der Anteil der regulatorischen T-Zellen in den tumordrainierenden
Lymphknoten (TdLN), den nicht drainierenden Lymphknoten (ndLN) den Milzen und
Tumoren unbehandelter, tumortragender Mause des angegebenen Tumormodells. Zum
Vergleich ist der Anteil der regulatorischen T-Zellen in den Lymphknoten (LN) und Milzen
von naiven Mausen des jeweiligen Mausstamms (H-2b: C57BI/6, H-2k: C3H) angegeben.

In den sekundaren lymphoiden Organen, der Milz und den Lymphknoten naiver
Mause, liegt der Anteil der regulatorischen T-Zellen innerhalb der CD4-positiven T-
Zell-Population zwischen vier und acht Prozent (siehe auch Abb. 24). Die RMA-Tag-
Tumor tragenden Mause zeigen hier erhohte Werte. In den Tumoren dieser Mause
ist nur eine geringe Anzahl an regulatorischen T-Zellen zu finden (Abb. 24). Die B16-
Tag-Tumor tragenden Mause haben hingegen eine mit den naiven Mausen
vergleichbare Anzahl der regulatorischen T-Zellen in den sekundaren lymphoiden
Organen. Jedoch zeigt sich in diesen Tumoren ein sehr hoher Anteil von Tumor-
infiltrierenden, regulatorischen T-Zellen, der Werte von tUber 20 Prozent annehmen
kann. Diese Frequenz der tumorinfiltrierenden, regulatorischen T-Zellen stimmt mit
den Werten der tumortragenden Mause des nicht Tag-transgenen B16-Tumor-
modells Uberein (S. Schallenberg, unveroéffentlichte Daten). Eine sehr ahnliche
Verteilung zeigt auch das BMT-9-Tumormodell und das entsprechend Tag-transgene
Modell BMT-9-Tag (Abb. 24). Hier wurde ebenfalls eine stark erhdhte Frequenz von

regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe festgestellt, hingegen wiesen die



Ergebnisse 93

sekundaren lymphoiden Organe normale Zellzahlen auf. Von den regulatorischen T-
Zellen ist bekannt, dass sie sich im Tumorgewebe des B16-Tumors durch die Gabe
von anti-CD25-Antikorper nicht depletieren lassen (S. Schallenberg, unverodffentlichte
Daten). Die regulatorischen T-Zellen in den sekundaren lymphoiden Organen lassen
sich hingegen gut durch die Gabe von anti-CD25-Antikorper depletieren. Somit Iasst
sich die erhdhte Anzahl der regulatorischen T-Zellen in den Lymphknoten RMA-Tag-
Tumor tragender Mause reduzieren. Dies deutet darauf hin, dass die Verteilung der
regulatorischen T-Zellen in den verschiedenen Organen fur einen Behandlungserfolg
mit depletierenden anti-CD25-Antikorpern entscheidend ist. So hatte eine Depletion

nur dann Erfolg, wenn wenige regulatorische T-Zellen im Tumor gemessen wurden.

3.2.2 Verlingerte Uberlebensdauer von tumortragenden RIP1-Tag5-
Mausen nach anti-DEC205-Tag-Behandlung

In den Mausen des autochthonen RIP1-Tag5-Tumormodells wird das Tag-Protein
unter der Kontrolle des Ratten-Insulinpromotors (RIP) organspezifisch in den beta-
Zellen des Pankreas exprimiert. Dies fuhrt zur Entstehung eines Tumors im
Pankreas (in Kapitel 2.3.4.4 naher beschrieben). Ein solch spontanes Tumormodell
spiegelt die klinische Situation viel besser wider, als Transplantations-Tumormodelle
und eine anti-DEC205-Therapie sollte daher in diesem kliniknahen Modell getestet

werden.
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Abbildung 25: Uberlebensdauer von RIP1-Tag5-Miusen nach Behandlung mit anti-
DEC205-Tag.

RIP1-Tag5-Mause wurden ab dem Alter von 22 Wochen behandelt. a) Behandlung mit 5 ug
anti-DEC205-Tag (rote Pfeile). b) Behandlung mit 50 pg Tag oder 5 pg anti-DEC205-Tag

(rote Pfeile) und 50 pug CpG i.p. (orange Pfeile). Die Uberlebensdauer der unbehandelten
Mause ist jeweils zum Vergleich mit angegeben (grau, a und b).
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Im ersten experimentellen Ansatz wurden die Mause mit Konjugat behandelt. Daflr
wurde den Mausen in drei aufeinander folgenden Injektionen im Abstand von 14
Tagen 5 ug anti-DEC205-Tag zusammen mit 50 yg CpG subkutan injiziert. Die
Uberlebensdauer war hier vergleichbar mit unbehandelten Mausen (Abb. 25a).
Obwohl im ,in vivo kill“-Assay (Kap. 3.1.5.1, Abb. 13d) und im in vivo Proliferations-
Assay (Kap. 3.1.5.3, Abb. 15) nach anti-DEC205-Tag-Immunisierung eine gute
antigenspezifische Immunantwort ausgelést werden konnte, zeigt sich hier kein
Effekt. Die histologische Untersuchung 25 Wochen alter, tumortragender RIP1-Tag5-
Mause nach zweimaliger Injektion von anti-DEC205-Tag hat keine signifikant hdhere
infiltration von Effektorzellen gezeigt (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich konnten die
aktivierten Effektorzellen den Tumor nicht infiltrieren.

Es ist bekannt, dass das Tumorendothel durch die systemische Gabe von CpG
aktiviert werden kann, um eine Infiltration der Effektorzellen zu ermt’;glichen.62 Aus
diesem Grund wurde den Mausen zusatzlich zur Vakzinierung CpG intraperitoneal
gegeben. Im nachsten Experiment wurde den Mausen viermal im Abstand von einer
Woche entweder 50 ug Tag-Protein oder 5 pg anti-DEC205-Tag, jeweils plus 50 ug
CpG subkutan injiziert (rote Pfeile, Abb. 25b). Zusatzlich wurde den Mausen,
beginnend nach der zweiten Vakzinierung, 50 pg CpG intraperitoneal verabreicht.
Die CpG-Behandlung erfolgte jeweils drei Tage nach der Vakzinierung (orange
Pfeile, Abb. 25b). Die Kombinationsbehandlung von Tag-Protein und der Gabe von
CpG i.p. zeigte keine Verlangerung der Uberlebensdauer. Im Gegensatz dazu
verlangerte die Kombinationstherapie mit Gabe von anti-DEC205-Tag und CpG i.p.
die Uberlebensdauer dieser Mause um bis zu zehn Wochen. Zwar konnte keine der
Mause geheilt werden, jedoch ist eine solche Verlangerung der Uberlebensdauer in

diesem schwer zu therapierenden Tumormodell trotzdem ein grof3er Erfolg.
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3.3 Klonierung der ScFv-Fusionsantikorper

Als Alternative zu den chemisch gekoppelten Konjugaten wurde ein System zur
bakteriellen Expression von Fusionsantikorpern etabliert. Bei diesen Fusions-
antikérpern wird die ,Single chain Fragment variable“-Region (ScFv), d.h. die
Bindungsregion bestehend aus den variablen Fragmenten einer schweren und einer
leichten Kette eines Antikorpers, mit einem Antigen C-terminal fusioniert. Der Vorteil
dieser Antikorperkonstrukte ist die Flexibilitat bei der Wahl der zu fusionierenden
Antigene, denn prinzipiell kdnnen alle Sequenzen mittels cDNA in ein solches
Konstrukt integriert werden. Daruber hinaus lassen sich relativ leicht groRere
Mengen produzieren.

Dieses Projekt wurde in enger Zusammenarbeit mit T. Johnson durchgeflhrt.

3.3.1 Klonierung der variablen Regionen

Zu Beginn mussten die fur die variablen Regionen codierenden DNA-Sequenzen aus
Hybridomzellen gewonnen werden. Dafir wurde die RNA aus anti-DEC205
produzierenden Zellen (HB290) isoliert und mittels reverser Transkription in DNA
umgeschrieben. Diese DNA diente dann als Templat fur die darauf folgende
Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung der variablen Regionen. Fur die
PCR standen mehrere Primerkombinationen zur Verfugung. Diese Primer binden in
einem relativ konservierten, konstanten Bereich der Antikorpersequenz. Trotzdem ist
es notwendig, gewisse Unterschiede in den Sequenzen auszugleichen. Daruber
hinaus handelt es sich bei diesen Primern um degenerierte Primer, die an
bestimmten Positionen ihrer Sequenz variieren, um zusatzlich die Wahrscheinlichkeit
der Bindung am Templat zu erhéhen. Alle Primer verfigen Uber Schnittstellen fur
Restriktionsenzyme, was eine direkte Klonierung des PCR-Produkts erlaubt
(Primersequenzen, siehe Anhang).

Fur die PCR der Sequenz der leichten Kette, im Falle des anti-DEC205-Antikdrpers
eine kappa-Kette, standen zwei Vorwartsprimer und drei Ruckwartsprimer zur
Verfugung. Die Ruckwartsprimer wurden gleichzeitig im Verhaltnis 1:1 eingesetzt, die
dazugehdrigen Vorwartsprimer jeweils in separaten Reaktionen. Die Kombination
aus dem Gemisch der Vorwartsprimer moJkForNot1 und moJkForNot2 und dem

Ruckwartsprimer moVkBackApalL3 ergab das gewilnschte PCR-Produkt (Annealing-
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temperaturen: 50°C/5 Zyklen, 55°C/5 Zyklen, 60°C/25 Zyklen; VL, Abb. 26b). Fur die
Amplifizierung der schweren Kette standen ein Vorwartsprimer und zwei
Ruckwartsprimer zur Verfugung, wobei die Kombination aus moVHForXho und
moVHBackSfi das gewunschte PCR-Produkt ergab (Annealingtemperaturen: 60°C/5
Zyklen, 65°C/5 Zyklen, 70°C/25 Zyklen; VH, Abb. 26b).

Im Anschluss an die PCR wurden die PCR-Produkte in den Klonierungsvektor
pHENS3 kloniert, der bereits Uber eine Linkersequenz verfugte (I, Abb. 26a), um die
Sequenzen der schweren und leichten Kette zu verbinden. Daflr wurden das PCR-
Produkt der schweren Kette und der Vektor mit den Enzymen fur Sfil und Xhol
geschnitten und das Insert mittels Ligation in den Vektor kloniert (I, Abb. 26a). Vor
der Ligation wurde der Vektor dephosphoriliert. In einem weiteren Klonierungsschritt
wurde auf gleiche Weise das Insert fur die leichte Kette unter der Verwendung der
Enzyme fur ApaLl und Notl kloniert (Ill, Abb. 26a).

a) Sfil Xhol ApaLl Notl b)
pHEN3
1) | linker bp
400
l 300
Sfil Xhol ApaLl Notl
) PHENS 2%
linker 100

Xhol Apall Notl

) pHEN3

inke

c)

S
VH I r VL

PelB leader
Sfil (642)
VH

V) VH VL . pAB1-ScFv-antiDEC205 Linker

Sl Norl

4062 bp

VL

Sfil Notl

Nofl (1420)

V) pAB1
— pelB VH linker VL HIS-Tag (6x)

Abbildung 26: Klonierung des anti-DEC205-,,Singel chain Fragment variable* (ScFv).
a) Nach der Generierung der fir die variablen Regionen der schweren (VH) und der leichten
Kette (VL) des Antikorpers codierenden Gensequenzen mittels Polymeraser Kettenreaktion
(PCR) wurden diese in den Klonierungsvektor pHEN3 kloniert (I-lll). Die nun Uber eine
Linkersequenz (linker) verbundenen Sequenzen VH und VL wurden anschlieend
gemeinsam in den Expressionsvektor pAB1 kloniert (IV-V; H: HIS-Tag). b) PCR-Produkte VH
und VL nach Auftrennung im Agarosegel. ¢) Plasmidkarte des pAB1-ScFv-anti-DEC205-
Expressionsvektors (Amp: Ampicillin-Resistenzgen).
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Die so fusionierte Sequenz des ScFv besteht aus dem Fragment fur die schwere
Kette, dem Linker und dem Fragment fur die leichte Kette (VH-linker-VL, 1V). Unter
Verwendung der Enzyme fur Sfil und Notl wurde diese dann aus dem
Klonierungsvektor ausgeschnitten und in den Expressionsvektor pAB1 mittels
Ligation uberfuhrt (IV-V, Abb. 26a). Die Abbildung 26c) zeigt die Plasmidkarte des
Expressionsvektors. Dem ScFv ist die ,PelB leader‘-Sequenz vorgeschaltet. Sie
sorgt fur den Transport des exprimierten Konstrukts in das Periplasma der
Bakterienzelle, den Zwischenraum zwischen der Zytoplasmamembran und der
aulReren Membran Gram-negativer Bakterien. Im Anschluss an die Expression wird
dann die auRere Membran lysiert und das produzierte Protein freigegeben. Ein C-
terminaler HIS-Tag ermdglicht die Aufreinigung des Proteins Uber dafir spezifische
Ni-NTA-Saulen.

Ausser fur den murinen anti-DEC205 ScFv wurden noch als Kontrollen ein MHC II-
bindender ScFv (Hybridom TIB120) und ein beta-Galactosidase-ScFv (Hybridom
GI117), sowie ein ScFv fur den humanen anti-DEC205 (Hybridom MG38) hergestelit.
Die produzierten ScFv-Proteine wurden bereits von T. Johnson erfolgreich auf ihre

Bindungsfahigkeit hin untersucht.

3.3.2 Klonierung der Tag-Sequenz fiur die Fusionsantikorper

In die in 3.3.1 generierten ScFv-Expressionsvektoren wurden nun fur die Expression
verschiedener Fusionsantikorper diverse Antigene kloniert. Fur die vorliegende Arbeit
sollte ein anti-DEC205-Tag-ScFv generiert werden. Da das gesamte Tag-Protein
(SV40 Large T Antigen) relativ grol} ist, wurde eine Region (Aminosauren 335-578)
des Proteins ausgewahlt, die fur weiterfihrende Experimente wichtige Peptid-
sequenzen enthalt. Dies sind die Peptide TaglV (H-2b), TCR1 und TCRCD8 (beide
H-2k, Abb. 27a).

Die dafur kodierende DNA-Sequenz wurde mittels PCR gewonnen. Als Templat
diente das Plasmid pTriEX-3Hygro-Tag. Zudem kamen die Primer Tagpep-Notl-for
und Tagpep-Notl-rev zum Einsatz (Annealingtemperaturen von 50°C/5 Zyklen,
55°C/5 Zyklen, 60°C/25 Zyklen). Diese enthielten jeweils als Uberhang die Sequenz
fur die Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Notl (Sequenzen siehe Anhang).
Aufgrund der Verwendung einer Tag-Polymerase verfugte das PCR-Produkt (Abb.

27¢) Uber 3’-Adenin-Uberhénge, die fir die Ligation in den Klonierungsvektor
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pCR2.1 bendtigt wurden. Dieser verfugt Uber komplementare 3°-Thymidin-

Uberhénge, was die Ligation des PCR-Produkts erméglichte (I-Il, Abb. 27¢).
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Abbildung 27: Klonierung des Fusionsantikorper-Expressionsplasmides.

a) Das SV40 Large T Antigen-Gen, die fur die Klonierung ausgewahlte Region (Tagpepaas.
s78) und die darin enthaltenen Peptide TagTCR1, TaglV und TCRCD8+. b) Schematische
Darstellung des anti-DEC205-Tagpep-ScFv mit seinen variablen Regionen VH und VL und
dem fusionierten Tagpepsssszs. €)  Klonierung des Tagpepasssszs-lnserts  in den
Klonierungsvektor pCR2.1 Gber Adeninidberhange (I-11). Klonierung des Tagpepass.szs-Inserts
in die Notl-Schnittstelle des Expressionsvektors pAB1-ScFv-antiDEC205 (IlI-1V; H: HIS-Tag).
d) Plasmidkarte des pAB1-ScFv-anti-DEC205-Tagpep-Expressionsvektors (Amp: Ampicillin-
Resistenzgen). e) Ermittlung der Orientierung des Inserts. Schematische Darstellung des
falsch (links) und des richtig (rechts) eingebauten Inserts und der PCR-Produkte (blaue
Pfeile). Mitte: Die PCR-Produkte nach Auftrennung im Agarosegel.
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In einem weiteren Schritt wurde die Sequenz fur Tagpepsssszs mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Notl ausgeschnitten und in den zuvor generierten, ebenfalls
Notl-geschnittenen und dephosphorilierten Expressionsvektor pAB1-ScFv-anti-
DEC205 ligiert (llI-1V, Abb. 27c).

Da an beiden Enden des Inserts mit dem gleichen Enzym geschnitten wurde, ist ein
Einbau des Inserts in beiden Orientierungen mdglich. Aus diesem Grund wurden
nach der Transformation der Ligation und dem Ausplattieren der Bakterien-
suspension auf Ampicillin-Agarplatten am darauf folgenden Tag Klone gepickt und zu
verschiedenen PCR-Reaktionen gegeben. Dafur kamen drei verschiedene Primer zu
Einsatz, die unterschiedlich kombiniert wurden. Der auf dem Vektor bindende
Ruckwartsprimer ScFv-Eco-rev wurde entweder mit dem Primer Tagpep-for oder
dem Primer Tagpep-rev kombiniert. Ergab die Kombination aus ScFv-Eco-rev und
Tagpep-rev ein PCR-Produkt der Lange 701 bp, wurde im untersuchten Klon das
Insert mit falscher Orientierung eingebaut (Abb. 27e, links). Bei einem PCR-Produkt
der Lange 481 bp und der Kombination der Primer ScFv-Eco-rev und Tagpep-for
wurde das Insert mit richtiger Orientierung eingebaut (Abb. 27e, rechts).

Es konnte eine Vielzahl von Klonen mit Insert falscher Orientierung analysiert
werden, jedoch nur zwei Klone mit richtiger Orientierung. Diese zwei Klone sind nach
dem Anwachsen auf der Agarplatte sehr schnell abgestorben, wahrend die anderen
Klone beliebig expandiert werden konnten. Ein Grund dafir koénnte eine
Unvertraglichkeit der klonierten Sequenz auf Bakterien sein. Dies kam bei der
Klonierung des PCR-Produkts in den Klonierungsvektor pCR2.1 nicht zum Tragen,
da hier die klonierte Sequenz nicht exprimiert wurde, was nach der Klonierung in den
Expressionsvektor jedoch der Fall war.

Die sequenzspezifische Bindung des Primers Tagpep-for ist ein starker Hinweis auf
den Einbau des richtigen Inserts. D.h. der in Abbildung 27d) gezeigte
Expressionsvektor konnte offensichtlich generiert werden, aber eine Expansion der
damit transformierten Bakterien war nicht mdglich. Die Verwendung eines anderen
Bakterienstammes konnte eventuell Abhilfe schaffen. Eine effiziente Produktion des
anti-DEC205-Tagpep-ScFv in Bakterien scheint jedoch nicht moglich zu sein,

weshalb nun die Expression des Konstruktes in Saugetierzellen geplant ist.
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4 Diskussion

4.1 DC-gerichtete Immunisierung in der anti-Tumortherapie

Fir eine effiziente anti-Tumor-Immuntherapie ist eine gezielte und effektive
Aktivierung des Immunsystems notwendig. Prinzipiell hat das Immunsystem
unterschiedliche Moglichkeiten eine Immunantwort gegen Tumoren zu initiieren. Zum
einen besteht die Mdglichkeit einer humoralen Immunantwort, in der die von B-Zellen
produzierten Antikérper in Verbindung mit dem Komplementsystem gegen die
Tumorzellen vorgehen. Zum anderen gibt es die zellulare Immunantwort, in der
Zellen, wie die Makrophagen, die naturlichen Killerzellen oder die T-Zellen die
Tumorzellen angreifen. Die Anwesenheit der Tumorzellen alleine reicht jedoch meist
nicht aus, eine Immunantwort zur AbstoBung der Tumoren auszulésen. Grund dafur
sind unter anderem die geringe Expression von MHC-Molekilen und von co-

stimulatorischen Molekiilen®® ?'

oder die Ausschuttung immunsuppressiver Faktoren
durch den Tumor.™* % Zudem kénnen die in geringer Zahl vorhandenen MHC-
Peptid-Komplexe in Kombination mit der Abwesenheit T-Zell co-stimulatorischer
Molekiile T-Zelltoleranz erzeugen und das Tumorwachstum fordern.3? 13

Das Immunsystem muss deshalb durch gezielte Behandlung tumorspezifisch
aktiviert werden, um auf den Tumor aufmerksam zu werden und ihn bekampfen zu
konnen. Eine zentrale Rolle spielen hierbei zwei T-Zellpopulationen. Die CD8-
positiven zytotoxischen T-Zellen, die die Tumorzellen antigenspezifisch erkennen
und toten konnen und die CD4-positiven T-Helferzellen, die unter anderem
Makrophagen und B-Zellen aktivieren. Beide T-Zelltypen bedurfen der
antigenspezifischen Aktivierung durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs). Die
APCs nehmen Antigene auf und prasentieren diese den T-Zellen, was bei
zusatzlicher Aktivierung der T-Zellen zur Expansion der antigenspezifischen T-
Zellpopulationen fuhrt. Dabei ist es wichtig, dass die T-Zellen mit fir den Tumor
spezifischen Antigenen aktiviert werden, denn nur dann expandieren tumorspezi-
fische T-Zellen. Einige dieser sogenannten Tumorantigene sind bekannt, wie z.B. die
fur das Melanom spezifischen Antigene TRP2, gp100 oder MART-1/Melan-A.

Unter den Antigen-prasentierenden Zellen sind die dendritischen Zellen die

effektivsten T-Zell-Aktivatoren,®* ® daher verspricht eine Aktivierung von Tumor-
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spezifischen T-Zellen durch dendritische Zellen den groBten Erfolg aller zurzeit
getesteten zellularen Immuntherapien.

Verschiedene Methoden um Tumorantigene den dendritischen Zellen zuzufihren
wurden im Mausmodell bereits entwickelt. Dabei wurde unter anderem die fur ein

47, 126, 128, 129

Tumorantigen codierende DNA z.B. Uber virale Vektoren verabreicht, um

eine anti-Tumorimmunitat hervorzurufen. AuRerdem wurden Methoden, wie die ex

37-40

vivo Beladung der dendritischen Zellen mit Peptiden oder Tumorlysaten oder

6 etabliert. Teilweise wurden auch

auch die Injektion tumorspezifischer Antigene™
leicht veranderte Antigene verabreicht, so z.B. das humane Homolog eines
Tumorantigens, um die Immunantwort zu verstarken.*” ' Hierbei wird das xenogene
Antigen zwar als fremd erkannt, was die Immunantwort verstarkt, aber die dadurch
aktivierten Zellen konnen trotzdem das syngene Antigen erkennen.

Viele der genannten Methoden sind zwar im murinen System sehr vielversprechend,
doch ihre klinische Anwendung ist oft kompliziert, risikoreich und aufwandig.** **
Hingegen sind Antikérper-basierende Therapien einfacher zu handhaben, da hier
keine Viren oder lebende Zellen injiziert werden, sondern Proteine in Form von
Antikorpern. Viele Antikorper-basierende Therapien sind bereits zugelassen oder
befinden sich in klinischen Studien. Der humane anti-DECZOS-Antikérper,137' 138 der
fur die in vivo-Beladung dendritischer Zellen mit Antigenen eingesetzt werden
kénnte, wurde bereits in humanen in-vitro-Studien erfolgreich eingesetzt.'?® Firr den
Einsatz in der anti-Tumortherapie sind jedoch noch zahlreiche Untersuchungen im
Tiermodell notwendig, um ein besseres Verstandnis der in vivo-Wirkung einer
solchen Behandlung zu bekommen.

Mit der in vivo-Beladung bzw. der DC-gerichteten Immunisierung mittels des anti-
DEC205-Antikorpers lassen sich die physiologischen Vorteile der dendritischen
Zellen (DC) besonders gut nutzen. Die Konjugate sind bereits eine halbe Stunde
nach der Injektion in den sekundaren lymphoiden Organen zu finden.®' Epidermale
DCs oder Langerhans Zellen, die Antigene in der Haut aufnehmen, bendtigen fir die
Einwanderung in die sekundaren lymphoiden Organe mindestens sechs Stunden.
Daher wird vermutet, dass die Konjugate direkt in die sekundaren lymphoiden
Organe gelangen und dort Uber die DEC205-Rezeptoren der dendritischen Zellen
aufgenommen werden. Die Uber den DEC205-Rezeptor der dendritischen Zellen

aufgenommenen Antigene werden dann bis zu zwei Wochen von den dendritischen
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Zellen prasentiert.”’ Dabei ist die DC-vermittelte Antigenprasentation gegeniiber der
nicht gerichteten Immunisierung um das 100-fache effektiver.®! 1"

Wie in Kapitel 3.1.5.3 gezeigt, werden bei der DC-gerichteten Immunisierung mit
anti-DEC205-Konjugaten sowohl CD4-positive T-Helfer-Zellen als auch CD8-positive
T-Killer-Zellen aktiviert und zur Proliferation angeregt. Zwar kann die alleinige
Akivierung der CD8-positiven Zellen z.B. bei der Bekampfung viraler Infektionen

ausreichend sein, 3% 140

jedoch ist flr eine langanhaltende Aktivitat der CD8-positiven
Zellen, wie sie bei einer Tumorbehandlung erwinscht ist, die Hilfe der CD4-positiven
Helferzellen notwendig.™" 3% 141 142 Dapej ist es essentiell, dass beide Zellpopu-
lationen zum gleichen Zeitpunkt aktiviert werden.'*?

Bei der Analyse der Proliferation in vivo (Kap. 3.1.5.3) war die Proliferation beider T-
Zellpopulationen nach DC-gerichteter Immunisierung vergleichbar mit der Prolifera-
tion, die nach ungerichteter Immunisierung zu messen war. Jedoch konnte nach DC-
gerichteter Immunisierung bei beiden T-Zellpopulationen eine erhdhte Interfon-
gamma-Produktion festgestellt werden. Bei den CD4-positiven T-Zellen war die
Interferon-gamma-Produktion nach DC-gerichteter Immunisierung gegenuber der
Protein- oder Peptid-Immunisierung sogar signifikant erhoht, obwohl teilweise eine
um ein vielfaches hohere Menge an Protein oder Peptid verabreicht wurden. Die
hohe Interferon-gamma-Produktion der proliferierten CD4-positiven T-Zellen ist fur
eine potente anti-Tumorimmunitat sehr wichtig, denn das von den T-Helferzellen
ausgeschuttete Interferon-gamma zieht u.a. die fur die Bekampfung des Tumors
wichtigen T-Zellen, Makrophagen und Natiirliche Killerzellen an."** %°

Neben den CD4-positiven T-Zellen spielen auch die CD8-positiven T-Zellen eine
wichtige Rolle wahrend einer anti-Tumorimmunantwort. So werden z.B. durch die
Ausschuttung des Interferon-gammas nicht nur CD4- und CD8-positive T-Zellen

angelockt,'*

sondern das Interferon-gamma fordert auch die klonale Expansion der
CD8-positiven T-Zellen.'* Eine zentrale Funktion der CD8-positiven Zellen ist aber
ihre antigenspezifische Killeraktivitdt, mit der sie die Tumorzellen direkt abtéten.
Dieser Prozess kann entweder durch das von den Killerzellen ausgeschuttete
Perforin vermittelt werden, was zur Perforierung und zum Platzen der Zielzelle flhrt,
oder die Tumorzellen werden Fas-vermittelt in die Apoptose gefiihrt.'*® 49

In in vivo Proliferationsversuchen zeigten die proliferierten CD8-positiven T-Zellen

nach DC-gerichteter Immunisierung eine nur gering erhOohte Ausschuttung von
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Interferon-gamma im Vergleich zu den anderen Immunisierungsmethoden (Abb. 15d,
unten rechts). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass in diesem Experiment T-
Zellrezeptor-transgene T-Zellen eingesetzt wurden, die sich durch eine vergleichs-
weise schwache Peptid- oder Proteinimmunisierung leicht aktivieren lassen.
Schwieriger ist es sicherlich T-Zellen aus einer naturlichen T-Zellpopulation antigen-
spezifisch zu aktivieren und zur Proliferation anzuregen, da hier wesentlich weniger
T-Zellen den antigenspezifischen T-Zellrezeptor tragen. Die durchgeflihrten Inter-
feron-gamma-ELISPOT-Versuche basieren auf solchen naturlichen T-Zellpopu-
lationen. Hier ist der Vorteil der DC-gerichteten Immunisierung wesentlich deutlicher
sichtbar. Nach anti-DEC205-Tag-Immunisierung konnten, auch bei Tumor-tragenden
Mausen, wesentlich mehr Interferon-gamma-produzierende T-Zellklone identifiziert
werden als nach ungerichteter Immunisierung mit Tag-Protein (Abb. 14, 20f und
21g). So konnte gezeigt werden, dass nach DC-gerichteter Immunisierung mit anti-
DEC205-Tag sowohl immunkompetente CD4- wie auch CDB8-T-Zellen generiert
wurden, die aufgrund ihrer hohen Interferon-gamma-Produktion besonders gut flr
eine Tumorbehandlung geeignet sind.

Das anti-DEC205-Tag-Konjugat wurde dann weiterfUhrend in verschiedenen
Tumorexperimenten eingesetzt. Dabei wurden ausschliel3lich, um einen thera-
peutischen Versuchsansatz zu verfolgen, bereits etablierte Tumoren behandelt.
Zuerst wurde das Konjugat am subkutanen, transplantierbaren RMA-Tag-
Tumormodell getestet. Hier konnte, vor allem nach fortlaufender Behandlung mit dem
Protein-Konjugat, eine Verzogerung des Tumorwachstums und eine Verlangerung
der Uberlebensdauer erzielt werden. Das ebenso getestete Peptid-Konjugat
erbrachte hingegen nur eine anfangliche Verzégerung des Tumorwachstums. Beim
anti-DEC205-TaglV-Peptidkonjugat wurde nur das fur MHC | spezifische TaglV-
Peptid gekoppelt, jedoch kein fur MHC |l spezifisches Peptid, wodurch vermutlich
primar nur die CDB8-positiven T-Zellen antigenspezifisch aktiviert wurden. Diese
Daten sind ein weiterer Hinweis daflir, dass fur eine nachhaltige anti-Tumorimmunitat
die Aktivierung beider T-Zellpopulationen essentiell ist.

Des Weiteren wurde das anti-DEC205-Tag-Proteinkonjugat auch am transplantier-
baren B16-Tag-Melanommodell getestet. Hier konnte ein sehr guter Effekt erzielt und

das Tumorwachstum des sonst sehr schnell wachsenden B16-Tag-Tumors uber
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einen Zeitraum von zehn Tagen aufgehalten werden, was zudem zu einer deutlichen
Verlangerung der Uberlebensdauer fiihrte (Abb. 23 f-j).

Diese Ergebnisse belegen, dass mit DC-gerichteter Immunisierung mit Hilfe der anti-
DEC205-Konjugate sowohl CD4-positive als auch CD8-positive, immunkompetente
T-Zellen antigenspezifisch aktiviert werden konnten. Diese sind aufgrund ihrer hohen
Interferon-gamma-Produktion besonders gut fir die Erzeugung einer effektiven anti-
Tumorimmunitat geeignet, was durch die durchgefiihrten Tumorexperimente
verdeutlicht wurde. Die anti-DEC205-Konjugate versprechen ein gutes Werkzeug in

der in der Behandlung von Tumoren zu sein.
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4.2 Kombination verschiedener Therapien

Neben verschiedenen Immunisierungsmethoden wurden in der Vergangenheit auch
andere immunologische Methoden zur Behandlung von Tumoren eingesetzt. So z.B.

die Depletion regulatorischer T-Zellen'®®

oder die Aktivierung des Tumorendothels
mittels systemischer Gabe von CpG.%? In den im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten sollte untersucht werden, ob sich die genannten Behandlungs-
methoden mit der anti-DEC205-Konjugatbehandlung kombinieren lassen und
inwieweit Synergieeffekte entstehen.

Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung. Es
kommt mitunter zu einer selektiven Akkumulation der CD4*CD25" T-Zellen im Tumor,
speziell in fortgeschritenen Tumoren. Hier wurde die Depletion der
regulatorischen T-Zellen mit anti-CD25-Antikérper (PC61) schon mehrfach als
Behandlungsmethode in murinen Tumormodellen auch in Kombination mit anderen
Behandlungsmethoden eingesetzt. 0 1°1: 153. 154

Zwar wurden anti-DEC205-Konjugate bereits in Kombination mit der Depletion
regulatorischer T-Zellen eingesetzt, eine erfolgreiche Behandlung von Tumoren
konnte jedoch noch nicht gezeigt werden.'®® Zu Beginn wurde die Kombinations-
behandlung im subkutanen RMA-Tag-Tumormodell angewendet. Hier konnte zuvor
schon eine Verzogerung des Tumorwachstums und die Verlangerung der
Uberlebensdauer nach anti-DEC205-Tag-Behandlung gezeigt werden (Kap. 3.2.1.4).
Bei Anwendung der Kombinationstherapie mit anti-DEC205-Tag-Imunisierung und
der Gabe des anti-CD25-Antikdrpers konnte bei allen so behandelten Mausen eine
deutliche Verzogerung des Tumorwachstums gegenuber unbehandelten tumor-
tragenden Mausen erzielt werden. Darlber hinaus hat fast die Halfte dieser Mause
den Tumor abgestoRen (Kap. 3.2.1.5). Dieses Ergebnis konnte nur mit der
kombinierten Therapie erzielt werden, jedoch nicht mit den jeweils einzeln
angewendeten Behandlungsmethoden.

Die Reaktion gegen den Tumor, die sich bei zwei Mausen gezeigt hat, die
ausschlieBlich mit anti-CD25-Antikorper behandelt wurden, ist eventuell auf die
Immunogenitat des RMA-Tumors zurlckzufuhren. Durch die urspringlich virale
Induktion des Tumors werden auch virale Proteine wie z.B. gag oder env von den

Tumorzellen exprimiert.'® Die Depletion alleine kdnnte hier ausreichen um eine
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Immunantwort gegen diese fur die Maus korperfremden Proteine hervorzurufen. Die
Tatsache, dass nur zwei der so behandelten Mause eine Reaktion zeigten und die
anderen Mause keine Verzdgerung im Tumorwachstum aufwiesen, deutet darauf hin,
dass es sich um einen eher seltenen Effekt handelt. Hingegen nach zusatzlicher
Immunisierung mit anti-DEC205-Tag zeigten alle Mause eine deutliche Verzdgerung
des Tumorwachstums.

Um die Ubertragbarkeit dieser Kombinationsbehandlung auf andere Tumormodelle
zu Uberprufen, wurde diese auch im B16-Tag-Melanommodell angewendet. Doch
hier fuhrte die Gabe des anti-CD25-Antikdrpers zu einer Beschleunigung des
Tumorwachstums. Dies konnte zwar durch die zusatzliche Immunisierung mit anti-
DEC205-Tag etwas abgebremst werden, eine Synergie der beiden Methoden konnte
jedoch nicht festgestellt werden, da mit der alleinigen Gabe von anti-DEC-205-Tag
ein wesentlich besserer Behandlungserfolg erzielt werden konnte (Kap. 3.2.1.6).
Zwar wird in verschiedenen Veroffentlichungen Uber eine Verzogerung des
Tumorwachstums und sogar tber Abstoldung von Tumoren nach der Gabe von anti-
CD25-Antikdrper im B16-Modell berichtet,”™® " '** jedoch wurden hier die Mause
vor Injektion der Tumorzellen behandelt, was eine praventive, jedoch keine
therapeutische Behandlung darstellt. S. Schallenberg hat die praventive und die
therapeutische Behandlung B16-tumortragender Mause mit anti-CD25-Antikorper
untersucht und ebenfalls eine Beschleunigung des Tumorwachstums bei
therapeutischer Anwendung beobachtet. Ferner hat sie gezeigt, dass die aktivierten
Effektorzellen, die ebenfalls CD25 tragen, durch die Depletion nicht beeinflust
werden (S. Schallenberg, unverdffentlichte Daten). Somit scheint ein eventuelles
Ausschalten der Effektorzellen nicht die Ursache flr das beschleunigte
Tumorwachstum zu sein.

T. Fujimura hat in neuerlichen Versuchen im Ret-Tumormodell (ebenfalls ein
transplantierbares Melanom) nach therapeutischer Gabe des anti-CD25-Antikorpers
eine erhdhte Anzahl an suppressiven MDSCs (,myeloid derived suppressor cells®) in
den tumordrainierenden Lymphknoten und im Tumor analysiert (unveroffentlichte
Daten). Diese Makrophagensubpopulation' ' kénnte durch ihren suppressiven
Einfluss flr das beschleunigte Tumorwachstum verantwortlich sein. Genauere
Untersuchungen sind hier notwendig, um diese Fragen ausreichend klaren zu

konnen.
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Die unterschiedlichen Behandlungserfolge nach der therapeutischen Depletion der
regulatorischen T-Zellen in den Tumormodellen RMA-Tag und B16-Tag koénnte durch
die sehr unterschiedliche Verteilung der regulatorischen T-Zellen in den
verschiedenen Organen der tumortragenden Mause begrindet sein. Bei den RMA-
Tag-tumortragenden Mausen konnte ein erhdhter Anteil an regulatorischen T-Zellen
in den Lymphknoten festgestellt werden, wahrend im Tumor nur sehr wenige dieser
Zellen zu finden waren. B16-Tag-tumortragende Mause hingegen haben einen
normalen Anteil regulatorischer T-Zellen in den Lymphknoten, jedoch einen sehr
hohen Anteil an regulatorischen T-Zellen innerhalb der CD4-positiven T-
Zellpopulation im Tumor (Kap. 3.2.1.7). Die regulatorischen T-Zellen in den
Lymphknoten lassen sich durch den anti-CD25-Antikérper sehr gut reduzieren, der
Anteil der sich im B16-Tumor befindlichen regulatorischen T-Zellen jedoch nicht (S.
Schallenberg, unveroffentlichte Daten). Moglicherweise sind daher diese tumor-
standigen regulatorischen T-Zellen fur den Schutz des Tumors vor dem Immun-
system mitverantwortlich. Da sie durch die Gabe des anti-CD25-Antikdrpers nicht
reduziert werden, konnte dies ein Grund fir das Ausbleiben eines Behandlungs-
erfolges nach therapeutischer Gabe von anti-CD25 im B16-Tumormodell sein. So hat
sich gezeigt, dass die Depletion der regulatorischen T-Zellen nicht in jedem
Tumormodell zu einer Verbesserung der Behandlung beitragt.

In  BMT-9-Fibrosarcoma-tragenden Mausen konnte eine mit dem B16-
Melanommodell vergleichbare Verteilung der regulatorischen T-Zellen in den
unterschiedlichen Organen analysiert werden (Abb. 24). Auch aus dem Ret-
Melanommodell sind ahnliche Zahlen bekannt. Anhand dieser Zahlen konnte
untersucht werden, inwieweit die Beobachtungen aus dem B16-Melanommodell auf
andere Tumormodelle Ubertragbar sind und ob es sich dabei um ein B16- oder
Melanom-spezifisches Phanomen handelt.

Neben den Versuchen mit Transplantations-Tumormodellen wurden auch Versuche
im autochthonen RIP1-Tag5-Tumormodell durchgeflihrt. In einem ersten
Versuchansatz wurden Mause, die bereits einen soliden Tumor trugen, mehrfach mit
anti-DEC205-Tag immunisiert. Dies hat zu keiner Verlangerung der Uberlebenszeit
gefuhrt, obwohl in verschiedenen immunologischen Assays im gleichen Mausstamm
(C3H) eine sehr gute Immunantwort ausgeldst werden konnte. Im ,,in vivo kill“-Assay

(Abb. 13d) und vor allem in in vivo Proliferations-Assays (Abb 15) konnte dies
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gezeigt werden. Besonders die starke Interferon-gamma-Produktion nach anti-
DEC205-Tag-Immunisierung deutet eigentlich auf eine sehr gute Aktivierung des
Immunsystems hin (Abb. 15d). Da bei histologischen Untersuchungen
tumortragender, anti-DEC205-Tag-immunisierter RIP1-Tag5-Mause keine signifi-
kante Infiltration von Effektorzellen in den Tumor festgestellt werden konnte (Daten
nicht gezeigt), ist davon auszugehen, dass die aktivierten Effektorzellen bei der
Infiltration des Tumors behindert wurden.

Die Tumorentstehung im RIP1-Tag5-Tumormodell ist sehr gut untersucht. So kommt
es bereits vor der Etablierung des Tumors zu einer Veranderung in der Angiogenese
dem sogenannten ,Angiogenic Switch®, einem unkontrollierten, chaotischen
Wachstum von Blutgefalen in der Umgebung des entstehenden Tumors. Die
ungewohlich hohe Expression des RGS-5 (,regulator of G-protein signaling-5%) in den
Perizyten fordert hier die Neubildung von Blutgefallen in der frihen Phase der
Tumorentstehung.'® Die Verdnderungen der BlutgefaRe verhindert mdglicherweise
die Infiltration der Effektorzellen. Die systemische Gabe von CpG flhrt zu einer
Normalisierung der Angiogenese und fordert so die Infiltration von Effektorzellen in
den Tumor.®? Aus diesem Grund wurde eine Kombinationstherapie von systemischer
Gabe von CpG und der Immunisierung mit anti-DEC205-Tag angewendet. Obwonhl
diese Behandlung nur Uber einen begrenzten Zeitraum nach Entstehen des Tumors
angewendet wurde, konnte die Uberlebenszeit deutlich verldngert werden (Kap.
3.2.2). Hierbei war die DC-gerichtete Immunisierung ein wesentlicher Bestandteil der
Behandlung, denn die Immunisierung mit nicht konjugiertem Tag-Protein erbrachte
trotz zusatzlicher systemischer Gabe von CpG keine Verlangerung der
Uberlebensdauer. So konnte gezeigt werden, dass die Synergie von DC-gerichteter
Immunisierung und systemischer Gabe von CpG fur die Behandlung tumortragender
RIP1-Tag5-Mause essentiell ist.

In allen drei angewendeten Tumormodellen, den Transplantations-Tumormodellen
RMA-Tag und B16-Tag und dem autochthonen Tumormodell RIP1-Tag5, konnte die
Wirkung der DC-gerichteten Immunisierung mit anti-DEC205-Tag-Konjugaten
gezeigt werden. Dabei wurden keine Nebenwirkungen oder das Tumorwachstum
fordernde Effekte festgestellt. Mit der Depletion der regulatorischen T-Zellen konnten
zwar im RMA-Tag-Tumormodell Erfolge erzielt werden, im B16-Tag-Tumormodell

hingegen fuhrte die Depletion zu einem beschleunigten Tumorwachstum. Somit ist
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eine sinnvolle Anwendung der Depletion der regulatorischen T-Zellen in der
Tumorbehandlung stark eingeschrankt.

Auch Uber die systemische Gabe von CpG wird von der Ausbildung von Toleranz in
der Milz berichtet,’®" was fiir die Anwendung in der anti-Tumortherapie hinderlich
sein konnte. Zwar werden anti-DEC205-Konjugate auch gezielt zur Induktion von
Toleranz eingesetzt, jedoch ist dieser Effekt durch die Aktivierung und Reifung der
dendritischen Zellen leicht umkehrbar. Dies macht die Anwendung der anti-DEC205-

Konjugate zu einem universellen Werkzeug in der anti-Tumortherapie.
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4.3 Konjugate und Fusionsantikorper

Fir den Transport des Tumorantigens Large T Antigen (Tag-Protein) zu den
dendritischen Zellen in vivo war die chemische Kopplung des Tag-Proteins an den
anti-DEC205-Antikorper notwendig. In der Vergangenheit wurden schon mehrfach
Antigene, wie z.B. Ovalbumin®' oder TRP2,°® an den anti-DEC205-Antikdrper
chemisch gekoppelt. Die dabei angewendete Kopplungsmethode setzte voraus, dass
primare Amine, jedoch keine reduzierten Sulfhydryl-Gruppen in dem zu koppelnden
Protein vorhanden bzw. fur die Kopplungsreagenz zuganglich sind. Diese zuvor
angewendeten Methoden konnten aufgrund des Vorhandenseins von reaktiven
Aminen und Sulfhydryl-Gruppen im Tag-Protein nicht angewendet werden. Die
Zugabe des Crosslinkers zum Tag-Protein fuhrte zum sofortigen Ausfall des
Proteins. Dabei hat der zugegebene Crosslinker sowohl mit den Aminen als auch mit
den Sulfhydryl-Gruppen reagiert, was zu einer starken Vernetzung und Bildung
grolder, unléslicher Proteinkomplexe fuhrte. Eine neue Methode musste deshalb
etabliert werden.

Bei der Etablierung der neuen Kopplungsmethode standen neben dem Erzielen einer
hohen Kopplungseffizienz zwei weitere Faktoren im Vordergrund. Zum einen sollte
die Bindungsfahigkeit des anti-DEC205-Antikorpers durch die Kopplung nicht
beeinflusst werden, zum anderen sollte der Verlust des eingesetzten Tag-Proteins
moglichst gering bleiben. Es wurden drei verschiedene Methoden getestet, wobei
sich nur eine als besonders geeignet herausgestellt hat. Die beiden anderen
Methoden wurden dementsprechend nicht weiter optimiert.

Bei der ersten Methode wurde der Crosslinker MPBH (,4(4-N-maleimidophenyl)
butyric acid hydracide*HCI*1/2 dioxane®) verwendet, der zuvor schon zur Kopplung

von Enzymen an Iésliches CD4'® und Immunglobuline®

erfolgreich angewendet
wurde. Dabei wurde jeweils das Protein Uber seine Sulfhydryl-Gruppen mittels des
Crosslinkers an eine Glykosilierung des CD4-Rezeptors bzw. Antikdrpers gekoppelt.
Dies hat den Vorteil, dass durch die spezifische Bindung an die sich im Fc-Teil des
Antikorpers befindliche Glykosilierung die variablen Regionen des Antikdrpers
unbeeinflusst bleiben. Trotz Variation verschiedener Parameter konnte hier jedoch

keine effiziente Kopplung durchgeflihrt werden (Kap. 3.1.1).
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Eine andere zuvor beschriebene Methode unter Verwendung des Crosslinkers Sulfo-
SMCC (,Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate)®® '
hat den Vorteil, dass das Protein an die Sulfhydryl-Gruppen am Fc-Teil des
Antikorpers gekoppelt wird und somit die variablen Regionen des Antikorpers
unbeeinflusst bleiben. Hierzu muss der Antikorper zuvor durch partielle Reduktion in
zwei ,single chains“ geteilt werden, was durch die Auftrennung der Disulfidbricke
zwischen den beiden schweren Ketten des Antikorpers geschieht. An die so
entstandenen Sulfhydryl-Gruppen kann dann das Protein Uber den zuvor an das
Protein gebundenen Crosslinker gekoppelt werden. Die Bindung des Crosslinkers an
das Protein setzt das Vorhandensein von primaren Aminen aber die Abwesenheit
reduzierter Sulfhydryl-Gruppen voraus. Basierend auf dieser Methode wurden die im
Tag-Protein bzw. der beta-Galactosidase vorhandenen Sulfhydryl-Gruppen mit N-
Ethylmaleimid blockiert, um ein Ausfallen des Proteins zu verhindern. Daflr war ein
zusatzlicher Aufreinigungsschritt notwendig, was jedoch zu einem starken Verlust
von Protein gefuhrt hat (Kap. 3.1.2). Deshalb wurde auch diese Methode nicht weiter
optimiert.

Die dritte, im Folgenden dargestellte Methode hat sich gegenuber den schon
beschriebenen Methoden durchgesetzt. Bei dieser Kopplung reagiert der Crosslinker
zuerst mit den Aminogruppen des Antikdrpers, um dann in einer zweiten Reaktion an
die Sulfhydryl-Gruppen des Proteins gekoppelt zu werden. Mit dieser Methode
konnte eine effiziente Kopplung mit geringem Verlust an Tag-Protein erzielt werden
(Kap. 3.1.3). Bei dieser Methode ist eine Kopplung des Proteins in jeder Region des
Antikdrpers maoglich, in der primare Amine in den Seitenketten der Aminosauren
vorhanden sind, also auch in der variablen Bindungsregion des Antikorpers. Dabei
konnte die Bindungsfahigkeit des Antikorpers eingeschrankt werden.

Die Bindungsversuche auf Lymphknoten- und Milzzellen in vitro (Kap. 3.1.4.1) und
Lymphknotenschnitten (Kap. 3.1.4.2) haben jedoch gezeigt, dass die Bindungs-
fahigkeit der Protein-Konjugate im Vergleich zum ungekoppelten Antikorper nicht
weiter beeinflusst wird. Die bei den Bindungsversuchen gemessene geringere
Fluoreszenzintensitat der hergestellten Peptid-Konjugate kdnnte eventuell auf eine
schlechtere Bindung des FITC-markierten Sekundarantikdrpers zurtckzufuhren sein.
Durch die Bindung einer Vielzahl der Peptide an den Antikérper (Kap. 3.1.3.2) kdnnte

die Struktur des Antikorpers so verandert sein, dass sie vom Sekundarantikorper
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nicht mehr effizient erkannt werden konnte (Kap. 3.1.4). Somit konnte eine
Kopplungsmethode etabliert werden, mit der unter geringem Verlust an Tag-Protein
dieses effizient an den Antikorper gekoppelt wurde, ohne die Bindungsfahigkeit des
Antikorpers mal3geblich zu beeinflussen.

Neben der nahezu uneingeschrankten Bindungsfahigkeit der Protein-Konjugate
konnte des Weiteren die Immunogenitat der Protein-Konjugate in mehreren
immunologischen Assays gezeigt werden. In in vivo kill assays” (Kap. 3.1.5.1) und
vor allem in ELISPOT-Assays (Kap.3.1.5.2) und in in vivo Proliferations-Assays (Kap.
3.1.5.3) zeigten die Protein-Konjugate teilweise eine wesentlich bessere Funktion als
das ungekoppelte Protein. So konnte gezeigt werden, dass bezuglich der Bindung
und der Funktionalitdt sehr gute anti-DEC205-Tag-Protein-Konjugate hergestellt
wurden. Diese konnte dann in den darauffolgenden Tumorexperimenten eingesetzt
werden.

Wie gezeigt sind die chemisch gekoppelten Konjugate funktionell sehr gut, haben
jedoch den Nachteil, dass sie unter hohem Aufwand hergestellt werden mussen. Das
Protein und der Antikorper mussen jeweils exprimiert und unter hohem
experimentellen Aufwand aufgereinigt werden. Hinzu kommt der Kopplungsprozess,
bei dem ein gewisser Produktverlust der aufwandig hergestellten Proteine und
Antikorper nicht vermeidbar ist. Aus diesen Grinden wurde ein Fusionsantikorper
etabliert. Dabei handelt es sich um einen sogenannten ,Single chain Fragment
variable“ (ScFv), der Bindungsregion einer schweren und leichten Kette. Dieser ScFv
kann mit einem Antigen durch Klonierung fusioniert werden. Fir die Herstellung
eines gewulnschten Fusionsantikdrpers muss lediglich die flr das entsprechende
Antigen codierende cDNA in den zuvor hergestellten ScFv-Expressionsvektor
subkloniert werden. AnschlieRend kann bereits mit der bakteriellen Expression des
Fusionsantikdrpers begonnen werden.

Zwar ist die Herstellung des ScFv-Expressionsvektors mit Aufwand verbunden, ist
dieser jedoch einmal etabliert, konnen einzelne Peptide oder Epitope,
Proteindomanen oder ganze Proteine beliebig subkloniert werden. Fur die Tumor-
Antigene gp100 und TRP2 sowie fur das MOG-Peptid, das fur das EAE-Mausmodell,
einem induzierbaren Modell fur Multiple Sklerose bendétigt wird, konnten in unserer
Arbeitsgruppe bereits Fusionsantikérper hergestellt und funktionell erfolgreich

getestet werden. Fiur das Tag-Protein wurde mehrfach versucht, einen Teil des
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Proteins, in dem alle wichtigen Epitope des Proteins enthalten sind, in den ScFv-
Expressionsvektor zu klonieren. Doch sobald das Insert richtig eingebaut war,
starben die Bakterien ab (Kap. 3.3.2). Dies koénnte auf eine eventuelle
Unvertraglichkeit des Tag-Proteins fur Bakterien hindeuten. Deshalb ist die
Expression dieses Konstrukts mit Hilfe einer Saugetierzelllinie geplant, zumal die
Codons der Tag-Sequenz fur die Expression in Saugetierzellen optimiert sind. D.h.
die Basentripletts der DNA-Sequenz codieren fur in Saugetierzellen haufig
vorkommende tRNAs, die wiederum in Bakterien seltener vorkommen.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass durch die chemische Kopplung anti-
DEC205-Tag-Konjugate hergestellt wurden, die in zahlreichen Immunisierungs- und
Tumorexperimenten erfolgreich eingesetzt werden konnten. Dartber hinaus konnte
ein Expressionssystem zur Herstellung von Fusionsantikorpern etabliert werden, das
im Falle des Tag-Proteins als Fusionsprotein noch optimiert werden muss.
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4.4 Schlussfolgerung

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass
die DC-gerichtete Immunisierung mit den hergestellten anti-DEC205-Tag-Konjugaten
eine starke, antigenspezifische Immunantwort induziert. Ferner konnte eine hohe
Interferon-gamma-Produktion in den Effektor-T-Zellen festgestellt werden, die flur die
Erzeugung einer starken anti-Tumorimmunitat wichtig ist. In den Transplantations-
Tumormodellen RMA-Tag und B16-Tag konnte nach therapeutischer Behandlung mit
anti-DEC205-Tag-Konjugaten eine Verzogerung des Tumorwachstums erreicht
werden und dartber hinaus konnte im RMA-Tag-Tumormodell durch die Synergie mit
der Depletion der regulatorischen T-Zellen eine AbstoRung der Tumoren in Gber 40%
der Mause erzielt werden. Auch im autochthonen Tumormodell RIP1-Tag5 konnte
durch die gleichzeitige systemische Gabe von CpG eine deutliche Verlangerung der
Uberlebenszeit erreicht werden, die nur mit DC-gerichteter Immunisierung erzielt
werden konnte.

Das Ausbleiben der Tumorinfiltration von Effektorzellen nach alleiniger Gabe von
anti-DEC205-Konjugaten im autochthonen RIP1-Tag5-Tumormodell, sowie die
Ergebnisse aus den Versuchen der therapeutischen Depletion der regulatorischen T-
Zellen im B16-Tag-Tumormodell haben gezeigt, dass die Umgebung des Tumors
sowie die Beschaffenheit des Tumors selbst eine wichtige Rolle in der Behandlung
spielen. So ist fur eine wirkungsvolle Tumor-Immuntherapie neben einer effektiven,
tumorspezifischen Aktivierung des Immunsystems das ,Offnen* des Tumors fiir die
aktivierten Effektorzellen essentiell. Dies kann nur durch eine gezielte
Kombinationstherapie erreicht werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
mit der DC-gerichteten Immunisierung mit anti-DEC205-Konjugaten eine nachhaltige
anti-Tumorimmunitat generiert werden konnte, die durch weitere, erganzende
Malnahmen, wie der Depletion der regulatorischen T-Zellen oder der systemischen
Gabe von CpG, zu einer weiteren Verbesserung der Behandlung flhrte. Dies macht
diese Konjugate zu einem universell einsetzbaren Werkzeug in der Tumor-

Immuntherapie.
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5 Anhang
Primersequenzen:
moVHForXho:

5°-TGG TCC ACT CGA GAC GGT CGT GGT CCC TTG GCC CC-3°

Xhol

moVHBack Sfi:

5°-CTC GCG_GCC CAG CCG GCC ATG GCC SAG GTS MAR CTG VWR SAR TCW GG-3°
moVHBack Sfi2:

57-CTC GCG_GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAT GTC AAS YTT SAR GWG TCW GG-3°

Sfil

moJkForNot1:

5°-TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT SAK YTC CAG CTT GGT SCC-3°
modJkForNot2:

5°-TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT TAT TTC CAR CTT KGT CCC-3°

Notl

moVkBackApal 1:

5"-GGC GGT AGT GCA CAG ATT GTG ATR ACM CAR GAT GAA CTC TC-3°
moVkBackApal 2:

5"-GGC GGT AGT GCA CAG ATT WTG MTG ACC CAA WCT CCA CTC TC-3°
moVkBackApal 3:

5"-GGC GGT AGT GCA CAG ATT GTK CTC ACY CAR TCT CCA GCA AT-3°

Apall

Tagpep-Notl-for:

57-GCG_GCC GCT ACC ATA TGC CAA CAG GCT GTT-3°
Tagpep-Notl-rev:

5"-GCG _GCC GCC ATA AGA AGC AAA GCA ATG CCA C-3°

Notl

Tagpep-for:

5°-ATT TGC CCT TGG ACA GGC TGA AC-3°
Tagpep-rev:

5°-GGC ACA CTG TAC TCA TTC ATG GTG AC-3°
ScFv-Eco-rev:

5"-GAC GGC CAG TGA ATT CTT ATT AAT GG-3°
K=GoderT, M =A oder C; R = A oder G; S =CoderG; V = A oder C oder G; W=AoderT; Y=CoderT
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