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I.  Abkiurzungsverzeichnis
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GVHD . Graft-versus-Host Reaktion
HLA Humane Leukozytenantigene
Lm0 e Interleukin-10
s Interleukin-12
ILmd e Interleukin-4
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IN oY e Interferon- y
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MHC e Haupthistokompatibilitatskomplex
1Yo e ] C J Macrophage inflammatory protein 33
MIMODC ... reife (mature) MoDC
MODC ... Monocyte derived DC
NK-ZEIIEN ..o naturliche Killer Zellen
PAMP ..o, Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
PBMC........o oo, mononukleare Zellen des peripheren Blutes



P B S . —————— Phosphate Buffered Saline

PDC .. plasmazytoide dendritischen Zellen
P e Phycoerythrin
PenSIep oo Penicillin/Streptomycin
PEICP ... Peridinin chlorophyll protein
PH A Phytohamagglutinin
PRR Mustererkennungsrezeptor
Sl s spezifische Fluoreszenzintensitat
S Seitwartsstreulicht
TG B Transforming Growth Factor-f3
L PR T-Helferzelle
TR e e e aaae Toll-like Rezeptor
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UP S Ubiquitin-Proteasom-System
USP14 e Ubiquitin-spezifische Protease 14
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist fortwahrend an der Abwehr vielfaltiger
Bedrohungen fur den menschlichen Korper durch unterschiedliche
Krankheitserreger beteiligt. Hierfur ist eine groRe Variationsbreite spezialisierter

Zellen sowie auch anatomische und physikalische Barrieren notwendig.

1.1.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Das Immunsystem wird in eine angeborene und eine erworbene Komponente
unterteilt. Zu den Effektorzellen des angeborenen Immunsystems zahlen
Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DC), Mastzellen, Naturliche Killer
Zellen (NK-Zellen) sowie Granulozyten. lhre Aufgabe ist es mdglichst schnell auf
potenzielle Krankheitserreger zu reagieren. Hierflir erkennen diese Zellen
spezifische Muster, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(englisch:  pathogen-associated molecular patterns; PAMPs), welche
charakteristisch flr ein breites Spektrum an Mikroorganismen sind. Hierzu
gehoren bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane, mannosereiche
Oligosaccharide oder auch unmethylierte CpG-DNA. Alle PAMPs haben
gemeinsam, dass sie zwar in vielen Krankheitserregern nicht aber in
korpereigenen Zellen vorkommen [1]. Im Gegensatz zur erworbenen Immunitat,
welche auf antigenspezifischen B- und T-Lymphozyten beruht und in der Lage ist
spezifisch auf bestimmte Krankheitserreger zu reagieren, besitzt die angeborene
Immunitat eine geringe Spezifitat. Dies liegt unter anderem darin begrindet, dass
die Effektorzellen der angeborenen Immunitat nur eine begrenzte Anzahl an so
genannten Mustererkennungsrezeptoren (englisch: pattern recognition receptors,
PRRs), zu denen auch die Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehoren, zur Erkennung
von Krankheitserregern exprimieren. Die Lymphozyten der erworbenen

(adaptiven oder spezifischen) Immunitat hingegen exprimieren spezialisierte
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Antigenrezeptoren: Jeder Lymphozyt tragt eine spezifische Variante des
Antigenrezeptors, wodurch im menschlichen Organismus ein erhebliches
Repertoire an unterschiedlichen, aber dafur hochspezifischen Antigenrezeptoren
entsteht. Nach Antigenkontakt kommt es zur selektiven Aktivierung und klonalen
Proliferation der Lymphozyten, die den entsprechend passenden Antigenrezeptor
tragen. Allerdings nimmt der Vorgang der klonalen Proliferation einige Tage in
Anspruch, weshalb das erworbene Immunsystem mehr Zeit bendtigt, bis
ausreichend Effektorzellen zur Bekampfung des Pathogens zur Verfugung
stehen als dies beim angeborenen Immunsystem der Fall ist. Desweiteren besitzt
das adaptive Immunsystem die Fahigkeit Gedachtniszellen und somit ein
immunologisches Gedachtnis auszubilden, wodurch bei einem erneuten Kontakt
mit dem entsprechenden Krankheitserreger die Abwehrreaktion schneller und
starker ausfallen kann. Die Lymphozyten der erworbenen Immunitat missen erst
durch die Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) sowie costimulatorische Signale
der angeborenen Immunitat aktiviert werden. So aktivieren beispielsweise DC,
als professionelle APZ, T-Lymphozyten, regen diese zur Proliferation an und
stellen somit eine Briicke zwischen angeborener und erworbener Immunitat dar.
Fir eine effektive Immunabwehr ist also das Zusammenspiel von erworbener und

angeborener Immunitat essenziell.

1.1.2 Zellulare und humorale Bestandteile des Immunsystems

Das Immunsystem wird in zellulare sowie humorale Anteile gegliedert. Die
Leukozyten stellen hierbei den zellularen Anteil dar und entstehen im
Knochenmark aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen. Hierbei gehen
Monozyten, Makrophagen, Mastzellen sowie Granulozyten jeweils aus
gemeinsamen myeloischen Progenitorzellen hervor, wahrend sich B-, T- sowie
NK-Zellen jeweils aus gemeinsamen lymphoiden Progenitorzellen entwickeln [2,
3]. Die humoralen Bestandteile des Immunsystems setzen sich zusammen aus
den Akute-Phase-Proteinen, dem Komplementsystem, diversen
Immunglobulinen sowie verschiedenen Zytokinen, korpereigenen

regulatorischen Proteinen, die der SignalUbertragung zwischen den Zellen
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dienen [4].

1.2 Dendritische Zellen (DC)

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit in den 1970er Jahren durch Ralph
Steinman und Zanvil Cohn entdeckten DC [5-8]. DC sind professionelle APZ, mit
der einzigartigen Fahigkeit primare Immunantworten zu initiieren. Zur Aktivierung
von bis zu 3000 antigenspezifischen T-Zellen ist nur eine DC notwendig [9]. Dies
macht sie zu den potentesten APZ des menschlichen Immunsystems [10, 11].
Sogenannte ,unreife DC* residieren im extrazellularen Milieu der meisten
peripheren Gewebe und sind somit in der Lage jederzeit die Anwesenheit von
Pathogenen zu detektieren [10, 11]. HierfGr exprimieren sie PRRs an der
Zelloberflache, welche der Erkennung von flr Krankheitserreger spezifischen
PAMPs dienen und somit, im Zusammenspiel mit diversen inflammatorischen
Zytokinen und Prostaglandinen, zur ,Ausreifung“ der DC fuhren [1]. Diese
aktivierten, ,reifen DC* prasentieren auf der Zelloberflache prozessierte Antigene
auf MHC-Molekilen (Haupthistokompatibilitatskomplex; englisch:  Major
histocompatibility complex; MHC) und wandern via Chemotaxis in den
nachstgelegenen Lymphknoten. Dort treten sie mit T-Zellen in Kontakt und
induzieren die T-Zell-vermittelte Immunantwort. Sie stellen somit das Bindeglied
zwischen angeborener und erworbener Immunitat dar [12]. Die Art der
induzierten Immunantwort (T-Helfer-Zellen vom Typ 1 (Tu1), vom Typ 2 (TH2),
regulatorische T-Zellen (Treg)) wird des Weiteren durch die Sekretion von
Zytokinen und Expression von Chemokinen/Chemokinrezeptoren entscheidend
gepragt. Molekule von Pathogenen, wie LPS, bakterielle CpG-DNA, und ds RNA,
die ihre Effekte Gber TLRs mediieren, sowie T-Zellsignale, wie der CD40-Ligand
und INF-y induzieren in DC eine IL-12-Produktion und damit Tu1-Antworten.
Antiinflamatorische Zytokine, wie IL-10, TGF-B, Prostaglandin-D2 und
Kortikosteroide inhibieren dagegen eine Ausreifung der DC und die IL-12-
Produktion und induzieren damit Th2- oder regulatorische T-Zell Antworten [13,
14]. Die einzigartige Rolle dieser APZ als Vermittler zwischen angeborener und

erworbener Immunitat sowie ihre erhebliche immunogene Potenz flhrte auch zur
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Entwicklung immuntherapeutischer Ansatze im Sinne einer DC-Vakzinierung [15,
16].

1.2.1 Subtypen und Entwicklung der DC

Es hat sich gezeigt, dass DC eine sehr heterogene Zellpopulation darstellen,
welche in der Lage ist, unterschiedliche und teils gegensatzliche
immunregulatorische Funktionen zu erflllen [17]. Als einzige Zellen des
Immunsystems kénnen DC sowohl lymphoide als auch myeloide
Progenitorzellen besitzen [18-23].

Die verschiedenen DC-Typen tragen in unterschiedlicher Weise dazu bei
Immunreaktionen gegen spezifische Pathogene zu induzieren [9]. DC kénnen in
zwei Hauptkategorien unterschieden werden: die konventionellen DC (cDC) und
die plasmazytoiden DC (pDC) [9]. Beide entwickeln sich Uber verschiedene
Zwischenstufen aus hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks.
Wahrend pDC gro3e Mengen an Interferon produzieren und ihre Aktivierung
unerlasslich bei der Einleitung antiviraler Immunreaktionen ist, lassen sich die
cDC wiederum in zwei Untergruppen einteilen [9, 24]. Die residualen DC, welche
direkt in den lymphatischen Organen Antigene aufnehmen und prasentieren und
die migratorischen DC (z. B. Langerhans-Zellen und interstitielle DC), welche sich
in ihrer unreifen Form in den peripheren Geweben aufhalten und dann als reife
DC uber die afferenten Lymphbahnen in die Lymphknoten wandern [9].

Im Rahmen eines akuten Entzindungsgeschehens koénnen sich
z. B. inflammatorische DC aus Monozyten entwickeln [19, 25]. Auch die
migratorischen DC, insbesondere die Langerhans-Zellen der Haut, sind
monozytaren Ursprungs [26].

Sallusto und Lanzavecchia [27] sowie Romani et al. [28] konnten 1994 zeigen,
dass sich humane CD14* Monozyten in der Zellkultur (in vitro) mit Granuloyzten-
Monozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (englisch: granulocyte macrophage
colony-stimulating factor; GM-CSF) sowie IL-4 zu sogenannten ,Monocyte
derived DC* (MoDC) differenzieren lassen. Da MoDC den cDC des peripheren

Blutes bei der Antigeninternalisierung und -prozessierung sowie auch der
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immunstimulatorischen Funktion sehr dhnlich und zudem leicht verfligbar bzw.
herstellbar sind, dienen sie als In-vitro-Modell fur experimentelle Untersuchungen

[19, 24, 27, 29, 30] und als Adjuvanz bei verschiedenen Vakzinierungsstrategien.

1.2.2 DC-Ausreifung, Phanotyp und T-Zell-Interaktion

Unreife und reife DC unterscheiden sich sowohl in ihrer Funktion als auch in
ihrem Phanotyp. Wahrend unreife DC vor allen Dingen dem Erkennen und der
Aufnahme von Antigenen Uber Phagozytose, rezeptorvermittelte Endozytose,
unter anderem Uber den Mannose-Rezeptor DC-SIGN [31], oder
Makropinozytose dienen, besteht die vorrangige Aufgabe der reifen DC in der
Antigenprasentation und Induktion der T-Zell-vermittelten Immunitat [22, 31-33].
Unreife DC, welche in fast allen Organen und peripheren Geweben als ,Wachter
des Immunsystems® patrouillieren, werden durch Kontakt zu Pathogenen oder
inflammatorischen Stimuli wie bspw. LPS oder bakterielle DNA zur Ausreifung
gebracht. Hierflr exprimieren sie Rezeptoren aus der TLR- sowie TNF-Rezeptor-
Familie [33]. Wahrend des Ausreifungsprozesses vermindern die DC ihre
Fahigkeit zur Antigenaufnahme (Endozytose- und Phagozytose-Rezeptoren wie
DC-SIGN werden herabreguliert) und verstarken dafur die Expression
costimulatorischer Molekile wie beispielsweise CD80 und CD86, welche fur die
T-Zell-Aktivierung als costimulatorische Signale notwendig sind [22]. Ein weiterer
Reifungsmarker ist CD83, der ebenfalls der T-Zell-Aktivierung dient [34—36].
Desweiteren kommt es zur vermehrten Expression des Chemokin-Rezeptors
CCRY7, welcher die Migration zu den drainierenden Lymphknoten steuert [37].
Dort treten die DC in der sogenannten T-Zellzone in Kontakt mit T-Zellen. Die
aufgenommenen Antigene werden prozessiert und konnen im Falle von
phagozytierten extrazellularen Antigenen Uber MHC-Klasse-Il oder im Falle von
intrazellular prozessierten Proteinfragmenten, die z. B. von zytoplasmatischen
Bakterien, Viren oder korpereigenen Proteinen stammen Uber MHC-Klasse-|
prasentiert werden. Uber MHC-I werden CD8* zytotoxische T-Zellen der
zellularen Immunantwort und tber MHC-II CD4* T-Helferzellen der humoralen

Immunantwort aktiviert. HLA-DR ist ein ausschlieB3lich von APZ exprimierter
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MHC-Klasse-II-Oberflachenrezeptor, der bei der Ausreifung der DC ebenfalls
hochreguliert wird [9]. Bei der Ausreifung verandert sich also der Phanotyp der

DC entsprechend ihrer veranderten Funktion (siehe Abbildung 1).

LPS
Bakterielle DNA

Unreife DC Reife DC
e DC-SIGN 1 e DC-SIGN |
e CD141 e CD14 |
e (D80, CD86, CD83 | e (D80, CD86, CD83 1
e CCR7| e CCR71
e MHC-II (HLA-DR) | e MHC-Il (HLA-DR) t
= Antigenaufnahme 1 = Migrationsfahigkeit 1

= T-Zell-Aktivierung 1

Abbildung 1: Veranderung des Phanotyps durch die Ausreifung von DC. Unreife
DC (iMoDC) kénnen durch verschiedene Stimuli wie bspw. LPS zur Ausreifung
gebracht werden. Wahrend dieses Vorgangs kommt es zu typischen Veranderungen
des Phanotyps entsprechend der neu gelagerten Funktion der reifen DC (mMoDC).

1.2.3 DC-Vakzinierung

Schon 1995 konnte fur Patienten mit fortgeschrittenem metastasiertem Melanom
gezeigt werden, dass durch die DC-Vakzinierung mit autologen peptidbeladenen
MoDC eine antigenspezifische T-Zell-vermittelte Immunantwort ausgeldst wird
[38]. Seither wurden zahlreiche praklinische und klinische Studien mit den
unterschiedlichsten  Tumorarten  unter anderem  Prostatakarzinomen,
Lymphomen, Myelomen, Nierenzellkarzinomen, Ovarialkarzinomen,
Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen und Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen durchgefiihrt [14, 39—44]. Zusammengenommen konnten

sie zeigen, dass die DC-Vakzinierung eine sichere Methode zur Bekdmpfung von
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Tumoren darstellen kdnnte. Allerdings war die Effizienz der DC-Vakzinierung in
mehreren bisher durchgeflhrten klinischen Studien nicht wie erhofft [14, 39, 45,
46]. Hieraus lasst sich die im Sinne einer Effektivitatssteigerung notwendige
Kombination der DC-Vakzinierung mit anderen antitumoralen Therapien ableiten.
Fir die DC-Vakzinierung werden autologe DC in vitro aus CD34"
hamatopoetischen Progenitorzellen oder aus Monozyten des peripheren Blutes
des entsprechenden Patienten generiert [45]. Diese DC werden dann ex vivo mit
tumorspezifischen oder tumorassoziierten Antigenen des jeweiligen Tumors des
Patienten beladen und zur Ausreifung gebracht. Als Antigene kdnnen hierbei
beispielsweise Tumorzelllysate, vom Tumor stammende bzw. abgeleitete
Proteine/Peptide, sowie (synthetische) DNA oder RNA dienen. Die reifen,
beladenen DC werden dem Patienten zurickinjiziert, um eine spezifisch gegen
die malignen Zellen des jeweiligen individuellen Tumors des Patienten gerichtete
T-Zellantwort zu induzieren [45, 47, 48].

Mit Sipuleucel-T (Provenge®, APC8015) war kurzzeitig bereits ein DC-Vakzin flr
Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom bei Progress trotz
Androgendeprivation zugelassen [49, 50]. Die Zulassung erfolgte in den USA im
April 2010 und in der EU im September 2013, wurde dann jedoch auf Antrag des
Zulassungsinhabers 2015 ohne Angabe von Grunden widerrufen. Zuvor konnte
zudem durch das Institut fur Qualitat und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen
in seiner Nutzerbewertung kein Zusatznutzen des Praparats festgestellt werden.
Sipuleucel-T setzte sich zusammen aus autologen DC, die ex vivo mit dem
Fusionsprotein PA2024 beladen wurden. Bei PA2024 handelt es sich um die
prostataspezifische saure Phosphatase als Tumorantigen, die mit GM-CSF
fusioniert ist [49]. FUr Patienten mit metastasiertem progredientem
Prostatakarzinom konnte im Vergleich zu Placebo ein um 4 Monate verlangertes
medianes Uberleben fiir die Therapie mit Sipuleucel-T gezeigt werden [50].
Zudem ergab sich eine erhdhte 3-Jahres-Uberlebensrate [50], jedoch ohne eine
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens [51]. Die beobachteten
Nebenwirkungen waren reversibel, direkt infusionsassoziiert und gut
beherrschbar [51]. Autoimmunph&nomene wie sie bei Immuntherapien auftreten

konnen, wurden nicht beobachtet [51].
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1.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Als elementarer Bestandteil fur die funktionelle Integritat der Zellen stellt das
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) die Regulierung der Proteinaktivitat sowie
die Qualitatskontrolle durch Beseitigung bspw. fehlgefalteter Proteine sicher.
Schatzungsweise werden mehr als 80 % der intrazellularen Proteine Uber dieses
System abgebaut [52, 53]. Neben der regulatorischen Funktion wahrend des
Zellzyklus’, bei der Apoptose sowie der Reaktion der Zelle auf z. B. oxidativen
Stress oder DNA-Schadigungen ist das UPS auch an der Signaltransduktion
innerhalb der Zelle sowie am Prozess der Antigenprasentation Uber HLA-
Molekule wesentlich beteiligt.

FUr den Abbau durch das Proteasom mussen Proteine mit Polyubiquitin markiert
werden. Es handelt sich dabei um einen reversiblen Prozess, der durch
sogenannte Deubiquitinasen (DUBs) rickgangig gemacht werden kann [53, 54].
Das zylinderférmige Proteasom setzt sich aus einer katalytischen 20S-
Untereinheit sowie einer oder zwei regulatorischen 19S-Untereinheiten
zusammen. Wahrend die 20S-Untereinheit flr die Hydro- bzw. Proteolyse und
somit den Abbau der eingeschleusten Proteine zustandig ist, dienen die 19S-
Untereinheiten unter anderem der Erkennung der polyubiquitinierten Proteine [53,
54].

Es hat sich gezeigt, dass das UPS, als Mediator zwischen Synthese und Abbau
von Proteinen, unter anderem bei altersbedingten Erkrankungen, wie dem
Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder auch dem Morbus Huntington, eine
wesentliche Rolle spielt [55]. Desweiteren ist es beteiligt am Fortschreiten vieler
Tumorentitaten [56]. Maligne Zellen nutzen das UPS zu ihrem Vorteil um bspw.
der Apoptose zu entgehen oder auch durch den Abbau negativer
Zellzyklusregulatoren, wie p27 oder p53 sowie der gesteigerten Aktivierung des
NFk-B-Pathways, unkontrolliert proliferieren zu kénnen [57]. Da maligne Zellen
zudem hoch proliferative Zellen mit einem hohen Proteinumsatz darstellen, sind

diese in hdherem Malde auf ein funktionierendes UPS angewiesen als normale
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Zellen [57, 52, 58]. Daher ist das UPS als Angriffspunkt in der Entwicklung
neuartiger Medikamente zur Bekampfung verschiedener Tumorentitaten in den
Fokus der Aufmerksamkeit geruckt. So konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
des UPS das Uberleben maligner Zellen in vitro einschrankt und fiir mehrere
Tumorentitaten vielversprechende klinische Effekte erzielt werden kdnnen [59—
63].

Der erste Vertreter dieser Medikamentengruppe ist der Proteasomeninhibitor
Bortezomib (Velcade®, PS-341) [64]. Nachdem sich das Prinzip der
Proteasomeninhibition durch Bortezomib als erfolgversprechend herausstellte,
folgte die Entwicklung einer zweiten Generation von Proteasomeninhibitoren.
Wirksamkeit zeigte hier Carfilzomib (Kyprolis®, PX-171-007), mit dem ein
verlangertes Uberleben bei Patienten mit Multiplem Myelom, die ein Rezidiv
erlitten hatten, erreicht werden konnte [65—-67].

Eine weitere Gruppe an Medikamenten, die das UPS als Zielstruktur nutzt, sind
die sogenannten ,small molecules, zu denen auch das in dieser Arbeit
verwendete b-AP15 gehort [68].

Die Inhibition des UPS hat natirlich auch Auswirkungen auf normale Zellen.
Daher ist es wichtig, die Wirkung von Substanzen, die das UPS als
Angriffsstruktur nutzen, auch auf gesunde Zellen zu untersuchen. Im Hinblick auf
die Verwendung in Kombination mit einer Immuntherapie im Sinne einer DC-
Vakzinierung, gilt es vor allem den Einfluss dieser Medikamente auf DC genauer

Zu explorieren.
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1.4 Bortezomib

Der erste von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA 2003 und der
Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) in Europa 2004 zugelassene Vertreter
der Gruppe der Proteasomeninhibitoren ist Bortezomib (Velcade®, PS-341).
Zugelassen wurde Bortezomib flr die Therapie des Mantelzelllymphoms [69, 70]
sowie des Multiplen Myeloms [64]. Angriffspunkt fur Bortezomib ist die 20S-
Untereinheit des Proteasoms: es inhibiert durch die reversible Blockade der
chymotrypsinartigen Untereinheit des proteolytisch aktiven Zentrums der 20S-
Untereinheit das Proteasom [71].

Bortezomib kommt nicht nur als Monotherapie, sondern auch in Kombination mit
Chemotherapeutika wie Doxirubicin oder immunmodulatorisch wirksamen
Substanzen wie Thalidomid oder Lenalidomid eine Bedeutung zu. Durch die
Kombination soll die Wirksamkeit der Chemotherapeutika gesteigert sowie die
Entwicklung von Resistenzen gegenuber den Kombinationspartnern verringert
werden [71].

Leider zeigen sich in den bisherigen klinischen Studien fir die Anwendung von
Bortezomib bei soliden Tumoren eher enttauschende Resultate [71, 72]. Ein
Problem stellt die Resistenz vieler Tumore gegen Bortezomib dar, welche sowohl
primar vorhanden sein als aber auch im Verlauf der Therapie entwickelt werden
kann [56, 73].

Daher wurden zwischenzeitlich weitere Proteasomeninhibitoren der zweiten
Generation, wie z.B. Carfilzomib (Kyprolis®, PX-171-007) entwickelt. Flr
Carfilzomib konnten sowohl flr das Mantelzelllymphom [74] als auch flr die
Therapie des rezidivierenden Multiplen Myeloms [65] vielversprechende
therapeutische Effekte gezeigt werden. Carfilzomib ist daher in Kombination mit
Lenalidomid und Dexamethason in der Zweitlinien-Therapie des Multiplen
Myeloms von der FDA seit 2012 [75] und von der EMA fur Erwachsene, die zuvor
mindestens eine Therapie erhalten haben, ab dem ersten Rezidiv ebenfalls in
Kombination mit Lenalidomid und Dexamethason seit 2015 zugelassen [75].
Desweiteren ist mit Ixazomib (Ninlaro®, MLN2238) von der FDA seit 2015 und

der EMA seit 2016 ein weiterer Proteasomeninhibitor der zweiten Generation in
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Kombination mit Lenalidomid und Dexamethason ebenfalls in der Zweitlinien-

Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen [72, 76, 77].

1.4.1 Effekte von Bortezomib auf DC

Die Auswirkungen von Bortezomib auf DC wurden bereits in friheren Studien,
u. a. auch von Nencioni et al. (Arbeitsgruppe Prof. Peter Brossart, ehemals
Universitatsklinikum Tubingen, Innere Medizin Il), eingehend untersucht. Es
wurde gezeigt, dass Bortezomib sowohl Phanotyp als auch Funktion von MoDC
auf verschiedene Arten beeinflusst [78-83]. Zum einen wurde die Ausreifung der
MoDC eingeschrankt, was sich u.a. in einer verringerten Expression der
Reifungsmarker bzw. costimulatorischen Molekile wie CD80, CD83, CD86 und
DC-SIGN sowie von HLA-DR auf der Zelloberflache zeigte [81-83]. Zum anderen
schrankte Bortezomib die Fahigkeit der MoDC, Antigene via Rezeptor-
vermittelter Endozytose oder Makropinozytose aufzunehmen, ein [81, 83]. Auch
die Produktion von Zytokinen und die Fahigkeit zur T-Zell-Stimulation wurde
durch Bortezomib reduziert [81, 83]. Desweiteren wurde die Migrationsfahigkeit
durch eine verminderte Expression von CCR7 auf der Zelloberflache der MoDC
herabgesetzt [81]. Zudem wurde durch Bortezomib die Reaktion der MoDC
sowohl auf endogene inflammatorische Zytokine und Prostaglandine wie auch
auf bakterielle Stimuli wie LPS negativ beeinflusst [81]. Zusammengenommen
legen diese Ergebnisse nahe, dass bei einer Kombinationstherapie von
Bortezomib und DC-Vakzinierung mit einer erheblich verringerten

Funktionsfahigkeit der (Mo)DC zu rechnen ist.

1.5 Der Deubiquitinase Inhibitor b-AP15

Mit dem ,small molecule® b-AP15 wurde eine neue Klasse von
Proteasomeninhibitoren mit einem alternativen Wirkmechanismus entwickelt [56].
Auch b-AP15 greift an der 19S-Untereinheit des Proteasom an, indem es die
Deubiquitinierung der markierten Proteine durch die Blockade der Ubiquitin-

spezifischen Protease 14 (USP14) und der Ubiquitin-C-Terminal-Hydrolase 5
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(UCHL5) verhindert [68, 56]. Bei USP14 und UCHLS5 handelt es sich um zwei der
insgesamt drei DUBSs, die mit der 19S-Untereinheit assoziiert sind [56]. Wahrend
die Hemmung nur einer dieser beiden DUBs =zu einer ansteigenden
Proteasomenaktivitat fuhrt, bewirkt die Hemmung von sowohl USP14 als auch
UCHLS5 eine deutliche Beeintrachtigung der Proteasomen Funktion [84]. In der
Zelle akkumulieren dadurch ubiquitinierte Proteine, was letztlich zu deren
Absterben fuhrt [56].

Praklinische Daten belegen die Wirksamkeit von b-AP15 fir sowohl
hamatologische als auch solide Tumorentitaten [85-90]. Besonders bedeutend
ist hierbei die Beobachtung, dass b-AP15 auch bei Tumorzellen, die gegen
Bortezomib resistent sind, wirksam ist [56, 88] und somit als Ergédnzung bzw.
Alternative fur bereits bestehende Therapieschemata interessant werden konnte.
Mit dem Strukturanalogon VLX1570 wurde zudem ein weiterer Deubiquitinase
Inhibitor mit analogem Wirkmechanismus zu b-AP15 entwickelt, der
zwischenzeitlich fur klinische Studien zugelassen ist. VLX1570 zeichnet sich vor
allem durch eine bessere Ldslichkeit als b-AP15 aus und ist somit fur die
intravendse Gabe noch besser einsetzbar [91]. Wie auch b-AP15 fuhrt VLX1570
in Multiplen Myelom Zellen zur Induktion der Apoptose in vitro und zeigt zudem
antitumorale Wirkungen in vivo [92]. Die Wirksamkeit sowie Vertraglichkeit von
VLX1570 wird derzeit in einer Phase I/ Il Studie an Patienten mit refraktarem oder
rezidivierenden Multiplen Myelom in Kombination mit Dexamethason getestet
(NCT02372240) [92].

Der Einfluss von b-AP15 auf Phanotyp und Funktion von DC ist bislang noch
nicht untersucht. Da b-AP15 genau wie Bortezomib und andere
Proteasomeninhibitoren durch die Blockade des fir alle Zellen essenziellen UPS
wirkt, kann b-AP15 potenziell auch Zellen des Immunsystems beeintrachtigen.
Dieses zu eruieren ist von grundlegendem Interesse, vor allem auch im Hinblick

auf mogliche Auswirkungen auf DC-basierte Immuntherapien.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Multimodale Therapieansatze auch mit auf DC basierenden Tumorvakzinen
gewinnen bei der Behandlung maligner Erkrankungen zunehmend an Bedeutung.
In  vorangegangen Arbeiten [81-83] wurde (gezeigt, dass der
Proteasomeninhibitor Bortezomib in therapeutischen Dosen einen negativen
Einfluss auf die Funktion von aus humanen Monozyten in vitro generierter MoDC
hat. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss des Vertreters einer
neuen Klasse von Proteasomeninhibitoren b-AP15 auf den Phanotyp und die
Funktion von MoDC zu untersuchen, um so die Auswirkungen auf eine

potenzielle Kombinationstherapie abschatzen zu kénnen.
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2. Material

2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Hersteller

Absaugpumpe Vacusafe Comfort

IBS Integra Biosciences AG; 7205 Zizers,

Schweiz

Brutschrank (37 °C, 5 % CO2)

Binder GmbH; Tuttlingen, Deutschland

Durchflusszytometer: BD FACS Calibur™

BD Biosciences (Becton Dickinson
GmbH); Heidelberg, Deutschland

Einkanal-Pipetten Transferpette S
0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Brand GmbH & Co KG; Wertheim,

Deutschland

Gammacell® 1000 Elite

Best™ Theratronics; Ottawa, Kanada

HandyStep repeating pipette

Brand GmbH & Co KG; Wertheim,

Deutschland

Handzahler 4-stellig (1-7510)

Neolab; Heidelberg, Deutschland

Heidolph Top-Mix 94323

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG;

Schwabach, Deutschland

Kihlschrank -20 °C

Liebherr Comfort; Kirchdorf an der lller,

Deutschland

Kuhlschrank 4 °C

Liebherr Comfort; Kirchdorf an der lller,

Deutschland

Kuhlschrank -80 °C
(Model: 8936; HFU320BV)

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,
Massachusetts; USA

Lichtmikroskop Carl Zeiss Axiovert 25
(HBO 50)

Carl Zeiss AG; Oberkochen, Deutschland

MS1 Minishaker

IKA-Werke GmbH & Co KG; Staufen,

Deutschland
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Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Tiefe

Karl Hecht GmbH & Co KG (Assistent);
Sondheim v. d. Rhon, Deutschland

Pipetboy acu

IBS Integra Biosciences AG; 7205 Zizers,

Schweiz

Pipetten Eppendorf Research Plus Einkanal
0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Schuttelwasserbad Typ 1083

(GFL) Gesellschaft fur Labortechnik mbH;

Burgwedel, Deutschland

Sterilbank: Heraeus Instruments HeraSafe

Kendro Laboratory Products GmbH;

Hanau, Deutschland

Zentrifugen: 1) Eppendorf Centrifuge 5840R

2) Megafuge 1.0 R

3) Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Kendro Laboratory Products GmbH;
Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,
Massachusetts; USA

2.2 \Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

10 pl Filter Tips, steril

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland

Brand Prazisions-Dispenser-Tips
(1 Hub =100 ml)

Brand GmbH & Co KG; Wertheim,

Deutschland

Cell culture insert; transparent PET

membrane 24 Well 8.0 um pore size

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Cellstar 96 Well Cell Culture Plate, steril, F-
bottom, with lid

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland
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Cellstar 96 Well Cell Culture Plate, steril, U-
bottom, with lid

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland

Cellstar Tubes; 15 ml PP, graduated, conical
bottom, steril, blue screw can
(Cat.-No.: 188271)

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland

Companion Plate; 24 Well with low
evaporationlid, notched for use with cell
culture inserts; tissue culture treated by
vacuum gas plasma; polysterene;

non-pyrogenic

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Costar 10 ml Stripette, Disposable

Serological Pipette, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Costar 25 ml Stripette, Disposable

Serological Pipette, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Costar 2 ml Stripette, Disposable

Serological Pipette, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Costar 50 ml Stripette, Disposable

Serological Pipette, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Costar 5 ml Stripette, Disposable

Serological Pipette, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Cryo.s PP, 2 ml, 12,5 /47 MM, steril,
Verschl. Natur, AuRengewinde

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland

DeckWorks™ Low Binding Barrier Pipet
Tips 1-100 pl, Graduated, Natural, Hinged
Rack, Steril, Polypropylene

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Eppendorf Combitips advanced
(1 Hub = 50 ml)

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland
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FACS-Tubes; Falcon 5 ml Polystyrene
Round-Bottom Tubes (12 x 75mm style),
nonsteril, no cap (Supplier No. 352008)

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Falcon 50 ml Polypropylene Conical Tubes,

30 x 115 mm style, steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Falcon 75 cm? Zellkulturflaschen' steril

Corning Inc.; Corning, New York, USA

Parafilm ,M“, Laboratory Film American
National Can, Chigaco IL 60631

Rexam Beverage Can Americas Inc;
Chiagco, lllinois, USA

Reaction tubes; 1,5 ml; PP; graduated;

attached cap; natural (Eppendorf Cups)

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,

Deutschland

SafeSeal SurPhob Spitzen, 100 pl, steril,
Low Binding, graduiert

BIOZYM Gesellschaft fur Enzymtechnologie
mbH; Hamburg, Deutschland

SafeSeal SurPhob Spitzen, 10 pl, steril,
Low Binding, graduiert

BIOZYM Gesellschaft fir Enzymtechnologie
mbH; Hamburg, Deutschland

SafeSeal-Tips Premium, Micropoint
Graduated Pipette Tips 100 - 1250 pl,

Natural, Steril

BIOZYM Gesellschaft fur Enzymtechnologie
mbH; Hamburg, Deutschland

2.3 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

BD FACS Flow™

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

Cell WASH BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);
Heidelberg, Deutschland
CFSE 5 mM Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,

Massachusetts; USA
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DMSO 500 ml Fluka Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
Deutschland
FACS Clean BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

FCR Blocking Reagenz Human 2 ml

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,

Deutschland

FCS (Fetales Kalberserum)

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

Ficoll Biocoll Separating Solution

Biochrom AG; Berlin, Deutschland

Formalin Solution 10 % Neutral Buffered

Sigma; St. Louis, USA

Halt Protease Inhibitor Cocktail (100X); 1 ml
Productnumber: 1862209

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,
Massachusetts; USA

MACS BSA Stock Solution

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,

Deutschland

PBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

Sigma; St. Louis, USA

Penstrep 5000 1U/ml 100 ml

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

RIPA Buffer, 1X; 250 ml
Productnumber: 89901

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,
Massachusetts; USA

Trypanblau (0,4 %) 100 ml

Sigma; St. Louis, USA

2.4 Pharmaka

Tabelle 4: Pharmaka

Pharmakon

Hersteller

b-AP15
[10 nM, 100 nM, 500 nM, 1000 nM]

Active Biochem; Bonn, Deutschland

Bortezomib

[Arbeitskonzentration 10 ng/ml]

Selleckchem; Miinchen, Deutschland
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2.5 Zytokine

Tabelle 5: Zytokine

Zytokin

Hersteller

GM-CSF

[Arbeitskonzentration 100 ng/ml]

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

IL-10

[Arbeitskonzentration 10 ng/ml]

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

IL-4

[Arbeitskonzentration 20 ng/ml]

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH;
Frankfurt, Deutschland

Mip-33
[Arbeitskonzentration 100 ng/ml]

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

2.6 Mitogene

Tabelle 6: Mitogene

Mitogen

Hersteller

LPS (Lipopolysaccharid)
[Arbeitskonzentration 100 ng/ml]

Sigma; St. Louis, USA

PHA (Phytohamagglutinin)
[Stock 1 mg/ml;
Arbeitskonzentration 3 ug/ml]

Sigma; St. Louis, USA

2.7 Enzyme

Tabelle 7: Enzyme

Enzym

Hersteller

Pulmozyme

Roche Diagnostics GmbH; Mannheim,

Deutschland
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2.8 Antikorper

Tabelle 8: Antikorper
Antikorper

Hersteller

Anti-Human CD80 FITC

Life Technologies GmbH; Darmstadt,

Deutschland

Anti-Human CD83 PE

Life Technologies GmbH; Darmstadt,

Deutschland

Anti-Human DC-SIGN, PerCP Conjugated
Mouse IgG2s

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

Anti-Human DC-SIGN, Phycoerythrin
Conjugated, Mouse IgG2B

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

Anti-human HLA-DR APC

Life Technologies GmbH; Darmstadt,

Deutschland

Anti-Human Osteoaktivin Mouse
Monoclonal IgG2b

=> wird konjugiert mit Lightning-Link-RPE-
Conjugation Kit der Firma Innova

Biosciences Cambridge, United Kingdom

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

APC Mouse Anti-Human CD209
[DC Sign APC]

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

APC Mouse Anti-Human CD86

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

CD14 PerCP

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

CD4 Mouse Anti-Human PE

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

FITC Mouse Anti-Human CD1a

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

30




FITC Mouse Anti-Human-CD209
[DC Sign-FITC]

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

FITC-Dextran

Sigma; St. Louis, USA

IgG Isotype Control, Allophycocyanin
Conjugated Mouse 1gG+

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

IgGz2s Isotype Control, PerCP Conjugated
Mouse 1gG2s

R&D Systems; Wiesbaden, Deutschland

Mouse IgG1 Iso Control, PE
[1:5 verdlnnt mit FACS-Puffer]

Life Technologies GmbH; Darmstadt,

Deutschland

Mouse y 1 FITC (x 40) Antikorper
[1gG1 FITC]

BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

2.9 Medien

Tabelle 9: Zellkulturmedien

Zellkulturmedium

Hersteller

RP10-Medium
Medium RPMI 1640 mit Glutamax. 10 %
hitzeinaktiviertem FCS und 2 %

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland

X-VIVO 20 Medium
Mit L-Glutamin, Gentamicin, und Phenol
Red

Lonza; Basel, Schweiz
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2.10 Computerprogramme

Tabelle 10: Computerprogramme

Programm Hersteller

Cellquest Pro BD Biosciences (Becton Dickinson GmbH);

Heidelberg, Deutschland

Flow Jo Version 7.6.4 Tree Star Inc.; Ashland, OR, USA

IBM SPSS Statistics Version 24 IBM Deutschland GmbH; Ehningen,

Deutschland
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3. Methoden

3.1 Isolierung von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (englisch: peripheral blood
mononuclear cells; PBMC) wurden per Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-
Lésung (Biocoll Separating Solution) aus den Buffy Coats gesunder Blutspender
isoliert (Zentrum fur Klinische Transfusionsmedizin Tubingen. Es wurden
ausschlieBlich anonymisierte Buffy Coats verwendet, d. h. es wurden keine
personenbezogenen Daten einbezogen). Buffy Coats entstehen als
Nebenprodukt bei der Verarbeitung einer Vollblutspende und enthalten dann vor
allem noch Leukozyten sowie  Thrombozyten. Das fur die
Dichtegradientenzentrifugation verwendete Ficoll ist ein Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer mit einer Dichte von 1,077 g/ml. Wahrend
Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer héheren Dichte wahrend der
Zentrifugation die Polymerschicht passieren, sammeln sich die PBMC aufgrund
ihrer geringeren Dichte in der Interphase zwischen Ficoll-Losung und Blutplasma
an, so dass sie leicht abgenommen werden kdnnen.

Das Blut aus dem Buffy Coat wurde in eine T75-Zellkulturflasche Gberfihrt und
mit PBS auf ein Volumen von 120 ml verdinnt. Dieses Blut-PBS-Gemisch wurde
anschlielend auf vier 50-ml-Falconréhrchen verteilt, in welche zuvor 12 ml Ficoll-
Lésung vorgelegt wurden. Diese Ficoll-Losung wurde mit je 30 ml Blut-PBS-
Gemisch langsam Uberschichtet und im nachsten Schritt 20 min bei 1900 rpm
(650 x g) ohne Bremse in der Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation waren die PBMC als weil3e Zellschicht in der Interphase zwischen
der Ficoll-Lésung und dem Blutplasma sichtbar. Diese Zellschicht konnte nun mit
einer 5-ml-Pipette vorsichtig abgenommen werden. Hierbei wurden die PBMC
aus je zweien der vier Falconréhrchen auf ein neues 50-ml-Falconréhrchen
gepoolt. Die abgenommene Zellsuspension wurde dann zweimal mit PBS
gewaschen, um Reste der Ficoll-Lésung zu entfernen. Hierzu wurden die beiden

50-ml-Falconréhrchen mit PBS auf 50 ml aufgefullt und dann 5 min bei 1500 rpm
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(400 x g) zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wurde jeweils nach der
Zentrifugation vorsichtig abgesaugt. Anschliel3end folgte ein dritter Waschgang,
um die Thrombozyten zu entfernen. Die Falconrohrchen wurden mit PBS auf
25 ml aufgefullt und 12 min bei 900 rpm (145 x g) zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt, die Zellen in ein Falconréhrchen gepoolt und in 40 ml PBS

aufgenommen, so dass nun die Zellzahl bestimmt werden konnte.
3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul Zellsuspension entnommen und 1:10
mit Trypanblau (10 pl) sowie PBS (80 pl) verdunnt. Durch das Trypanblau konnte
zwischen vitalen und toten Zellen unterschieden werden. Tote Zellen nehmen das
Trypanblau auf, wahrend bei den vitalen nur die Membran angefarbt wird. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte per Neubauer-Zahlkammer, in welcher die vitalen
Zellen in zwei der vier Gro3quadranten gezahlt und hieraus dann der Mittelwert
gebildet wurde. Die Neubauer-Zahlkammer ermoglicht es Zellen in einem
definierten Volumen von 0,1 uyl auszuzahlen. Zur Bestimmung der Zellzahl pro
Milliliter wurde die ermittelte Zellzahl mit dem Faktor 10* multipliziert. Somit ergab
sich folgende Formel zur Berechnung der absoluten Zellkonzentration:

ermittelte Zellzahl

- x —— x 103 L x Verdiinnungsfaktor X aufgenommene ml PBS = Zellzahl/ml
ausgezahlte Quadranten 0,1pl ml

beziehungsweise:

ermittelte Zellzahl

L % 1032 x 10 x 40 ml PBS = Zellzahl/ml
2 0,1l mi

3.3 MoDC-Generierung aus plastikadharenten Monozyten

Zur Generierung von MoDC wurden die PBMC mit dem Medium X-VIVO 20 so
eingestellt, dass pro T75-Zellkulturflasche 1 x 108 Zellen in 10 ml X-VIVO 20
Medium angesetzt werden konnten. Es folgte die Inkubation der PBMC fur 1,5 -
2,0 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Wahrend der Inkubationszeit adharierten
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die Monozyten an den Plastikboden der Zellkulturflasche. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurden die nicht adharenten Zellen mehrfach mit dem in der
Flasche vorhandenen X-VIVO 20 Medium abgewaschen. Anschliel3end folgten
zwei bis drei weitere Waschgange mit PBS. Die verbliebenen adharenten
Monozyten wurden mit dem Medium RPMI 1640 (+ 10 % FCS/ 2 % PenStrep) fur
insgesamt 7 Tage bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Zur Generierung von MoDC
aus den Monozyten wurden an den Tagen 0, 2, 4 und 6 die Zytokine Interleukin-
4 (IL-4; 20 ng/ml) und GM-CSF (100 ng/ml) zu den Zellen gegeben. Die Zugabe
von b-AP15 in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM, 500 nM und 1000 nM, sowie
des DMSO als Negativ-Kontrolle und des IL-10 (10 ng/ml) und/oder Bortezomib
(10 ng/ml) als Positiv-Kontrolle(n), erfolgte 24 Stunden vor der Ernte, also an Tag
6. Um reife mMoDC (englisch: mature monocyte derived dendritic cells) zu
erhalten erfolgte 16 Stunden vor der Ernte, also ebenfalls an Tag 6, die Zugabe

von Lipopolysaccharid (LPS 100 ng/ml).

3.4 Ernte der MoDC

An Tag 7 konnten die Zellen geerntet werden. Hierfir wurden die
Zellkulturflaschen mit dem RPMI-1640-Medium ungefahr 10 x gespdult. Die
entstehende Zellsuspension wurde in jeweils ein 50-ml-Falconréhrchen Uberfuhrt.
AnschlieRend wurden die Zellkulturflaschen noch ca. 10 x mit PBS gespult und
die hierbei entstehende Zellsuspension wurde ebenfalls in das entsprechende
50-ml-Falconréhrchen uberfluhrt. Die Zellsuspension wurde ein weiteres Mal
5 min bei 1500 rpm (400 x g) zentrifugiert, die Ubersténde vorsichtig abgesaugt,
die Zellen in 3 ml PBS aufgenommen und die Zellzahl in der Neubauer-

Zahlkammer bestimmt (siehe 2.2.).
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3.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie dient der Analyse des Expressionsmusters

verschiedener Oberflachenmarker und somit der Phanotypisierung der MoDC.

3.5.1 Kompensation

Bei der Mehrfarbenfluoreszenz-Analyse, die flr die Untersuchung des
Expressionsmusters der Oberflachenmarker auf MoDC notwendig ist, stellt die
Kompensation einen wichtigen Bestandteil der durchflusszytometrischen
Messung dar. Notwendig wird sie dadurch, dass sich die Emissionsspektren der
Fluorochrome zum Teil Uberlappen. Fur die Farbung wurden im vorliegenden Fall
die an die entsprechenden Antikorper gekoppelten Fluorochrome Fluorescein-
Isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP)
und Allophycocyanin (APC) verwendet.

Die MoDC wurden jeweils in ein FACS-Roéhrchen (Roéhrchen a) gegeben. Pro
Versuchsansatz wurden ca. 1 x 10° bis 1 x 10° Zellen eingesetzt. Soweit moglich
wurde fur Kompensation und Farbung immer die gleiche Menge an MoDC
eingesetzt. Zuerst wurden die frisch geernteten Zellen mit PBS gewaschen:
hierfir wurden die Réhrchen mit 4 ml PBS aufgefullt und dann fir 5 min bei
1500 rpm (400 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen.
Nun wurden in jedes Rdhrchen jeweils 20 pl FcR Blocking Reagenz gegeben und
fur 10 - 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zwischenzeitlich
konnten die flr die Kompensation bendtigten weiteren Roéhrchen vorbereitet
werden (Rdhrchen b - e). In diese Réhrchen wurden nun wie in Tabelle 12

aufgefuhrt je 2 ul des entsprechenden Antikorpers vorgelegt:
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Tabelle 11: Vorlegen der Antikdrper flr die FACS-Kompensation

Rohrchen a = ungefarbte Zellen
Roéhrchen b + 2 ul DC Sign FITC
Roéhrchen ¢ + 2 pl DC Sign PE
Roéhrchen d + 2 ul DC Sign PerCP
Roéhrchen e + 2 ul DC Sign APC

Nach der Inkubation wurden in jedes Réhrchen a je 900 ul PBS gegeben, so dass
die Zellen anschlieRend auf die vorbereiteten Réhrchen b - e verteilt werden
konnten. Dies geschah wie folgt: aus dem zum Versuchsansatz gehdrigen
Rohrchen a wurden nach grindlicher Resuspension je 100 pl Zellsuspension in

die entsprechenden Réhrchen b - e pipettiert (siehe Abbildung 2):

\Y
70 v
M /
Rohrchen b Rohrchen d

\
Réhrchen a “
Zellsuspension
+ 900 pl PBS
Rohrchen ¢ Rohrchen e

Abbildung 2: Verteilungsschema der Zellsuspension auf die Rohrchen b — e

Die restliche Zellsuspension verblieb im jeweiligen Réhrchen a als ungefarbte
Zellen. Im Anschluss wurden alle Réhrchen fir 10 — 20 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation folgten zwei Waschgange mit je 2 ml
FACS-Puffer pro FACS-Rohrchen. Hierfur wurden die Zellen fur 5 min bei
1500 rpm (400 x g) zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Nach dem

zweiten Waschgang wurden die Zellen in den Rohrchen b - e in je 100 pl und die
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ungefarbten Zellen in den Réhrchen a in je 500 ul FACS-Puffer aufgenommen.
Direkt im Anschluss erfolgte die Messung am Durchflusszytometer BD FACS

Calibur™,

3.5.2 FACS-Farbung der MoDC

Fur die Farbung der MoDC wurden je 1 x 108 DC pro FACS-Ro6hrchen eingesetzt.
Die Roéhrchen wurden dann mit je 2 ml PBS aufgeflillt. Zuerst wurden die Zellen
bei 1500 rpm (400 x g) fuir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Danach wurden die Zellen resuspendiert und es erfolgte die Zugabe von je 20 pl
FcR Blocking Reagenz pro Rohrchen und Inkubation fur 10 - 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln. In der Zwischenzeit wurden die FACS-Antikorper
Mastermixe angesetzt und in die vorbereiteten beschrifteten Réhrchen vorgelegt
(Tabelle 13). Die Volumina der Antikorper wurden jeweils auf ein Farbevolumen
von 50 uyl berechnet. Das Ansetzen der 3 Mastermixe erfolgte nach dem

folgenden Schema:

Tabelle 12: Herstellung der Antikdrper-Mastermixe fiir die FACS-Farbung

Rohrchen FITC PE PerCP APC
a 0,5 pl Mouse 1,25 pl Mouse 0,5 pl Mouse 0,5 pl Mouse
IgG1 IgG1 IgG2b IgG1
FITC PE PerCP APC
b 1 pl CD1a 2 ul CD83 2 ul CD14 2 yl HLADR
FITC PE PerCP APC
c 1,25 ul CD80 5 pl Osteoaktivin 1 pl DC Sign 1 pul CD86
FITC PE PerCP APC

Nun wurden in die zu diesem Messansatz zugehorigen Réhrchen aus Réhrchen
aje 2,75 ul des Mastermix vorgelegt. Analog dazu wurden aus Rohrchen b je 7 pl
und aus Rohrchen c je 8,25 ul des Mastermix in die jeweils zum entsprechenden
Messansatz gehoérigen Rohrchen pipettiert.

Nach der Inkubation mit dem FcR-Blocking-Reagenz wurden 75 - 100 yl FACS-

Puffer pro Rohrchen hinzugegeben, so dass sich ein Endvolumen von ca. 150 pl
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pro Rohrchen ergab. Nun wurden je 50 yl Zellsuspension in die mit dem
jeweiligen Antikorper-Mastermix vorbereiteten Réhrchen pipettiert. Es folgte eine
zweite Inkubation der Zellsuspension mit den Antikorpern im Dunkeln bei
Raumtemperatur fur weitere 10 - 20 min. Nach der Inkubation wurde jedes
Roéhrchen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und fur 5 min bei 1500 rpm (400 x g)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zuletzt wurden in jedes Réhrchen
200 pl FACS-Puffer gegeben und das Zellpellet gut resuspendiert. Anschlie3end
erfolgte die Messung am Durchflusszytometer BD FACS Calibur™.

3.6 Durchflusszytometrische Analyse von MoDC

HierfUr wurden Antikorper gekoppelt mit den Fluorochromen FITC, PE, PerCP
und APC verwendet. Diese Antikérper sind gegen bestimmte
Oberflachenproteine der DC gerichtet. Bei der Messung am Durchflusszytometer
wird die Zellsuspension mit Hilfe einer Tragerflissigkeit, die eine laminare
Stromung, den sogenannten Hullstrom, erzeugt, in die Messklvette gesaugt.
Hierbei kommt es durch die Verkleinerung des Querschnitts der Klvette zur
Beschleunigung des Proben- sowie auch des Hullstroms, ohne dass es zu einer
Vermischung der beiden Stromungen kommt. Diese Beschleunigung fuhrt dazu,
dass die Zellen nun nacheinander wie an einer Perlenkette aufgereiht durch den
Messbereich an den Lasern vorbeigeleitet werden kdnnen. Dieser Vorgang wird
auch als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Die einzelnen
Fluorochrome werden durch Laser angeregt und das emittierte fluoreszierende
Licht wird Uber Photodetektoren registriert. Zusatzlich wird die Streuung des
Lichts an den Zellen erfasst. Das Vorwartsstreulicht (englisch: Forward scatter;
FSC) verhalt sich hierbei proportional zur Zelloberflache und ist somit ein Mal}
fir die ZellgroRe. Das Seitwartsstreulicht (englisch: Sidewards scatter; SSC)
hingegen ist ein Mal} fur die Granularitédt der Zellen. Mittels dieser beiden
Parameter kénnen die MoDC anhand ihrer Position im Dot-Plot von anderen
Zellen des Blutes abgegrenzt und das Gate zur Auswertung entsprechend
gesetzt werden. Die Intensitat des emittierten fluoreszierenden Lichts ist

proportional zur Menge der gebundenen Antikérper und somit ein Mal fur die
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Expressionsstarke des jeweils zugehorigen Oberflachenproteins. Zum Vergleich
der Expressionsstarke kann die spezifische Fluoreszenzintensitat (SFI) eines

Antikorpers genutzt werden, welche sich mit folgender Formel berechnen lasst:

SF| = mittlere Fluoreszenzintensitit (spezifischer Antikérper)

mittlere Fluoreszenzintensitit (Isotyp)

Gemessen wurden die Zellen am Durchflusszytometer BD FACS Calibur™ mit
der zugehorigen Software Cellquest Pro. Die Auswertung der Messdaten erfolgte

mit der Software Flow Jo Version 7.6.4.

3.7 Messung der Migrationsfahigkeit von MoDC in Transwell-Migration-Assays

Zur Messung der Migrationsfahigkeit der MoDC wurden nach der Ernte pro
Ansatz je 2x 105 Zellen aus den entsprechenden 50-ml-Falconréhrchen
entnommen. Von jeder b-AP15-Konzentration, sowie den Kontrollen, wurde
jeweils ein dreifacher Ansatz angesetzt, so dass insgesamt pro Probe 6 x 10°
Zellen entnommen und in je ein 15-ml-Falconréhrchen tberflihrt wurden. Zu den
Zellen wurde dann je 1 ml PBS hinzugegeben und die Zellsuspension 5 min bei
1500 rpm (400 x g) zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix aus
RMPI-Medium und Mip-3B hergestellt. Hierzu wurden 4 ul Mip-33 pro Milliliter
RMPI-Medium und je 1 ml RMPI-Medium pro Ansatz bendtigt. Anschliel3end
wurde pro Ansatz je 1 ml des Mastermixes in eine 24-Well-Platte vorgelegt. Im
nachsten Schritt wurden die Transwellkammern in die 24-Well-Platte eingehangt.
Nach der Zentrifugation der entnommenen MoDC wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt. Die Zellen wurden dann in je 3 ml RMPI-Medium
aufgenommen und es wurde je 1 ml der Zellsuspension in die Transwellkammern
pipettiert. Die 24-Well-Platte wurde nun fir 3 oder fir 16 Stunden im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Transwellkammern vorsichtig entfernt. Zum
Zahlen mit dem BD FACS Calibur™ wurden die migrierten MoDC anschliel3end
aus den unteren Vertiefungen abgewaschen und in vorbereitete FACS-Rohrchen
Uberfiihrt. Diese wurden 5 min bei 1500 rpm (400 x g) zentrifugiert, der Uberstand
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wurde abgekippt und in jedes Rdhrchen wurden 200 pl FACS-Puffer gegeben.
Zur Messung wurde jedes FACS-Roéhrchen genau 1 min ausgezahlt und der
Mittelwert aus den 3 Ansatzen gebildet. Um die Ergebnisse aller Versuche
zusammengefasst darstellen zu kdnnen, wurde wiederum der Mittelwert aus den

einzelnen Versuchsendergebnissen gebildet.

3.8 Phagozytoseassay (FITC-Dextran-Phagozytose)

Die Aufnahme von FITC-Dextran durch MoDC stellt einen Assay zur Messung
ihrer Phagozytosefahigkeit dar. Hierfir wurden die MoDC in RMPI-Medium auf
1 x 108 Zellen pro ml Medium eingestellt. Nun wurden jeweils 1 x 10° MoDC in
FACS-Rohrchen gegeben. Die FACS-Rohrchen wurden jeweils mit 900 ul RMPI-
Medium aufgeflillt und dann fir 1 h entweder bei Raumtemperatur, 4 °C oder
37 °C vorinkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von jeweils 5 ul FITC-Dextran in
die bei 4°C bzw. 37°C inkubierten FACS-Ro6hrchen. Als Negativ-Kontrolle dienten
die bei Raumtemperatur inkubierten Ansatze ohne FITC-Dextran. Nun wurden
die Rohrchen fur eine weitere Stunde bei 4 °C bzw. 37 °C inkubiert oder bei
Raumtemperatur. Die MoDC wurden dann mit 4 ml FACS-Puffer 2 x gewaschen.
Danach erfolgte die Zugabe von 200 yl FACS-Puffer und die sofortige Messung
der Proben mit dem BD FACS Calibur™ mit der Software Cellquest Pro. Die

Messdaten wurden mit der Software Flow Jo Version 7.6.4 analysiert.
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3.9 CFSE-Proliferationsassay

Die fur den CFSE-Proliferationsassay bendtigten allogenen PBMC-
Responderzellen wurden am Vortag aufgetaut und dber Nacht in
pulmozymhaltigem Medium regeneriert. Pulmozym sorgt hierbei als DNase fur
die Entfernung der DNA von durch den Auftauprozess abgestorbener Zellen und
verhindert gleichzeitig eine Verklumpung der PBMC. MoDC als Stimulatoren
wurden pro Versuchsansatz auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt, mit 30 Gray
(Caesium'¥’) bestrahlt und in eine 96-Well-Flachbodenplatte ausgesat (2 x 104
Zellen/Well). Es wurde ein dreifacher Ansatz vorbereitet. Zur Herstellung der
CFSE-Ldsung wurden 500 ug aus dem CFDA-Stock in 180 yl DMSO geldst. PBS
mit 0,1 % BSA hergestellt wurde bei 37 °C temperiert inkubiert. Es folgte die
Farbung der allogenen PBMC: hierfir wurde zunachst die Zellzahl bestimmt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen auf 1 x 108 Zellen/ml
in warmem PBS/0,1 % BSA eingestellt. Es folgte die Zugabe von 0,5 yl CFSE-
Lésung zur Zellsuspension, die fur 10 min bei 37 °C inkubiert wurde. Nach der
Inkubation wurde das flunffache Volumen an kaltem Medium zugegeben und fir
5 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen zweimal mit je 50 ml kaltem
Medium gewaschen. Danach wurde erneut die Zellzahl bestimmt und auf 2 x
108/ml in warmem RMPI/BSA-Medium eingestellt. Nun wurden je 2 x 10° der
allogenen PBMC zu den MoDC gegeben. Zusatzlich wurden noch sechs Wells
mit je 2 x 10° der allogenen PBMC, jeweils drei fiir die Positiv- und drei fiir die
Negativ-Kontrolle ausgesat und mit je 200 ul RPMI/BSA-Medium aufgefiillt. In die
Wells fur die Positiv-Kontrolle erfolgte die Zugabe von jeweils 3 uyg/ml PHA. Im
letzten Schritt wurde in alle Wells 200 yl PBS gegeben, um ein Austrocknen zu
verhindern. Es folgte die Inkubation fiir 6 Tage bei 37 °C/5 % CO2 im Brutschrank.
An Tag 6 erfolgte die Ernte der Zellen sowie deren CD4-Farbung und
anschlieRfend die Messung am BD FACS Calibur™ mit der Software Cellquest

Pro. Die Messdaten wurden mit der Software Flow Jo Version 7.6.4 ausgewertet.
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3.10 Statistische Analyse

Alle Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Lag
eine Normalverteilung vor, wurde der T-Test flUr unabhangige Stichproben
verwendet. Fur die Daten, bei welchen keine Normalverteilung vorhanden war,
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Ein signifikanter Unterschied wurde
bei p<0,05 angenommen. Dies ist in den Diagrammen jeweils mit
. “ gekennzeichnet. Fur die graphische Darstellung der Daten wurden zum Teil
Box-Plots (Box-and-Whisker-Plots) verwendet. Bei den Boxplots sind Median,
unteres und oberes Quartil, sowie die jeweiligen Ausreil’er und Extremwerte,
welche in den Diagrammen mit ,o“ und ,e“ gekennzeichnet sind, dargestellt.
Hierbei wurden Datenpunkte, die mehr als 1,5 Standardabweichungen vom
Mittelwert entfernt liegen, durch ,0“ gekennzeichnet und gelten als Ausreil3er.
Datenpunkte, die mehr als 3 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt
liegen, wurden durch ,e“ markiert und gelten als Extremwerte.

Bis auf die gekennzeichneten Ausnahmen wurden alle Experimente mindestens
drei Mal unabhangig voneinander durchgeflhrt. Flr die statistische Auswertung
der Daten und Erstellung der Diagramme wurde IBM SPSS (Version 24)

verwendet.
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4. Vorarbeiten zu dieser Arbeit

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit konnte durch Kropp et al. (Klinische
Kooperationseinheit Translationale Immunologie im Deutschen Konsortium fur
Translationale Krebsforschung (DKTK) am DKFZ, Standort Tldbingen in
Kooperation mit Universitatsklinikum Tubingen, Innere Medizin 1) gezeigt werden,
dass b-AP15 sowohl direkte als auch durch NK-Zellen vermittelte antitumorale
Effekte induziert [87]. Untersucht wurden die humanen Mantelzelllymphom-
Zelllinien GRANTA-519 (DSMZ-Nr. ACC 342), JEKO-1 (DSMZ-Nr. ACC 553)
REC-1 (DSMZ-Nr. ACC 584), MINO (DSMZ-Nr. ACC 687) und Z-138 (ATCC-Nr.
CRL-3001).

Zusammengefasst ergaben diese Experimente, dass b-AP15 dosis- sowie
zeitabhangig die Lebensfahigkeit der verschiedenen Mantelzelllymphomzellen
(MCL) einschrankt, indem es Caspase-abhangig zur Induktion der Apoptose flihrt
(Abbildungen 3 und 4).

24h

JEKO-1

100 | REC-1

GRANTA-519
Z-138

MINO
504

lebensfahige Zellen [% der Kontrolle]

102 102 104
Konzentration von b-AP15 [nM]

Abbildung 3: Dosisabhangiger Einfluss von b-AP15 auf die Lebensfahigkeit von
MCL-Zellen (modifiziert nach Kropp et al. [87]). Die verschiedenen
Mantelzelllymphomzelllinien wurden mit den angegebenen Konzentrationen von b-AP15
fur 24 h inkubiert. Dann wurde die Zell-Viabilitat mittels WST-1-Assay gemessen. Die
lebensfahigen Zellen sind in Prozent der DMSO-Kontrolle angegeben. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert aus drei Experimenten.
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Abbildung 4: Zeitabhangiger Einfluss von b-AP15 auf die Lebensfahigkeit von
MCL (modifiziert nach Kropp et al. [87]). Die MCL-Zelllinien JEKO-1 und MINO
wurden jeweils unterschiedlichen Konzentrationen von b-AP15 ausgesetzt. DMSO
diente als Negativkontrolle. Gemessen wurde die Anzahl der vitalen Zellen jeweils zu
vier verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt sind Ergebnisse aus jeweils drei
unabhangigen Experimenten. Die p-Werte wurden mit dem student's t-test berechnet: *p
<0,05.

Desweiteren fuhrte b-AP15 zur vermehrten Expression von NKG2D-Liganden auf
den Mantelzelllymphomzellen, welche an den NKG2D-Rezeptor der NK-Zellen
banden und somit zur Tumorzelllyse durch NK-Zellen fuhrten.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit
Konzentrationen an b-AP15 verwendet, die signifikante antitumorale Effekte auf

verschiedene Mantelzelllymphomzellen haben.
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5. Ergebnisse

5.1 Einfluss von b-AP15 auf den Phanotyp von MoDC

Eine wichtige Voraussetzung flr die potenzielle Kombination einer Therapie mit
b-AP15 und DC-Vakzination ist, dass b-AP15 in den fur Tumorzellen toxischen
Konzentrationen nicht bzw. nur geringfugig toxisch auf DC wirkt. Dies wurde in
vitro sowohl fur unreife als auch fur reife MoDC getestet. Als erstes wurde hierbei
der Einfluss von b-AP15 auf das Expressionsmuster ausgewahlter, fiir MoDC und

ihre Funktion charakteristischer, Oberflachenmarker betrachtet.

5.1.1 Einfluss von b-AP15 auf den Phanotyp von unreifen (immature) iMoDC

Bei diesen ersten Experimenten wurden die aus primaren humanen
plastikadharenten Monozyten generierten MoDC 24 h vor der Ernte mit
steigenden Konzentrationen von b-AP15 (10 nM, 100 nM, 500 nM und 1000 nM)
inkubiert. Wie in den Vorarbeiten (Pkt. 4.) gezeigt wurde, reduzierten diese
Konzentrationen die Viabilitat von und induzierten Apoptose in
Mantelzelllymphom-Zelllinien und wurden deshalb auch fur diese Arbeit
verwendet. Als Negativ-Kontrolle wurde das Ldsungsmittel DMSO und als
Positiv-Kontrolle das bereits eingehend untersuchte Bortezomib verwendet. Bei
einigen Experimenten wurde zudem IL-10, dessen hemmende Wirkung auf DC
bekannt ist, als Kontrolle verwendet. Die Expression der Oberflachenmarker
CD1a, CD14, CD80, CD83, CD86, DC-SIGN, HLA-DR und Osteoaktivin wurde
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Osteoaktivinexpression wurde mit
aufgenommen, da die Arbeitsgruppe von Prof. Brossart (ehemals Innere Medizin
II, Universitatsklinikum Tubingen) u. a. zeigen konnte, dass es auf DC als
negativer Regulator der T-Zell-Aktivitat fungiert. Die FACS-Histogramme in
Abbildung 5 zeigen exemplarisch den Einfluss von b-AP15 im Vergleich zu
DMSO und Bortezomib auf die Expression der oben genannten

Oberflachenmarker.
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Abbildung 5: Effekte von b-AP15 und Bortezomib auf den Phanotyp von unreifen
iMoDC. Reprasentatives FACS-Histogramm der fir MoDC charakteristischen
Oberflachenmarker. Adharente Monozyten des peripheren Bluts wurden flr sechs Tage
mit IL-4/GM-CSF kultiviert und anschlieend mit DMSO, b-AP15 (1000 nM) oder
Bortezomib (26 nM) als (Positiv-) Kontrolle fur weitere 24 h inkubiert. Danach wurden die
generierten iMoDC geerntet und mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Die
Expression der Oberflachenmarker ist dargestellt als spezifische Fluoreszenzintensitat
(SFI). Rote Histogramme: Fluoreszenzintensitdt der Isotyp-Kontrollen, blaue
Histogramme: Fluoreszenzintensitat des spezifischen Antikdrpers.
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In Abbildung 6 sind die Ergebnisse aller durchgeflhrten Messungen (n = 16 flur
DMSO,10 nM, 100 nM und 1000 nM; n =2 far 500 nM und Bortezomib sowie
n =4 fur IL-10) zusammengefasst dargestellt. Wie die SFI-Werte zeigten, liel3
sich zwischen den verschiedenen b-AP15-Konzentrationen im Vergleich mit der
Negativ-Kontrolle DMSO fir keinen der untersuchten Oberflachenmarker ein
signifikanter Unterschied feststellen. Fur Bortezomib sowie die b-AP15-
Konzentration von 500 nM mit lediglich n = 2 war jedoch keine Signifikanztestung
moglich. Fur die Kontrolle IL-10 im Vergleich zu DMSO ergab sich, wie erwartet,
ein signifikanter Unterschied fur die Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD83,
CD86 und Osteoaktivin.

IL-10 hemmte die Differenzierung der Monozyten, was sich im Erhalt der
Expression von CD14, im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, widerspiegelte.

Bortezomib schrankte, im Gegensatz zu b-AP15, lediglich die Expression von
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DC-SIGN ein, liel jedoch die weiteren Oberflachenmarker, genau wie b-AP15,

unbeeinflusst.

Zusammenfassend hatte b-AP15

in den

untersuchten

Konzentrationen also keinen Einfluss auf Differenzierung und Phanotyp von

iMoDC.
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Abbildung 6: Einfluss von b-AP15 auf den Phéanotyp von unreifen iMoDC, Statistik.
Unreife iMoDC wurden jeweils flir 24 h mit 10 nM, 100 nM, 500 nM oder 1000 nM b-
AP15 inkubiert. Als Negativ-Kontrolle diente DMSO und als Positiv-Kontrolle IL-10 bzw.
Bortezomib (n = 16 fir DMSO, 10 nM, 100 nM und 1000 nM b-AP15; n = 2 fur 500 nM
b-AP15 und Bortezomib, sowie n = 4 fir IL-10). AnschlieRend wurde die Expression der
Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD80, CD83, CD86, DC-SIGN, HLA-DR und
Osteoaktivin mittels Durchflusszytometrie gemessen. Box-Plots der spezifischen
Fluoreszenzsintensitat (SFI). AusreiRer: o = Datenpunkt, der > 15
Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt liegt. Extremwert: e = Datenpunkt, der >
3 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt liegt. Die p-Werte wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test bzw. dem T-Test fir unabhangige Stichproben berechnet: *p <
0,05.

5.1.2 Einfluss von b-AP15 auf den Phanotyp von reifen mMoDC

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss von b-AP15 auf den Phanotyp
von mMoDC untersucht. Analog zu Punkt 5.1.1 wurden die aus plastikadharenten
Monozyten generierten MoDC 24 h vor der Ernte mit steigenden Konzentrationen
an b-AP15 (10 nM, 100 nM, 500 nM und 1000 nM) inkubiert. DMSO diente
wiederum als Negativ-Kontrolle. Als Positiv-Kontrolle wurde Bortezomib
verwendet. Um die MoDC zur Ausreifung zu bringen, erfolgte 16 h vor Ernte der
Zellen die Zugabe von LPS als Maturationsstimulus.

Anschlie®end wurde die Expression der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD80,
CD83, CD86, DC-SIGN, HLA-DR und Osteoaktivin mittels Durchflusszytometrie
untersucht. In Abbildung 7 sind die FACS-Histogramme einer reprasentativen

Messung abgebildet.
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Abbildung 7: Effekte von b-AP15 und Bortezomib auf den Phanotyp von reifen
mMoDC. Reprasentatives FACS-Histogramm der fir MoDC charakteristischen
Oberflachenmarker nach 24-stindiger Inkubation mit b-AP15 (1000 nM) bzw.
Bortezomib. DMSO diente als Negativ-Kontrolle. Die roten Histogramme stellen die
Fluoreszenzintensitat der Isotyp-Kontrollen und die blauen Histogramme die
Fluoreszenzintensitat des jeweils dazugehdrigen spezifischen Antikérpers dar.

Die zusammengefassten Ergebnisse aller durchgefihrten Messungen (n = 15 fur
DMSO,10 nM, 100 nM und 1000 nM; n=11 fur 500 nM sowie n=8 flr
Bortezomib) sind in Abbildung 8 dargestellt. Die statistische Analyse ergab fur
die ansteigenden Konzentrationen von b-AP15 im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle DMSO keinen signifikanten Unterschied in der Expression der MoDC-
Oberflachenmarker. Die Bortezomibkontrolle flihrte hingegen zu einer signifikant
reduzierten Expression der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86 sowie der
Oberflachenmarker CD1a, DC-SIGN und Osteoaktivin im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle. Insgesamt lie sich aus den Messergebnissen ableiten, dass die
verwendeten Konzentrationen von b-AP15, im Gegensatz zu Bortezomib, keinen
signifikanten Einfluss auf den Phanotyp der mMoDC ausilbten.
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Abbildung 8: Einfluss von b-AP15 auf den Phanotyp von reifen mMoDC, Statistik.
Die reifen mMoDC wurden jeweils fiir 24 h mit 10 nM, 100 nM, 500 nM oder 1000 nM b-
AP15 bzw. DMSO als Negativ- und Bortezomib als Positiv-Kontrolle inkubiert (n = 15 far
DMSO,10 nM, 100 nM und 1000 nM b-AP15; n = 11 fir 500 nM b-AP15, sowie n = 8 fiir
Bortezomib). 16 h vor der Ernte wurde LPS als Maturationsstimulus hinzugegeben.
AnschlieRend wurde die Expression der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD80, CD83,
CD86, DC-SIGN, HLA-DR und Osteoaktivin mittels Durchflusszytometrie gemessen.
Box-Plots der spezifischen Fluoreszenzintensitat (SFI). Ausreiller: o = Datenpunkt, der >
1,5 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt liegt. Extremwert: @ = Datenpunkt,
der > 3 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt liegt. Die p-Werte wurden mit
dem Mann-Whitney-U-Test bzw. dem T-Test fir unabhangige Stichproben berechnet: *p
<0,05.
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5.2 Einfluss von b-AP15 auf die Funktion von MoDC

Die Fahigkeit der DC innerhalb des Blutkreislaufes zu migrieren, ist fur ihre
immunologische Funktion als ,Wachter des Immunsystems® und APZ
unerlasslich. Daher sollte untersucht werden, ob b-AP15 einen Einfluss auf die
Migrationsfahigkeit von unreifen oder reifen MoDC hat.

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die DC besitzen, um ihre Funktion als APZ
wahrnehmen zu konnen, ist die Fahigkeit zur Phagozytose extrazellularer
Bestandteile. Deshalb wurde im nachsten Schritt auch untersucht, ob b-AP15 die

Phagozytosefahigkeit unreifer oder reifer MoDC beeinflusst.

5.2.1 Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von iMoDC

Zuerst wurde der Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von unreifen
iMoDC in einem geeigneten [n-vitro-Modelsystem (Transwell-Migration-Assay)
untersucht. Hierbei wurden die iMoDC 24 h vor der Ernte mit den entsprechenden
Konzentrationen an b-AP15 (10 nM, 100nM, 500 nM und 1000 nM), DMSO als
Negativ- oder IL-10 bzw. Bortezomib als Positiv-Kontrolle inkubiert. Nach der
Ernte wurden die iMoDC jeweils durch das Chemokin Mip-3p (CCL19), welches
durch seine chemotaktische Funktion eine zentrale Rolle bei der Migration der
DC zu den Lymphknoten spielt, zur Migration angeregt. Dazu wurden die iMoDC
in sogenannten Transwells und der Anwesenheit von Mip-38 jeweils fur 3 h oder
fur 16 h inkubiert. Es wurde von jeder b-AP15-Konzentration sowie von den
Kontrollen, wie in 3.7. beschrieben, jeweils ein 3fach-Ansatz angesetzt. Als sich
wie in Abbildung 9 dargestellt nach 3 h noch kein Effekt auf die Migration der

iMoDC zeigte wurde die Inkubationszeit auf 16 h verlangert.
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Abbildung 9: Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von unreifen iMoDC
nach 3 h Inkubation mit Mip-3, Statistik. Unreife iMoDC wurden jeweils als Triplikate
in Transwell-Migration-Assays in der Anwesenheit von Mip-38 fur 3 h inkubiert. 24 h vor
der Ernte erfolgte die Zugabe von b-AP15 in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM, 500
nM oder 1000 nM bzw. von DMSO als Negativ- oder IL-10 als Positiv-Kontrolle.
Anschlielend wurde die Anzahl der migrierten iMoDC am Durchflusszytometer bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert aus finf bzw. vier (500 nM b-AP15) unabhangigen
Experimenten mit verschiedenen Spendern. Fir IL-10 ist der Mittelwert des Triplikats
aus nur einem Experiment dargestellt. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test berechnet: Mean £ 1 SD, p > 0,05.
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In Abbildung 10 ist ein reprasentativer FACS-Dot-Plot der Auszahlung der im
Transwell-Assay nach 16 h migrierten iMoDC gezeigt. Die Anzahl der Zellen
unterschied sich unter dem Einfluss von sowohl b-AP15 als auch Bortezomib

nicht signifikant von der DMSO-Kontrolle.
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Abbildung 10: Exemplarische Zellzahlung der migrierten unreifen iMoDC.
Reprasentative FACS-Dot-Plot-Analysen von unreifen iMoDC nach Inkubation mit Mip-
3B fur 16 h in Transwell-Migration-Assays. Jeweils 24 h vor der Ernte der Zellen erfolgte
die Zugabe von b-AP15 in den angegebenen Konzentrationen bzw. von Bortezomib als
Positivkontrolle. Als Negativ-Kontrolle diente DMSO. Der Anteil insgesamt migrierter
Zellen ist in Prozent angegeben. Die Zellzahl n als Mittelwert der Anzahl migrierter
iMoDC der jeweiligen Dreifachansatze.

Die zusammengefassten Ergebnisse der Migration von iMoDC nach 16 h (n = 5)
sind in Abbildung 11 dargestellt. Der Vergleich der Mittelwerte fiir die einzelnen
Konzentrationen jeweils mit der DMSO-Negativ-Kontrolle ergab keine
signifikanten Unterschiede. Bortezomib bewirkte im Vergleich zu DMSO ebenfalls
keinen signifikanten Rlckgang der Migrationsfahigkeit. Zusammenfassend
ergaben diese Ergebnisse also, dass weder b-AP15 noch Bortezomib die
Migrationsfahigkeit von iMoDC signifikant beeinflussen.
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Abbildung 11: Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von unreifen iMoDC
nach 16 h Inkubation mit Mip-3f, Statistik. Unreife iMoDC wurden jeweils als
Triplikate in Transwells in der Anwesenheit von Mip-3p fur 16 h inkubiert. 24 h vor der
Ernte erfolgte die Zugabe von b-AP15 in den entsprechenden Konzentrationen 10 nM,
100 nM, 500 nM oder 1000 nM bzw. von DMSO als Negativ- oder Bortezomib als Positiv-
Kontrolle. Nach der Inkubation wurde die Anzahl der migrierten iMoDC am
Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus funf unabhangigen
Experimenten mit verschiedenen Spendern. Die p-Werte wurden mit dem T-Test fir
unabhangige Stichproben berechnet: Mean + 1 SD, p > 0,05.
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5.2.2 Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von mMoDC

Im Weiteren sollte der Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von reifen
mMoDC untersucht werden. Der Versuchsaufbau war analog zu den iMoDC.
Aufgrund der Versuche mit iMoDC wurde auf die kirzere Inkubationszeit von 3 h
verzichtet und die Zellen direkt fir 16 h mit Mip-38 inkubiert. Jeweils 24 h vor der
Ernte wurden die unterschiedlichen Konzentrationen an b-AP15 sowie DMSO
und Bortezomib zu den Zellen gegeben. Die migrierten mMoDC wurden mit dem
Durchflusszytometer ausgezahit. In Abbildung 12 sind eine exemplarische
FACS-Messung und in Abbildung 13 die zusammengefassten Ergebnisse flr
mMoDC (n =7, Bortezomib n = 5), die zeigen, dass im Gegensatz zu Bortezomib
b-AP15 auch keinen signifikanten Effekt auf die Migrationsfahigkeit der mMoDC
hatte, dargestellt.
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Abbildung 12: Exemplarische Zellzdhlung der migrierten reifen mMoDC.
Reprasentative FACS-Dot-Plot-Analysen von reifen mMoDC nach Inkubation mit Mip-33
fur 16 h in Transwell-Migration-Assays. Jeweils 24 h vor der Ernte der Zellen erfolgte die
Zugabe von b-AP15 in den angegebenen Konzentrationen bzw. von Bortezomib. Als
Negativ-Kontrolle diente DMSO. Der Anteil insgesamt migrierter Zellen ist in Prozent
angegeben. Die Zellzahl n als Mittelwert der Anzahl migrierter mMoDC der jeweiligen
Dreifachansatze.
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Abbildung 13: Einfluss von b-AP15 auf die Migrationsfahigkeit von reifen mMoDC
nach 16 h Inkubation mit Mip-3B, Statistik. MMoDC wurden nach der Ernte in
Transwells in der Anwesenheit von Mip-3 flr 16 h inkubiert. 24 h vor der Ernte erfolgte
die Zugabe von b-AP15 in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM, 500 nM oder 1000 nM
bzw. von DMSO als Negativ- oder Bortezomib als Positiv-Kontrolle (n =7, auller fir
Bortezomib n = 5). Nach der Inkubation wurde die Anzahl der migrieten mMoDC
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der migrieten mMoDC
aller ausgezahlten Stichproben. Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechnet: Mean = SD, *p < 0,05.

5.2.3 Einfluss von b-AP15 auf die Phagozytosefahigkeit von unreifen iMoDC

Der Einfluss von b-AP15 auf die Phagozytosefahigkeit von iMoDC wurde in vitro
mittels eines Modellsystems, wie unter 3.8 beschrieben, untersucht. Nach Ablauf
der Inkubationszeit folgte unverzlglich die Messung der Zellen am
Durchflusszytometer. Gemessen wurde hierbei die mediane
Fluoreszenzintensitat der Zellen, welche ein Mal} dafur darstellte, wieviel FITC-
Dextran von den iMoDC durch Phagozytose aufgenommen wurde. Die bei 4 °C
inkubierten Zellen dienten hierbei als Negativ-Kontrolle. Weiterhin stellten die
nicht mit FITC-Dextran versetzten iMoDC eine zusatzliche Negativ-Kontrolle dar

(nicht dargestellt). Die Ergebnisse fiur 4 °C und 37 °C wurden zusammengefasst
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und die Mittelwerte der jeweiligen medianen Fluoreszenzintensitat in Abbildung
14 dargestellt. Wie zu erwarten, zeigte sich bei 4 °C eine deutlich geringere
Phagozytoseaktivitat als bei 37 °C. Vergleicht man die Werte der bei 37 °C
inkubierten iIMoDC, zeigte sich, dass erst 1000 nM b-AP15 zu einer signifikanten
Reduktion der Phagozytosefahigkeit flhrten. Auch die Kontrolle Bortezomib
schrankte die Fahigkeit der iMoDC zur Phagozytose signifikant ein.
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Abbildung 14: Einfluss von b-AP15 auf die Phagozytosefahigkeit von unreifen
iMoDC, Statistik. Mit b-AP15, Bortezomib oder DMSO behandelte unreife iMoDC
wurden bei 4 °C bzw. 37 °C fur 1 h inkubiert. Danach wurde fir eine weitere Stunde
FITC-Dextran zugegeben und die Fluoreszenz durchflusszytometrisch analysiert.
Mittelwert der medianen Fluoreszenzintensitaten aller durchgefihrten Messungen
(n = 10). Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet: Mean £ SD, *p
< 0,05.

5.2.4 Einfluss von b-AP15 auf die Phagozytosefahigkeit von reifen mMoDC

In den nachsten Experimenten wurde der Einfluss von b-AP15 auf die
Phagozytosefahigkeit von mMoDC, in analoger Weise zu den iMoDC, untersucht.

Die zusammengefassten Messergebnisse (n = 4) sind in Abbildung 15
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dargestellt. Wie fir mMoDC typisch zeigte sich insgesamt eine geringere
Phagozytoseaktivitat als bei den iMoDC. Desweiteren ergab sich, wie zu
erwarten, eine geringere Phagozytoseaktivitat der bei 4 °C inkubierten im
Vergleich zu den bei 37 °C inkubierten Zellen. Vergleicht man die gemessenen
Werte der bei 37 °C inkubierten Zellen lasst sich kein signifikanter Einfluss des
b-AP15 auf die Fahigkeit der Zellen zur Phagozytose feststellen. Die Kontrolle

Bortezomib hingegen reduzierte die Phagozytosefahigkeit auch der mMoDC

signifikant.
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Abbildung 15: Einfluss von b-AP15 auf die Phagozytosefahigkeit von reifen
mMoDC, Statistik. Mit b-AP15, Bortezomib und DMSO behandelte reife mMoDC
wurden bei 4 °C bzw. 37 °C fur 1 h inkubiert. Danach wurde fur eine weitere Stunde
FITC-Dextran zugegeben und die Fluoreszenz durchflusszytometrisch analysiert.
Mittelwert der medianen Fluoreszenzintensitaten aller durchgefihrten Messungen (n =
4). Die p-Werte wurden mit dem T-Test flir unabhangige Stichproben berechnet: Mean +
1 SD, *p < 0,05.
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5.3 Proliferationsassays (CFSE)

Wie oben ausgefuhrt, sind DC in der Lage, naive T-Zellen zu stimulieren und
damit primare Immunantworten zu initiieren. Als In-vitro-Nachweistest zur
Erfassung dieses Parameters der DC-Funktion (allogene stimulatorische

Kapazitat), wurden im Folgenden CFSE-Proliferationsassays eingesetzt.

5.3.1 Proliferationsassays (CFSE) mit unreifen iMoDC als Stimulator-Zellen

Im ersten Schritt wurde getestet, ob b-AP15 die Fahigkeit von iMoDC zur
Stimulation allogener PBMC beeinflusst. Hierfur wurden die mit b-AP15,
Bortezomib und DMSO behandelten Zellen nach der Ernte jeweils 6 Tage in
Anwesenheit allogener PBMC inkubiert, die zuvor mit dem zellpermeablen
Farbstoff CFSE gefarbt wurden. Desweiteren dienten als Negativ-Kontrolle
allogene PBMC ohne iMoDC und als Positiv-Kontrolle allogene PBMC, zu denen
PHA gegeben wurde. PHA stellt ein Mitogen dar, welches auf T-Lymphozyten als
starker unspezifischer Stimulus der Zellteilung wirkt. Die Analyse der iMoDC
erfolgte mit dem Durchflusszytometer. Hierbei konnte anhand der sukzessiven
Verdunnung der CFSE-Fluoreszenzintensitat mit jeder Zellteilung die
Proliferation der allogenen PBMC nachgewiesen und der prozentuale Anteil
proliferierender Zellen quantifiziert werden. Die Ergebnisse aller Messungen mit
iMoDC (n =7, Bortezomib n = 6) sind in Abbildung 16 zusammengefasst. Hierbei
wurde jeweils der Mittelwert der Einzelmessungen gebildet. Vergleicht man den
Anteil der proliferierten Zellen lie} sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den verschiedenen b-AP15-Konzentrationen und der Negativ-Kontrolle
feststellen. Bortezomib hingegen schien die Proliferation der PBMC tendenziell
einzuschranken, wenn auch bei n = 6 (noch) nicht signifikant. Die Positivkontrolle
PHA bewirkte eine deutliche Steigerung der Zellproliferation. Somit zeigten diese
Experimente, dass b-AP15 keinen negativen Einfluss auf die Fahigkeit zur T-Zell-
Aktivierung von iMoDC hat.
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Abbildung 16: Einfluss von b-AP15 auf die T-Zell-Stimulation durch unreife iMoDC,
Statistik. Allogene PBMC wurden nach Farbung mit CFSE mit unreifen iMoDC, die mit
b-AP15 behandelt wurden, fur 6 Tage kokultiviert. Als Negativ-Kontrolle dienten allogene
PBMC, die ohne iMoDC kultiviert wurden und als Positiv-Kontrolle allogene PBMC, die
mit PHA stimuliert wurden. DMSO diente als Negativ- und Bortezomib als Positiv-
Kontrolle. Nach 6 Tagen Inkubation wurde der Anteil proliferierter Zellen am
Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus allen durchgefiihrten
Messungen (n = 7, Bortezomib n = 6). Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test berechnet: Mean + SD, p > 0,05.

5.3.2 Proliferationsassays (CFSE) mit reifen mMoDC als Stimulator-Zellen

In den folgenden Experimenten wurde mittels des gleichen Versuchsaufbaus
auch fir mMoDC getestet ob und inwiefern b-AP15 ihre Fahigkeit zur T-Zell-
Stimulation beeinflusst. Abbildung 17 stellt die zusammengefassten Ergebnisse
aller Messungen (n = 5, Bortezomib n = 3) dar. Es wurde der Mittelwert fur die
entsprechenden Konzentrationen und Kontrollen aus allen Messergebnissen
gebildet. Insgesamt war bei den mMoDC erwartungsgemal® der Anteil
proliferierter Zellen héher als bei den iIMoDC. Auch hier liel3 sich jedoch kein
signifikanter Ruckgang der T-Zellproliferation unter dem Einfluss von b-AP15
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feststellen. Bortezomib bewirkte tendenziell eine Einschrankung der
Proliferationsfahigkeit, wenn auch bei den hier durchgefiuihrten Experimenten
(n = 3) statistisch (noch) nicht signifikant. Die Positivkontrolle PHA hingegen

bewirkte auch hier einen deutlichen Anstieg der Zellproliferation.
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Abbildung 17: Einfluss von b-AP15 auf die T-Zell-Stimulation durch reife mMoDC,
Statistik. Allogene PBMC wurden nach Farbung mit CFSE mit reifen mMoDC, die mit b-
AP15 behandelt wurden, flr 6 Tage kokultiviert. Als Negativ-Kontrolle dienten allogene
PBMC, die ohne mMoDC kultiviert wurden und als Positiv-Kontrolle allogene PBMC, die
mit PHA stimuliert wurden. DMSO diente als Negativ- und Bortezomib als Positiv-
Kontrolle. Nach 6 Tagen Inkubation wurde der Anteil proliferierter Zellen am
Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus allen durchgeflihrten
Messungen (n = 5, Bortezomib n = 3). Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test berechnet: Mean £ SD, p > 0,05.
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6. Diskussion

6.1 Adoptive Immuntherapie unter Verwendung von DCs

Die grolien Fortschritte der Tumorimmunologie wahrend der letzten Jahre
ermoglichten die Entwicklung neuartiger Immuntherapien zur Behandlung
maligner Erkrankungen, die unterschiedliche Ansatze verfolgen. Sowohl die
passive T-Zell-immuntherapie (z. B. adoptive Transfusion von chimaren
Antigenrezeptor-T-Zellen, sog. CAR-T-Zellen), als auch die aktive Immuntherapie
(Vakzinierung) sind bereits in der klinischen Testung bzw. Anwendung.

DC sind professionelle APZ, die im Gegensatz zu anderen APZ in der Lage sind,
ruhende, naive T-Zellen zu stimulieren und damit primare Immunantworten zu
initieren. Dadurch spielen sie bei der Aktivierung und Regulation der
Immunantwort eine herausragende Rolle.

Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften werden autologe in vitro generierte
MoDC, im Rahmen von Vakzinierungsstudien, als Adjuvanzien genutzt, um, nach
ihrer Beladung mit Tumorantigenen und Retransfusion, Immunantworten gegen
Tumorzellen zu generieren.

Mit Sipuleucel-T (Provenge®, APC8015) war bereits eine Form von DC-basierter
Immuntherapie fur das fortgeschrittene Prostatakarzinom zugelassen [49, 50].
Auch bezuglich weiterer Tumorentitaten konnten vielversprechende Ergebnisse

durch weitere Ansatze mit DC-basierter Immuntherapie erzielt werden [40—44].

6.2 Zielgerichtete Therapien (,targeted therapies®) — Proteasomeninhibitoren

Parallel zur Entwicklung dieser immuntherapeutischen Strategien haben sog.
zielgerichtete Therapien (,targeted therapies) die Behandlung von Krebs in den
letzten 15 Jahren auf breiter Front revolutioniert. Zielgerichtete Arzneimittel sind
niedermolekulare Verbindung (,small molecules®) oder monoklonale Antikorper,
die spezifisch in die Signallbertragung von Tumorzellen eingreifen um deren
Wachstum, Vermehrung und/oder Angioneogenese einzudammen. Eine vollig

neue Substanzklasse ist hierbei die der Proteasomeninhibitoren, die in
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Tumorzellen die Aktivitat der Proteasomen hemmt und dadurch Apoptose
induziert.

Zielgerichtete Therapie konnen allein oder in Kombination mit anderen, wie z. B.
Chemo- oder Radiotherapie oder auch Immuntherapie durchgefuhrt werden. So
konnten Spisek et al. nach Bortezomibgabe eine verbesserte Immunantwort
durch tumorspezifische DCs gegenuber Tumorzellen des Multiplen Myeloms
zeigen [93]. Die Analyse ihrer Auswirkungen auf DC ist daher, nicht zuletzt im
Hinblick auf eine potenzielle Kombinationstherapie mit einer DC-basierten
Immuntherapie im Sinne einer flr den jeweiligen Patienten spezifischen DC-
Vakzinierung, essenziell. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss
des neuen ,small-molecule” Proteasomeninhibitors b-AP15, im Vergleich mit
Bortezomib (Velcade ®), dem vor ca. 15 Jahren ersten zugelassenen

Proteasomeninhibitor, auf in vitro generierte MoDC zu untersuchen.

6.3 Bortezomib beeinflusst Phanotyp und Funktion von DC

Wahrend Bortezomib, wie u.a. auch in friheren Untersuchungen der
Arbeitsgruppe von Prof. Peter Brossart (ehemals Innere Medizin I,
Universitatsklinikum Tubingen) bereits gezeigt, unreife wie auch reife MoDC
sowohl in ihrem Phanotyp als auch ihrer immunogenen Funktion in signifikantem
Mal} einschrankte [81-83], konnte dies in der vorliegenden Arbeit fur b-AP15
nicht festgestellt werden. Bortezomib beeintrachtigte insbesondere die
Ausreifung von iMoDC zu mMoDC, wobei iMoDC insgesamt empfanglicher fir
die negativen Effekte von Bortezomib waren als mMoDC [81, 82]. So flhrte
Bortezomib zu einer abgeschwachten Reaktion der MoDC auf exogene wie auch
endogene Stimuli [81-83]. Zudem war die Zytokin-Produktion, sowie die
Endozytose- und Migrationsfahigkeit ebenso wie die T-Zell stimulatorische
Kapazitat der MoDC herabgesetzt [81, 83, 94]. Desweiteren ergaben diese
Analysen, dass Bortezomib erhebliche Auswirkungen auf zentrale
Signaltransduktionskaskaden, wie des NF-kB und der MAP-Kinase, hatte [81].
Auch konnte gezeigt werden, dass Bortezomib die Apoptose in MoDC induziert

und somit einen immunsupprimierenden Einfluss hat [80]. In Kontrast hierzu gibt
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es aber auch Hinweise, dass Bortezomib zu einer verstarkten Immunantwort von
DC gegen diverse Tumorentitaten flhrt [93, 95]. Mit einem Mausmodel wiederum
wurde festgestellt, dass die Injektion von Bortezomib einen supprimierenden
Einfluss auf die Ausreifung der nachfolgend ex vivo generierten DC hat [96].
Passend zu diesen Erkenntnissen wird Bortezomib auch als potenzieller
Therapieansatz far Graft-versus-host Reaktionen (GVHR) bei
Stammzelltransplantationen diskutiert [94, 97-99]. In diesem Kontext wird
vermutet, dass Bortezomib durch Hemmung der DC-Funktion eine
Abschwachung der unerwlinschten Immunreaktion gegen das Transplantat zur
Folge haben konnte. Koreth et al. konnten allerdings keinen klinischen Vorteil
eines Behandlungsschemas mit Bortezomib gegenuber dem  mit
Tacrolimus/Methotrexat nachweisen [100].

Die (negativen) Effekte von Bortezomib beschranken sich indes nicht nur auf DC,
sondern betreffen auch andere Immunzellen, wie T-Zellen oder NK-Zellen [78, 79,
81, 94, 101, 102]. Bortezomib bewirkte bspw. einen Ruckgang der Population an
CD4* T-Zellen sowie auch deren Fahigkeit zur Zytokinproduktion, was wiederum
zur vermehrten Reaktivierung von Varizella-Zoster-Infektionen fihrte [103]. NK-
Zellen sind Teil der angeborenen Immunitat mit zytotoxischer Aktivitat, die
entartete Zellen, wie virusinfizierte Zellen und Tumorzellen, sehr effektiv
attackieren [104—106]. NK-Zellen sind grundsatzlich anfallig fur die toxischen
Effekte von Proteasomeninhibitoren [107, 108]. Dementsprechend wurde gezeigt,
dass b-AP15 in der aquipotenten Dosis toxischer flir NK-Zellen ist als Bortezomib
[109].

6.4 Effekte von b-AP15 auf MoDC

In der vorliegenden Arbeit bewerteten und stellten wir die zuvor gewonnenen
Erkenntnisse der Auswirkungen von Bortezomib auf MoDC denen des neu
identifizierten Deubiquitinase-Inhibitors b-AP15 gegenuber. Aufgrund der bereits
umfassend beschriebenen starken Beeintrachtigung von MoDC durch
Bortezomib diente diese Substanz als Referenz und Positivkontrolle bei den hier

durchgefuhrten Untersuchungen. Dabei wurde b-AP15 in Konzentrationen
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eingesetzt, die signifikante antitumorale Effekte auf verschiedene
Mantelzelllymphomzellen hatten [87]. Die antitumoralen Effekte von b-AP15
werden zum einen Uber eine Reihe an Deubiquitinationen, welche letztlich in der
extrinsischen Apoptose von verschiedenen Tumorzellen resultiert, sowie zum
anderen Uber die Sensibilisierung von Tumorzellen fur die TRAIL-vermittelte
Apoptose durch T- und NK-Zellen vermittelt [85-89, 110].

Wie Bortezomib scheint auch b-AP15 neben malignen auch nicht-maligne Zellen
zu beeinflussen. Beispielsweise wurde die Zellviabilitat von PBMCs von
gesunden Spendern durch b-AP15 geringflgig reduziert [86, 88]. Wohingegen
die zytotoxischen Effekte von b-AP15 besonders in Bezug auf NK-Zellen deutlich
werden, da diese auf b-AP15 im Vergleich zu Bortezomib viel empfindlicher
reagieren [87, 109].

In den ersten Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde der Phanotyp von
MoDC, die mit b-AP15 behandelt wurden, durchflusszytometrisch analysiert. Im
Gegensatz zu Bortezomib beeinflusste b-AP15 die Expression der co-
stimulatorischen Molekule CD80 und CD86, welche gemeinsam mit CD83 als
Reifungsmarker dienen, sowie des ebenfalls an der T-Zell-Interaktion beteiligten
Oberflachenmolekils CD1a auf unreifen iMoDC und reifen mMoDC nicht. Wie
bereits beschrieben, fihrte die Bortezomibkontrolle zu einer verringerten
Expression  dieser DC-Oberflachenmarker [81, 82]. Auch das
Oberflachenmolekul HLA-DR, welches der Antigenprasentation dient und
ausschlieBlich von APZ exprimiert wird, wurde von b-AP15 nicht beeinflusst. Flr
die HLA-DR-Expression unter Bortezomib zeigt die einschlagige Literatur kein
einheitliches Bild [80-83, 94].

In den folgenden Analysen wurden wichtige funktionelle Parameter, wie
Phagozytose, Migration und T-Zell stimulatorische Kapazitat, von MoDC unter
dem Einfluss von b-AP15 evaluiert. Dabei zeigte sich, dass die fur die
immunogene Funktion essenzielle Aufnahme von Antigenen durch Phagozytose,
sowohl fur mMoDC als auch fur iMoDC durch b-AP15 nicht eingeschrankt war,
wahrend insbesondere bei iMoDC diese Funktion durch Bortezomib
herabgesetzt wurde. Dies kdnnte in der per se hoheren Endozytoseaktivitat der

iMoDC begrindet liegen [111]. Eine weitere essenzielle Eigenschaft reifer DC ist
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ihre Fahigkeit nach der Antigenaufnahme in die entsprechenden drainierenden
Lymphknoten zu wandern, um dort mit T-Zellen zu interagieren. Die Migration der
DC wird ausgel6st durch unterschiedliche chemotaktische Signalmolekule, wie
das in dieser Arbeit verwendete Chemokin Mip-3/CCL19, welches an den von
DC exprimierten Rezeptor CCR7 bindet. b-AP15 beeinflusste, in dem hier
verwendeten Transwell-Migration-Assay, die Migrationsfahigkeit von sowohl
unreifen wie auch reifen MoDC nicht. Die Kontrollsubstanz Bortezomib hingegen
hemmte, wie bereits beschrieben, die Migrationsfahigkeit von reifen mMoDC
signifikant [81]. Dass der supprimierende Einfluss von Bortezomib auf die
Migrationsfahigkeit unreifer iMoDC nur sehr gering war, lieRe sich dadurch
erklaren, dass CCR7 vermehrt auf der Oberflache von reifen DC exprimiert wird,
was sich in der generell niedrigeren Migrationsrate der iMoDC im Vergleich zu
den mMoDC wiederspiegelte (Abb. 11 und 13) [112].

Die zentrale Aufgabe von DC ist es antigenspezifische T-Zell Antworten zu
induzieren. In den hier durchgeflhrten Proliferationsassays zur Ermittlung der T-
Zell stimulatorischen Kapazitat der MoDC, war auch diese Funktion durch b-
AP15 nicht signifikant eingeschrankt. Bortezomib hingegen fiihrte, wie bereits
vorbeschrieben, wenn auch in der vorliegenden Arbeit (noch) nicht signifikant,
tendenziell zu einer reduzierten Stimulation der Proliferation allogener T-Zellen
[81, 82]. Dass (noch) keine statistische Signifikanz erreicht wurde, kénnte in der
geringen Anzahl der hier durchgefuhrten Experimente (iMoDC n =6, mMoDC
n=3) begrindet liegen. Diese Ergebnisse kbénnen in einen
Kausalzusammenhang gestellt werden, mit den Ergebnissen der
vorrangegangenen Experimente, die gezeigt haben, dass die Expression der an
der T-Zellinteraktion beteiligten co-stimulatorischen Molekule CD80, CD83 und
CD86 durch b-AP15, im Gegensatz zu Bortezomib, nicht beeintrachtigt war.
DCs sind zudem durch verschiedene Zytokine wie z. B.IL-6 oder TNF an
essentiellen Prozessen wie der Induktion einer Immunantwort oder auch des
Entzindungsprozesses beteiligt [113]. In Experimenten, die die der vorliegenden
Arbeit erganzen, konnten Schmidt et al. unter dem Einfluss von Bortezomib eine
signifikante Reduktion der IL-6-, IL-10- und TNF-Sekretion durch mMoDC

feststellen [114]. Interessanterweise war in diesen weiterfihrenden
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Untersuchungen die IL-10-Sekretion von mMoDC unter b-AP15 in
Konzentrationen > 500 nM signifikant verringert, wohingegen keine Reduktion
von IL-6 oder TNF gesehen wurde [114].

Maligne Zellen konnen verschiedene Mechanismen entwickeln, um den
Auswirkungen einer Protesomeninhibition zu entgehen. Dazu gehoren u. a.
Veranderungen im Proteasom-Komplex selbst, die zu einer verminderten
Funktionsfahigkeit und dadurch zu einer erhohten Effizienz alternativer
Mechanismen des Proteinabbaus, dem Aggresom-Pathway, Multidrug-Efflux-
Transporter und Autophagie flihren [115]. Praklinische Untersuchungen zeigten
in diesem Zusammenhang, dass die selektive Blockade der Deubiquitinasen
USP14 und UCHLS im Ubiquitin-Proteasom-System durch b-AP15 Resistenzen
gegenuber Bortezomib durchbrechen konnen [88]. Aktuelle Erkenntnisse zeigen
zudem, dass sich Resistenzen gegen b-AP15, anders als gegen Bortezomib, in
vitro nur sehr schwer ausbilden [116]. Die Grinde fir diese Unterschiede
zwischen Bortezomib und b-AP15 liegen wahrscheinlich zum Teil in
moglicherweise divergenten Auswirkungen auf relevante
Signaltransduktionskaskaden, wie z. B. auf verschiedene Caspasen, die in
einem Zusammenhang mit der Regulation und Kontrolle der Apoptose und/oder
des Zellzyklus stehen [88]. Die nur sehr geringen Auswirkungen von b-AP15 auf
MoDC sowie die langsame und unvollstandige Ausbildung von Resistenzen
gegenuber dieser Substanz machen sie zu einem attraktiven Kandidaten fur
einen zukunftigen klinischen Einsatz.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit fur b-AP15, in flr
verschiedene Tumorzelllinien toxischen Konzentrationen [87], in vitro kein
signifikanter Einfluss auf Funktion oder Phanotyp sowohl unreifer als auch reifer
MoDC festgestellt. Die flr Bortezomib bereits durch Nencioni et al.
beschriebenen Auswirkungen auf MoDC konnten bestatigt werden [80, 81]. Eine
interessante Frage, die in zukunftigen Experimenten beantwortet werden muss,
ist, inwieweit sich b-AP15 in vivo auf Phanotyp und Funktion von DC-
Populationen des peripheren Bluts auswirkt. Da die Substanz fir die Anwendung
am Menschen nicht zugelassen ist, mussten diese Experimente allerdings

zunachst in vitro und/oder an einem Mausmodell durchgeflhrt werden.
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6.5 Kilinische Relevanz und Ausblick

Die Kenntnis, sowohl unerwunschter als auch erwlnschter Auswirkungen
medikamentoser Tumortherapien auf das Immunsystem ist von groler
Bedeutung, insbesondere im Rahmen potenzieller zellularer
Tumorimmuntherapien. Zudem kdnnen stimulierende oder inhibitorische Effekte
zugelassener Medikamente auf Zellen des Immunsystems z. B. bei der
Pravention einer akuten GvHR nach allogener Stammzelltransplantation, oder
der Behandlung von Autoimmunerkrankungen eine therapeutische Rolle spielen.
Ein strukturell verwandtes Analogon von b-AP-15, VLX1570, befand sich bereits
in einer Phase-1/2-Studie in Kombination mit Dexamethason bei Patienten mit
rezidiviertem/refraktarem Multiplen Myelom (NCT02372240). Leider musste die
Studie aufgrund des Auftretens von pulmonaler Toxizitat mit Todesfolge bei
Applikation von Dosen mit antikanzerogenen Effekten abgebrochen werden
[117]. Nichtsdestotrotz konnten moderate antitumorale Effekte von VLX1570
nachgewiesen werden, so dass es lohnend erscheint analog wirkende DUB-
Inhibitoren  ausfindig zu machen, die ein besseres Wirkungs-
/INebenwirkungsspektrum aufweisen [117]. Interessanterweise scheinen in
verschiedenen Tumorentitaten wie beispielsweise beim Multiplen Myelom die
Fahigkeit der DC zur Immunstimulation bereits per se eingeschrankt zu sein [118,
119]. Wahrend Bortezomib die Effizienz von Therapiealgorithmen durch die
Einschrankung der DC-Funktionalitdit sogar noch weiter reduzieren koénnte,
konnten wir keine solche Nebenwirkung von b-AP15 in vitro auf MoDC feststellen.
Zudem ist Bortezomib bei Myelompatienten assoziiert mit der Reaktivierung
latenter Virusinfektionen [120, 121]. Dementsprechend konnten Basler et al. im
Mausmodell mit dem lymphozytaren Choriomeningitis-Virus auch zeigen, dass
Bortezomib zu einer Einschrankung des virusspezifischen T-Zell-Primings fuhrte
[122]. Auch unter diesem Gesichtspunkt kdnnten b-AP15 und seine Derivate eine
Alternative zu Bortezomib darstellen. Dies musste jedoch in weiteren
praklinischen und klinischen Studien gepruft werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen also zusammengefasst, dass b-
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AP15 im Vergleich zu Bortezomib in vitro deutlich geringere Auswirkungen auf
Phanotyp und Funktion humaner DC hat. Sie kdnnten daher dazu dienen, eine
DC-basierte Immuntherapie und die Behandlung mit Proteasomeninhibitoren
sinnvoll aufeinander abzustimmen. Zudem liefern sie erste Daten, auf deren
Grundlage die immunsupprimierenden Eigenschaften von
Proteasomeninhibitoren, flir ihren moglichen Einsatz bei GvHR oder

Autoimmunerkrankungen, weiter evaluiert werden konnen.

6.6 Limitierende Faktoren dieser Arbeit

Die Experimente in dieser Arbeit wurden mit einer experimentellen Substanz, die
fur die Anwendung beim Menschen nicht zugelassen ist, in vitro an MoDC
durchgefihrt. Demzufolge kénnen die Ergebnisse nur bedingt auf die In-vivo-
Situation im Menschen Ubertragen werden.

Zudem wurden die Effekte von b-AP15 noch nicht erschopfend analysiert: Nicht
getestet wurde z. B. der Einfluss auf die Zytokinproduktion der MoDC wie IL-6,
TNF-a oder IL-12. Die Untersuchung relevanter Signaltransduktionskaskaden,
wie NF-kB, IRF-3, IRF-8 oder der MAP-Kinase, wie fur Bortezomib bereits erfolgt,
waren ebenfalls von groliem Interesse. Auch Untersuchungen zum Einfluss von

b-AP15 auf andere Immunzellen, insbesondere auf T-Zellen, sind indiziert.
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7. Zusammenfassung

Die Entdeckung, dass die Inhibition von Proteasomen bei malignen Zellen zur
Wachstumshemmung und Apoptose fuhrt, ermoglichte die Entwicklung von
Proteasomeninhibitoren als neuartiges Therapieprinzip. Neben den bereits
klinisch zugelassenen Substanzen Bortezomib (Velcade®), Carfilzomib
(Kyprolis®) und Ixazomib (Ninlaro®), wurde mit b-AP15 eine neue Klasse von
Proteasomeninhibitoren entwickelt, die die DUB-AKktivitat der 19S-Untereinheit
hemmen, ohne die 20S-Untereinheit zu beeintrachtigen.

Innovative Kombinationstherapien aus Chemo-, Immun- und zielgerichteten
Therapien gewinnen bei der Behandlung maligner Erkrankungen zunehmend an
Bedeutung. Eine Form der Immuntherapie ist die Vakzinierung mit ex vivo
manipulierten autologen DC. Die Analyse der Auswirkungen der Medikamente
auf das Immunsystem im Allgemeinen und DC im Besonderen ist hierbei von
grundlegendem Interesse. In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass Bortezomib
den Phanotyp und die Funktion von in vitro aus Monozyten generierten MoDC
stark beeintrachtigt. [80—83]. In der vorliegenden Arbeit sollte daher auch der
Einfluss von b-AP15 auf MoDC untersucht werden.

Die hierbei durchgefuhrten Zellkulturexperimente und durchflusszytometrischen
Untersuchungen ergaben, dass b-AP15 keinen wesentlichen Einfluss auf den
Phanotyp von MoDC hatte: die Expression von fur die Aufnahme von Antigenen
und die Vermittlung der T-Zell-Antwort essenziellen Oberflachenmarkern wie DC-
SIGN, CD14, CD1a oder CD80/86 war nicht beeintrachtigt. Untersuchungen zur
Funktion der MoDC unter dem Einfluss von b-AP15, in Form von Migrations- und
Proliferationsassays, erbrachten ebenfalls keine negativen Auswirkungen der
Substanz.

Diese Daten kénnten dazu beitragen, eine DC-basierte Immuntherapie und die
Behandlung mit Proteasomeninhibitoren sinnvoll aufeinander abzustimmen.
Zudem sind sie ein weiterer Baustein bei der Evaluation der

immunsupprimierenden Eigenschaften von Proteasomeninhibitoren.
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