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1) Zusammenfassung

1.1) Zusammenfassung

Am Institut flr Klinische Himostaseologie und Transfusionsmedizin der Universitat des
Saarlandes wurde 2012 ein Forschungsprojekt initiiert, um die Herstellungserlaubnis fir

dendritische Zellen zur adjuvanten Immuntherapie von hohergradigen Gliomen zu erlangen.

Gliome sind die haufigsten primaren Hirntumore, wobei die héhergradig-malignen
Glioblastome unter diesen den groRten Anteil ausmachen. Die Standardtherapie dieser
Tumorentitat ist die Kombination aus Operation und Radiochemotherapie. Unter dieser
Therapie liegt die mittlere Uberlebenszeit der Patienten bei 14,6 Monaten. Auf Grund der
nicht zufriedenstellenden Therapieergebnisse beschaftigen sich viele Studien mit
alternativen Therapiemoglichkeiten, unter anderem auch mit Arzneimitteln fir neuartige
Therapien. Zu diesen zahlen auch somatische Zelltherapeutika, wie beispielsweise

dendritische Zellen zur adjuvanten Immuntherapie.

Um somatische Zelltherapeutika zur Anwendung am Patienten herstellen zu diirfen, muss
dem herstellenden Labor durch die zustéandige Landesaufsichtsbehorde eine
Herstellungserlaubnis erteilt werden. Diese Herstellungserlaubnis wird beim saarlandischen
Ministerium fiir Soziales, Gesundheit, Frauen und Familie beantragt und durch dieses erteilt.
Zuvor muissen zahlreiche Verfahrensschritte im Herstellungsprozess etabliert sowie validiert
werden und Funktionstests mit den generierten dendritischen Zellen durchgefiihrt werden.
Alle hierbei gewonnenen Ergebnisse werden in Form eines Validierungsberichtes der

zustandigen Behorde vorgelegt.

Ziel dieser Arbeit war es, durch die Etablierung und Validierung unterschiedlicher Methoden
zur Erlangung der Herstellungserlaubnis beizutragen. Hierzu wurden verschiedenste
Untersuchungen an Proben der DZ-Kulturen durchgefiihrt, die sowohl Sicherheit als auch

Qualitat des Herstellungsprozesses und des zellularen Produktes gewahrleisten sollen.



1.2) Abstract

In 2012 the Institute for Clinical Hemostaseology and Transfusion Medicine of the University
of the Saarland started a research project to obtain the permission for the manufacturing of

dendritic cells for adjuvant immunotherapy of malignant glioma.

Gliomas are the most frequent primary brain tumors and the high-grade glioblastomas
account for the largest part of these. The standard course of therapy for high-grade
glioblastoma is the combination of operation, radio- and chemotherapy. Under this therapy
the mean survival time for a patient amounts to 14,6 month. Due to these poor treatment
outcomes, many studies are concerned with alternative therapy approaches for this tumor
entity, as for example with Advanced Therapy Medical Products. These also include somatic

cell based therapeutics, such as dendritic cells for adjuvant immunotherapy.

To be authorized to produce somatic cell based therapeutics for human use the producer
has to obtain the permission of manufacturing. This permission is applied at the Ministry for
Social Affairs, Health Care, Women and Family of the Saarland. To obtain this permission,
numerous procedural steps have to be proved as well as established and performance tests
have to be carried out with the manufactured dendritic cells. All results gained at this were

submitted to the competent authority in form of a validation report.

The object of this research was to contribute to the obtainment of permission for the
manufacturing by validation and establishment of different methods. For this purpose
different investigations on the dendritic cells were carried out to prove quality and safety of

the manufacturing process as well as the manufactured product.



2) Einleitung

2.1) Bosartige Neoplasien des zentralen Nervensystems

Die bosartigen Neoplasien des zentralen Nervensystems, allen voran die hochgradig
malignen Gliome, stellen Tumoren dar, fiir die es bisher keine zufriedenstellenden
Therapiestrategien gibt.

Deutschlandweit machen sie insgesamt ca. 1,5% aller Krebsneuerkrankungen und 2,6% aller
Krebssterbefalle aus (Robert Koch-Institut 2012), bei den unter 15-Jdhrigen sind sie die

zweithaufigste durch bosartige Neoplasien bedingte Todesursache (Kaatsch et al. 2012).

2.1.1) WHO-Klassifikation primarer Hirntumore

Nach der WHO-Klassifikation werden die primaren Hirntumore nach histologischen Kriterien
(morphologische, histogenetische und immunhistochemische Kriterien) und davon
ausgehend nach ihrer Malignitat eingeteilt (Schlegel 2012). Zur Einteilung der Malignitat gibt
es vier Grade, wobei WHO-Grad | differenzierte Tumoren mit niedriger Wachstumstendenz,
WHO-Grad Il noch benigne Tumoren, WHO-Grad Il maligne Tumoren und WHO-Grad IV
hochmaligne und entdifferenzierte Tumoren darstellen (Schlegel 2012). Die Prognosen der
unterschiedlichen Tumoren lassen sich grob anhand der WHO-Grade abschéatzen, wobei
diese umso schlechter sind, je hoher der WHO-Grad ist (mittlere Uberlebenszeit nach

Diagnose fir WHO-Grad Il 5 Jahre, fir WHO Grad IV unter einem Jahr) (Louis et al. 2007).

2.1.2) Hohergradig-maligne Gliome

Die haufigsten primaren Hirntumoren sind Gliome, wobei wiederum unter diesen die
Glioblastome (WHO-Grad IV) den grofSten Anteil ausmachen (Schlegel 2012). Fir das
Glioblastom gibt die Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie in ihrer Leitlinie die
Standardtherapie aus einer Kombination von operativer Tumorresektion und adjuvanter
Radiochemotherapie mit Temozolomid an (Weller 2012). Unter dieser Therapie liegt die
mittlere Uberlebenszeit von Patienten, die an einem Glioblastoma multiforme erkranken, bei
14,6 Monaten (Stupp et al. 2009). Im Falle eines Rezidivs sind erneute Operation,
Bestrahlung sowie eine erneute Chemotherapie maoglich (Schlegel 2012).

Vergleicht man diese Prognose fiir Patienten mit der Erstdiagnose Glioblastom mit Daten aus

den Jahren 1973-1991, in denen Patienten im Alter von 21-64 Jahren im Mittel noch 10,8



Monate nach Diagnose (iberlebten (Davis et al. 1998) zeigt sich, dass sich in einem Zeitraum
von 20 Jahren die Prognose von Glioblastom-Patienten nur wenig verbessert hat. Dies
verdeutlicht die Notwendigkeit zur Erforschung und Etablierung neuer Therapiestrategien
zur Behandlung héhergradig-maligner Gliome. Eine Option stellen hierbei die Arzneimittel

flir neuartige Therapien (Advanced Therapy Medicinal Products (ATMPs)) dar.

2.2) Arzneimittel fiir neuartige Therapien (Advanced Therapy Medicinal
Products (ATMPs))

Zur Gruppe der ATMPs zahlen Gentherapeutika, somatische Zelltherapeutika und
biotechnologisch bearbeitete Gewebeprodukte (Richtlinie 2001/83/EG; Verordnung (EG) Nr.
1394/2007). Unter kombinierten ATMPs versteht man die Kombination eines ATMPs mit
einem oder mehreren Medizinprodukten (Richtlinie 2001/83/EG; Verordnung (EG) Nr.
1394/2007).

Mogliche Einsatzgebiete flir Gentherapeutika sind beispielweise maligne Tumoren, X-linked
severe combined immunodeficiency (SCID-X1) oder auch familidre
Stoffwechselerkrankungen (Wirth et al. 2010). Biotechnologisch bearbeitete
Gewebeprodukte lassen sich unter anderem im Bereich Knorpelregeneration (LeBaron et al.
2000), Muskelregeneration (Yan et al. 2007), oder auch Hautregeneration (Green et al. 1979)
einsetzten. Fir die somatischen Zelltherapeutika sind Morbus Parkinson (Kim et al. 2006)

oder auch bosartige Neoplasien (Disis et al. 2014) potenzielle Anwendungsgebiete.

2.2.1) Somatische Zelltherapeutika
Gemal der Richtlinien der EU ist unter somatischer Zelltherapie ,,die Verwendung von
autologen, allogenen oder xenogenen lebenden Korperzellen am Menschen zu verstehen,
deren biologische Eigenschaften durch eine Bearbeitung derart verandert wurden, dass auf
metabolischem, pharmakologischem und immunologischem Weg eine therapeutische,
diagnostische oder praventive Wirkung erzielt wird” (Richtlinie 2001/83/EG).
Als ,biotechnologisch bearbeitet” gelten Zellen, wenn sie wenigstens eine der folgenden
Bedingungen erflllen:
Die Zellen oder Gewebe wurden substanziell bearbeitet, so dass sie biologische
Merkmale, physiologische Funktionen oder strukturelle Eigenschaftenerfillen, die fir

die beabsichtigte Regeneration, Wiederherstellung oder den Ersatz relevant sind.



Die Zellen oder Gewebe sind nicht dazu bestimmt, im Empfanger im Wesentlichen

dieselbe(n) Funktion(en) auszuiben wie im Spender (Verordnung 1394/2007/EG).

2.3) Immuntherapie maligner Neoplasien

Die unterschiedlichen Ansatze zur Immuntherapie maligner Neoplasien, wie die Stimulation
des Immunsystems mittels Interferonen oder auch der Einsatz von spezifischen Antikorpern
zielen darauf ab, eine Immunreaktion gegen die Neoplasie zu induzieren.

Ohne Stimulation des Immunsystems durch Immuntherapien tritt eine solche
Immunreaktion nicht oder nur teilweise auf. Grund hierfiir sind die sogenannten Immun-
Escape-Mechanismen maligner Tumorzellen. Diese hemmen die vollstandige Elimination der
Tumorzellen durch das Immunsystem.

Zu den Immune-Escape-Mechanismen zahlen beispielsweise die verminderte oder durch
Mutation veranderte Expression von MHC-I-Molekiilen (Korkolopoulou et al. 1996), die
Expression von immunsupressiven Molekilen (Bodmer et al. 1989, Kidiyoor et al. 2014), die
Induktion von regulatorischen T-Zellen (CD4+ und CD25+) (Kono et al. 2006), die Induktion
der Apoptose aktiver T-Zellen durch die Tumorzellen (O’Connell et al. 1996) oder auch die
Freisetzung von Oberflachen-Antigenen, durch welche Tumorzellen zytotoxische Zellen und
spezifische Antikorper neutralisieren kdnnen (Alexander 1974).

Durch unspezifische Stimulation des Immunsystems mittels Pathogenen oder Zytokinen soll
eine Immunreaktion gegen die Neoplasie hervorgerufen werden, welche ohne Stimulation
mitunter auf Grund der Immune-Escape-Mechanismen nicht auftritt. Unter anderem wird
hierzu Interferon-alpha eingesetzt (Jradi et al. 2012, Herold 2012, Ljungberget al. 2013).
Monoklonale Antikérper konnen zum einen durch ihre Bindung an Tumorzellen eine
Elimination dieser Zellen durch das Immunsystem (EMA 2009) induzieren. Zum anderen
koénnen sie durch Bindung am Zielantigen eine pharmakologische Wirkung erzielen (EMA
2008).

Durch die Impfung mit Tumor-assoziierten-Antigenen soll eine Immunreaktion spezifisch

gegen diese Antigene induziert werden (Schwartzentruber et al. 2011, Walter et al. 2013).

2.3.1) Somatische Zelltherapie maligner Neoplasien
Eine weitere Moglichkeit zur Induktion einer immunologischen Reaktion gegen maligne

Neoplasien stellen somatische Zelltherapeutika dar.



Das Ziel ist, durch die Applikation dieser Zellpopulationen ebenfalls eine Immunantwort des
Empfanger-immunsystems gegen die Neoplasie zu induzieren. Hierbei sollen die
verwendeten Zellen direkt oder indirekt eine zytotoxische Immunreaktion gegen die
Tumorzellen induzieren, ohne dass gesunde Korperzellen beeintrachtigt werden.

Es gibt verschiedene Zellarten, die zur somatischen Zelltherapie maligner Neoplasien
eingesetzt werden kdnnen bzw. deren Einsatz in Studien erprobt wird.

Eingesetzt werden kdnnen T-Zellen (Rosenberg et al. 2011, Disis et al. 2014), nattrliche
Killer-Zellen (Ni et al. 2012), dendritische Zellen (DZ) oder auch Mischungen aus

unterschiedlichen Zellen des Immunsystems (Sims 2012).

2.4) Dendritische Zellen

Im Mai 1973 beschrieb R.M. Steinman als Erster die dendritische Zelle als eine neuartige
Zellpopulation. Er entdeckte sie bei mikroskopischen Untersuchungen von verschiedenen
lymphatischen Organen von Mausen (Steinman et al. 1973).

Die dendritischen Zellen bilden eine Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem und liegen nahezu ubiquitdr im Kérper vor. Die Differenzierung der DZs kann
sowohl aus myeloischen als auch aus lymphoiden Vorlauferzellen erfolgen (Shortman et al.
2007).

Die klassische Vorstellung zur Funktion der DZs ist die Folgende:

Pathogene werden durch die DZs erkannt, phagozytiert und prozessiert, wobei die DZs nach
Antigenaufnahme in die nachstgelegenen Lymphknoten migrieren. Hier prasentieren sie die
prozessierten Antigene gekoppelt an major histocompatibility complex (MHC)-Molekiile. Die
im Lymphknoten vorliegenden naiven T-Zellen werden durch die DZ aktiviert, falls diese ein
T-Zell-spezifisches Antigen prasentieren (Steinman 1991).

Die alleinige Bindung des T-Zell-Rezeptors an das mit Antigen beladene MCH-Molekiil reicht
flr die Aktivierung nicht aus. Fir die T-Zell-Aktivierung ist neben der Erkennung des Antigens
noch ein zweites ko-stimulatorisches Signal notig, das durch weitere Oberflachenmolekiile
der DZ ausgel6st wird (Banchereau et al. 1998).

Die DZ macht im Zuge dieses Mechanismus einen Reifungsprozess durch, in dessen Folge
Antigenaufnahme und-prozessierung herunter reguliert werden. Stattdessen werden

Adhasions- und Ko-stimulatorische Molekiile vermehrt gebildet (Cella et al. 1997). Diese



Reifungsschritte der DZs werden unter anderem durch Entziindungsfaktoren vermittelt
(Cella et al. 1997).

Bleibt dieser Reifungsprozess aus, bzw. bindet eine T-Zelle an eine unreife DZ, so werden
vermehrt regulatorische T-Zellen induziert oder T-Helferzellen aktiviert, bei den
zytotoxischen T-Zellen wird entwedereine Anergie oder Apoptose induziert, was vermutlich
der Vermittlung von immunologischer Toleranz gegeniber apathogenen Antigenen dient
(Mahnke et al. 2002). Zudem spielen die DZs nach Ergebnissen unterschiedlicher Studien
auch eine Rolle in der Aktivierung bzw. der Funktion von natirlichen Killerzellen (Fernandez
et al. 1999) und auch von B-Zellen (Sornasse et al. 1992).

Dieses komplexe Aufgabenfeld der Vermittlung zwischen angeborener und erworbener
Immunitat und der Induktion von Immunreaktion oder Toleranz gegen verschiedene
Antigene wird nicht durch eine homogene DZ-Gruppe erfiillt, sondern durch heterogene DZ-
Subtypen. Sie unterscheiden sich in Lokalisation, Migrationsverhalten, Funktion und
Entstehung (Shortman et al. 2007).

Auf Grund der Fahigkeit zur Induktion einer spezifischen Immunreaktion gegen Pathogene,
werden dendritische Zellen in verschiedenen Studien zur somatischen Zelltherapie
eingesetzt. Hierbei zielt man nicht, wie beim Einsatz von T- oder NK-Zellen, auf eine direkte
zytotoxische Wirkung ab, sondern auf die spezifische Stimulation des Immunsystems durch

die DZs.

2.4.2) Herstellungsmoglichkeiten humaner dendritischer Zellen

DZs kdnnen aus unterschiedlichen Ausgangszellen unter verschiedenen Kulturbedingungen
differenziert werden. Als Ausgangszellen konnen beispielweise aufgereinigte CD34-positive
Zellen (Bernhard et al. 1995), leukdmische Blasten (Moldenhauer et al. 2004) oder auch

Monozyten (Zhou et al. 1996) eingesetzt werden.

2.4.3) Anwendungsmoglichkeiten dendritischer Zellen

Mogliche therapeutische Anwendungsmaoglichkeiten der DZs sind Infektionskrankheiten
(Garcia et al. 2011, Schon et al. 2001, Agallou et al. 2011) oder auch maligne Neoplasien (Hsu
et al. 1996, Salcedo et al. 2006, Brossart et al. 2000).

Wie in 2.1.2) beschrieben, gibt es bisher zur Therapie maligner Gliome keine

zufriedenstellenden Therapieansatze. Zahlreiche Studien beschaftigen sich daher mit



alternativen Therapiestrategien, unter anderem mit dem Einsatz von DZs zur somatischen
Zelltherapie. Dabei bestehen unter den einzelnen Studien zum Teil erhebliche Unterschiede,
sowohl was das Probandenkollektiv betrifft als auch in den Therapiepldnen, im
Herstellungsprozess der DZs und auch in den untersuchten Endpunkten der Studien (Yu et al.
2001, Kobayashi et al. 2003, De Vleeschouwer et al. 2008, Ardon et al. 2010).

Grinde dafiir bestehen unter anderem darin, dass bisher noch nicht belegt ist, welcher
Herstellungsprozess zur Gewinnung der DZs optimal ist (eingesetzte Zytokine, Aufbereitung
des Tumorgewebes), welche Dosis an DZs den Patienten pro Behandlung appliziert werden
soll und wie oft und mit welcher Therapie die Anwendung von DZs am besten kombiniert
werden sollte (Van Gool et al. 2009).

Auf Grund der unterschiedlichen DZ-Praparationen, Behandlungsplane und
Patientenkollektive lassen sich die Studienergebnisse nur unter Vorbehalt vergleichen.

Was jedoch aus den Studien hervorgeht ist, dass die Behandlung von Patienten mit malignen
Gliomen mit autologen DZs prinzipiell durchfiihrbar ist und es dabei nur selten zu

schwerwiegenden unerwiinschten Wirkungen kommt.

2.5) Ziele der Arbeit

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Herstellung von
dendritischen Zellen sind Gegenstand eines klinisch orientierten Forschungsprojektes am
Institut fur Klinische Hdmostaseologie und Transfusionsmedizin der Universitat des
Saarlandes.
In einem ersten Schritt werden Arbeiten zur Erlangung der Herstellungserlaubnis fur
Methoden der Herstellung und Priifung von dendritischen Zellen zur adjuvanten
Immuntherapie von héhergradigen Gliomen durchgefiihrt.
Hierbei werden dendritische Zellen aus autologen mononuklearen Zellen des peripheren
Blutes (PBMC) differenziert und mit Lysat aus autologem Tumorgewebe inkubiert (s. Anlage
1). Diese so ausgereiften dendritischen Zellen werden als Vakzine dem Patienten subkutan
appliziert, um eine tumorspezifische Immunreaktion im Patienten zu induzieren.
Das gesamte Validierungsprojekt ist wie folgt gegliedert:

1. Die praklinische Validierung von Methoden und Verfahrensschritten zur Herstellung

und Qualitatsprifung.



2. Auf den Ergebnissen und Erfahrungen der praklinischen Validierung aufbauend
erfolgt die klinische Validierung, bei der die Verfahrensprozesse zur Herstellung und
Prifung dendritischer Zellen in klinischem Mal3stab unter Reinraumbedingungen

validiert werden.

Die Ergebnisse dieser ersten beiden Teilabschnitte des Projektes dienen dazu, die

arzneimittelrechtliche Herstellungserlaubnis nach §13 des Arzneimittelgesetztes zu erlangen.

Die Herstellungserlaubnis wird beim saarlandischen Ministerium fir Soziales, Gesundheit,
Frauen und Familie beantragt. Um die Herstellungserlaubnis zu erlangen, miissen zahlreiche
Verfahrensschritte im Herstellungsprozess validiert und Funktionstests mit den generierten
dendritischen Zellen durchgefiihrt werden. Dabei muss die Herstellung der DZs nachweislich
nach dem Verfahren der ,Guten Herstellungspraxis” erfolgen.

Gegenstand dieser Arbeit sind die Etablierung und Validierung verschiedener Methoden
sowohl im Bereich der praklinischen als auch der klinischen Validierung. Hierzu werden
unterschiedliche Untersuchungen an Proben der DZ-Kulturen durchgefiihrt, die die
Sicherheit und die Qualitat des Produktes gewaéhrleisten sollen.

Zum Einen werden hierfir Methoden etabliert und validiert, welche zur Bestimmung von
Zellzahl und -vitalitat eingesetzt werden. Des Weiteren werden Methoden zur Prifung der
im Herstellungsprozess eingesetzten Produkte etabliert (Chargenkontrollen der im
Herstellungsprozess eingesetzten Zytokine und Zellkulturmedien).

Zur Priifung der Sicherheit des Produktes wird das Verfahren zur Herstellung des
Tumorlysates etabliert und in Bezug auf die Avitalisierung aller Tumorzellen validiert.

Um die Qualitdt des Produktes zu prifen, werden Methoden zur phanotypischen
Charakterisierung (durchflusszytometrische Charakterisierung der DZs) und zum Nachweis
der Funktionalitat der DZs etabliert (Priifung des Migrationsverhaltens der DZs, Analyse der
Phagozytose-Fahigkeit der DZs, Etablierung einer quantitativen Real-Time PCR zur Prifung

der Induktion einer T-Zell-Aktivierung).



3) Material und Methodik

3.1) Materialien und Gerate

3.1.1) Reagenzien

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien.

Reagenz Artikelnr. | Hersteller

0,9% Natriumchlorid (NaCl) 1000ml, | 3570160 B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Ecotainer, steril Deutschland

6x DNA Loading Dye RO611 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Agarose-Tabletten, 0,5g HP67.2 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Agarose/Tablette Deutschland

Amersham Enhanced RPN2132 GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,

chemiluminescent (ECL) Prime Deutschland

Western Blotting Detection Reagent

BC-Assay Protein Quantification Kit UP40840A | Interchim, Montlugon, Frankreich

Bovines Serum Albumin (BSA) K41-012 PAA Laboratories GmbH, Célbe,

Protease Free Deutschland

Brilliant Il SYBR Green QPCR Master- | 600548 Agilent Technologies Inc., Santa Clara,

Mix Kalifornien, USA

CASY ton 05651808 | Scharfe System GmbH, Reutlingen,

001 Deutschland/Roche Deutschland Holding

GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

CellGro-Zellkulturmedium, Serum- 20801 CellGenix GmbH/MetreonBioproducts

free Dendritic Cell Medium GmbH, Freiburg,Deutschland

CellTiter-Glo G7570 Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA

Cellwash 349524 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) 99,5 A994.1 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Dithiothreitol (DTT) 0,5M 0281-5G Amresco LLC, Solon, Ohio, USA

DNA Stain Clear G 39804.02 | Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

dNTP Set R0192 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Dulbecco's Phosphate Buffered H21-002 PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Saline (PBS), liquid, Size: 500 ml, Osterreich

ohne Calcium, Magnesium

Ethanol 11007482 | Biesterfeld Chemiedistribution,
Friedrichsthal, Deutschland

Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure CNO6.1 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

(EDTA) 299 % Deutschland

EZ-Vision Three N313-Kit Amresco LLC, Solon, Ohio, USA

FACSFlow 342003 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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Fetal bovine Serum (FBS), EU A15-104 PAA Laboratories GmbH, Célbe,

approved, Heatinactivated Deutschland

Flouresceinisothiocyanate-dextran 46945- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

(FITC-Dextran) 100MG-F | Deutschland

GeneRuler 100bp DNA Ladder SM0242 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

GeneRuler 50bp DNA Ladder SMO0373 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Glukose (40%) 3848086 B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Humanes Serum Albumin (HSA) A7979 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Milchpulver, Milk NonfatPowdered M203-10G | Amresco LLC, Solon, Ohio, USA

(Proteomics)

M-MuLV Reverse Transkriptase, EP0352 Thermo Fisher Scientific GmbH,

RNase H+ Schwerte, Deutschland

Natriumchlorid > 99,5%, p.a., ACS, 3957.1 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

ISO Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH) Platzchen | 106495 Merck Millipore, Millipore GmbH,
Schwallbach, Deutschland

Nuklease-freies, steril gefiltertes, T143.3 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

sterilisiertes DEPC-behandeltes Deutschland

Wasser

NuPageAntioxidant NPO005 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Oberflachen-Desinfektionsmittel 133 402 Schilke& Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Penicillin/Streptomycin (100x) P11-010 PAA Laboratories GmbH, Célbe,
Deutschland

PHA-P L1668 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Polyinosinic-polycytidylicacid (Poly tlr-pic Invivogen, San Diego, Kalifornien, USA

(1:Q)

Protein-Ladder 26616 Thermo Fisher Scientific GmbH,

(PageRulerPrestained Protein Schwerte, Deutschland

Ladder 10-170kDa)

Random Hexamer Primer S0142 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

RiboLock RNase Inhibitor EO0381 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

RPMI 1640 w/o L- Glutamine, Liquid; | E15-039 PAA Laboratories GmbH, Colbe,

L-Glutamin 200 mM Deutschland

Salzsaure (HCl) 37% reinst 501012 VWR International GmbH,
Vertriebszentrum Rhein-Main
Darmstadt, Deutschland

Stickstoff flussig 14100RB AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,

Dusseldorf, Deutschland
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TAE (Tris-Acetate-EDTA) Buffer, 25X | 0796-1,6L | Amresco LLC, Solon, Ohio, USA

Taq DNA Polymerase (recombinant) | EPO402 Thermo Fisher Scientific GmbH,

(5U/p)

Schwerte, Deutschland

Tris-Glycin SDS RunningBuffer (10x) | LC2675 Novex-Life Technologies, Carlsbad,

Kalifornien, USA

Tris-Glycin Transfer Buffer (25X) LC3675 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
TrisPufferan 299,9 %, Ultra Qualitdt | 5429.2 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Trypanblau-Losung 0,4%, 250ml 93595 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

3.1.2) Puffer und Losungen

Die pH-Werte der Puffer und Losungen wurden, wenn angegeben, mit NaOH bzw. HCI

eingestellt.

0,5M EDTA:

BCA-Reagenz:

[

[
Blocking-Puffer (5%):

[ ]

DTT 0,5M:

ECL-Entwickler:

18,61g EDTA + 100ml H,0 (millipore)
pH 8,0 einstellen

Lagerung: 5°C

Im BC-Assay Protein Quantification Kit sind 2 Losungen (A & B)
enthalten, die im Verhéltnis 50 Teile Lésung A zu 1 Teil Losung
B gemischt werden sollen

4900pl BCA-L6sung A + 100ul BCA-Losung B

keine Lagerung, Sofortverbrauch

2,5g Milchpulver + 50ml TBS

Lagerung: 5°C (maximal 2 Tage)

77,125mg DTT + 1ml H,0 (millipore)

Lagerung: 5°C

Im Set sind zwei Losungen (A &B) enthalten, die im Verhaltnis
1:1 angesetzt werden sollen

1ml Lésung A + 1ml Losung B
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Lauf-Puffer:

NaOH 5M:

NaOH 10mM:

PBS-Puffer:

Keine Lagerung der 1:1-Mischung moglich; Einzellésungen: 5°C

100ml Tris-Glycin SDS RunningBuffer (10x) + 900ml
H,O(millipore)

Lagerung: RT

250mg NaOH + 50ml H,0 (millipore)

Lagerung: RT

100l 5M NaOH + 50ml H,0 (millipore)

Lagerung RT

100ml Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (10X) + 900ml H,0
(millipore)
pH 7,2 einstellen

Lagerung: RT

PBS/EDTA 1mM mit 0,5%BSA:

Poly I:C:

492ml PBS + 1ml EDTA (0,5M) + 7,1ml BSA 35%

Lagerung: 5°C

1ul der Fertiglosung sollen in 1ml Medium 20ng ergeben
geliefert: 10ug Poly I:C

Herstellung der Stammlosung (2mg/ml): 10ug Poly I:C + 5000l
H,0 (millipore)

Aligotierung: 10ul Stammlésung + 990ul H,0 (millipore)
Lagerung: 5°C

Protein-Probenpuffer:

TAE-Puffer (1x):
[ ]

75ul NuPageAntioxidant + 30ul 0,5M DTT

40ml TAE-Puffer (25x) + 960ml Aqua dest.

Lagerung: RT
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TBS-Puffer 25x und TBS-Puffer 1x

Transfer-Puffer:

3.1.3) Gerate

TBS-Puffer 25x: 12,8g Tris + 87,6g NaCl + 11 H,0 (millipore)

pH 8,0 einstellen

TBS-Puffer 1x: 100ml TBS + 900mI H,O (millipore)

Lagerung: RT

40ml Tris-Glycin Transfer Buffer (25X) + 960ml H,0 (millipore)

Lagerung: RT

Tabelle 2: Verwendete Gerdite.

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav

Systec DX-65

Systec GmbH Labor-Systemtechnik,
Wettenberg, Deutschland

Automatischer
Hamatologie-Analysator

Sysmex KX-21N

Sysmex Europe GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Bestrahlungseinrichtung

Gamma
Bestrahlungsanlage OB
29/4

STS Steuerungstechnik und
Strahlenschutz GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Blotting-Kammer

X-Cell Il Blot Module

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Brutschrank Heracell 240i Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Chemo-Lumineszenz- GeneGnome5 Syngene Europe office, Cambridge,

Detektor United Kingdom

Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Einzel-Zelle fur
Spektralphotometer

nanoCellAccessory

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Elektrophorese-
Kammer, PCR

EasyPhor Medi
Gelelektrophorese
Kammer

Biozym Sciebtific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Elektrophorese-
Kammer, Western Blot

X-Cell Sure Lock

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Elektrophorese-
Netzgerat, PCR

Consort EV261

Consort bvba, Turnhout, Belgien

Elektrophorese-
Netzgerat, Western Blot

Power Source 250V

VWR International GmbH,
Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Nikon Eclipse Ni

Kabushiki-gaisha Nikon; Chiyoda, Tokio,
Japan

Gel Dokumentations-
System

GenoSmart

VWR International GmbH,
Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
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Deutschland

Gewebe-Dissoziator

Gentlemacs

MiltenyiBiotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Heizblock Blockthermostate VWR International GmbH,
digital, 230V Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
Deutschland
Kryoeinfriergerat Mr. Frosty VWR International GmbH,
Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
Deutschland
Kihl-Gefrier- MP360 CS DometicS.ar.l, Hosingen, Luxenburg

Kombination

Lumineszenz-
Photometer

Mikroplatten-Reader
MPL1

BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH & Co.
KG, Bad Wildbad, Deutschland

Magnetriihrer

Varigomag Maxi Direkt

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Multichannel-Pipette 20-
200ul

PipetmanNeo P8x200N,
20 - 200 uL

Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Pipette 0,2-2 pl

PIPETMAN P2, 0.2-2 pl

Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Pipette 200-1000 pl

PIPETMAN P1000, 200~
1000 pl

Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Pipette 20-200 pl

PIPETMAN P200, 20—
200ul

Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Pipette 2-20

PIPETMAN P20, 2—-20pl

Gilson, Inc., Middleton, Wisconsin, USA

Real-Time PCR- CFX96 Touch Real-Time | Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Detektions-System PCR Detection System Kalifornien, USA
Schittelgerat Polymax 1040 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

kombiniert mit
Inkubator 1000

Schwalbach, Deutschland

Sicherheitswerkbank

Herasafe KS 18

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Spektralphotometer BioMate 3S Thermo Fisher Scientific GmbH,
Spektrophotometer Schwerte, Deutschland
Tiefkiihlschrank UF 755G DometicS.ar.l, Hosingen, Luxenburg

Vortexer

Lab Dancer S40

VWR International GmbH,
Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
Deutschland

Wasseraufbereitungsanl | Milli-Q Merck Millipore, Millipore GmbH,
age Schwallbach, Deutschland
Wasserbad TW 8 JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland
Zahlkammer Zahlkammer nach VWR International GmbH,
Neubauer Vertriebszentrum Rhein-Main Darmstadt,
Deutschland
Zell-Counter CASY 150-TTC Scharfe System GmbH, Reutlingen,

Deutschland/Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Zellzahlgerat

MoxiZ Mini Automated
Cell Counter

ORFLO Technologies, Hailey, Idaho, USA
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Zentrifuge Heraeus Megafuge 40 Thermo Fisher Scientific GmbH,
Centrifuge Schwerte, Deutschland

Zentrifuge HereausFresco Thermo Fisher Scientific GmbH,
21Cetrifuge Schwerte, Deutschland

3.1.4) Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Artikel Artikelnr. Hersteller
6.5mm Transwell with 5.0um Pore | 3421 Corning Life Sciences, New York City, New
Polycarbonate Membrane Insert York, USA
96 Well PCR-Platte, PP, weil3, 669285 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
halber Rand, fir RT PCR Deutschland
Abdeckfolie, EASYseal 676001 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
CASY cups 056517940 | Scharfe System GmbH, Reutlingen,
01 Deutschland/Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Cellulose Chromatography Papers, | 3030-917 Whatman, GEHealthcare Europe GmbH,
3MM Chromatography Sheets, 46 Freiburg, Deutschland
x 57 cm, 100/pk
Costar 24 Well Clear Flat Bottom 3473 Corning Life Sciences, New York City, New
Ultra Low Attachment Multiple York, USA
Well Plates
Cryo.S Einfrierrohrchen 2ml 122280 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
C-Tube 130-093- MiltenyiBiotec GmbH, Bergisch Gladbach,
237 Deutschland
Einmal-Kantle, 0,9x40mm (G20) - 30005 Stoss-Medica Medizintechnik GmbH,
gelb Friedrichsthal Deutschland
Einmal-Spritze, 20ml 30004 Stoss-Medica Medizintechnik GmbH,
Friedrichsthal Deutschland
Eppendorf-GefaRe, 72.690.001 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Reagiergefallel,5 ml Deutschland
Fluoro- &Luminoplatte, 96-Well, PAA31396X | PAA Laboratories GmbH, Pasching,
weil Osterreich
Gewebekulturschale, mit Nocken, | 627160 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
35mmx10mm, steril Deutschland
Kassetten fur MoxizZ, Typ M MXC001 ORFLO Technologies Hailey, Idaho, USA
Kassetten fur Moxiz, Typ S MXC002 ORFLO Technologies Hailey, Idaho, USA
M-Tube 130-093- MiltenyiBiotec GmbH, Bergisch Gladbach,
236 Deutschland
Multiply-PCR-GefaR 72.737.001 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland
Novex 4—-12% Tris-Glycine Mini EC6075BOX | Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
Gels, Imm, 10 Wells USA
Zellkulturschale, CellstarCell 628160 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
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Culture Dishes, 35x10mm Deutschland

Zellkulturschale, CellstarCell 627160 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Culture Dishes, 60x15mm Deutschland

Pipetten-Spitzen 10ul, Nachfull- 771280 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

easy load Deutschland

Pipetten-Spitzen 1000ul, lose 70.762.100 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Pipetten-Spitzen 200ul, lose 70.7605.02 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Polyvinylidenfluorid (PVDF) LC2005 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,

Membran USA

RNeasy Plus Mini Kit 74134 Quiagen NV, Hilden, Deutschland

Sponge Pad forBlotting (Blot- EI9052 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,

Schwamme) USA

Sterile Rohre 15ml, 120x17mm, 62.554.512 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,

PP, steril, Deutschland

Sterile R6hre 50ml 114 x 28mm,pp | 62.547.254 | SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Steriles Einmal-Skalpell 5518059 B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

TruCount-Réhrchen 340334 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Zellkultur-Flasche (Cell Culture 658175 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Flask) 75cm> Deutschland

3.1.5) Humanes Probenmaterial
Fiir die im Folgenden aufgelisteten Nutzungen von humanen Zell-und Gewebeproben wurde
von der Ethik-Kommission der Arztekammer des Saarlandes ein positiver Bescheid erteilt

(Kennnr. 185/12 und Kennnr. 146/12).

3.1.5.1) Mononukleéare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

Die Blutkomponenten zur praklinischen Validierung wurden aus Leukozyten-
Reduktionskammern (LRSC) von Thrombozytenspenden gewonnen, die am Institut fir
Klinische Himostaseologie und Transfusionsmedizin durchgefiihrt wurden. Diese Zellen
fallen als Restprodukt im Schlauchsystem nach Thrombozytenapherese an. Bezeichnet
wurden die gewonnen PBMCs je mit dem Namen des LRSC-Kegels, aus dem sie gewonnen
wurden.

Diese PBMCs waren Ausgangsmaterial fir die Generierung von DZs im LabormalRstab. Die
Bezeichnung der DZs lauft analog zu denen der PBMCs. Tab. 4 zeigt die eingesetzten PBMC
und DZ-Proben.
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Tabelle 4: Verwendete PBMCs und DZs.

PBMC-LRSC-Proben DZ-LRSC-Proben
PBMC-LRSC 23 DZ-LRSC 35
PBMC-LRSC 58 DZ-LRSC 42
PBMC-LRSC 59 DZ-LRSC 57

Zur klinischen Validierung wurden die PBMCs durch Apherese (Spectra Optia Apheresis
System, TerumoBCT Inc, Lakewood, Colorado, USA) und Aufreinigung (ElutraCell Separation
System, TerumoBCT Inc, Lakewood, Colorado, USA) gewonnen. Insgesamt wurden 4 Spender
apheresiert (Validierungslauf 1-4). Die gewonnenen Proben wurden wie folgt benannt: DZ Vx
Tag y (V fur Validierungslauf, x fiir den Spender, y fiir den Tag der Zellkultivierung, in dem
sich die Zellen befinden). Die Kultivierung dieser Zellen erfolgte im Reinraumbereich.
Uberschiissige Zellen aus der Kultivierung wurden in sterile 50ml-Réhrchen iiberfihrt, aus
dem Reinraum geschleust und als Riickstellproben fiir Forschungszwecke bei -35°C
kryokonserviert oder direkt verwendet. Eingesetzt wurden Zellen aller Validierungslaufe (DZ

V1-V4) sowie in allen Zellkulturstadien (Tag 0, Tag 7 und Tag 9).

3.1.5.2) Differenzierung der DZs aus PBMCs

Die dendritischen Zellen fir die klinische Anwendung werden aus autologen, d.h.
patienteneigenen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) differenziert und mit
Lysat aus autologem Tumorgewebe inkubiert.

Diese so ausgereiften dendritischen Zellen werden dem Patienten als Vakzine subkutan
appliziert, um eine tumorspezifische Immunreaktion zu induzieren.

Die Differenzierung der DZs aus PBMCs erfolgt nach einem 9-tagigen Plan. Von Tag 0 bis 7
werden die Zellen mit IL-4 und GM-CSF stimuliert. Auf diese Weise entstehen unreife DZs. An
Tag 7 kommen zusatzlich IL-1B und TNF- o sowie ein Tumorlysat (TL) zur Differenzierung in

reife DZs hinzu. Diese ist an Tag 9 abgeschlossen (s. Anlage 1).

3.1.5.3) Tumorgewebe

Das Tumorgewebe wurde im Rahmen von Routine-Operationen in der Klinik flr
Neurochirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes entnommen, pathologisch im
Institut fur Allgemeine und spezielle Pathologie und Neuropathologie untersucht, zu

Forschungszwecken kryokonserviert und zur Validierung zur Verfiigung gestellt.
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3.1.6) Zellkulturmedien - Labormal3stab
RPMI-Zellkultur-Medium

e 450ml RPMI-Medium + 50ml FBS + 5ml L-Glutamin + 3,5ml

Penicillin/Streptomycin
e Lagerung bei 5°C

Einfrier-Medium

e 5ml|DMSO (10%) + 40ml FBS (20%) + 5,56ml 40%-Glukose (5%)

e Lagerung:-35°C

3.1.7) Antikorper

3.1.7.1) Antikorper zur Analyse mittels Durchflusszytometer

Alle eingesetzten Antikorper, welche von BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

hergestellt wurden sind in Tab. 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Antikérper zur Analyse mittels Durchflusszytometer.

Artikel Artikelnr.
CD11c- PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon B-ly6 555392
CD14-APC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon M¢P9 345787
CD16-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon 3G8 555407
CD19-FITC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon HIB19 555412
CD1a-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon SK9 333167
CD274-FITC, monoklonal, Maus, anti-human, KlonMIH1 558065
CD3-APC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon SK7 345767
CD45-FITC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon 2D1 345808
CD56-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon B159 555516
CD80-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon L307.4 340294
CD83-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon HB15e 556855
CD86-FITC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon 2331 (FUN-1) 555657
HLA-DR-FITC, monoklonal, Maus, anti-human, Klon G46-6 347400

Anti-CCR7 ist hergestellt von R&D Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota, USA (vollstandige

Artikelbezeichnung: CCR7-PE, monoklonal, Maus, anti-human, Klon 150503, Artikelnr.

FAB197P).
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3.1.7.2) Antikorper zur Analyse mittels Western Blot

Tabelle 6: Verwendete Antikérper zur Analyse mittels Western Blot.

Artikel Artikelnr. Hersteller

Anti-GM-CSF, (human) Kaninchen, CYT-26608 | Dianova GmbH, Hamburg,

Klon pk, unkonjugiert Deutschland

Anti-IL-1R, Kaninchen, Klon H-153 sc-7884 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,

(200pg/ml) TexasUSA

Anti-IL-4 (human), Kaninchen, Klon CYT-26623 | Dianova GmbH, Hamburg,

pk, unkonjugiert Deutschland

Anti-Rabbit-1gG (H+L), Ziege, 111-035- Jackson ImmunoResearch

peroxidase-konjugiert (15mg/ml) 003 Laboratories Inc., West Grove, Alaska,
USA

Anti-TNF- oo (human), Kaninchen, Klon | CYT-26676 | Dianova GmbH, Hamburg,

pk, unkonjugiert

Deutschland

Herstellung der Stamml6ésungen der Antikorper:

e Anti-GM-CSF, Anti IL-4 und Anti-TNF- o (Zielkonzentration:0,1mg/ml):

geliefert: 100pg

100ug Antikorper + 1000ul H,0 (millipore)

3.1.8) Zytokine und Chemokine

Tabelle 7: Verwendete Zytokine und Chemokine.

Zytokin Artikelnr. | Chargennr. | Hersteller

GM-CSF—Referenz—Zytokin* 1012-050 | 1012KC31 CellGenix
GmbH/MetreonBioproducts
GmbH, Freiburg, Deutschland

II-1R-Referenz-zytokin® 1011-050 | 1011HG11 | CellGenix
GmbH/MetreonBioproducts
GmbH, Freiburg, Deutschland

IL—4—Referenz—Zytokin* 1003-050 | 1003JD34 CellGenix
GmbH/MetreonBioproducts
GmbH, Freiburg, Deutschland

Recombinant Human CCL21 | 300-35 0311130H1 | Pepro Tech GmbH, Hamburg,

(CCL-21) 511 Deutschland

Recombinant Human #300-29B | 0908105112 | Pepro Tech GmbH, Hamburg,

Chemokin (C-C) Ligand 19 11 Deutschland

(CCL-19)

Recombinant Human 1412-050 | 1412JC11 CellGenix

Granulocyte Macrophage GmbH/MetreonBioproducts

Colony Stimulating Faktor GmbH, Freiburg, Deutschland

(rh GM-CSF)

Recombinant Human 300-02A 081CY28K1 | Pepro Tech GmbH, Hamburg,

Interferon alpha (rh INF-a) 307 Deutschland
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Recombinant Human 300-02 041027C06 | Pepro Tech GmbH, Hamburg,

Interferon gamma (rh INF- 12 Deutschland

y)

Recombinant Human 1011-050 1011HG11 CellGenix GmbH/M

Interleukin-1 beta (rh IL-1R) etreonBioproducts GmbH,
Freiburg, Deutschland

Recombinant Human 1403-050 | 14031J11 CellGenix GmbH/

Interleukin-4 (rh IL-4) MetreonBioproducts GmbH,
Freiburg, Deutschland

Recombinant Human 1406-050 | 1406JC11 CellGenix GmbH/

Tumor Necrosis Faktor MetreonBioproducts GmbH,

alpha (rhTNF- ) Freiburg, Deutschland

TNF- o -Referenz-Zytokin* 1006-050 | 1006JD11 CellGenix GmbH/

MetreonBioproducts GmbH,
Freiburg, Deutschland

(*Die N-Terminale-Sequenzierung der Referenz-Zytokine erfolgte durch die Firma
Eurosequence B.V, Groningen, Niederlande.)

Ansetzen / Aliquotierung der Referenz-Zytokine: 10pul je Aliquot in der Konzentration 2pg/ml

Geliefert wurden die Referenz-Zytokine Zytokine in Pulverform, je 50ug.

Herstellung der Stammldsung (20ug/ml): 50ug Referenz-Zytokin + 2500ul H,0

(millipore)

Aliquotierung: je 20ul Stammldsung in ein Einfrierrohrchen

Lagerung: -35°C

Die Zytokine rh GM.CSF, rh IL1-8, rh IL-4 und rh TNF- oo wurden alle so angesetzt, dass 1pl

der Zytokin-Stamml&sung in 1ml Medium 1000U/ml ergeben

e Aliquotierung rh GM-CSF:

Geliefert: 50ug rh GM-CSF in Pulverform (8000U/ug)

Herstellung der Stammlosung (125ug/ml): 50ug rh GM-CSF + 400ul H,0 (millipore)

Aliguotierung: je 20ul Stammldsung in ein Einfrierréhrchen

Lagerung: -35°C
e Aliquotierung rh IL-4:

Geliefert: 50ug rh IL-4 in Pulverform (5000U/ug)

Herstellung der Stammlosung (200ug/ml): 50ug rh IL-4 + 250l H,0 (millipore)

Aliquotierung: je 20ul Stammldsung in ein Einfrierréhrchen

Lagerung: -35°C
e Aliquotierung rh IL-1R:
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Geliefert: 50ug rh IL1-R in Pulverform (9000U/ug)
Herstellung der Stammlosung (111pg/ml): 50ug rh IL1-B +450ul H,0 (millipore)
Aliquotierung: je 20ul Stammldsung in ein Einfrierréhrchen
Lagerung: -35°C
e Aliquotierung rh TNF- a.:
Geliefert: 50ug rh TNF- o in Pulverform (10000U/pg)
Herstellung der Stammlosung (100ug/ml): 50ug rh TNF- o + 500ul H,0 (millipore)
Aliquotierung: je 20ul Stammldsung in ein Einfrierréhrchen

Lagerung: -35°C

Ansetzen / Aliquotierung der Interferone:

e INF-a: Zielkonzentration: 1pul aus dem Aliguot in 1ml Medium soll 3000U/ml ergeben
Geliefert: 100pg INF-a in Pulverform (180000U/ug)
Herstellung der Stammldsung (166ug/ml): 100ug INF-a + 600ul H,0 (millipore)
Aliquotierung (16,6pug/ml): 10ul Stammldsung + 90ul H,0 (millipore)
Lagerung: -35°C

e INF-y: Zielkonzentration: 1l aus dem Aliquot in 1ml Medium soll 1000U/ml ergeben
Geliefert: 100pg INF-a in Pulverform (200000U/ug)

Herstellung der Stammlosung (50pug/ml): 100ug INF-a + 2000l H,0(millipore)
Lagerung: -35°C



3.1.9) PCR-Primer

Tabelle 8 zeigt die zur konventionellen und zur quantitativen Real-Time PCR eingesetzten

Primer.

Tabelle 8: Primer-Sequenzen der zur konventionellen und zur qRT-PCR eingesetzten Primer.

Primer

Sequenz (5°—>3°)

GroRe des DNA-Fragments (bp)

R-Actin forward Primer (f)

GGATGCAGAAGGAGATCACTG

90

R-Actin reverse Primer (r) | CGATCCACACGGAGTACTTG

CDS (f) CCCTGAGCAACTCCATCATGT 62
CDS8 (r) GTGGGCTTCGCTGGCA

GAPDH (f) CTGGGCTACACTGAGCACC 101
GAPDH (r) AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

INF-y1 (f) AGCTCTGCATCGTTTTGGGTTC 117
INF-y1 (r) AGCTCTGCATCGTTTTGGGTTC

INF-y2 (f) CTAATTATTCGGTAACTGACTTGA | 75
INF-y2 (r) ACAGTTCAGCCATCACTTGGA

INF-y3 (f) TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA | 93
INF-y3 (r) TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC
RNA-Polymerase (f) GGAGATTGAGTCCAAGTTCA 134
RNA-Polymerase (r) GCAGACACACCAGCATAGT

TBP (f) CGGAGAGTTCTGGGATTGT 161
TBP (r) GGTTCGTGGCTCTCTTATC

Die Primersequenzen wurden mittels der Primerdesign-Software ,,Emboss”

(www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html (2012) und ,,Blast”

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) entworfen und Gberprift. Um die Amplifikation von

genomischer DNA zu vermeiden, wurden Intron-liberspannende Primer eingesetzt. Somit

wird gewahrleistet, dass ausschlieflich mRNA amplifiziert wird. Hergestellt wurden sie durch

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland).

Geliefert wurden die Primer in Pulverform mit unterschiedlichen Stoffmengen. Fiir jeden

Primer wurde ein Ausgangsstock der Konzentration 100uM hergestellt:

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH):

forward Primer:

reverse Primer:

R-Actin:

forward Primer:

reverse Primer:

geliefert 20,5nmol

Berechnung: 20,5nmol/x = 100umol/l — x=205ul

Stock: 20,5nmol Primer + 205ul H,O (Nuklease-frei)

Stock: 24,19nmol Primer + 241,9ul (Nuklease-frei)

Stock: 23,03nmol Primer + 230,3ul H,0 (Nuklease-frei)
Stock: 22,13nmol Primer + 221,3ul H,0 (Nuklease-frei)
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CD8:

forward Primer: Stock: 16,56nmol Primer + 165,6ul H,0 (Nuklease-frei)

reverse Primer: Stock: 20,64nmol Primer + 206,4ul H,0 (Nuklease-frei)
INF-y1

forward Primer: Stock: 18,90nmol Primer + 189,0ul H,O (Nuklease-frei)

reverse Primer: Stock: 17,78nmol Primer + 177,8ul H,0 (Nuklease-frei)
INF-y2:

forward Primer: Stock: 19,45nmol Primer + 194,5ul H,O (Nuklease-frei)

reverse Primer: Stock: 20,45nmol Primer + 204,5ul H,O (Nuklease-frei)
INF-y3:

forward Primer: Stock: 20,54nmol Primer + 205,4ul H,O (Nuklease-frei)

reverse Primer: Stock: 19,70nmol Primer + 197,0ul H,O (Nuklease-frei)

RNA-Polymerase:
forward Primer: Stock: 19,87nmol Primer + 198,7ul H,O (Nuklease-frei)
reverse Primer: Stock: 15,64nmol Primer + 156,4ul H,O (Nuklease-frei)
TATA-Box-Bindeprotein (TBP):
forward Primer: Stock: 17,54nmol Primer + 175,4pl H,O (Nuklease-frei)

reverse Primer: Stock: 18,87nmol Primer + 188,7ul H,O (Nuklease-frei)

Fir jeden Primer wurden dann je zwei Aliquote hergestellt, eines mit der Konzentration
10uM und eines mit 1uM:

10uM-Aliquot: 10ul Primer-Stock + 90ul H,O (Nuklease-frei)

1uM-Aliquot: 1pl Primer-Stock + 991 H,0 (Nuklease-frei)

3.2) Methodik

3.2.1) Arbeiten mit humanen Zell- und Gewebeproben

Die Arbeiten mit humanen Zell- und Gewebeproben wurden steril unter einer
Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom durchgefiihrt. Diese wurde vor Arbeitsbeginn
mit Oberflachen-Desinfektionsmittel Antifect FF desinfiziert. Mit allen Materialien und
Geraten, die unter die Sicherheitswerkbank eingebracht wurden, wurde analog verfahren.

Alle Verbrauchsmaterialien, Puffer und Medien, die nicht steril geliefert wurden, wurden vor
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Verwendung durch Autoklavieren sterilisiert. Alle Methoden wurden, soweit nicht anders
beschrieben, bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellkulturen im
Brutschrank erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37 Grad Celsius (°C) und 5%
Kohlenstoffdioxid (CO,). Kryokonservierte Zellen wurden rasch im Wasserbad (37°C)
aufgetaut, bis nur noch ein Eiskern in der Probenmitte sichtbar war. Der lbrige
Auftauprozess fand nach Zugabe von 3ml RPMI-Medium unter RT statt. Diese Zellsuspension
wurde fiir 5 Minuten (min), 300xg bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen in das Medium aufgenommen, welches zur Versuchsfortfiihrung bendtigt
wurde (Mediumwechsel). Bei Versuchsansatzen, bei denen Zellen tiber einen Tag kultiviert
wurden, erfolgte nach 24 Stunden ein weiterer Mediumwechsel, um Reste des Einfrier-
Mediums und avitale Zellen zu entfernen. Zum Einfrieren wurden die Zellkulturen fiir 5min,
300xg bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen in gekihltes
Einfrier-Medium resuspendiert, in ein Einfrierrohrchen tberfihrt und im Tiefkihlschrank bei
-80°C Uber Nacht eingefroren.

Adharente Zellen wurden wie folgt von den Wanden der KulturgefaRe gelost (,gesplittet”):
Der Uberstand der Zellkultur wurde abgenommen und in ein steriles 50ml Réhrchen
Uberfihrt. In das KulturgefaB wurden 5ml 5°C kaltes PBS/EDTA 1mM mit 0,5%BSA vorgelegt,
das Behaltnis wurde geschwenkt und 5min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden
die KulturgefafRe mikroskopisch auf noch adharente Zellen untersucht. Waren diese noch
zahlreich vorhanden, wurde das Kulturgefal§ seitlich mit der Handflache leicht angeschlagen,
um die Zellen zu I6sen. Nach erneuter mikroskopischer Kontrolle wurden 6ml warmes
(15min bei 37°C im Wasserbad) Zellkulturmedium hinzugegeben durch mehrmaliges
Aufziehen mittels Pipette gemischt. Dieser Uberstand wurde auch in das sterile 50ml
Réhrchen Gberfiihrt und bei 200xg fiir 10min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Zellen in das Medium aufgenommen, welches zur

Versuchsfortfihrung bendétigt wurde.

3.2.2) Validierung der Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Zur Validierung der Zellzahlbestimmung wurden 5 Zellzahlmethoden miteinander verglichen:
MoxiZ, SysmexKX-21N, CASY TTC-150, Neubauer-Zahlkammer und die TruCount-Single
Platform Methode am Durchflusszytometer FACSCalibur (FACS SPF). Die 5 Messmethoden

wurden zum einen bezlglich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und zum anderen
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bezlglich der Prazision analysiert. Als Standard-Methode galt die Zellzahlung mittels
Neubauer-Zahlkammer.

Neubauer-Zahlkammer, CASY TTC-150 und SPF am FACS ermoglichen zudem die
Bestimmung der Vitalitdt der Zellen in einer Probe. Die drei Methoden wurden zum einen
bezlglich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und zum anderen bezliglich der Prazision
analysiert. Als Standard-Methode galt die Vitalitatsbestimmung mittels Neubauer-

Zahlkammer.

3.2.2.1) Neubauer-Zahlkammer

Zur Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer werden die Zellen
einer Probe zunachst mit dem Avitalfarbstoff Trypanblau inkubiert. Dieser kann intakte
Zellmembranen vitaler Zellen nicht penetrieren, d.h. lediglich avitale Zellen werden blau
angefarbt. Nach der Farbung werden die Proben lichtmikroskopisch mittels Neubauer-
Zahlkammer ausgewertet, wobei die Zahlen der vitalen und avitalen Zellen sowie die

Gesamtzellzahl bestimmt werden konnen (Pappenheimer 1917, Strober 2001).

3.2.2.2) CASY TTC-150

Das CASY TTC-150 ist ein elektronisches Zellzahlgerat, das die Zellzahl einer Probe anhand
der Widerstandsanderung bestimmt. Die Probe wird hierzu in eine Kapillare angesaugt, an
die ein definierter Strom angelegt ist. FlieBen Zellen durch die Kapillare, stellen sie einen
elektrischen Widerstand dar. Diese Widerstandsanderung ist proportional zur ZellgréRe und
wird vom CASY TTC-150 detektiert (Roche Diagnostics GmbH 2010). Zudem sind in dieser
Messung auch Zellgrenzen fir tote Zellen definiert. Somit liefert das CASY TTC-150
Informationen Uber die Zellzahl, die ZellgroRe und die Vitalitat der Zellkultur (Glauner 2006).

Die Auswertung erfolgte mit der Software CASY Excel 2.4.

3.2.2.3) MoxiZ

Das MoxiZ ist ebenfalls ein elektronisches Zellzahlgerat, das die Zellzahl einer Probe durch
Widerstandsanderung bestimmt. Die Zellproben werden auf eine Kapillare aufgetragen und
anschlieRend durch diese gesaugt. Hierbei stromen sie an einer Messzone vorbei, an welche

ein definierter Strom angelegt ist. Hierbei erzeugt jede vorbeistromende Zelle eine
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Widerstandsanderung, welche proportional zu ihrer GréRe ist (Orflo Technologies 2012). So

kénnen Zellzahl und -groRRe der in der Probe enthaltenen Zellen bestimmt werden.

3.2.2.4) Sysmex KX-21N

Auch der Sysmex KX-21N ist ein elektronisches Zellzahlgerat. Zellen einer Probe werden in
eine Kapillare gesaugt, an welche ein definierter Strom angelegt ist. Die Zellen erzeugen
beim durchstromen der Kapillare einen elektrischen Widerstand, der proportional zu ihrer
GroRe ist. Mittels integrierter Software wird die Anzahl der weilRen Blutzellen (white blood

cells (WBC)) in Losung bestimmt (Sysmex Deutschland GmbH 2014).

3.2.2.5) TruCount-Single Platform Methode mit FACSCalibur

Die Zellzahlbestimmung mit FACS erfolgte nach der SPF. Hierbei werden sogenannte
TruCount-Réhrchen zur durchflusszytometrischen Messung eingesetzt, die eine vom
Hersteller exakt angegebene Anzahl an fluoreszierenden Polystyrol-Partikeln enthalten.
Diese Gesamtzahl von Partikeln, multipliziert mit dem Verhaltnis von gemessenen Partikeln
zu gemessenen Zellen, ergibt die absolute Zellzahl der Probe, wobei durch gezielte Farbung
von Zell-Oberflachenmolekiilen genau definierte Zellpopulationen in ihrer Zahl detektiert
werden konnen (Nicholson et al. 1997). Abgesehen von dem Zusatz der Partikel und dem
zusatzlichen Berechnungsschritt, handelt es sich hierbei um eine gewdhnliche
durchflusszytometrische Messung. Das heilt, dass die Zellen in einer Tragersubstanz
(FACSFlow) durch Ansaugen in eine Kapillare einzeln aufgetrennt und an einem Laser vorbei
transportiert werden. Anhand der Streuung des Laser-Strahls und durch zusatzliche
Markierung der Zellen mit spezifischen Antikérpern kénnen die in den Proben enthaltenen
Zellen auf GroRe, Granularitat, Expression verschiedener Molekiile, Zellzahl und Vitalitat hin
analysiert werden (BD Biosciences 2009). Die Auswertung erfolgt per Computer, wobei die

Auswertungsgrundlage fir jeden Versuch individuell angelegt wird

Zur Zellzahl und -Vitalitatsbestimmung wurden drei kryokonservierte PBMC-Proben (PBMC-
LRSC 23,58 und 59) und drei kryokonservierte DZ-Proben (DZ-LRSC 35, 42 und 57) verwendet
(s. Abb.1: PBMC 1-3 und DZ 1-3). Alle Proben wurden wie unter 3.2.1) beschrieben aufgetaut

und je in 1ml RPMI-Zellkulturmedium aufgenommen.
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Wie in Abb. 1 gezeigt, wurde die Zellzahl jeder Probe (PBMC 1-3 und DZ 1-3) mit allen
genannten Methoden (MoxiZ, SysmexKX-21N, CASY TTC-150, Neubauer-Zdahlkammer, FACS
SPF) je dreifach bestimmt. Ebenso wurde die Vitalitat der Zellen in allen Proben (PBMC 1-3
und DZ 1-3) mittels CASY TTC-150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF je dreifach
bestimmt.

Zusatzlich wurde von einer PBMC-Probe (PBMC 3) eine Verdiinnungsreihe hergestellt (1:2,
1:4, 1:10). Auch hier wurde die Zellzahl jeder Verdiinnungsstufe je dreifach mit allen
genannten Methoden (MoxiZ, SysmexKX-21N, CASY TTC-150, Neubauer-Zahlkammer, SPF)
bestimmt.

Analysiert wurden zum einen die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse (Zellzahl und
Vitalitat) flir das jeweilige Gerat. Als reproduzierbar galten die Methoden, wenn der
Variationskoeffizient der Messergebnisse < +25% betrug.

Des Weiteren wurde die Messprazision analysiert. Als Standard-Methode galt die Messung
mittels Neubauer-Zahlkammer. Als prazise galten die analysierten Methoden, wenn ihre

Messergebnisse (Zellzahl und Vitalitat) < +25% von der Standard-Methode abwichen.

PBMC-Proben DZ-Proben
Je Bx’ZeIl_zahll:estw’rmnungn?itte\s MoxiZ, sysme_ncx-zm, Je 3x Zellzahlbestimmungmittels Moxiz,
= 1/ CASYTTC-150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF SysmexKX21N, CASYTTC-150, Neubauer- \
\ Je 3x Vitalitatsbestimmung mittels CASY TTC-150, Zahlkammer und FACS SPF pzZ1
Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF
Je 3x vitalitatsbestimmung mittels CASY TTC- /
150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF
Je 3x Zellzahlbestimmung mittels MoxiZ, SysmexkKX-21N,
/ CASYTTC-150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF
PBMC 2
\ Je 3x Vitalitdtsbestimmung mittels CASY TTC-150,
Neubauer-Zihlkammer und FACS SPF Je 3x Zellzahlbestimmung mittels Moxiz,
SysmexkX-21N, CASYTTC-150, Neubauer-
Zahlkammerund FACS SPF \
Je 3x Zellzahlbestimmung mittels MoxizZ, SysmexkKxX-21N DZ2
/ CASYTTC-150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF Je 3x vitalitatsbestimmung mittels CASY TTC- /
PBMC 3 150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF
\ Je 3x Vitalitatsbestimmung mittels CASYTTC-150,
l Neubauer-Zihlkammer und FACS SPF
Je 3x Zellzahlb e stimmung mittels MoxiZ,
l l l SysmexkX-21N, CASYTTC-150, Neubauer-
Zahlkammerund FACS SPF \
DZ3
1:2 1:4 1:10 Je 3x vitalitatsbestimmung mittels CASY TTC- /
150, Neubauer-Zahlkammer und FACS SPF
Je3x Je3x Je3x

Zellzahlbestimmung
mittels MoxiZ,
SysmexKX-21M, CASY
TTC-150, Neubauer-
Zahlkammerund
FACS SPF

Zellzahlbestimmung
mittels M oxiz,
SysmexKX-21N, CASY
TTC-150, Neubauer-
Zahlkammerund
FACS SPF

Zellzahlbestimmung
mittels MoxiZ,
SysmexKX-21N, CASY
TTC-150, Neubauer-
Zahlkammerund
FACS SPF

Abb. 1: Fliediagramm zur Darstellung des Ablaufes der Validierung der Zellzahl- und
Vitalitéiitsbestimmung.
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Fiir die Messung im CASY TTC-150 wurden je 10ul Probe in 10ml CASY ton suspendiert.
Fir die Messung mittels MoxiZ wurde eine zusatzliche 1:10 Verdiinnung aller Proben mit
PBS-Puffer durchgefihrt (10ul Probe + 90ul H,0 (millipore)). Grund dafiir war, dass im
Vorfeld Messungen unverdiinnter Proben haufig das Ergebnis ,, Warning: Concentration to
high!“ lieferten. Der Hersteller gibt an, dass die Werte dann nicht mehr prazise sind.
Daraufhin mussten die Messungen mit verdiinnter Zellsuspension wiederholt werden.
Im Sysmex KX-21N konnten die Proben ohne weitere Bearbeitung gemessen werden.
Die Trypanblau-Farbung der Zellen zur Auszahlung in der Neubauer-Zahlkammer wurde wie
folgt angesetzt: 40ul Probe + 160ul PBS-Puffer+200ulTrypanblau-Losung.
10ul gefarbter Probe wurden in die Zéhlkammer pipettiert. Jede Probe wurde dreifach von
drei unabhangigen Untersuchern ausgezahlt.
Dazu wurden alle 64 Quadrate der Neubauer Zdhlkammer ausgezahlt und das arithmetische
Mittel gebildet. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach der Formel: gezéhlte Zellen x 10
(Verdlinnungsfakor) x 10/5.
Fiir die FACS SPF wurden die Proben fiir 5min, 300xg bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann in 50ul Cellwash resuspendiert. Die TruCount-Réhrchen wurden mit folgenden
Antikorpern beladen:

10ul CD45-FITC

5ul CD14-APC

S5ul CD11c-PE.
Anschliefend wurden 50ul Probe hinzugefiigt und die TruCount-Réhrchen im Vortexer
geschittelt. Nach 20min Inkubation bei 5°C im Dunkeln, wurden die Proben mit 430l
Cellwash auf 500ul aufgefillt. Zuletzt wurden 10ul 7-Aminoactinomycin (7 AAD) hinzugeben
und die Proben 5min im Dunkeln inkubiert. 7-AAD ist ein Avitalfarbstoff, das heil3t er farbt
lediglich abgestorbene Zellen an.
Dann wurden die Messungen am FACSCalibur durchgefiihrt. Die Messeinstellungen und
Auswertung erfolgten mit der Software ,,BD CellQuest Pro“ (Version 4.0.2).
Als PBMCs wurden alle im Dot-Blot Vorwarts-Streulicht (FSC) gegen Seitwarts-Streulicht
(SSC) sichtbaren Zellen gewertet.
Um die DZs zu analysieren, wurden die grof3en, granulierten (FSC und SSC hoch), CD11c-

positiven, CD45-positiven und CD14-niedrig-positiven bis -negativen Zellen gewertet.
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Zur Differenzierung in vitale bzw. avitale Zellen wurden die erfassten Zellpopulationen fiir
die PBMCs/DZs auf das 7-AAD-Signal hin untersucht. 7-AAD-positive Zellen wurden als avital,
die 7-AAD-negativen als vital gewertet. Die genaue Auswertungsgrundlage fir die SPF und
die Definitionen und Verknipfungen der Auswertungsregionen im Dot-Blot sind in Anlage 3
dargestellt.

Auswertung und graphische Darstellung erfolgten mit Microsoft Office Excel 2007.

3.2.3) Chargenkontrolle der Zytokine
Alle Chargen der zur DZ-Differenzierung eingesetzten Zytokine wurden mittels Western Blot
auf ihre Reinheit Giberprift. Als Kontrollen dienten H,0 (millipore) (Negativkontrolle), Protein
Ladder (GroBenmarker) und Referenz-Zytokine (Positivkontrolle, durch den Hersteller N-
terminal sequenziert). Zudem wurden von Zytokin und Referenz-Zytokin Verdiinnungsreihen
eingesetzt (5ng, 10ng, 15ng und 20ng Zytokin).
Alle Zytokine und Referenz-Zytokine wurden auf die Konzentration 2ug/ml eingestellt:
Referenz Zytokine (2pg/ml): 10ul Stammlosung-Referenz-Zytokin (20ug/ml) + 90pl
H,0 (millipore)
rh GM-CSF (2pg/ml): 2ul rh GM-CSF-Stammldsung (125ug/ml) + 123ul H,0 (millipore)
rh IL-18: (2pug/ml): 2ul rh IL-18-Stamml6sung (111pg/ml) + 109ul H,0 (millipore)
rh IL-4: (2pg/ml): 2ul rh IL-4-Stamml6sung (200pg/ml) + 198ul H,0 (millipore)
rh TNF- ai: (2ug/ml): 2ul rh TNF- o -Stammldsung (100ug/ml) + 98ul H,0 (millipore)

Negativkontrolle, Zytokin und Referenz-Zytokin wurden 1:1 mit Protein-Probenpuffer
gemischt: je 30ul Probe bzw. Positiv- oder Negativkontrolle + 30ul Protein-Proben-Puffer.
Diese Ansatze wurden bei 90°C Gber 5min im Heizblock erhitzt, um die Proteine zu
denaturieren und dann auf Eis gelegt. Das im Protein-Probenpuffer enthaltene DTT diente
als Reduktionsmittel, um mogliche Disulfidbriicken in der Sekundarstruktur der Proteine zu
spalten.

Der Protein-Probenpuffer enthielt zudem das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS),
welches die Proteine binden. Durch diese Bindung werden die Eigenladungen der Proteine
Uberdeckt, sodass alle in Losung befindlichen Proteine eine negative Ladung aufweisen.
Nach diesem Prozess liegen alle in Losung befindlichen Proteine negativ geladen in ihrer

Primarstruktur vor, sodass die im elektrischen Feld der Elektrophorese der GréRe der
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Primadrstruktur nach in Richtung Kathode wandern. Die Wanderungsstrecke ist umso weiter,
je kleiner das Protein ist.
Nach dem Abkihlen wurden die Proben wie Tab. 9 zeigt auf das Elektrophorese-Gel

aufgetragen, das zuvor mit Lauf-Puffer Gberschichtet wurde:

Tab.9: Beladung des Elektrophorese-Gels zur Chargenkontrolle der Zytokine mittels Western
Blot.

Tasche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H,0 Referenz-Zytokin Marker Zytokin
5ng 10ng 15ng 20ng 5ng 10ng 15ng 20ng
(=5ul) | (=10ul) [ (=15ul) | (=20m) (=5ul) | (=104l) | (=15ul) | (=20ul)

Die einzusetzenden Proteinmengen entsprechen den in Tab. 12 angegeben Volumina aus
dem Ansatz aus Protein und Protein-Probenpuffer.

Die Elektrophorese lief unter folgenden Einstellungen: 125V, Laufzeit 1,5h.

Danach wurde das Gel in den Western Blot eingesetzt. Die dazu eingesetzte PVDF-Membran
wurde wegen ihres hydrophoben Charakters zuvor 1min. in Methanol geschwenkt, um sie
hydrophil zu machen, mit H,0 (millipore) abgewaschen und dann erst zusammen mit den
Blot-Schwammen in den Transfer-Puffer gelegt. Zudem wascht das Methanol das
Natriumdodecylsulfat (SDS, enthalten im Lauf-Puffer) von den Proteinen, sodass diese besser
an der Blot-Membran haften konnen. Schwamme, Membran und Gel wurden in der Blot-
Kammer arrangiert, ohne dass sie austrockneten. Die Kammer wurde mit Transfer-Puffer
(auch hier ist Methanol enthalten, sodass die Proteine besser auf die PVDF-Membran
Ubertragen werden) tUberschichtet und der Blot lief 1h bei 25V.

Anschlieend wurde die PVDF-Membran geblockt, d.h. mit Proteinen unspezifisch gesattigt.
Dazu wurde sie mit Blocking-Puffer tiberdeckt und 1h bei RT geschwenkt, anschlieRend
direkt gefarbt, oder ggf. iber Nacht bei 5°C mit Blocking-Puffer tiberdeckt gelagert.

Zur Farbung der Proteinbanden wurde der Blocking-Puffer abgeschiittet und der jeweilige
primare Antikorper zugegeben. Dieser wurde zuvor 1:1000 mit Blocking-Puffer verdiinnt: 5ul
primarer Antikorper + 5ml Blocking-Puffer. Die Membran wurde fir 1h (GM-CSF und IL-4), 2h
(IL-1B) oder 3h (TNF- o) bei RT unter Schitteln mit dem priméaren Antikérper inkubiert und

anschlieRend dreifach wie folgt gewaschen: 5min in TBS-Puffer bei RT Schiitteln.
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Anschliefend wurde der sekundare Antikorper auf die Membran gegeben. Auch dieser
wurde zuvor mit Blocking-Puffer verdiinnt (1:10000): 4ul sekundarer Antikorper + 40ul
Blocking-Puffer. Nach drei Waschschritten analog zu den vorausgegangenen erfolgte die
Detektion der Protein-Banden. Hierzu wurde die Membran abgetupft und dann 5min mit
ECL-Entwickler bei RT inkubiert. Dieser Entwickler enthalt unter anderem Lumigen PS-3, das
durch die Peroxidase, welche an den sekundaren Antikorper gekoppelt ist, zu Acridinuim-
Ester umgewandelt wird. Dieser reagiert mit Peroxid in einer Chemolumineszenz-Reaktion
unter Emission von Licht. Die Detektion der Lichtsignale und die photographische
Dokumentation der Ergebnisse erfolgten mit dem Chemolumineszenz-Detektor
GeneGnomeb5. Die Aufnahmeeinstellungen wurden mit der Gene Tools Software
vorgenommen. Zusammengestellt wurden die Bild-Dokumente mit Microsoft Windows

Version 6.1 Paint und Microsoft Office PowerPoint 2007.

3.2.4) Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung der dendritischen Zellen
Um nachweisen zu kdnnen, dass im Laufe des Herstellungsprozesses reife DZs aus den
Ausgangszellen von monozytaren Zellen von Tag 0 differenziert werden konnen, sollte eine
durchflusszytometrische Analyse etabliert werden, mit welcher zum einen die DZs
charakterisiert und zum anderen ihre Reifung dokumentiert werden kann. Zudem ist es mit
dieser Methode moglich, die Vitalitdt der Zellkulturen unter Verwendung von 7-AAD (s.
3.2.2.5) zu bestimmen. Analysiert wurde die Expression der Oberflachenmarker CD80, CD 83,
CD 86, HLA-DR, CCR7, CD1a und CD247.
Zur Analyse der Marker CD80, CD 83, CD 86und HLA-DR wurden fiir jede Probe 4 FACS-
Rohrchen vorbereitet und im Anschluss mit 1-2x10/5 Zellen, die in 200ul Cellwash gel6st
wurden, beladen:
Réhrchen1: ohne Zusatz
Réhrchen 2 : 20ul CD86-FITC
20ul CD80-PE
S5ul CD14-APC
Rohrchen 3:  5ul HLA-DR-FITC
10ul CD83-PE
S5ul CD14-APC
Rohrchen 4:  5ul CD19-FITC
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5ul CD16-PE
5ul CD56-PE
Sul CD3-APC

Jedes Rohrchen wurde im Vortexer gemischt.

Nach einer Inkubation von 30min im Dunkeln bei 5°C wurden die Proben wie in 3.2.2.5
gewaschen, mit 7-AAD versetzt und 5min im Dunkeln inkubiert. Dann erfolgte die Analyse
mittels FACS. Die Messung wurde mit den Zellen aus DZ V1-V4 Tag0, 7, 9 sowie nach

Kryokonservierung der reifen DZs durchgefiihrt.

Zur Analyse der Marker CCR7, CD1a und CD247 wurden fiir jede Probe 4 FACS-R6hrchen
vorbereitet und im Anschluss mit 1-2x10/5 Zellen, die in 200l Cellwash geldst wurden,
beladen:
Réhrchen1: ohne Zusatz
Roéhrchen 2 : 20ul CD274-FITC
20ul CD1a-PE
5ul CD14-APC
Rohrchen 3:  5ul HLA-DR-FITC
5ul CD14-APC
Réhrchen 4:  5ul HLA-DR-FITC
20ul CCR7-PE
5ul CD14-APC.
Jedes Rohrchen wurde im Vortexer gemischt.
Nach einer Inkubation von 30min im Dunkeln bei 5°C wurden die Proben wie in 3.2.2.5
gewaschen, mit 7-AAD versetzt und 5min im Dunkeln inkubiert. Dann erfolgte die Analyse
mittels FACS. Die Messung wurde mit den Zellen aus DZ V1-V4 Tag0, 7und 9 durchgefiihrt.
Wie unter 3.2.2.5) fiur die FACS SPF erlautert, wurde auch zur Analyse der
Oberflachenmarker eine Auswertungsgrundlage mit der Software CellQuest Pro angefertigt.
Zusatzlich wurden Histogramme angelegt, um die Auspragung der eingesetzten
Oberflachenmarker durch die erfassten Zellpopulationen genauer untersuchen zu kénnen.
Alle im Farbeprotokoll enthaltenen Marker (CD86, CD80, HLA-DR, CD83, CCR7, CD1a und

CD247) wurden in einem Histogramm dargestellt. In diesen Histogrammen werden die zuvor
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definierten Zellepopulationen abgebildet. Die Histogramme gaben zum einen an, wie viel
Prozent der Zellen positiv fiir den jeweiligen Marker waren, zum anderen die mittlere
Fluoreszenz-Intensitat (MFI) fir jeden Marker. Diese gibt den Mittelwert des
Fluoreszenzsignals pro Zelle an, die fiir den gemessenen Marker positiv ist, oder anders
ausgedrickt, wie stark die Marker je Zelle im Mittel ausgepragt waren.

Zur Analyse der DZs/Monozyten wurden die groRRen, granulierten Zellen (FSC und SSC hoch)
und vitalen Zellen (7-AAD-negativ) erfasst. Zur Differenzierung zwischen Monozyten und DZs
wurde CD14 eingesetzt: Als Monozyten wurden CD14-hoch-positive Zellen der erfassten
Population gewertet, als DZs die CD14-niedrig positiven bis negativen Zellen. Fir diese
Zellpopulationen wurde die Expression der Marker CD80, CD83, CD86 und HLA-DR anhand
von Histogrammen ausgewertet. Zur Analyse der Lymphozyten und NK-Zellen wurden die
kleinen, wenig granulierten (FSC und SSC niedrig) und vitalen Zellen (7-AAD-negativ) erfasst.
Als T-Zellen wurden die CD3-positiven Zellen dieser Population gewertet, als NK-und B-Zellen
die CD3-negativen. Diese konnten anhand der Expression der Marker CD16/56 (NK-Zellen)
und CD19 (B-Zellen) differenziert werden. Die genaue Auswertungsgrundlage fir diese FACS-
Messung ist in Anlage 4 dargestellt. Die Zusammenfassung und Darstellung der Ergebnisse

erfolgte mit Microsoft Office Excel 2007.

3.2.5) Bio-Assay zur Chargenkontrolle des Zellkulturmediums der klinischen

Validierung

Der Bio-Assay diente zur Qualitatskontrolle des CellGro-Zellkulturmediums. Dieses wurde zur
klinischen Validierung der Herstellung von DZs eingesetzt und ist nach Herstellerangaben
besonders zur Differenzierung von DZs geeignet.

Fiir den Bio-Assay wurden DZs aus V1 und V2 je Tag 0 in verschiedenen Medien lber 48h
unter Zusatz verschiedener Zytokine im Brutschrank inkubiert (sog. FastDC) (Dauer 2003).
Anschlieend wurden die Zellen auf die Expression unterschiedlicher Oberflachenmarker hin
untersucht, um mogliche Unterschiede der Differenzierung in den unterschiedlichen Medien
feststellen und so die bessere Eignung des CellGro-Zellkulturmediums zur Herstellung von
DZs nachweisen zu kénnen. Die Chargen 0619X und 0882A des CellGro-Zellkulturmediums
wurden Uberprift. Es wurden zwei Kontrollen mitgefiihrt. Zum einen die gleiche Anzahl an
Zellen in PBS-Puffer, die ebenfalls nach dem Fast-DC Protokoll kultiviert wurden. Zum

anderen die gleiche Anzahl von Zellen, die ohne Zusatz von Zytokinen in RPMI-Zellkultur-
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Medium mitgefihrt wurden. Jeder Ansatz wurde dreifach hergestellt. Eingesetzt wurden

Zellen von DZ V1 und V2 Tag0.

Tag O:

Die Ansatze wurden wie folgt auf zwei 6-Well-Platten aufgetragen:

2ml Medium (PBS oder CellGro-Zellkulturmediums)+ 20ul HSA (1%)+ 1,15x1076
Zellen + 2ul IL-4 (1000U/ml) + 2l GM-CSF (1000U/ml) je Well. AnschlieRend wurden
sie Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die Kontrolle mit 2ml RPMI-Zellkultur-Medium + 1,15x1076 Zellen wurde in Zellkultur

-Flasche ohne Zusatz von Zytokinen fiir 48h im Brutschrank inkubiert.

Tagl: Je Well wurden folgende Zytokine zugefiigt:

Tag2:

2ul rh TNF o (1000U/ml) + 2pl Poly I:C (20ng/ml) + 2ul INF-a (3000U/ml) + 2ul INF y
(1000U/ml) + 4plrh IL-18 (2000U/ml). Die Proben wurden iber Nacht im Brutschrank
inkubiert.
Das komplette Probenvolumen aus jedem Well wurde entnommen, abzentrifugiert
(10min, 200g, Acc9, Dec9 bei RT) und jedes Pellet in 650ul Cellwash resuspendiert.
Diese Ansatze wurden zur durchflusszytometrischen Analyse eingesetzt:
50ul fiir die SPF (s.3.2.2.5)
600ul fiir die Analyse der Oberflaichenmarker:
Rohrchen 1: 200l Zellsuspension
Rohrchen 2: 5 ul CD86-FITC
10 ul CD80-PE
5 pl CD14-APC
200ul Zellsuspension
Roéhrchen 3: 5 pl HLA-DR-FITC
10 ul CD83-PE
5 pul CD14-APC
200ul Zellsuspension.
Diese drei Ansatze wurden im Vortexer gemischt und 30min abgedunkelt bei
5°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie gewaschen, um unspezifische
Bindungen zu entfernen. Dazu wurde jeder Probe 1ml Cellwash zugesetzt.
Nach dem Zentrifugieren (5min, 300g, Acc9, Dec9, bei RT) wurde der
Uberstand dekantiert. Dieser Waschschritt wurde zweifach durchgefiihrt.

Abschliefend wurden zu jedem Ansatz 500l Cellwash und 20ul 7-AAD
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hinzugefligt. Nach einer Inkubation von 5min, abgedunkelt bei 5°C wurden die
Proben im FACS analysiert.
Wie unter 3.2.4) fur die Immunphéanotypisierung der DZs, wurde auch fir den Bio-Assay eine
Auswertungsgrundlage mit der Software CellQuest Pro angefertigt. Zur Analyse der
DZs/Monozyten wurden die groBen, granulierten (FSC und SSC hoch) und vitalen Zellen (7-
AAD-negativ) erfasst. Zur Differenzierung zwischen Monozyten und DZs wurde CD14
eingesetzt: Als Monozyten wurden die CD14-hoch-positiven Zellen der erfassten Population
gewertet, als DZs die CD14-schwach positiven bis negativen Zellen.
Die genaue Auswertungsgrundlage fiir diese FACS-Messung ist in Anlage 5 dargestellt.

Auswertung und graphische Darstellung erfolgten mit Microsoft Office Excel 2007.

3.2.6) Herstellung von vollstandig avitalisiertem Tumorlysat (TL)
Die Avitalisierung des TL beinhaltet 4 Bearbeitungsschritte:

1. Manuelle Zerkleinerung mit Skalpell:
In eine 60x15mm Zellkulturschale wurden 1ml NaCl vorgelegt. Das
Tumorgewebe wurde darin manuell mit dem Einmal-Skalpell zerkleinert.
Die Tumorfragmente wurden in ein M-Tube lberfiihrt.
Die Petrischale wurde mit 1-2ml NaCl nachgespiilt. Dieser Uberstand wurde
ebenfalls in das M-Tube tberfihrt.

2. Aufarbeitung im automatischen Gewebe-Dissoziator Gentlemacs:

Der Inhalt des M-Tubes wurde mit NaCl auf 10 ml aufgefllt.
Dieses wurde dann in den automatischen Gewebe-Dissoziator tiberfiihrt und
im Programm ,,Protein_01_01 M-Tube” fiir 2min standardisiert zerkleinert.
AnschlieBend erfolgt die Zentrifugation des M-Tubes fiir 5min, 8000g, Acc9,
Dec9 bei 4°C.
Das TL wurde dann auf 6 Einfrier-R6hrchen verteilt.

3. 6x Einfrieren und Auftauen:

Die Einfrier-Réhrchen wurden fir 3min in flissigen Stickstoff gegeben.

Dann wurden sie im Thermoblock (50°C) aufgetaut.

Dieser Schritt wurden wurde 6-mal durchgefiihrt.

4. Bestrahlung:

Die TL-Proben wurden mit einer Strahlendosis von 60Gy bestrahlt.
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Bis zur weiteren Verwendung wurden die TL-Proben bei -80°C tiefgefroren.

3.2.7) Proteingehaltbestimmung des Tumorlysates

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mittels spektralphototmetrischer Messung.
Hierzu wurde ein BC-Assay verwendet, bei dem es durch die Proteine in alkalischem Medium
zur Reduktion von zweiwertigen Kupferionen zu einwertigen kommt (Interchim 2015). Diese
werden durch einen Chelat-Liganden gebunden. Der dadurch entstehende Komplex ist
violett, mit einer maximalen Absorption bei 562nm.

TL und Standard-Protein-Reihe (im BC-Assay Protein Quantification Kit enthalten) wurden
bei Raumtemperatur aufgetaut und im Vortexer geschiittelt.

Vom TL wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt (1:10, 1:20, 1:50). Die Standard-
Proteinreihe enthielt Proteinkonzentrationen von Opg/ml-400ug/ml.

Gemischt wurden die Proben wie vom Hersteller angegeben: 25ul Probe + 200ul BCA-
Losung.

Abb. 2 zeigt, wie die Protein-Proben mit BCA-Reagenz angesetzt wurden.

Tumorlysat
1:10 Verdiinnung: (3x herstellen) 1:20 Verdiinnung: (3x herstellen) 1:50 Verdiinnung: (3x herstellen)
10uI Tumorlysat + 90ul NaCl 10uI Tumorlysat + 10 pl Nacl 10pl Tumorlysat + 40 pl NaCl
davon 25ul + 200ul BCA-L&sung davon 10 pl + 90pl BCA-Losung davon 10 pl + 90ul BCA-Losung
davon 25ul + 200pl BCA-L6sung davon 25pl+ 200l BCA-Losung

Standart-Protein-Reihe

Opg/mlProtein 25ug/ml Protein 50upg/ml Protein 100pg/ml Protein 200pg/ml Protein 400pg/ml Protein

N N\ | | / v

Je 25pl Standard-Protein + 250 BCA-LSsung

Abb. 2: FlieBdiagramm zur Herstellung der Proben fiir die spektralphotometrische
Bestimmung des Proteingehaltes des TL.

Vor der Messung, die mit der NanoCell erfolgte, wurden die Proben fiir 30 Minuten im
Brutschrank inkubiert. Als Leerwert diente NaCl.
Das Photometer erstellte anhand der Standard-Proteinreihe eine Eichgrade und bestimmte

anhand dieser die Proteinkonzentrationen jeder TL-Verdiinnung. Jede TL-Verdiinnung wurde
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dreifach bestimmt. Die Bereinigung des Verdiinnungsfaktors sowie die Berechnung des
Proteingehaltes anhand des arithmetischen Mittels der einzelnen Verdiinnungsstufen

wurden mit Microsoft Office Excel 2007 durchgefiihrt.

3.2.8) Nachweis der Avitalitat des hergestellten Tumorlysates

Zum Nachweis der Avitalitat wurde das TL nach Trypanblau-Farbung mit der Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt sowie mittels ATP-Assay, CASY TTC-150 und Morphologi G3
analysiert. Grund dafiir war, wie in 4.6.1 beschrieben, dass die alleinige Auszahlung mittels
Neubauer Zahlkammer nicht eindeutig war und diese Methode validiert werden sollte.
Hierzu wurde das hergestellte TL zuséatzlich durch einen ATP-Assay, mittels Analyse am CASY
TTC-150 und durch die Firma Malven Instruments mittels Morphologi G3 (Malvern

Instruments, Herrenberg, Deutschland) analysiert.

3.2.8.1) Trypanblau-Farbung des Tumorlysates und Auszahlung mittels Neubauer-
Zahlkammer

Das kryokonservierte TL wurde bei RT aufgetaut. Zur Auszdhlung in der Neubauer
Zahlkammer wurden 30ul TL mit 30ul Trypanblau fir 3min bei RT inkubiert und anschlieBend
wurden 10ul in der Neubauer Zdhlkammer ausgewertet. Hierzu wurde es von drei
unabhangigen Untersuchern ausgezahlt, wobei bei 10-facher VergrofRerung alle 64
Quadranten der Zahlkammer tGberprift wurden. Ungefarbte Zellen wurden als vital gezahlt,
trypanblau gefarbte Zellen als avital.

Als Kontrolle wurde eine Probe TL mitgeflihrt, welche unvollstandig avitalisiert (pTL) wurde.
Im Vergleich zur Herstellung des vollstandig avitalisierten TL (cTL) (s. 3.2.6) wurde bei der
Herstellung des pTL die Gewebsdissoziation im C-Tube mit dem Programm
ytumor_brain_01_01“ durchgefiihrt. Zudem wurden das Einfrieren und Auftauen sowie die

Bestrahlung der Proben ausgelassen.

3.2.8.2) ATP-Assay
Beim ATP-Assay wird in einer Chemolumineszenz-Reaktion ATP nachgewiesen. Als
Energietrager des Zellstoffwechsels eignet sich der ATP-Assay zur Detektion metabolisch

aktiver Zellen, wobei die Nachweisgrenze laut Herstellerangabe beim ATP-Gehalt von 50
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HEK-293 Zellen liegt (Promega Corporation 2012). Durch Zugabe des ATP-Assay Reagenz
CellTiter-Glo zur Zellsuspension werden die Zellen lysiert und somit das in den Zellen
enthaltene ATP freigesetzt. Die im Reagenz enthaltene Luziferase setzt unter ATP-Verbrauch
eine Reaktion in Gang, bei der es zur Emission von Licht kommt. Hierbei ist die Lichtmenge
proportional zum in der Zellsuspension enthaltenen ATP.

Der ATP-Assay wurde auf einer 96-Well-Platte durchgefiihrt, wobei die Wells je mit
100ulProbe + 100ul CellTiter-Glo beladen wurden. Als Proben wurden vitale PBMCs (LRSC
58) in steigender Zellzahl (10 PBMCs, 25 PBMCs, 50 PBMCs, 100 PBMCs, 1x10”3 PBMCs,
1x1074 PBMCs und1x1075 PBMCs), cTL (T6933) mit steigendem Proteingehalt (0,5ng TL,
1,25ng TL, 2,5ng TL, 5ng TL, 50ng TL, 500ng TL, 5ug TL) und Mischungen dieser beiden
eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden 5ug pTL eingesetzt.

Alle Proben wurden auf die 96-Well-Platte aufgetragen und mit 100ul CellTiter-Glo versetzt.
Die 96-Well-Platte wurde 2min bei RT geschwenkt, anschlieBend weitere 8min bei RT
inkubiert.

Die Detektion der Lichtsignale erfolgte im Lumineszenz-Photometer. Die emittierte
Lichtmenge pro Well wurde hierbei als relative Licht-Einheiten pro Sekunde (Relative Light
Units/Second (RLU/s)) gemessen. Die Rohdaten Gibermittelte das Lumineszenz-Photometer
in tabellarischer Form. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Microsoft Office Excel

2007.

3.2.8.3) Analyse des Tumorlysates mittels CASY TTC-150

Das CASY TTC-150 ist ein elektronisches Zellzahlgerat, das die Zellzahl und Vitalitat einer
Probe anhand der Widerstandsanderung bestimmt (s. 3.2.2.2). Je 10ul cTL wurden in 10ml
CASY ton suspendiert und anschlieBend mittels CASY TTC-150 gemessen. Als Kontrolle wurde
unbearbeitetes Tumorlysat mitgefiihrt (ITC). Zusatzlich wurden ITC- und cTL-Proben

lichtmikroskopisch untersucht. Die Auswertung erfolgte mit der Software CASY Excel 2.4.

3.2.8.4) Analyse des Tumorlysates mittels Morphologi G3

Beim Morphologi G3 (Malvern Instruments, Herrenberg, Germany) handelt es sich um ein
Mikroskop, das automatisch die Grél3e, Gestalt, Transparenz und Anzahl von Partikeln der
Grole von 0,5-1000 um einer Probe erfasst und auswertet (Malvern Instruments 2008,

Miiller et al. 2015). Untersucht wurden cTL- (generiert aus T 7015) - und ITC (aus T6891)-
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Proben. Die Grof3e der in den Proben enthaltenen Partikel wird hierbei als ,Durchmesser des
flachengleichen Kreises” (Circle equivalent, (CE) —Diameter) in um ermittelt, d.h. zum
zweidimensionalen Bild eines Partikels wird ein flachengleicher Kreis berechnet. Der
Durchmesser dieses Kreises entspricht dem CE-Wert (Miller et al. 2015). Die Auswertung

erfolgte automatisch mit der gerateinternen Software Morphologi Ver. 7.41.

3.2.9) Migrations-Assay

Zum Nachweis der Migrationsfahigkeit der DZs wurde ein Transwell-Assay durchgefiihrt.
Dieser wurde sowohl im LabormaRstab, als auch im klinischen MaRstab eingesetzt. Das
Prinzip des Assays ist in Abb. 3 gezeigt. Durch den Membran-Einsatz wird das Well in zwei
Kompartimente geteilt. Zu Beginn werden die Zellen (schwarz) in das obere Kompartiment
(i«) gegeben. AnschlielRend wird das untere Kompartiment (— ) mit Chemokinen (weiR)
versetzt. Die hierbei eingesetzten Chemokine CCL-19 und -21 induzieren Migration von DZs
in das lymphatische System liber die Bindung am CCR7-Rezeptor (Saeki et al. 1999, Jang et
al. 2006).

Nach einer definierten Inkubationszeit wird das Medium des unteren Kompartiments
entnommen und die darin enthaltenen Zellen analysiert. Als Negativkontrollen dienten

Transwell-Ansatze ohne Zugabe von Chemokinen.

L »
IIIIII*II

Abb. 3: Aufbau des Transwell-Assay: unteres Kompartiment (— ), Medium (grau), oberes
Kompartiment ( ¥), Zellen (schwarz) und Chemokine (weif3).Oberes und unteres
Kompartiment sind durch eine Membran getrennt (......).

Eingesetzt wurden Zellen von DZ V1-V4 je von Tag 9 vor und nach Kryokonservierung. Je
1x1076 DZs wurden in 1ml RPMI-Zellkultur-Medium aufgenommen.
In die Wells einer 24-Well-Platte wurden 600ul RPMI-Zellkultur-Medium vorgelegt, die

Transwell-Membranen eingesetzt und mit je 100ul der DZ-Anséatze beladen (=1x1075 DZs pro
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Membran). AnschlieBend wurden je 6ul CCL-19 und 6pl CCL-21 (je 250ng/ml
Endkonzentration pro Well) in das untere Kompartiment gegeben. Als Negativkontrollen
dienten die gleichen Ansatze ohne Zugabe von CCL-19 und CCL-21. Jede Probe wurde
dreifach angesetzt (n=24). Die 24-Well-Platte wurde fir 3h im Brutschrank inkubiert (37 Grad
Celsius (°C), 5% CO,). AnschlieRend wurden die Transwell-Membranen verworfen. Je Well
wurden 500pul Uberstand in ein FACS-Réhrchen liberfiihrt und die Zellzahl mit FACS
gemessen. Auswertungsgrundlage war ein Dot-Blot, der alle gemessenen Partikel in FSC und
SSC (iber einen Zeitraum 2min erfasste. Alle Ereignisse, die in dieser Zeit gemessen wurden,
wurden als migrierte DZs gewertet. Die Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit
Microsoft Office Excel 2007. Berechnet wurde das Verhaltnis der migrierten DZs ohne
Stimulation zu denen mit Stimulation als ,relative Migration”. Hierbei wird der spontanen
Migration der Wert eins zugeordnet und die gerichtete Migration als Vielfaches davon

berechnet.

3.2.10) Analyse der Aufnahme von Dextran-Molekiilen durch die dendritischen Zellen
Um zu analysieren, ob und in welchem Ausmal’ die generierten unreifen und reifen DZs in
der Lage sind unterschiedliche Molekile aufzunehmen, wurde die intrazelluldre Aufnahme
von Dextran-Molekiilen, die mit FITC markiert wurden (FITC-Dextran),
durchflusszytometrisch analysiert.

Eingesetzt wurden Zellen von DZ V1 und V4 je von Tag 7 und 9 (n=4). Je Zellkultur wurden
3x1075 Zellen gelost in 1ml RPMI-Zellkulturmedium auf einer Zellkulturplatte ausgesat,
wobei pro Zellkultur drei Ansatze hergestellt wurden. Diese wurden 48h im Brutschrank
gelagert. AnschlieRend wurden zwei der drei Ansatze mit je 20ul FITC-Dextran (=1mg/ml)
versetzt. Der Ansatz ohne FITC-Dextran und einer mit FITC-Dextran wurden dann fiir 6h im
Brutschrank inkubiert, der Zweite mit FITC-Dextran wurde auf Eis (Negativkontrolle)

mitgefiihrt. Abb. 12 zeigt ein FlieRdiagramm der hergestellten Proben.
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i Zellkultur (n=6)

1 1

6h Inkubation im
Brutschrank

6h Inkubétion auf
Eis

Abb. 4: Fliediagramm zur Herstellung der Proben fiir die Analyse der Aufnahme von FITC-
gekoppelten Dextran Molekiilen.
Nach der Inkubation wurden die Zellen gesplittet (s. 3.2.1). Dann erfolgte ein Waschschritt,
um nicht-aufgenommenes FITC-Dextran zu entfernen. Hierzu wurde der Uberstand nach
dem Splitten verworfen und das Pellet in 3ml PBS-Puffer resuspendiert. Nach 10min
Zentrifugation mit 300g, Acc9, Dec9 bei RT wurde das Pellet in 200ul Cellwash aufgenommen
und in FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Diese wurden zuvor wie folgt gefillt:
Réhrchen 1:
200ul aus dem Ansatz ohne Dextran-FITC.
Réhrchen 2:
5 pl CD14-APC
5 ul CD11c-PE
200ul aus dem Ansatz mit FITC-Dextran, der im Brutschrank inkubiert wurde.
Réhrchen 3:
5 ul CD14-APC
5 ul CD11c-PE
200ul aus dem Ansatz mit FITC-Dextran, der auf Eis inkubiert wurde.
Jede Probe wurde mit dem Vortexer gemischt und anschlieRend fiir 20min abgedunkelt bei
5°C inkubiert. Dann wurden die Proben wie in 3.2.4) gewaschen, mit 7-AAD versetzt und
5min im Dunkeln inkubiert. AbschlieBend erfolgte die Analyse mittels FACS.
Als DZs wurden die groRen, granulierten (FSC und SSC hoch), vitalen (7-AAD-negativ) sowie
CD11c-positiven und CD14-niedrig-positiv bis -negativen Zellen erfasst.
Fir diese Zellpopulation wurde ein Histogramm fiir den MFI von FITC-Dextran dargestellt.

Die genaue Beschreibung der Auswertung ist der Anlage 6 zu entnehmen.
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Die Zusammenfassung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Office Excel

2007.

3.2.11) Analyse der Aufnahm von FITC-markiertem Tumorlysat durch die
dendritischen Zellen
Unreife und reife DZs aus V4 Tag 7 und 9 wurden aufgetaut (s. 3.2.1). Jede Probe wurde
halbiert und die Zellen nach Zentrifugation in 1ml Zellkulturmedium geldst. Die Zellzahlen
wurden bestimmt und anschlieBend die folgenden Anzahlen an Zellen ausgesat:

je 2x1076 Zellen in 4ml Zellkultur-Medium auf eine 60x15mm Zellkulturschale

und je 6x1075 Zellen in 2ml auf eine 35x10mm Zellkulturschale.
Die Zellen wurden ohne weitere Zusatze Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Das Koppeln des TL mit FITC erfolgte nach Herstellerangaben: 250ug-Tumor-Protein
(=63,55ul TL) des TL T7015 wurden mit 50ul FITC Labeling Kit gemischt. Dieser Ansatz wurde
in ein Dialyserohrchen Gberfiihrt, dessen Dialysemembran im Deckel wurde zuvor mit PBS-
Puffer benetzt. Das R6hrchen wurde kopfliber in PBS-Puffer gestellt, sodass die Ebene der
Membran unter der Flissigkeitsoberflache lag. Mittels Magnetriihrer wurde die Flissigkeit in
Bewegung gehalten. Die Dialyse lief Giber Nacht bei RT.
Am Folgetag wurden die Zellen auf den Zellkulturplatten gesplittet (s. 3.2.1), in 1ml
Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellzahlen wurden bestimmt.
Die Zellen von den kleinen Zellkulturplatten wurden wieder auf solche ausgesat, nachdem
das Volumen auf 2ml aufgefullt wurde (+1ml Zellkultur-Medium). Die Zellen der mittleren
Zellkulturplatten wurden in insgesamt 4ml Zellkulturmedium gel6st (+3ml Zellkultur-
Medium) und es wurden je 50ul FITC-markiertes TL pro 1x1076 Zellen zugefigt.
Anschliefend wurden diese Ansatze auf mittlere Zellkulturplatten ausgesat und fir 1:30h im
Brutschrank inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden zu den Zellen von Tag 7 je

1pl/ml IL-4 (1000U/ml)

1pl/ml GM-CSF (1000U/ml)

1pl/ml TNF- o (1000U/ml)

2ul/ml IL-1B (2000U/ml) hinzugefigt.
Alle Ansatze wurden fir zwei Tage im Brutschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen gesplittet (s. 3.2.1).
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Dann erfolgte ein Waschschritt, um nicht-aufgenommenes FITC-TL zu entfernen. Hierzu
wurden die Uberstinde nach dem Splitten verworfen und die Pellets in 3ml PBS-Puffer
gelost. Nach 10min Zentrifugation mit 300g, Acc9, Dec9 bei RT wurde jedes Pellet in 200ul
Cellwash gelost und in FACS-R6hrchen Uberfiihrt. Diese wurden zuvor wie folgt gefuillt:

Roéhrchen 1: 200ul aus dem Ansatz ohne TL-FITC

Roéhrchen 2: 5 ul CD14-APC

200ul aus dem Ansatz mit TL-Dextran.

Die Proben wurden mittels Vortexer gemischt, flir 20min abgedunkelt bei 5°C inkubiert,
gewaschen (s. 3.2.4), mit 7-AAD versetzt und 5min im Dunkeln inkubiert. Abschliefend
erfolgte die Analyse mittels FACS analog zu der in 3.2.10). Als DZs wurden die groRen,
granulierten (FSC und SSC hoch), vitalen (7-AAD-negativ) sowie CD11c-positiven und CD14-
niedrig-positiv bis -negativen Zellen erfasst.
Fiir diese Zellpopulation wurde ein Histogramm filir den MFI von FITC-Dextran dargestellt.
Die genaue Beschreibung der Auswertung ist der Anlage 6 zu entnehmen.
Die Zusammenfassung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Office Excel
2007.
Zusatzlich zu der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zellen auch

fluoreszenzmikroskopisch auf ihre intrazellulare Aufnahme von TL hin untersucht.

3.2.12) PCR-Analyse der Expression von Interferon-y in CD8-positiven T-Zellen

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit der DZs hinsichtlich der Stimulation von T-Zellen soll ein
funktioneller Assay etabliert werden, mit dem nachgewiesen werden kann, dass die reifen,
mit TL beladenen DZs im lebenden Organismus eine Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen
induzieren kénnen. Aktivierte CD8-positive T-Zellen sezernieren neben anderen Zytokinen
auch INF-y. Dieses ist ein Indikator fiir die Aktivierung der CD8-positiven T-Zellen (Bach et al.
1997). Um die erhohte INF-y-mRNA Expression messen zu kénnen, sollte ein PCR- sowie
darauf basierend ein qRT-PCR-Verfahren etabliert werden, anhand dessen die erhéhte INF-y-
Produktion der T-Zellen sensitiv nachgewiesen werden kann und somit auch die Aktivierung
der T-Zellen durch DZs.

Zur Etablierung der Methode wurden die PCR-Bedingungen variiert, zum einen um zu testen,
ob mit den designten Primern die gewlinschten PCR-Produkte synthetisiert werden und zum

anderen, um die optimalen Primer- Konzentrationen, Nukleinsdaure-Konzentrationen,
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verwendeten Marker sowie Gerateeinstellungen zu erfassen. In Anlehnung an diese

Ergebnisse wurde anschliefend eine qRT-PCR etabliert.

Alle im Folgenden unter 3.2.12 beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten, wenn nicht anders

angegeben auf Eis und im separaten PCR-Arbeitsbereich.

3.2.12.1) Test der Primer und Optimierung der PCR-Bedingungen
Als mogliche House-Keeping-Gene wurden primar GAPDH und -Actin mitgefiihrt und im
Verlauf zusatzlich TBP und RNA-Polymerase eingesetzt. House-Keeping-Gene werden
dauerhaft in Zellen exprimiert, ohne dass Aktivitatsanderungen der Zelle ihre Expression
beeinflussen. Anders ausgedriickt liegt in jeder CD8-positiven Zelle die gleiche Menge mRNA
flir die House-Keeping-Gene vor. Unterschiede in der Effizienz der Nukleinsaure-Isolierung
und damit der eingesetzten Nukleinsduren in der PCR kénnen anhand der Expression House-
Keeping-Gene korrigiert werden. Diese Korrekturberechnung wird als Normalisierung auf das
House-Keeping-Gen bezeichnet. Zudem wurden CD8 und INF-y1, -y2 und -y3 als Zielgene
getestet. Um die designten Primer zu testen und das PCR-Protokoll zu optimieren wurden
mehrere PCRs mit wechselnden cDNA-Mengen, Annealing-Temperaturen, PCR-Zyklen und
Primer-Konzentrationen durchgefiihrt. Die eingesetzte cDNA wurde zu Beginn der
Versuchsreihe freundlicherweise durch die Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Dr. Eva Schwarz
(FR2.5 Biophysik Universitat des Saarlandes), zur Verfligung gestellt. Im Verlauf wurde sie,
wie in 3.2.12.2) beschrieben erst aus RNA durch reverse Transkription hergestellt.
Die PCR-Produkte wurden nach Zusatz eines Detektions-Reagenz mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern im elektrischen Feld zur Anode
der Elektrophorese-Kammer. Unter einem UV-Detektor wurden die Banden detektiert. Als
Kontrolle fir die GroRe diente ein Marker, als Negativkontrolle ein PCR-Ansatz ohne cDNA.
Ausgangspunkt war das folgende PCR-Schema:
e Master Mix: Probe
1ulcDNA + 1pl forward Primer (aus 10uM-Ansatz —-500nM) + 1pl
reverse Primer (aus 10uM-Ansatz —-500nM) + 2ul Tag-Puffer (1x) +
0,5ul dNTPs (0,25mM) + 0,125ul Tag-Polymerase (0,5U)
— mit H,0 (Nuklease-frei) auf 20ul-Gesamtvolumen einstellen

e Master Mix: Negativkontrolle:
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Analog zum Master Mix Probe, jedoch 1ul H,O (Nuklease-frei) statt

cDNA einsetzten

e PCR-Einstellungen:

Angepasst an die berechneten Angaben der designten Primer wurde die Anlagerungs-

Temperatur so gewahlt, dass die moglichst nahe an den empfohlenen Temperaturen

aller Primer lag.

1. Initiale Denaturierung 95°C
2. Denaturierung 95°C
3. Anlagerung 60°C
4. Elongation 72°C
5. Finale Elongation 72°C
6.Halten 4°C

5 min

30 sec
30 sec
60 sec
10 min

Schritte 2.-4. wurden 27-mal wiederholt, d.h. 28 Zyklen wurden durchlaufen

e Gelelektrophorese:

— 3,4ul DNA-DYE zu jeder PCR-Probe geben (Proben ggf. bis zur

Versuchsfortsetzung einfrieren (-35°C))

— Gel gieRen: 100mI TAE-Puffer + 2g Agarose erhitzen, bis eine klare Flissigkeit

entsteht, 5min bei RT abkiihlen lassen, Detektor-Substanz zugeben (6l DNA-

Stain oder 25ul Ezvision (wurde Ezvision verwendet, musste zu 10mpl Marker

noch 1,7ul Ezvivion hinzugefiigt werden), in Gelkammer mit eingesetztem Kamm

gieBen und erstarren lassen (ca. 20min)

— Gelkammer in Elektrophorese-Kammer einsetzen, mit TAE-Puffer (1x)

Uberschichten, Kamm entfernen, Proben auftragen (10ul Probe + DNA-DYE, 8ul

Marker)

— Laufzeit 40min, Spannung: 120V

Zwei unterschiedliche DNA-GroRenmarker (100bp und 50bp) wurden eingesetzt, wobei sich

hinsichtlich der Auswertbarkeit der Ergebnisse kein Unterschied feststellen lieR, so dass sie

im Verlauf alternierend eingesetzt wurden. Die Detektion der Banden erfolgte mit dem Gel

Dokumentations-System. Die Beschriftung der Bilder erfolgte mit Microsoft Office

PowerPoint 2007.

Die gewonnenen Ergebnisse zur Optimierung der PCR-Bedingungen waren Grundlage fir

folgende Veranderungen am PCR-Protokoll:
PCR-Zyklen: (28,35) optimale PCR-Ergebnisse mit 45 Zyklen
cDNA-Menge: (1pl, 2ul) optimal 1,5ul
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Anlagerungs-Temperatur: (60°C, 59°C, 58,5°C, 58°C) optimal 58,5°C
Primer-Konzentration: (50nm bis 300nm) optimal (nach zuséatzlich durchgefiihrter

quantitativer Real-Time PCR) 300nm forward und reverse Primer.

3.2.12.2) RNA-Isolation und Reverse Transkription

Zur Isolation von RNA aus CD8-positiven T-Zellen (zur Verfligung gestellt durch die
Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Dr. Eva Schwarz) wurde das RNA-Isolations-Kit RNeasy Plus
Mini Kit verwendet.

Kryokonservierte Zellen wurden vor der RNA-Isolation nach dem Auftauen Giber Nacht im
Brutschrank inkubiert und ggf. am Isolationstag fiir 2h im Brutschrank mit 1ug

Phytohamagglutinin (PHA)/ml stimuliert.

Die RNA-Isolation erfolgte nach Hersteller-Protokoll:

1. Zelllyse: Zellen (1076) zentrifugieren (5min, 300g, Acc9, Dec9 bei RT ),Uberstand
wegnehmen und Pellet in 350ul RLTPlus |6sen (Guanidine-Isothiozyanat-Puffer
(inaktiviert auch die RNase), im Kit enthalten), vortexen

2. Homogenisieren:

dazu wurden die Zellen in zwei Gruppen (je 1075 Zellen) geteilt welche durch
zwei unterschiedliche Methoden mechanisch homogenisiert wurden: Gruppe
»N“: 5-mal Zellsuspension durch 20G-Kanile mit einer Einweg-Spritze
aufsaugen-ablassen; Gruppe ,,G“ durch Lyse im Gewebe-Dissoziator (Gentle
macs) im M-Tube(Programm: RNA_01)

3. DNA-Entfernung: DNA-Eliminierungssaule (im Kit enthalten) auf 2ml Tube (im Kit
enthalten) setzen, Lysat auf Membran geben, 30Sek, 8000g zentrifugieren,
Membran verwerfen, Durchfluss weiterverwenden

4. 350ul 70% Ethanol (70ml Ethanol + 30ul H,0 (Nuklease-frei) zum Durchfluss
hinzufligen, gut mischen

5. RNA-Gewinnung:

a. RNA-Sdule auf 2ml Tube setzen, max. 700ul Durchfluss hinzu geben, Tube
gut verschlieRen, 15Sek. 8000g (10000rpm) zentrifugieren; Durchfluss

verwerfen, Tube wiederverwenden
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b. 700ul RW1-Puffer (im Kit enthalten) in die RNA-Saule geben, gut
verschlieBen, 15Sek. mind. 8000g (10000rpm) zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen, Tube wiederverwenden

c. 500ul RPE-Puffer (im Kit enthalten) in RNA-Saule gebe gut verschlieRen,
15Sek. 8000g (10000rpm) zentrifugieren, Durchfluss verwerfen, Tube
wiederverwenden

d. 500ul RPE-Puffer (im Kit enthalten) in RNA-Saule geben gut verschlieRen,
2Min. 8000g (10000rpm) zentrifugieren

e. RNA-Sdule auf neues 2ml Tube setzen, 1Min. Full-Speed zentrifugieren

f. RNA-Saule auf 1,5 ml Tube setzen, 30-50ul H,O (Nuklease-frei) direkt auf
die Membran geben, 1min 8000g (10000rpm) zentrifugieren, Saule
verwerfen, RNA im Tube

Reinheit und Konzentration der isolierten RNA wurden spektralphotometrisch mit der Nano

Cell bestimmt.

Anschliefend wurde die isolierte RNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben:
2 ug RNA M

mit H,O (Nuklease-frei) auf 11ul einstellen,

[ 10min bei 70°C inkubieren, kurz auf Eis

+ 1ul Random-Hexamer Primer B
Dann wurden 9ul aus folgendem Master Mix hinzu gegeben: 4ul M-MuLV
Reaktionspuffer (=250 mMTris-HCI pH 8,3, 250 mM KCl, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT)+
2ul dNTPs (ImM) + 1ul M-MuLV Reverse Transkriptase (20U) + 0,5ul RNase Inhibitor
(20 U) + 1,5 pl H,0 (Nuklease-frei)>Gesamtvolumen 20ul je Probe ,,+RT".
Als Kontrolle wird je eine Probe ohne Reverse Transkriptase (1pl H,O (Nuklease-frei)
statt reverser Transkriptase einsetzten) mitgefiihrt ,no RT“.
Die reverse Transkription lief dann mit folgenden Einstellungen weiter: 10 min 20°C, 59 min
bei 37°C, 5 min bei 95°C und abschliefend 10min Abkiihlen bei4°C. Gelagert wurden die

Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -35°C oder zur langerfristigen Aufbewahrung bei -

80°C).
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3.2.12.3) Quantitative Real-Time PCR

Die qRT-PCR ist eine Echtzeit-Darstellung der Amplifikation der cDNA-Synthese. Hierbei
wurden die PCR Anséatze(je 25ul) in eine 96 Well PCR-Platte pipettiert, in welche ein
Farbstoff (Brillant SYBR Green)vorgelegt wurde. Dieser lagert sich in DNA-Doppelstriange ein
und emittiert in dieser Form unter Anregung mit UV-Licht ein Fluoreszenz-Signal.

Dieses Signal wird am Ende jedes PCR-Zyklus mit dem gRT-PCR-Detektions-System detektiert
und mit der CFX-Manager Software 3.1 ausgewertet.

Mit jedem PCR-Zyklus, bei dem exponentiell zunehmend cDNA gebildet wird, steigt auch das
Fluoreszenz-Signal exponentiell an. Hierbei gilt, dass das Fluoreszenz-Signal umso friiher, d.h.
mit einer geringeren PCR-Zyklus-Zahl, einen Schwellenwert ibertrifft, je mehr cDONA-Matrize
in der Probe zu Beginn der Reaktion enthalten ist.

Der Wert fiir den PCR-Zyklus, an dem das Fluoreszenz-Signal den Schwellenwert Gibertrifft,
nennt man ,,Cycle Threshold” (CT, deutsch: Schwellenwert-Zyklus). Es gilt: Je niedriger der
CT-Wert, umso hoher war der cDNA- (bzw. RNA-) Gehalt des Zielgens in den Ausgangszellen.
Anhand dieser CT-Werte kann eine quantitative Analyse der Genexpression der
untersuchten Zellen erfolgen.

Um die Ergebnisse verschiedener gRT-RCRs vergleichen zu kdnnen, muss noch ein
Rechenschritt erfolgen, der dazu dient, mogliche Fehler beziiglich des cDNA-Gehaltes in den
verschiedenen qRT-PCR-Ansatzen zu minimieren. Denn bei der Zusammenstellung der gRT
PCR-Ansatze wird trotz gleicher Volumina nicht zwangslaufig dieselbe cDNA-Menge in alle
Ansatze gegeben. Daher muss noch die sog. Normalisierung mit berechnet werden.

Hierzu werden sog. House-Keeping-Gene bei jeder gRT PCR mitgefiihrt. Diese werden von
Zellen gleicher Art kontinuierlich exprimiert. Hypothetisch ware also der CT-Wert der House-
Keeping-Gene von stimulierten und unstimulierten T-Zellen bei exakt gleicher Menge an
eingesetzter cDNA gleich. Die CT-Werte der librigen Gene werden um den Faktor bereinigt,
in dem sich die CT-Werte der House-Keeping-Gene unterscheiden. Dann erst kénnen sie
miteinander verglichen werden.

Die Berechnung der relativen Genexpression unter Bertlicksichtigung der Normalisierung

wurde nach folgender Formel durchgefiihrt:
2/CT-Probe -ACT-Kontrolle _ o |ative Genexpression,

wobei ACT = CT-Zielgen — CT-Normalisierungsgen.
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Die relative Genexpression sagt aus, um welchen Faktor das Zielgen in der Probe mehr als in
der Kontrolle exprimiert wurde.

Die folgenden Angaben stellen das Ausgangsprotokoll der gRT-PCR dar. In Anlehnung an
3.2.12.1) wurde das Protokoll verandert.

Pro Well werden 1ul cDNA (Probe ,+RT”, Positivkontrolle (cDNA erhalten von AG Schwarz),
,NORT“-Kontrolle oder Nuklease-freies H,O als Blank) eingesetzt. Diese cDNA Proben wurden
zuvor 1:10 verdinnt (1plcDNA + 9ul Nuklease-freies H,0). Getestet wurde auch der Einsatz
1:5 verdiinnter cDNA (0,3ul cDNA + 2,7ul Nuklease-freies H,0). Hinzu kommen 24ul Master
Mix: 12,5ul Brillant SYBR Green QPCR Master mix (enthalt DNA-Polymerase, Salz,
Magnesium, dNTPs und optimierter Reaktions-Puffer) + 0,6l forward Primer aus 10nM-
Ansatz (300nM) + 0,6ul reverse Primer aus 10mM-Ansatz (300nM) —mit H,O (Nuklease-frei)

auf 24ul auffillen.

Als PCR-Einstellungen wurden die optimalen Einstellungen aus 3.2.11.2 ibernommen:

1. Initiale Denaturierung 95°C 5 min
2. Denaturierung 95°C 30 sec
3. Anlagerung 58,5°C 30 sec
4. Elongation 72°C 60 sec
5. Finale Elongation 72°C 10 min
6. Abkiihlen 4°C

7. Schmelzkurvenanalyse In 1°C Schritten bis 95°C

8.Halten 4°C

Schritte 2.-4. wurden 44-mal wiederholt, d.h. 45-Zyklen wurden durchlaufen

Die graphische Darstellung der erhobenen Daten erfolgten mit Microsoft Office Excel 2007.
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4) Ergebnisse

4.1) Validierung von Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

4.1.1) Zellzahlbestimmung von PBMC-Kulturen

4.1.1.1) Reproduzierbarkeit der Zellzahlbestimmung von PBMC-Kulturen

Alle Methoden auRer MoxiZ (VarK 36,2%) liefern reproduzierbare Messergebnisse (Vark<

+25%, s. Tab. 11, grau hinterlegt), wobei CASY TTC-150 unter diesen die beste

Reproduzierbarkeit zeigt (VarK 2,7%; Neubauer-Zahlkammer 7,5% VarK, Sysmex KX-21N

24,9% VarK und FACS SPF 7,5% VarK).

Tabelle 10: Reproduzierbarkeit der PBMC-Zéhlung der 5 unterschiedlichen Zellzihl-

Methoden.
PBMC LRSC 58 (n=3) PBMC LRSC 59 (n=3) PBMC LRSC 23 (n=3)
Mittelwert
Standardab- Standardab- Standardab-
Mittelwert  weichung Mittelwert weichung Mittelwert weichung Mittlerer
(x1076 (x1076 Variationsko- (x1076 (x1076  Variationsko-| (x1076 (x1076 Variationsko- | Variationsko-
Zellen/ml) Zellen/ml} effizient (%) [Zellen/ml) Zellen/ml) effizient (%) | Zellen/ml) Zellen/ml) effizient (%) | effizient (%)
MoxiZ 6,3 3,5 55,7 8,5 3,1 36,2 4,7 0,8 16,7 36,2
Sysmex KX-
21N 25,8 1,6 6,0 13,9 1,8 13,2 8,1 4,5 55,5 24,9
CASY TTC-
150 16,2 0,4 2,1 15,9 0,29 1,8 9,5 0,4 4,0 2,7
FACS SPF 13,2 0,6 4,6 6,9 0,4 5,1 2,8 0,3 11,2 6,9
Neubauer-
Zahlkammer 15,4 15 9,4 8,7 0,2 2,0 3,2 0,4 111 7,5

Tabelle 11: Reproduzierbarkeit der Zellzéihlungs-Ergebnisse der PBMC-Verdiinnungsreihe
gemessen mit 5 unterschiedlichen Methoden.

1:1- Verdinnung {(n=3) 1:2 - Verdinnung (n=3) 1:4 - Verdlnnung (n=3) 1:10 - Verdinnung (n=3)
Mittel- Mittel- Mittel- Mittel-
wert  Standardab- wert  Standardab- wert  Standardab- wert  Standardab- Mittlerer
(x10n6  weichung  Variations- | (x10"6 weichung Variations-| (x10"6  weichung Variations- | (x10"6  weichung Variations-| Variations-
Zellen/ (x10n6 koeffizient | Zellen/ {x1076  koeffizient | Zellen/ (x10"6 koeffizient | Zellen/ (x10"6 koeffizient | koeffizient
ml) Zellen/ml) {%) ml) Zellen/ml) (%) ml Zellen/ml) (%) ml) Zellen/ml) (%) (%)
MoxiZ 3,2 5,5 172,6 1,8 2,4 132,8 152,7
Sysmex
KX-21N 1,5 0,9 63,4 1,6 0,4 21,7 1,6 0 0 1,7 0,6 34,6 29,9
CASY
TTC-150 1,4 0,1 8,9 2,6 0,5 18,8 5,2 4,9 94,5 6,5 1,6 24,4 36,7
FACSSPF| 7,0 0,1 12,3 0,4 0,1 25,9 0,2 0,1 33,2 0,1 0,0 24,2 23,9
Neubauer
-Zahlkam-
mer 1,1 0,6 52,6 0,7 0,1 18,4 0,9 0,6 71,4 1.4 1,0 71,3 53,4

Bei der Analyse der Verdiinnungsreihe liefert nur die Messung mittels FACS SPF

reproduzierbare Ergebnisse (VarK 23,9%, Tab. 11, grau hinterlegt). Bei allen anderen
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Methoden ist der VaK> +25% (Neunbauer-Zahlkammer 53,4% VarK; MoxiZ 152,7% VarK;

Sysmex KX-21N 29,9% VarK; Casy TTC-150 36,7% VarK).

4.1.1.2)Prazision der Zellzahlbestimmung der PBMC-Kulturen

Die Messergebnisse von FACS SPF und MoxiZ weichen weniger von der Standard-Methode

ab als die von CASY TTC-150 und Sysmex KX-21N (s. Abb. 5).
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Zéhlkammer. Fiir jede PBMC-Kultur (PBMC LRSC 58 (a), 59 (b) und 23 (c)) sind die
Einzelmesswerte (n=3) (Messung 1 blau, Messung 2 rot, Messung 3 griin) gemessen mit der

jeweils angefiihrten Methode, der Mittelwert (x) (Legende d) sowie die Spannweite der
Einzelmessungen (l) gezeigt.
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Tabelle 12: Prdzision der unterschiedlichen Methoden zur Zellzahlbestimmung von PBMC-

Kulturen in Bezug zur Standard-Methode Neubauer Zéihlkammer.

PBMCLRSC 58 Abweichung PBMC LRSC 59 Abweichung PBMCLRSC 23 Abweichung Mittelwert
Mittelwert von Standard- Mittelwert von Standard- Mittelwert von Standard- Abweichung
(1076 Methode (%) (1076 Methode (%) (1076 Methode (%) von Standard-
Zellen/ml) Zellen/ml) Zellen/ml) Methode (%)
(n=3) (n=3) (n=3)
Neubauer- 15,4 - 8,7 - 3,2 - -
Zdhlkammer
MoxiZ 6,3 59,4 8,5 3,0 4,7 47,6 36,7
Sysmex KX- 25,8 67,7 13,9 58,8 8,1 156,3 94,3
21N
CASY TTC- 16,2 54 15,9 81,8 9,5 200,7 96,0
150
FACS SPF 13,2 14,1 6,9 21,6 2,8 12,9 16,2

Aus Tab. 12 geht hervor, dass mittels FACS SPF die Zellzahl von PBMC-Kulturen im Vergleich

zur Standard-Methode prazise gemessen werden kann (mittlere Abweichung 16,2%, grau

hinterlegt). Bei den anderen Methoden ist die mittlere Abweichung von der Standard-

Methode grofer als +25% (MoxiZ 36,7%; Sysmex KX-21N 94,3%; CASY TTC-150 96,0%).

Auffallig ist, dass die Methoden untereinander zum Teil deutliche Unterschiede in der

ermittelten Zellzahl aufweisen. Beispielsweise wurden fiir die Probe PBMC LRSC 58

Zellzahlen von im Mittel 6,3x1076 PBMCs/ml (gemessen mit MoxiZ) bis 25,8x10*6 PBMCs/ml

(gemessen mit Sysmex KX 21N) ermittelt.

4.1.2) Zellzahlbestimmung von DZ-Kulturen

4.1.2.1) Reproduzierbarkeit der Zellzahlbestimmung von DZ-Kulturen

Tabelle 13: Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Zellzéhlung von DZ-Proben gemessen
mittels Neunbauer-Zdhlkammer, MoxiZ, Sysmex KX-21N, Casy TTC-150 und FACS SPF.

DZLRSC 35 (n=3)

DZLRSC 42 (n=3)

DZLRSC 57 (n=3)

Standardab- Standardab- Standardab-
Mittelwert  weichung Mittelwert  weichung Mittelwert weichung Mittlerer
(x10%6 (x1076  Variationsko-| (x10°6 (x1076  Variationsko-| (x1076 (x10%6  Variationskoq Variationsko-
Zellen/ml) Zellen/ml) effizient (%) | Zellen/ml) Zellen/ml) effizient (%) [Zellen/ml) Zellen/ml) effizient (%) ] effizient (%)
MoxiZ 0,4 0,1 36,4 0,3 0,1 30,8 0,9 0,3 29,5 32,2
Sysmex KX-21N 1,6 0,3 16,1 2,4 0,1 4,8 3,4 0,7 20,4 13,7
CASY TTC-150 4,4 0,4 10,1 11,5 1,1 9,7 11,2 14 12,1 10,6
FACS 0,3 0,0 8,8 0,3 0,0 12,2 0,9 0,2 23,5 14,8
Neubauer-
Zéhlkammer 0,5 0,1 16,3 0,7 0,2 23,5 0,9 0,2 22,8 20,9
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Wie aus Tab. 13 hervorgeht, liefern alle eingesetzten Messmethoden bei der
Zellzahlbestimmung der DZs reproduzierbare Ergebnisse (Neubauer-Zahlkammer 20,88%
VarK; CASY TTC-150 10,64% VarK; Sysmex KX-21N 13,73% VarK; FACS SPF 14,83 VarK, grau
hinterlegt), auBer MoxiZ (VarK 32,24%).

4.1.2.2) Prazision der Zellzahlbestimmung von DZ-Kulturen
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Abb. 6: Analyse der Prdizision der Zellkulturbestimmung der DZ-Proben gemessen mit
MoxizZ, Sysmex KX-21N, CASY TTC-150, FACS SPF und der Standard-Methode Neubauer-
Zéihlkammer. Fiir jede DZ-Kultur (DZ LRSC 35 (a), 42 (b) und 57 (c)) sind die Einzelmesswerte
(n=3) (Messung 1 blau, Messung 2 rot, Messung 3 griin) gemessen mit der jeweils
angefiihrten Methode, der Mittelwert (x) (Legende d) sowie die Spannweite der
Einzelmessungen (l) gezeigt.

Anhand der Abb. 6 ist zu erkennen, dass die Messergebnisse von FACS SPF und MoxiZ
weniger von der Standard-Methode abweichen als die von CASY TTC-150 und Sysmex KX-
21N.
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Aus Tab. 14 geht hervor, dass keine der Methoden im Vergleich zur Standard-Methode

prazise Messergebnisse liefert (VarK >+25%). Die héchste Ubereinstimmung weisen MoxiZ

(30,1% mittlere Abweichung) und FACS SPF (36,6% mittlere Abweichung) auf.

Tabelle 14: Prdzision der Zellzahlbestimmung von DZ-Kulturen mittels MoxiZ, Sysmex KX-21N,
Casy TTC-150 und FACS SPF Vergleich zur Standard-Methode Neubauer-Zidhlkammer.

DZLRSC 35 Abweichung DZLRSC 42 Abweichung DZLRSC 57 Abweichung Mittelwert
Mittelwert von Standard- (Mittelwert von Standard- Mittelwert von Standard- Abweichung
(1076 Methode (%) 1076 Methode (%) (1076 Methode (%) von Standard-
Zellen/ml) Zellen/ml) Zellen/ml) Methode (%)
(n=3) (n=3) (n=3)
Neubauer- 0,5 - 0,7 0,9
Zahlkammer
MoxiZ 0,4 33,2 0,3 57,1 0,9 0,1 301
Sysmex KX- 1,6 190,5 2,4 269,6 3,4 302,4 254,2
21N
CASY TTC- 4,4 709,6 11,5 1641,8 11,2 1229,4 1193,6
150
EACS SPF 0,3 46,6 0,3 57,9 0,9 5,4 36,6

Auffallig ist, dass die Methoden untereinander zum Teil deutliche Unterschiede in der

ermittelten Zellzahl aufweisen. Beispielsweise wurden fiir die Probe DZ LRSC 42 Zellzahlen

von im Mittel 0,3x1076 DZs/ml (gemessen mit MoxiZ) bis 11,5x1026 PBMCs/ml (gemessen

mit CASY TTC-150) ermittelt.

4.1.3) Vitalitatsbestimmung der Zellkulturen

4.1.3.1) Reproduzierbarkeit der Vitalitatsbestimmung von PBMC-Kulturen

Tabelle 15: Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Vitalitidtsbestimmung von PBMC-Proben

gemessen mit Neubauer-Zéhlkammer, CASY TTC-150 und FACS SPF.

PBMCLRSC 58 (n=3) PBMCLRSC 59 (n=3) PBMCLRSC 23 (n=3)
Standardab- Standardab Standardab- Mittlerer
Mittelwert weichung Variationsko- | Mittelwert -weichung Variationsko- | Mittelwert  weichung Variationsko- | Variationsko-
(%-Vitalitit) (%-Vitalitat) effizient (%) |(%-Vitalitit) (%-Vitalitdt) effizient (%) | (%-Vitalitit) (%-Vitalitdt) effizient (%) | effizient (%)
CASY TTC-
150 94,4 0,1 0,1 94,7 0,1 0,1 93,0 0,1 0,1 0,1
FACS SPF
99,6 0,0 0,0 99,5 0,1 0,1 90,4 10,1 11,1 3,8
Neubauer-
Zihlkammer 93,8 0,3 0,3 92,4 11 1,2 48,8 3,8 7,8 3,1

Bei der Bestimmung der Vitalitdat der PMBCs liefern alle drei Methoden reproduzierbare

Ergebnisse (Vark<+25%) (s. Tab. 15, grau hinterlegt), wobei die hochste Reproduzierbarkeit
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mit CASY TTC-150 erzielt wird (VarK 0,1%) (Neubauer-Zdhlkammer VarK 3,1%) und FACS SPF

VarK 3,8%).

4.1.3.2) Prazision der Vitalitatsbestimmung von PBMC-Kulturen
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Abb. 7: Analyse der Prdizision der Vitalitdtsbestimmung der PBMC-Proben gemessen mit
CASY TTC-150, FACS SPF und der Standard-Methode Neubauer-Zédhlkammer. Fiir jede

Prizision der Vitalittsbestimmung - PBMC LRSC 58
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PBMC-Kultur (PBMC LRSC 58 (a), 59 (b) und 23 (c)) sind die Einzelmesswerte (n=3) (Messung
1 blau, Messung 2 rot, Messung 3 griin) gemessen mit der jeweils angefiihrten Methode, der
Mittelwert (x) (Legende d) sowie die Spannweite der Einzelmessungen () gezeigt.

Anhand der Abb. 7 ist zu erkennen, dass die Messergebnisse von CASY TTC-150 weniger von

der Standard-Methode abweichen als die von FACS SPF.

Aus Tab. 16 geht hervor, dass keine der Methoden im Vergleich zur Standard-Methode

prazise Messergebnisse liefert (VarK >£25%). CASY TTC-150 liefert etwas prazisere

Ergebnisse (mittlere Abweichung 31,3%) als FACS SPF (mittlere Abweichung 33,0%).
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Auffallig ist, dass in der Vitalitatsbestimmung der Probe PBMC LRSC 23 mit der Standard-

Methode eine Vitalitdat von im Mittel 48,8% gemessen wird. Die beiden anderen Methoden

weichen hier um ca. 90% von der Standard-Methode ab. In den Messungen der beiden

anderen Kulturen (PBMC LRSC 58 und 59) zeigen sich hingegen nur Abweichungen von max.

7,7% zur Standard-Methode.

Tabelle 16: Prdzision der Vitalitdtsbestimmung von PBMC-Kulturen gemessen mittels CASY

TTC-150 und FACS SPF in Bezug zur Standard-Methode Neubauer-Zéihlkammer.

PBMCLRSC 58 Abweichung PBMCLRSC 59 Abweichung PBMCLRSC 23 Abweichung Mittelwert
Mittelwert (%- von Standard- Mittelwert von Standard- Mittelwert von Standard- Abweichung
Vitalitat) Methode (%) (%-Vitalitat) Methode (%) (%-Vitalitat) Methode (%) von Standard-
Methode (%)
Neubauer- 93,8 92,4 48,8
Zahlkammer
CASY TTC- 94,4 0,7 94,7 2,5 93,0 90,7 31,3
150
EACS SPF 99,6 6,1 99,5 7,7 90,4 85,3 33,0

4.1.3.3) Reproduzierbarkeit der Vitalitatsbestimmung von DZ-Kulturen

Neubauer-Zahlkammer, CASY TTC-150 und FACS SPF liefern hinsichtlich der

Vitalitatsbestimmung von DZ-Kulturen reproduzierbare Ergebnisse (VarkK< + 25%) (s. Tab. 17,

grau hinterlegt), wobei FACS SPF die hochste Reproduzierbarkeit (VarK 2,6%) zeigt

(Neubauer-Zahlkammer VarK 7,5% und CASY TTC-150 VarK 4,4%).

Tabelle 17: Reproduzierbarkeit der Vitalitdtsbestimmung von DZ-Kulturen gemessen mit

Neubauer-Zihlkammer, CASY TTC-150 und FACS SPF.

DZLRSC 35 (n=3)

DZ LRSC 42 (n=3)

DZLRSC 57 (n=3)

Standardab- Standardab- Standardab- Mittlerer
Mittelwert weichung Variationsko-{ Mittelwert weichung Variationsko- | Mittelwert weichung Variationsko- | Variationsko-
(%-Vitalitdt) (%-Vitalitat) effizient (%) [(%-Vitalitdt) (%-Vitalitdt) effizient (%) |(%-Vitalitdt) (%-Vitalitat) effizient (%) | effizient (%)
CASY TTC-150 52,4 2,6 5,0 64,7 4,0 6,2 67,6 1,4 2,1 4.4
FACS SPF 90,4 4,4 4,9 78,1 1,8 2,3 97,9 0,5 0,5 2,6
Neubauer-
Zahlkammer 77,5 8,5 10,9 75,1 6,7 9,0 92,4 2,4 2,6 7,5
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4.1.3.4) Prazision der Vitalitatsbestimmung von DZ-Kulturen

Anhand der Abb. 8 ist zu erkennen, dass die Messergebnisse von FACS SPF weniger von der

Standard-Methode abweichen als die von CASY TTC-150.
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40,00

Newaver Zahkammer  CASYTTC-150 facs soF
Abb. 8: Analyse der Prdzision der Vitalitdtsbestimmung der DZ-Proben gemessen mit CASY
TTC-150, FACS SPF und der Standard-Methode Neubauer-Zéhlkammer. Fir jede DZ-Kultur
(DZ LRSC 35 (a), 42 (b) und 57 (c)) sind die Einzelmesswerte (n=3) (Messung 1 blau, Messung
2 rot, Messung 3 griin) gemessen mit der jeweils angefiihrten Methode, der Mittelwert (x)
(Legende d) sowie die Spannweite der Einzelmessungen (l) gezeigt.

Aus Tab. 18 geht hervor, dass FACS SPF und CASY TTC-150 im Vergleich zur Standard-
Methode prazise Messergebnisse liefern (VarK <+25%, grau hinterlegt). FACS SPF liefert

prazisere Ergebnisse (mittlere Abweichung 9,0%) als CASY TTC-150 (mittlere Abweichung
24,4%).
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Tabelle 18: Préizision der Vitalitdtsbestimmung von DZ-Kulturen gemessen mittels Neubauer-
Zidhlkammer, CASY TTC-150 und FACS SPF.

DZLRSC 35 Abweichung DZLRSC 42 Abweichung DZLRSC 57 Abweichung Mittelwert
Mittelwert (%- von Standard- Mittelwert von Standard- Mittelwert von Standard- Abweichung
Vitalitat) Methode (%) (%-Vitalitat) Methode (%) (%-Vitalitat) Methode (%) von Standard-
Methode (%)
Neubauer- 77,5 - 751 - 92,4
Zahlkammer
CASY TTC- 52,4 32,4 64,7 13,9 67,6 26,8 24,4
150
EACS SPF 90,4 16,6 78,1 3,4 97,9 6,0 9,0

4.2) Chargenkontrolle Zytokine

Kontrolle: TNF-a.(Chargennr. 1406)C11)

kDa
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Abb. 9: Ergebnisse der Chargenkontrolle von TNF- o. (Chargennr. 1406JC11) analysiert
mittels Western Blot. Die Abbildung zeigt die Zusammenstellung von Marker und Western
Blot-Ergebnis der Chargenkontrolle. . Zeigt das vom Hersteller angegebene
Auftrennungsmuster des Gréfienmarkers Nr. 26616 (nach:
http://www.piercenet.com/product/pageruler-prestained-protein-ladder-10-170k). |l. zeigt
die Fotodokumentation der Western Blot-Membran belichtet mit weifsem Licht. Hier sind der
Marker deutlich, die Probenbanden schwach erkennbar. lll. zeigt die Fotodokumentation der
unbelichteten Western Blot-Membran. V. zeigt die Beladung der Spuren (1-10).
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Abb. 9 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Chargenkontrolle fiir TNF-o.: Die Banden der
Referenz- und Zytokine liegen in der Laufstrecke tber denen der GréRenmarker von 10kDa
und 15kDa (diese Banden hatten sich bei Beendigung der Elektrophorese noch nicht
aufgetrennt). Dies entspricht den Herstellerangaben zur MoleklilgréRe des TNF-a. von
17,5kDa. Signale anderer MolekiilgroRe, welche auf eine Verunreinigung der Zytokine
hinweisen konnten, finden sich nicht. Semiquantitativ zeigt sich, dass sich die Signale der in
steigender Konzentration eingesetzten Zytokine bzw. Referenz-Zytokine proportional
verhalten. Somit ist davon auszugehen, dass in den Zytokin-Proben die gleichen

Wirkstoffmengen enthalten sind, wie in den Positivkontrollen.

Hz0 Referenz-Zytokin Protein Zytokin
marker
| —— —— ——— — IL-4
Zytokin GM-CSF IL-4 TNF-0L IL-1R
Chargennr. 1412)C11 14031J11 1406JC11 1011HG11
MolekiilgréRe 14,5kDa 14kDA 17,5kDa 17kDa
(Herstellerangabe)
Laufstrecke analog =10und 15kDa =10 und 15kDa kiirzer = 10 und kiirzer = 10 und
zu GréRenmarker 15kDa 15kDa

Abb. 10:Zusammenfassung der Ergebnisse der Chargenkontrolle mittels Western Blot aller
zur DZ-Differenzierung benétigter Zytokine (GM-CSF, IL-4, TNF-o. und IL-1f3). Zytokine und
Referenz-Zytokine verhalten sich hinsichtlich der Wanderungsstrecke im elektrischen Feld und
in der Verdiinnungsreihe gleich (s. Bildausschnitte). Die Wanderungsstrecke der Zytokine
entspricht den Herstellerangaben bzgl. der jeweiligen Molekiilgréfie in Da (s. Tabelle).

Auch die Ergebnisse der Prifung der Gibrigen Zytokine(GM-CSF, IL-4 und IL-1R) lieferten

beziglich Molekilgrolle, Vergleichbarkeit zum Referenz-Zytokin, semiquantitative Analyse
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der enthaltenen Wirkstoffmengen und der Reinheit der Probe gleiche Ergebnisse. In Abb. 10
sind die Ergebnisse zusammengefasst. Die Wanderungsstrecke der jeweiligen Zytokine im
Vergleich zum Marker entspricht jeweils dem vom Hersteller angegebenen Molekiil-
Gewicht. Hinsichtlich der Signalintensitat und Wanderungsstrecke gleichen sich Zytokin und
Referenz-Zytokin in allen Verdiinnungsstufen. Zusatzliche Banden konnten nicht detektiert

werden.

4.3) Durchflusszytometrische Immunphéanotypisierung der dendritischen Zellen

Zur Immunphanotypisierung wurden die generierten DZs durchflusszytometrisch auf die
Expression der Marker CD14, CD80, CD 83, CD 86, HLA-DR CCR7, CD1a und PD-L1 (=CD247)
hin analysiert (s. Abb. 11-13).

Expression der Oberflichenmarker CD14, CD86, CD80, CD83 und HLA-DR durch DZ V1-4

33,6 Tag0 Tag7 MTag9 Mnach Kryokonservierung
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3L330,0
30—

20 1
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Vitaltitdt DZ CcD14- CDB6/CD14- CDBO/CD14- HLA-DR/CD14- CD83,/CD14-
Abb. 11: Ergebnisse der FACS-Analyse der Oberfliichenmarker CD14, CD80, CD83 und HLA-
DR. Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler DZs fiir die Tage 0 (gelb), 7 (griin), 9 (rot)
und nach Kryokonservierung (blau). Zusdtzlich ist der Prozent-Anteil CD14-negativer Zellen

(DZs) angezeigt sowie der Prozentanteil der CD14-negativen Zellen, welche zusdtzlich fiir die
Marker CD86, CD80, HLA-DR und CD83 positiv sind.

Aus Abb. 11 geht hervor, dass die Zellen an allen Zellkulturtagen und auch nach
Kryokonservierung eine hohe Vitalitat aufweisen. Mit zunehmender Zellkulturdauer steigt
der Anteil der CD14-negativen Zellen (DZs) (Tag 0 4,1%; Tag 9 31,3%). Die Expression der
Reifungsmarker CD86, CD80, HLA-DR und CD83 durch die CD14-negativen Zellen (DZs) steigt
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mit zunehmender Zellkulturdauer. Da die Ausgangzellen (Tag 0) fur die Marker CD86 und
HLA-DR zu hohen Anteilen (44,6 %; 69,6%) positiv sind, wurde zusatzlich der MFI (s. 3.2.4)
fir diese Marker bestimmt. Abb. 12 zeigt die MFI-Werte der CD14-negativen Zellen (DZs) der

Tage 0, 7, 9 und nach Kryokonservierung.

Hierdurch wird verdeutlicht, dass die CD14-negativen Zellen (DZs) die Marker CD86 und HLA-
DR deutlich starker exprimieren als die monozytaren Zellen (Tag 0) (MFI CD86 Tag 0 2,6
gegeniber Tag 9 62,8; MFI HLA-DR Tag 0 26,3 gegenliber Tag 9 249,2), wenngleich der
Prozentanteil der fir diese Marker positiven Zellen (s. Abb. 11) primar einen weniger
deutlichen Unterschied anzeigt. Zudem zeigt sich, dass der Phdanotyp der exprimierten

Oberflaichenmarker auch nach Kryokonservierung stabil ist.

Expression der Oberflichenmarker CD86 und HLA-DR durch

DZV1-4
Tag0 Tag 7 BTag 9 B nach Kryokonservierung
300,0
2492
2500
2000
£ 1500
1122
100,0
628 574
500 430
2.6
0,0 T
CDE6,/CD14- HLA-DR/CD14-

Abb. 12: Ergebnisse der FACS-Analyse der Oberfliichenmarker CD86 und HLA-DR.
Dargestellt ist der MFI der Marker CD86 und HLA-DR fiir die CD14-negativen Zellen (DZs).
Untersucht wurden DZs von Tag 0 (gelb), 7 (griin), 9 (rot) und nach Kryokonservierung (blau).

Abb. 13 zeigt die Mittelwerte der Expression der Oberflaichenmarker CCR7, CD1a und PD-L1
durch die DZs aus V1-V4 je von Tag 0, 7 und 9. Der Gehalt CD14-negativer Zellen (DZs)steigt
von Tag 0 (9,7%) bis Tag 9 (31,7%) kontinuierlich an. Diese CD14-negativen Zellen (DZs)

exprimieren zu den folgenden Prozentanteilen die Marker CCR7, CD1a und PD-L1:
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CCR7 ist an Tag 0 am starksten (26,3%) und an den Tagen 7 (3,9%) und 9 (6,8%) schwacher
ausgepragt. CD1a ist an Tag 7 (25,8%) am hochsten und an den Tagen 9 (6,9%) und 0 (2,1%)
schwécher ausgepragt. PD-L1 ist an Tag 7 (34,5%) starker ausgepragt als an Tag 0 und 9 (Tag
04,2%; Tag 9 32,0%).

Expression der Oberflachenmarker CCR-7, CD1a und PD-L1 durch DZ V1-V4
Tag O Tag7 MTag?9
40,0

34,5
35,0

31,7

32,0
30,0
27,1 26,3
25,8
250 ———
200
150 ——
8.7
100 +———— ] 6.9
4,2
“T = e .
0,0 T T T

cD14- CCR7 /CD14- CD1a/CO14- PD-L1/CD14-
Abb. 13:Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Oberfliichenmarker CCR7,
CD1a und PD-L1 gemessen an DZs von V1-V4, je von Tag 0 (gelb), Tag 7 (griin) und Tag 9
(rot). Dargestellt ist der gemittelte Prozentanteil der in der Probe enthaltenen DZs (CD14-
negativ) sowie der Prozentanteil der DZs (CD14-negative Zellen) die fiir die Marker CCR7,
CD1a und PD-L1 positiv sind.

%-Wert

Wie in 3.2.8) beschrieben wurden zusatzlich auch die Monozyten, Lymphozyten und NK-
Zellen in den Kulturen analysiert (s. Abb. 14). Hier zeigt sich, dass durch die Apherese
(s.3.1.5.1) die CD14-positiven Zellen mit einem Anteil von iber 50% aus dem Spenderblut
isoliert werden kénnen. lhre Anzahl nimmt wahrend der 9 Tage Zellkultur deutlich ab (53,7%
auf 12,5%). Die Ubrigen Leukozyten machen {iber die gesamte Kulturdauer maximal etwa ein

Funftel der Zellen in Kultur aus.
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Analyse der Leukozytenin Kultur DZ V1-V4

Tag0 Tag7 MTag9
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Abb. 14: Ergebnisse der FACS-Analyse der iibrigen Zell-Populationen in den DZ-Proben.
Analysiert wurden die Monozyten (CD14+), Lymphozyten(CD3-positive T-Zellen, CD3-negative
und CD19-positive B-Zellen) und NK-Zellen (CD3-negativ und CD16/56-positiv) in den
Zellkulturen DZ V1-V4 Tag 0 (gelb), 7 (griin) und 9 (rot).

4.4) Bio-Assay zur Qualitatskontrolle des Zellkulturmediums der klinischen

Validierung

In Abb. 15 sind die Mittelwerte der Ergebnisse des Bio-Assay fiir die beiden angegebenen
Chargen des CellGro-Zellkulturmediums dargestellt. Der hochste Gehalt an DZs nach Kultur
wird im CellGro-Zellkulturmedium gemessen (20,2%). Im Vergleich dazu ist der DZ-Gehalt
nach Kultur in den Vergleichsmedien (RPMI-Zellkultur-Medium 8,2%; PBS 6,6%) deutlich
geringer. Auch CD14 ist im Vergleich zu den Vergleichsmedium (RPMI 53,1%; PBS 9,0%)
geringer ausgepragt. Die Vitalitat der DZs nach Kultur im CellGro-Zellkulturmedium (86,7%)
und die Expression der Reifungsmerker CD 80 (49,5%) und CD83 (29,2%) sind hoch.

Betrachtet man die Ergebnisse im Einzelnen (s. Tab. 19) fallt auf, dass bei Verwendung
unterschiedlicher Zellkulturen zur Priifung einer Charge des Zellkulturmediums die
Messergebnisse variieren, wobei die Ergebnisse ermittelt mit der gleichen Zellpopulation
und unterschiedlichen CellGro-Chargen weniger unterschiedlich sind, als die ermittelt mit
unterschiedlichen Zellpopulationen und der gleichen CellGro-Charge. So sind z.B. nach 48h-
Zellkultur der Zellen aus DZ V1 31,1% (CellGro Chargennr. 1069X) bzw. 24,4% (CellGro
Chargennr. 0882A) CD80-positiv. Die Zellen der Probe DZ V2 sind zu 68,3% bzw. 74,2%
(CellGro Chargennr. 1069X bzw. 0882A) CD80 positiv (s. Tab. 19, grau hinterlegt).
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Bio-Assay: Mittelwerte der Chargennr. 1069X und 0882A
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’ DZsCD14- Vitalitat CD14 + (%) CD80+DZs CD83+DZs
(%) DZs (%) (%) (%)
H RPMI (Reihe 1) 8,2 94,6 53,1 10,5 2,4
M PBS (Reihe 2) 6,6 89,2 9,0 45,8 45,7
CellGro Mittelwerte (Reihe 3) 20,2 86,7 4,9 49,5 29,2

Abb. 15: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse des Bio-Assay. Die
Expression der Oberflichenmolekiile CD14, CD80 und CD83 sowie die Vitalitdt der DZs nach
48h Zellkultur in drei unterschiedlichen Medien wurden durchflusszytometrisch ermittelt:
RPMI-Zellkultur-Medium (Reihe 1, blau), PBS (Reihe2, rot) und CellGro-Zellkulturmedium
(Reihe 3, griin).

Tabelle 19: Ergebnisse des Bio-Assays von zwei Chargen des Zellkulturmediums (Chargennr.
1069X und 0882A) erhoben mit zwei Zellkulturen (DZ V1 und V2). Dargestellt sind die
Mittelwerte der Einzelmessungen (n=3) fiir die angegebenen Messparameter.

DZ-Kultur | Messparameter | CellGro 1069X CellGro 0882A
DZs CD14- (%) 7,6 11,5
Vitalitat DZs (%) 71,3 93,1
DZV1Tag0 CD14 + (%) 2 2
CD80+ DZs (%) 31,1 24,4
CD83+ DZs (%) 11 29,3
DZs CD14- (%) 29,1 32,4
Vitalitat DZs (%) 94 88,3
DZ V2Tag 0 CD14 + (%) 8,2 7,5
CD80+ DZs (%) 68,3 74,2
CD83+ DZs (%) 36,5 39,8
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4.5) Proteingehaltbestimmung des Tumorlysates

Tabelle 20: Ergebnisse der spektralphotometrischen Proteingehaltbestimmung fiir T6933.

T6933 (500mg in 10ml NaCl)

Verdiinnung 1:10 1:20 1:50

1. Messung (pg/ml) 329,2 232,2 | 194,8

2. Messung (ug/ml) 354,2 241,7 | 201

3. Messung (pug/ml) 269,8 394,8 | 188,5

Mittelwert (ug/ml) 351,1 289,6 194,8

Verdiinnungsfaktor bereinigt (ug/ml) | 3511 5791 9738 —Proteingehalt 6347ug/mi

Wie aus Tab. 20 hervorgeht, enthalt das TL T6933 6347ug Protein /ml. Anhand dieser
Konzentration ist es moglich zu berechnen, welche Volumina TL eingesetzt werden missen,

um eine definierte Menge an TL-Proteinen zu erhalten.

Die Berechnung lautet wie folgt:
6347ug Protein enthalten in 1ml TL
1ug Protein enthalten in 1/6347ml TL

XUg Protein enthalten in x*(1/6317)ml TL.

4.6) Nachweis der Avitalitat des hergestellten Tumorlysates

4.6.1) Trypanblau-Farbung des Tumorlysates

Die Abb. 16 zeigt exemplarisch die fotografische Aufnahme eines Quadranten der Neubauer
Zahlkammer nach Trypanblau-Farbung des TL T6933. Es zeigten sich mikroskopisch
zahlreiche inhomogene Fragmente. Die Abgrenzung zwischen Gewebs-und Zellfragment
bzw. kompletter Zelle fiel beim Auszadhlen schwer, was sich auch in den z.T. erheblichen
Unterschieden der Zahlergebnisse (s. Tab. 21) zeigt. Zudem erscheinen in der
Aufnahmeebene der Abb. 16 einige Strukturen (—) als ungefarbt und klar abgrenzbar und
kénnten so als ,vitale Zelle“ gewertet werden. Anderte man jedoch am Mikroskop die Ebene
des Praparates (Abb. 17), so erschienen auch diese Strukturen(—) blaulich und sind somit als

Ill

,avital” zu werten.

66




Abb. 16: Fotografische Aufnahme eines Quadranten der Neubauer Zéhlkammer nach
Trypanblau-Féirbung des TLT6933 zum Avitalitdtsnachweis. Die schwarzen Pfeile (—) zeigen
auf klare, d.h. nicht trypanblau-gefirbte, gut abgrenzbare Strukturen.

Abb. 17: Fotografische Aufnahme des gleichen Quadranten wie in Abb. 23 der Neubauer
Zihlkammer nach Trypanblau-Féirbung des TLT6933 zum Avitalitdtsnachweis, jedoch in
verdnderter Ebene. Die zuvor als méglicherweise ungeférbte Zellen (—) gewerteten
Strukturen erscheinen in dieser Ebene blau-gefdrbt.

67



Tabelle 21: Auszéihlungsergebnisse des trypanblau-gefédrbten TL T6933 in der Neubauer-
Zdhlkammer, ermittelt von drei unabhéngigen Untersuchern.

T6933 Quadrant Mittel- 10n6 % -vital
wert Zellen/ml
1 2 3 4

Untersucher 1 vital 0 0 0 0 0 0,0
avital 301 | 434 | 428 | 410 393,3 7,9

gesamt | 301 | 434 | 428 | 410 393,3 7,9 0
Untersucher 2 vital 0 0 0 0 0 0,0
avital 353 | 341 299 | 274 316,8 6,3

gesamt | 353 | 341 299 | 274 316,8 6,3 0
Untersucher 3 vital 0 0 0 0 0 0,0
avital 35 31 30 33 32,3 0,7

gesamt 35 31 30 33 32,3 0,7 0

Die Ergebnisse der Auszahlung variieren von 6,45 x 1075 bis 7,87 x 1076 Zellen/ml, wobei
kein Untersucher vitale Zellen detektieren konnte (s. Tab. 21). Die Avitalitdt des TL T6933
liegt somit bei 100%. Im Vergleich dazu wurden, wie aus Abb. 18 hervorgeht, bei der
Auswertung des pTL im Mittel 25% vitale Zellen durch drei unabhangige Untersucher

detektiert.

vitale Zellen W avitale Zellen

100

cTL pTL

Abb. 18: Auswertungsergebnisse der Trypanblaufédrbung des cTL und pTL.
Dargestellt sind die Mittelwerte der durch drei unabhdngige Untersucher
ausgezdhlten vitalen/avitalen Zellen im cTL und pTL. Im cTL konnten keine, im pTL
25% vitale Zellen detektiert werden.

Um die Trypanblau-Farbung als Methode zum Nachweis der Avitalitdt des TL zu validieren,

wurde wegen der z.T. sehr unterschiedlichen Auszahlungsergebnisse und der



Schwierigkeiten der eindeutigen Dokumentation drei weitere Methode hinzugezogen — ein

ATP-Assay, die Analyse mittels CASY TTC-150 und mittels Morphologi G3.

4.6.2) ATP-Assay zur Validierung des Avitalitatsnachweises des Tumorlysates mittels

Trypanblau-Farbung

Abb. 19 zeigt die Ergebnisse des ATP-Assay. Die RLU/s-Signale des TL liegen fiir alle
eingesetzten Proteinmengen (0,5ng bis 5g) unter dem RLU/s-Signal von 10 PBMCs und somit
weit unter der vom Hersteller angegeben Nachweisgrenze des Assay (ATP-Gehalt von 50
HEK-293 Zellen (Promega Corporation 2012)). Die emittierte Lichtmenge der PBMCs allein
und in Kombination mit TL zeigte keinen Unterschied, die Kurven liberlappen. Das Signal
steigt hier zudem proportional mit den eingesetzten PBMCs an. Das Signal des pTL liegt
deutlich Gber dem des cTL bei gleicher Proteinkonzentration. Dies zeigt, dass im TL keine
ATP-enthaltenden Zellen mehr vorhanden sind oder anders ausgedriickt, dass keine
metabolisch aktiven Zellen im TL vorliegen. Die PBMCs hingegen liegen als metabolisch

aktive Zellen vor.

ATP-Assay TLT6933

=0 PBMCs —— PBMCs +verd. Tumorlysat 0,5ng-5ug — B —Tumorlysat 0,5-5ug + plL

1,E+06

1,E+05

1,E+04

1,6+03

RLU/s

1,602

1,601

1,E+00

10 PBMCs / 0,5ng 25 PBMCs / S0PBMCs f 2,5ng 100 PBMCs / Sng 1043 PBMCs / 10A4PBMCs / 1045 PBMCs / Spg
TL 1,25ngTL TL TL 50ngTL 500ng TL TL

Abb. 19: Graphische Darstellung der Ergebnisse des ATP-Assay. Der ATP-Gehalt der TL (H)
liegt bei allen eingesetzten TL-Mengen (0,5ng-5ug) unter der Nachweisgrenze des Assay
(ATP-Gehalt von 50 HEK-293 Zellen). Der ATP-Gehalt der PBMCs ( O) steigt mit zunehmender
Zellzahl (10-10*5 PBMCs) an. Der ATP-Gehalt des Gemisches von TL und PBMCs ( A) steigt
mit zunehmender Zellzahl (10-10"5 PBMCs) und TL-Mengen (0,5ng-5ug) an. Die Signale von
PBMCs allein (O) und dem Gemisch aus PBMCs und TL ( A) sind kongruent. Das Signal des
pTL ( + ) liegt deutlich iiber dem des cTL bei gleicher Proteinkonzentration (5ug).
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4.6.3) Analyse des Tumorlysates mittels CASY TTC-150

Die Analyse mittels CASY TTC-150 (s. Abb.20) ergab fiir die ITC-Probe, dass 87,5% der

enthaltenen Partikel iber 10um grol® waren (vital). Die in der cTL-Probe enthaltenen Partikel

waren zu 78,7% kleiner als 10um (avital). Lichtmikroskopisch zeigen sich im cTL zahlreiche

inhomogene Fragmente, im ITC liegen groRe, runde und scharf begrenzte Strukturen vor.
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Ergebnisse Analyse des Tumorlysates mittels CASY
TTC-150. Dargestellt sind die Ergebnisse CASY TTC-150-Messung des ITC (A) und des cTL (B).
Die gestrichelte Senkrechte stellt die Grenze zwischen Zelltriimmern (links der gestrichelten

Senkrechten) und toten Zellen (rechts der gestrichelten Senkrechten) dar. Die durchgehende

Senkrechte stellt die Grenze zwischen toten Zellen (links der durchgehenden Senkrechten)
und lebenden Zellen (rechts der durchgehenden Senkrechten) dar. Zusdtzlich sind
lichtmikroskopische Aufnahmen von ungefdrbten Proben des ITC (C) und des cTL (D)
dargestellt (Messskala=10um).

4.6.4) Analyse des Tumorlysates mittels Morphologi G3

Die Analyse mittels Morphologi G3 (s. Abb. 21) ergab, dass im cTL Gber 95% der Partikel
einen CE-Durchmesser <10um aufweisen. Der groRte erfasse CE-Durchmesser lag bei

62,1um. Die Partikel im ITC waren deutlich gréRer, mit CE-Werten bis 138um. Anhand der
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Bilder einiger ausgewabhlter Partikel zeigt sich zudem, dass die ITC-Partikel relativ rund und
homogen sind und eine gleichmaRBige Oberflache aufweisen. Die cTL-Partikel dagegen sind

deutlich inhomogen und weisen unregelmafRlige Oberflachen auf.

1. Auswahl einiger identifizierter cTL-Partikel

R CE-Durchmesser (pm)
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Auswahl einiger identifizierter [TC-Partikel
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Abb.21: Ergebnisse der Analyse des Tumorlysates mittels Morphologi G3. Dargestellt ist die
GréfSen-Verteilung (CE-Durchmesser) aller in den cTL-(1.) und ITC-(lll.) Proben enthaltenen
Partikel. Zudem sind Bilder einiger ausgewdhlter Partikel aus den cTL-(Il.) und ITC-(IV.) Proben
dargestellt.

4.7) Migrations-Assay

Die DZs zeigen unter Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle ohne Stimulation ein
erhohtes Migrationsverhalten (s. Abb. 22). Hierbei weisen die DZs nach Kryokonservierung
im Vergleich zu den frischen DZs eine verringerte gerichtete Migration auf, welche jedoch

trotzdem der Endproduktspezifikation der Vakzine entspricht (s. Anlage 2).
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Migrationsassay DZ V1-4 Tag 9
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Abb. 22: Ergebnisse des Migrations-Assay mit Zellen aus DZ V1-4 Tag 9. Die Abbildung zeigt
das Verhdltnis spontan migrierter DZs (ohne Chemokin-Stimulation, links) zu den gerichtet
migrierten DZs (mit Chemokin-Stimulation, rechts) als relative Migration je vor
Kryokonservierung (schwarze Balken) und nach Kryokonservierung (graue Balken).

4.8) Analyse der Aufnahme von Dextran-Molekilen durch die dendritischen

Zellen

Aus Abb. 23 geht hervor, dass die unreifen DZs (Tag 7) deutlich mehr Dextran-FITC-Molekile
aufnehmen, als die reifen DZs (Tag 9): Der MFI von FITC ist bei DZ V1 (Abb. 23 a)) Tag 7 (42,1)
fast doppelt so hoch wie an Tag 9 (22,1); bei DZ V4 (Abb. 23 b)) Tag 7 (68,6) ist er fast
dreimal so hoch wie an Tag 9 (23,2).

a) Aufnahme Dextran-FITC DZ V1 b) Aufnahme Dextran-FITC DZ V4
B Probe Megativkontrolle (Inkubation auf Eis) B Probe Megativkontrolle (Inkubation auf Eis)
50,0 80,0
42,1 100 GB,6
40,0 X
60,0
30,0 25585
= 21 ., - o0
= 20,0 | X £ 400
3[:] D ha = s §
5 252 0,3
10,0 — 20,0 ——
00 100 7.3 —
Tag7 Tag® 6.0
Tag7 Tag 9

Abb. 23: Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse der Aufnahme von Dextran-FITC
durch Zellen von DZ V1(a) und DZ V4 (b) Tag 7 und Tag 9. Dargestellt ist die MFI von FITC

sowohl der Proben (schwarz), als auch der Negativkontrollen (grau).
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4.9) Analyse der Aufnahme von FITC-markiertem Tumorlysat durch die

dendritischen Zellen

Aus Abb. 24 geht hervor, dass die unreifen DZs (Tag 7) das FITC-gekoppelte TL nach
intrazellular Aufnehmen. Abb. 25 zeigt, dass die unreifen DZs (Tag 7, MFI 130,18) eine

hohere Aufnahme von TL-FITC aufweisen, als die reifen DZs (Tag 9, MFI 111,16).

Abb.24: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der intrazelluléren Aufnahme von FITC-
markiertem TL durch die DZs. Gezeigt sind DZs von V4 Tag 7 nach Aufnahme von FITC
(griines Signal)-gekoppeltem TL in 40x VergréfSerung.

Aufnahme FITC-gekoppeltes TL DZ V4
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Abb. 25: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Aufnahme von FITC-
markiertem TL. Gezeigt ist die MFI fiir FITC der Zellen von DZ V4 Tag 7 (unreife DZs) und Tag
9 (reife DZs) nach Inkubation mit FITC-markiertem TL.
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4.10) PCR-Analyse der Expression von Interferon-y in CD8-positiven T-Zellen

4.10.1) Test der Primer und Optimierung der PCR-Bedingungen

Aus Abb.26 geht hervor, dass fiir alle Ziel- und House-Keeping-Gene Banden in den Proben-
Spuren (b) detektierbar sind, deren Lange der Lange der Zielgene entspricht, wobei GAPDH
(Spur 3) und CD8 (in beiden Proben (b1 und b2) Spur 7 und 8) sehr schwache Signale
aufweisen. Die Negativkontrolle von INF-y2 (Spur 11) ist wiederholt positiv (das Primerpaar
wurde zuvor neu angesetzt). Dies lasst auf unspezifische Bindungen riickschliefen, sodass
dieses Primerpaar zur weiteren Analyse nicht mehr eingesetzt wurde. Auch GAPDH und R-
Actin wurden im Verlauf nicht weiter eingesetzt, da ihre Signale deutlich schwacher waren,
als die von RNA-Polymerase und TBP. Die Ergebnisse der vorangegangenen

Optimierungsschritte sind nicht dargestellt.

Abb. 27 und 28 zeigen die Ergebnisse der Untersuchung zur Optimierung der Primer-
Konzentrationen. Zusammengefasst zeigte sich hier, dass fiir alle untersuchten Zielgene
auller CD8 die Ansétze b) (je 150nM Primer) und e) (je 300nM Primer) gut detektierbare
Banden liefern und somit zur PCR eingesetzt werden kdnnen.

RNA-
Polymer-
Nr.SMOGApDH R-Actin CD8 INF-yl INF-y2 INFy3 ase TBP
373 101bp S0bp 62 bp 117bp 75bp 93bp 134bp 161bp

BB |[2bibz |[ab |[2B|[2B|[a B]| [2 b ]

Marker

500bp ——>
250bp

150bp ——3 -

100bp ——> -
S50bp ——>

a: Probe ohne cDNA b: Probe mit cDNA
b1:gleiche cDNA, wie bei den Ubrigen
b2: cDNA aus unstimulierten T-Zellen

Abb. 26:Gel-Dokumentation der PCR zur Etablierung einer PCR-Methode zum Nachweis der
Expression von INF-y durch CD8 positive T-Zellen. Spur 1: DNA-Marker SMO 373. Spur 2-5
und 9-18: Negativkontrollen (a) und Proben (b) fiir die obenstehenden Primer (GAPDH, f3-
Actin, INF-y1, INF-y2, INF-y3). Spur 6-8: Negativkontrolle (a) und Probe mit gleicher cONA
(b1) wie bei den zuvor genannten Primern, sowie mit cDNA unstimulierter CD8-positiver
Zellen (b2) fiir CD8. Die Gréfienangaben der Marker-Banden und die der
Amplifikationsprodukte sind nach Herstellerangaben bzw. nach Angaben der designten
Primer beschriftet.
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Marker RNA-Polymerase

Nr.SMO
242 -cDNA +CDNA
[a b ¢ de f gh il
Primerkonzentration
(nM)
500bp—> |
forward reverse 200bp .
100bp—s3
a) 50 50
b) 150 150
<) 150 50
d) 50 150
Marker
e) 300 300 N TBP
f) 300 50 242  -cDNA +cDNA
I T Ok T e s A B SR o |
g) 50 300 500b ||
p S
h) 300 150
200bp—>
i) 150 300 100bp——>

Abb. 27: Gel-Dokumentation der PCR zur Optimierung der einzusetzenden Primer-
Konzentrationen (1). Die Spuren fiir RNA-Polymerase (l.) enthalten folgende Proben: Spur 1:
DNA-Marke SM0242. Spur3: Negativkontrolle. Spur 5-13: Proben mit variierenden Primer-
Konzentrationen (a-i). Die Spuren fiir TBP (ll.) enthalten folgende Proben: Spur 1: DNA-Marke
SMO0242. Spur3: Negativkontrolle. Spur 5-13: Proben mit variierenden Primer-
Konzentrationen (a-i). Die Primer-Konzentrationen (forward und reverse Primer) variieren,
wie in der linksstehenden Tabelle angegeben (a-i). Die Gr6fsenangaben der Marker-Banden
sind nach Herstellerangaben beschriftet.

Marker

cD8 INF-y1
Nr.SMO
Primerkonzentration 242 -cDNA +cDNA -cDNA +cDNA
(nM) ] [@abc def gh il [ ] a b ¢ d
forward reverse 500bp
200b
a) 50 50 100b33 I
b) 150 150
c) 150 50
d) 50 150
e | 300 300 ’\'\l"asrl'\‘/le(; INF-y1 INF-y3
r.
f) 300 50 242 +CcDNA cDNA +cDNA
i b d f T
2 . 300 7] T A [a C e g i I
500bp
h) 300 150 28(0]Ep
1 Dj
i) 150 300

Abb. 28: Gel-Dokumentation der PCR zur Optimierung der einzusetzenden Primer-
Konzentrationen (2). Spur 1: Marker SMO0 242. Spur 3: Negativkontrolle CD8. Spur 5-13:
Proben mit variierenden Primer-Konzentrationen CD8(a-i). Spur 15: Negativkontrolle INF-y1.
Spur 17-20: Proben mit variierenden Primer-Konzentrationen INF-y1 (a-d). In der unteren Gel-
Reihe (I1.) sind folgende Proben aufgetragen: Spur 1: Marker SMO 242. Spur 3-7: Proben mit
variierenden Primer-Konzentrationen INF-y1 (e-i). Spur 9: Negativkontrolle INF-y3. Spur 11-
19: Proben mit variierenden Primer-Konzentrationen INF-y3 (a-i).Die Primer-Konzentrationen
(forward und reverse Primer) variieren, wie in der linksstehenden Tabelle angegeben (a-i). Die
Gréfienangaben der Marker-Banden sind nach Herstellerangaben beschriftet.
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4.10.2) Quantitative Real-Time PCR

Tabelle 22: Ergebnis der qRT-PCR, in welcher cDNA, gewonnen aus mit PHA stimulierten
(Probe) und unstimulierten (Kontrolle) T-Zellen, als Matrize eingesetzt wurde.

Zielgen CT-Wert Probe | CT-Wert Kontrolle | Blank
GAPDH 24,6 24,9 positiv
B-Actin 22,3 23,4 positiv
CD8 26,2 27,2 negativ
INF-y1 31,9 37,3 positiv
INF-y2 32,3 35,0 positiv
INF-y3 31,7 36,2 negativ
PNA-Polymerase 26,7 26,9 positiv
TBP 29,1 29,4 negativ

Basierend auf dem optimierten PCR-Protokoll aus 4.11.1) wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt,
um zu prifen, ob diese nach dem optimierten PCR-Protokoll durchgefiihrt werden kann. Tab.
22 zeigt die CT-Ergebnisse der gRT PCR (eingesetzte cDNA-Menge 1ul (1:10 mit H,0
(Nuklease-frei) verdiinnt); Anlagerungs-Temperatur 58,5°C; PCR-Zyklen 45; Primer-

Konzentration (forward und reverse Primer) je 500nM).

In Abb. 29 sind die , relativen Genexpressionen” von CD8 und INF-y3 normiert auf TBP
dargestellt. Dabei wird der Expression des Zielgens in unstimulierten Zellen der Wert 1

zugeordnet, und die Expression in den stimulierten Zellen als Vielfaches davor berechnet.

Z

a)

s INF-y3

503

S w Ly

Relative Genexpression
oW

Relative Genexpresstion
(=1
o

100

Kontrolle [-PHA) Probe [+FHA]

=1

Kontrolle [-PHA) Probe [+PHA)

Abb. 29: Ergebnis der CD8 (a) und INF-y3 (b) Expression stimulierter und unstimulierter T-
Zellen gemessen mit einer gRT-PCR mit CD8-spezifischen Primern. Als Matrize diente cDNA
isoliert aus stimulierten (+PHA) und unstimulierten (-PHA) T-Zellen. Die Abbildung zeigt das
Verhdiltnis der relativen CD8- (a) bzw. INF-y3- (b) Expression von unstimulierten (grau)
gegeniiber stimulierten T-Zellen (schwarz), wobei die relative Expression der Probe als
Vielfaches der Kontrolle dargestellt ist.
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Die Ergebnisse der Gibrigen Gene (GAPDH, R-Actin RNA-Polymerase, INF-y1 und 2) wurden
aufgrund der positiven Negativkontrollen (s. Tab.22, grau hinterlegt) nicht in die Berechnung

mit einbezogen.

Im Vergleich von unstimulierten (Kontrolle (-PHA)) und stimulierten (Probe (+PHA)) T-Zellen
zeigte sich, dass die stimulierten T-Zellen 1,6-fach starker CD8 exprimieren als die
unstimulierten T-Zellen. Die Expression von INF-y3 stieg unter Stimulation mit PHA in den T-

Zellen im Vergleich zu den unstimulierten T-Zellen um den Faktor 5,0 an.

Zusammengefasst zeigt sich zum einen, dass die angewendeten PCR-Einstellungen, die nach
den Ergebnissen aus 4.10.1) als optimal gewertet wurden, auch zur gRT-PCR verwendet
werden kdnnen. Zum anderen zeigt sich, dass die gRT-PCR eine geeignete sensitive Methode
ist, um die Stimulation von T-Zellen anhand der erhéhten CD8- und INF-y3-Expression

nachzuweisen.

In 4.10.1) wurden die Ergebnisse der Optimierung der Primer-Konzentration fiir die PCR mit
anschlieRender Gelelektrophorese vorgestellt. Hierbei waren sowohl mit je 150nM oder
300nM Primer (forward und reverse) gleich gute Ergebnisse zu erzielen. Daher wurden diese
Konzentrationen zur weiteren Optimierung der gRT-PCR-Protokolle auch vergleichend in
einer gRT-PCR eingesetzt. Wie aus Tab. 23 hervorgeht, wurden bei Verwendung von 300nM
Primer-Konzentration fir RNA-Polymerase 3 PCR-Zyklen weniger benotigt (grau hinterlegt)

als bei 150nM. Bei CD8, INF-y3 und TBP betragt der Unterschied der CT-Werte nur ca. 1.

Tabelle 23: Ergebnis der gqRT PCR zur Optimierung der Primer-Konzentrationen.

Zielgen 150nM Primer CT-Wert | 300nM Primer CT-Wert | ACT
CD8 37,0 37,8 0,8
INF-y1 33,7 34,8 1,1
INF-y3 36,3 37,0 0,7
RNA-Polymerase | 34,3 31,1 3,2
TBP 34,7 34,8 0,1

Auch die einzusetzende cDNA-Menge wurde, wie bereits in 4.11.1) zur Optimierung des PCR-
Protokolls, in einer weiteren qRT-PCR zur Optimierung variiert. Hierzu wurden die gleiche
cDNA (1pl) entweder 1:5, oder 1:10 verdiinnt eingesetzt. Aus Tab. 24 geht hervor, dass die
CT-Werte aller Zielgene bei Einsatz von 1:5 verdiinnter cDNA niedriger sind als bei 1:10

Verdinnung (ACT 0,5-2,2, s. Tab. 23 grau hinterlegt).
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Tabelle 24: Ergebnis der gqRT PCR zur Optimierung der einzusetzenden cDNA-Menge.

Zielgen c¢DNA 1:5 verdiinnt CT-Wert | cDNA 1:10 verdiinnt CT-Wert | ACT
CD8 24,2 25,8 1,6
INF-yl 33,2 33,7 0,5
INF-y3 32,0 34,2 2,2
RNA- 26,6 28,3 1,7
Polymerase

TBP 29,4 30,7 0,7

Zusammenfassend ergaben sich anhand dieser gewonnenen Ergebnisse folgende
Optimierungen fir das gRT- PCR-Protokoll: cDNA-Menge 1ul 1:5 verdiinnt; Anlagerungs-
Temperatur 58,5°C; PCR-Zyklen 45; Primer-Konzentration (forward und reverse Primer)

300nM.




5) Diskussion

5.1) Validierung der Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die exakte Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitat von Zellkulturen ist bei der Herstellung
eines somatischen Zelltherapeutikums auf unterschiedlichen Ebenen der Herstellung und
Anwendung der DZs ein kritischer Schritt: Die Vergleichbarkeit gewonnener
Studienergebnisse hdangt unter anderem davon ab, ob die eingesetzte Dosis eines
Wirkstoffes unter den Probanden vergleichbar ist. Auch ist die exakte Bestimmung der
Zellzahl fiir die Herstellung von DZs relevant, um definierte Mengen an Reagenzien oder
anderen zur Differenzierung nétigen Stoffen bezogen auf eine definierte Zellzahl einsetzen
zu kénnen (Agallou et al. 2011, Wang et al. 2014). So werden beispielsweise nach dem
Herstellungsprotokoll unserer Arbeitsgemeinschaft 50ug Tumorlysat pro 1x1076 DZs bei der
Differenzierung reifer DZs eingesetzt (s. Anlage 1). Falsch bestimmte Zellzahlen kdnnten dazu
flihren, dass zu wenig Tumorlysat eingesetzt wiirde und somit nicht ausreichend Substrat zur
Differenzierung aller in der Kultur enthaltenen Zellen zur Verfligung stiinde. Zudem ist nach
§15 der AMWHYV ein Arzneimittel, welches kein Fertigarzneimittel darstellt, u.a. hinsichtlich
der enthaltenen biologischen Einheiten zu kennzeichnen (Bundesministerium fiir Gesundheit

und Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMG) 2014).

Zur Validierung wurden fiinf Methoden der Bestimmung der Zellzahl (Neubauer-
Zahlkammer, MoxiZ, SysmexKX-21N, Casy TTC-150, TruCount-Single Platform Methode mit
FACSCalibur) und drei zur Bestimmung der Vitalitat (Neubauer-Zahlkammer, Casy TTC-150,
TruCount-Single Platform Methode mit FACSCalibur) tGberprift. Als Standard-Methode
diente die Neubauer-Zahlkammer, die zur Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat ubiquitar
eingesetzt wird (Aune et al. 2004, O'Neil et al. 2013, Chan et al. 2014). Zudem wird sie in
zahlreichen Studien als Vergleichsmethode bei der Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung heran
gezogen (Mascotti et al. 2000, Szabo et al. 2004, Chan et al. 2014). Die Zellzahl- und
Vitalitatsbestimmung mittels Trypanblau-Farbung wird in der Literatur kritisch diskutiert,
beispielsweise auf Grund der Subjektivitdat der Auszahlung (Szabo et al. 2004, Chan et al.
2014) und der moglichen Farbe-Artefakte. Auch werden die Instabilitat der Farbung
(Mascotti et.al. 2000) und die Abhangigkeit der Farbung von der Integritat der Zellmembran

(Dankberg et al. 1976, Strober 2001) kritisiert. Dies ist eine mogliche Erklarung fir die in
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4.1.3.1 beschriebene Abweichung der Ergebnisse der Vitalitatsbestimmung der Probe PBMC
LRSC 23 zwischen der Standard-Methode und den beiden Vergleichsmethoden (CASY TTC-
150 und FACS SPF). So kdénnte es im Zuge des Einfrier- und/oder Auftauprozesses dieser
Probe zu Stérungen der Integritat der Zellmembranen der in der Probe enthaltenen Zellen
gekommen sein, welche zu einer Durchlassigkeit fir den Trypanblau-Farbstoff geflihrt hat.
Auffallig waren auch die zum Teil deutlichen Abweichungen der im Mittel bestimmten
Zellzahlen gemessen mit den 5 unterschiedlichen Methoden, sowohl bei der Analyse der
PBMC-, als auch der DZ-Kulturen. Ein moglicher Erklarungsansatz hierfiir liegt, wie von
Nicholson et al. beschrieben, darin, dass die Methoden sich hinsichtlich der Detektion und
Identifikation der Zellen unterscheiden: Bei der Bestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer
bestimmen mehrere unabhangige Untersucher die Zellzahl einer Probe subjektiv. Casy TTC-
150, MoxiZ und Sysmex KX-21N sind elektronische Zellzahlgerate (s. 3.2.2.2-4). Die TruCount-
Single Platform Methode mit FACSCalibur (s. 3.2.2.5) ermittelt durchflusszytometrisch die

absoluten Zellzahlen einer Probe.

Zusammenfassend zeigt sich anhand der gewonnenen Ergebnisse der Zellzahl- und
Vitalitatsbestimmung (s. 4.1), dass im Vergleich zur Standard-Methode Neubauer-
Zellkammer keine der untersuchten Methoden zur Auswertung aller eingesetzten
Zellsubtypen geeignet ist. FACS SPF kann zur prazisen Zellzahlbestimmung von PBMC-Proben
eingesetzt werden. Zudem werden mittels FACS SPF die besten Ergebnisse bei der DZ-
Zellzahlbestimmung im Vergleich zur Standard-Methode ermittelt. Bei der Bestimmung der
Vitalitat von PBMC-Proben konnen mittels CASY TTC-150 die besten Ergebnisse im Vergleich
zur Standard-Methode ermittelt werden. Bei der Bestimmung der Vitalitat von DZ-Proben
kénnen FACS SPF und CASY TTC-150 prazise Werte ermittelt werden, wobei FACS SPF eine
héhere Prazision aufweist als CASY TTC-150.

5.2) Wareneingangskontrolle Zytokine

Nach §23 der AMWHYV missen unter anderem eingehende Materialien, welche im
Herstellungsprozess eingesetzt werden, vor ihrer Verwendung gepriift und freigegeben
werden, und die zur Priifung angewandten Verfahren sind zu validieren (BMG 2014). Die im
Herstellungsprozess der DZs verwendeten Zytokine stellen solche zu priiffenden Materialien

dar, und die Eignung des zur Priifung eingesetzten Western Blots ist somit nachzuweisen.
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Die gepriften Zytokine aus dem Wareneingang zeigten im Vergleich zum GréRenmarker und
dem Referenz-Zytokin ein ihrer angegebenen Lange entsprechendes Wanderungsverhalten
in der Elektrophorese. Zudem zeigte sich in der semiquantitativen Analyse bzgl. der
enthaltenen Stoffmenge kein Unterschied zwischen Zytokin und Referenz-Zytokin. Insgesamt
konnten die eingegangenen Zytokin-Chargen anhand dieser Ergebnisse identifiziert und auch
semiquantitativ auf die nach Herstellerangaben enthaltenen Zytokin- Mengen analysiert
werden. Verunreinigungen der Chargen durch andere Proteine konnten ausgeschlossen
werden. Insgesamt zeigt sich hier, dass mit dem Western Blot eine Methode etabliert

werden konnte, mit welcher die eingehenden Zytokine gepriift werden kénnen.

Bei kritischer Betrachtung kann die Frage aufkommen, warum nicht alle eingesetzten
Chargen der Zytokine anhand einer N-terminalen Sequenzierung eindeutig identifiziert
werden, so wie man es im hier angefiihrten Verfahren mit den Referenz-Zytokinen
handhabt. Eine derartige Priifung aller Chargen durch ein externes Unternehmen (s. 3.1.8),
ware aus logistischer und finanzieller Sicht extrem aufwandig und ist daher fiir einen

effizienten Herstellungsprozess im Routinebetrieb nicht geeignet.

5.3) Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung der dendritischen Zellen

Nach §14 der AMWHYV miissen auch die Endprodukte des Herstellungsprozesses vor ihrer
Verwendung gepriift und freigegeben werden, die fiir die Priifung angewandten Verfahren

sind zu validieren (BMG 2014).

Eine Methode zur Prifung der generierten DZs stellt die durchflusszytometrische Analyse
der hergestellten Zellen dar, um diese anhand definierter Oberflachenproteine als DZs
deklarieren zu kénnen. Diese Methode wird regelhaft zur Uberpriifung von DZ-Kulturen
eingesetzt, wobei zu beachten ist, dass die eingesetzten Oberflachenproteine zwischen den
Publikationen variieren (Brossart et al. 2000, Kugler et al. 2000, Yu et al. 2001, Salcedo et al.
2006, De Vleeschouwer et al. 2008). Zur durchflusszytometrischen Analyse der hergestellten
DZs (s. 4.3) wurde die Expression der Marker CD14, CD 83, CD 80, CD86, HLA-DR, CCR7, CD1a

und PD-L1 analysiert.
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CD14, CD83, CD80, CD86 und HLA-DR werden in den oben genannten Publikationen
(Brossart et al. 2000, Kugler et al. 2000, Yu et al. 2001, Salcedo et al. 2006, De Vleeschouwer
et al. 2008) haufig als Reifungsmarker eingesetzt. CD14 gilt als Marker flir Monozyten und
wird von DZs nicht exprimiert, bzw. bei der Differenzierung von DZs auf monozytaren Zellen
herunter reguliert (Steinmann 1991). CD 83 gilt als Oberflachenmarker von DZs (Zhou et al.
1996), CD80 und CD86 als ko-stimulatorische Molekiile, die von DZs gebildet werden (Peters
et al. 1996). HLA-DR ist ein MHC-Klasse-Il Molekiil und wird von DZs vermehrt gebildet,

wobei die Expression bei der Reifung der DZs zunimmt (Steinmann 1991).

Die durchflusszytometrische Analyse (s. 4.3) der im Validierungsprozess differenzierten DZs
ergab hinsichtlich der Marker CD14, CD83, CD80, CD86 und HLA-DR vergleichbare
Ergebnisse: Mit zunehmender Zellkulturdauer steigt der Anteil CD14-negativer Zellen (DZs),
welche zudem die Reifungsmarker CD83, CD80, CD86 und HLA-DR immer starker
exprimieren. Auch konnte gezeigt werden, dass der Phanotyp der DZs hinsichtlich der
Expression dieser Oberflachenmarker auch nach Kryokonservierung stabil bleibt. Dies ist
wichtig, da die DZ-Chargen durch das Tieffrieren konserviert werden sollen, ohne ihren

Phédnotyp zu verandern.

CCR7, CD1a und PD-L1 werden in der Literatur weniger haufig als Reifungsmarker der DZs
herangezogen. CCR7 ist an der Signaltransduktion zur Induktion der Migration von DZs
beteiligt (Saeki et al. 1999). Die Expression von CCR7 ist abhangig von den Reifungs-Stimuli,
mit welchen die Differenzierung der DZs induziert wird und kann beispielsweise durch
Prostaglandin E2 (Scandella et al. 2002) oder durch CD40-Ligand (Sozzani et al. 1998)
beeinflusst werden. Auch die Ergebnisse aus 4.3) zeigen eine vermehrte Expression von
CCR7 reifer gegenilber unreifer DZs. Die héchste Expression von CCR7 wurde jedoch fir die
Zellen von Tag 0 ermittelt. In den genannten Publikationen werden keine Angaben zur CCR7-

Expression der Ausgangszellen gemacht, sodass hier ein Vergleich nicht moglich ist.

CD1a ist ein Marker-Protein fiir Langerhans-Zellen (Fithian et al. 1981), von anderen DZ-
Untergruppen wird es in variablem MaR exprimiert (Mizumoto et al. 2004). Zhou et al.
analysierten DZs, die aus monozytaren Zellen differenziert wurden, unter anderem
hinsichtlich der Expression von CD1a. Sie stellten fest, dass DZs primar unter Stimulation mit
GM-CSF und IL-4 CD1a exprimieren. Nach langerer Kultur mit TNF-a. nahm die CD1a-

Expression der DZ-Zellkultur wieder ab. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in 4.3) erfasst
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werden. Der hochste Anteil an CD1a-positiven Zellen liegt jeweils bei DZs von Tag 7 (unreife

DZs) vor.

PD-L1 (CD274) wird ebenfalls von DZs exprimiert und wirkt als Ko-Faktor auf aktivierte T-
Zellen und spielt vermutlich bei der Vermittlung von Toleranz und der Vermeidung von
Autoimmunitat und einer Gberschieflenden Immunreaktion eine Rolle (Freeman et al. 2000).
Beziiglich der Expression von PD-L1 durch DZs konnte beobachtet werden, dass PD-L1
wahrend der Reifung vermehrt exprimiert wird, wobei die Expression von den Reifungs-
Stimuli beeinflusst wird (Freeman et al. 2000, Yamazaki et al. 2002). Vergleichbare
Ergebnisse konnten in unserem Herstellungsprozess (s. 4.3) gewonnen werden: Die PD-L1-
Expression lag bei den angefiihrten Untersuchungen nach 7 bzw. 9 Tagen Zellkultur unter

Zytokin-Stimulation Uber der von Tag 0.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit der durchflusszytometrischen Analyse der im
Herstellungsprozess generierten Zellen eine Methode etabliert werden konnte, mit welcher
es moglich ist, die hergestellten Zellen anhand definierter Oberflaichenmarker als DZs zu
charakterisieren. Wie aus Anlage 2 hervorgeht, wurden Freigabekriterien fiir die DZ-Chargen
fir die Marker CD14, CD80, 83, HLA-DR und CD86 definiert. CCR7, CD1a und PD-L1 wurden
nicht als Freigabekriterien finaler DZ-Chargen herangezogen, da fiir diese nur wenige
vergleichbare Publikationen vorliegen. Ob und in welchem MaR das Expressionsverhalten
diese Oberflachenproteine fiir das beschriebene DZ-Projekt reproduzierbar ist, wird sich erst

beim Vergleich groBerer Anzahlen von DZ-Chargen zeigen.

5.4) Bio-Assay zur Qualitatskontrolle des Zellkulturmediums der klinischen

Validierung

Wie bereits in 5.2). flir die Zytokine beschrieben, muss nach §23 der AMWHY auch jede
Charge des im Herstellungsprozess eingesetzten Zellkulturmediums durch ein geeignetes
Verfahren geprift werden. Im klinischen Maf3stab wird zur Herstellung der DZs ein nach
Herstellerangaben GMP-konformes und zur Kultivierung von DZs anwendbares Serum-freies
Zellkulturmedium eingesetzt (CellGro-Zellkulturmedium). Dieses Medium ist zur Kultivierung

von DZs geeignet (Napoletano et al. 2007, Fucikova et al. 2011) und wurde bereits in vielen
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Studien als DZ-Kulturmedien eingesetzt (Jarnjak-Jankovic et al. 2007, Hildenbrand et al.

2008, Muthuswamy et al. 2010).

Zur Prifung des Zellkulturmediums wurde der in 3.2.4) beschriebene Bio-Assay eingesetzt.
Hierbei zeigte sich (s. 4.4), dass nach 48h Differenzierung im CellGro-Zellkulturmedium der
Anteil CD14-positiver deutlich Zellen abnahm und dass der hochste Gehalt an DZs (CD14-
negative Zellen) nach 48h Kultur im CellGro-Zellkulturmedium vorlag. Diese CD14-negativen
Zellen wiesen eine hohe Vitalitdt und eine hohe Expression der Reifungsmarker CD83, CD80,

CD86 und HLA-DR (s. 5.3) auf.

Ein Vergleich zu anderen Publikationen, in denen DZs innerhalb von 48h Stunden
differenziert werden, wird dadurch erschwert, dass andere Medien und/oder Reifungs-
Stimuli im Fast-DC-Protokoll eingesetzt wurden als in 3.2.5) beschrieben (Dauer et al. 2003,
Kvistborg et al. 2009, Jarnjak-Jankovic et al. 2007). Dauer et al konnten eine erhdhte
Expression von CD83, CD80, HLA-DR, CD86 und einen Riickgang der CD14-Expression als
Ausdruck der DZ-Reifung ermitteln, wobei sie RPMI-Medium und andere Reifungs-Stimuli
verwendeten. Jarnjak-Jankovic et al. setzten CellGro-Medium, jedoch andere Reifungs-
Stimuli ein. Sie konnten nach 48h ebenfalls eine erhdhte Expression der Marker HLA-DR,
CD83 und CD86 messen, CD14 wurde jedoch weniger stark herunter reguliert. Kvistborg et
al. verwendeten AIMV-Medium und andere Reifungs-Stimuli und konnten nach 48h
Zellkultur eine niedrige CD14-Expression und die Expression der DZ-Marker HLA-DR, CD83,
CD80 und CD86 ermitteln. Ubereinstimmend mit den genannten Publikationen konnte ein
Rickgang der CD14-Expression (Dauer et al. 2003, Kvistborg et al. 2009). und eine Zunahme
der Marker CD80, CD83, CD86 und HLA-DR (Dauer et al. 2003, Kvistborg et al. 2009, Jarnjak-
Jankovic et al. 2007) nach 48h Zellkultur in den gepriften Chargen des CellGro-Mediums

ermittelt werden (s. 4.4).

Somit konnte nachgewiesen werden, dass unter Verwendung der gepriften Chargen des
CellGro-Zellkulturmediums reife DZs mit dem gewtinschten Expressionsprofil definierter

Oberflachenmarker hergestellt werden kénnen.

Basierend auf den in 4.4) gewonnenen und zusatzlich durch die Arbeitsgruppe ermittelten
Ergebnissen wurden Sollwerte fir die Expression der genannten Oberflaichenmarker
definiert, die die Grundlage fiir zukiinftige Chargenkontrollen des CellGro-Mediums
darstellen.
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Zu beachten ist, dass zur Uberpriifung der Chargen unterschiedliche Zellkulturen eingesetzt
wurden, um daraus eine Basis an Daten zu gewinnen, die es erlaubt, Sollwerte zur
Chargenkontrolle zu definieren. Betrachtet man die Einzelergebnisse der Chargenkontrollen
und der unterschiedlichen Zellkulturen, zeigen sich zwei Aspekte. Die gewonnenen
Ergebnisse fiir die unterschiedlichen CellGro-Chargen liegen unter Verwendung derselben DZ
Kultur deutlich enger zusammen als die der unterschiedlichen DZ-Kulturen. Zudem
schwanken die Ergebnisse zwischen den einzelnen CellGro-Chargen unter Verwendung einer
gleichen Zellkultur. Méglicherweise ware es daher angezeigt, diesen Bio-Assay mit einer
standardisierten Zellkultur durchzuflihren, um Ergebnisse zu erhalten, die nicht bedingt
durch die Variabilitat der Ausgangszellen beeinflusst werden kdnnen. Jedoch sollen DZ aus
monozytaren Zellen unterschiedlicher Individuen moglichst effektiv unter Verwendung eines
Mediums hergestellt werden. Somit miissen Sollwerte festgelegt werden, die nicht auf einer
Zelllinie basieren. Neben der Verwendung unterschiedlicher Zellkulturen im Bio-Assay
konnte eine mogliche Erklarung fiir die Schwankungen zwischen den CellGro-Chargen auch
darin liegen, dass die im Medium enthaltenen Reagenzien Schwankungen unterliegen
konnen. Beispielsweise enthilt es aus humanem Plasma gewonnenes Transferrin und
Albumin. Fur das Transferrin-Gen sind unterschiedliche Polymorphismen bekannt, die die
Funktion des Transferrins beeinflussen konnen (Hussain et al. 2002) und ebenso fiir das

Albumin-Gen (Minchiotti et al 2008).

Zusammenfassend zeigt sich, dass mit dem Bio-Assay eine Methode etabliert werden
konnte, mit welcher die eingesetzten CellGro-Chargen hinsichtlich ihrer Eignung zur

Kultivierung von DZs in unserem Herstellungsprozess geprift werden konnen.

5.5) Nachweis der Avitalitat des hergestellten Tumorlysates

Ein kritischer Schritt in Bezug auf die Sicherheit der mit Tumorlysat beladenen DZs ist die
vollstandige Avitalisierung des verwendeten Tumorgewebes. Blieben vitale Tumorzellen
nach dem Herstellungsprozess des TL aus dem Tumorgewebe zuriick, bestlinde die Gefahr,
dass Patienten vitale Tumorzellen appliziert wiirden. Dies konnte zu iatrogen verursachten
Metastasen flihren. Daher ist es unerlasslich, dass durch die Aufbereitung des

Tumorgewebes (s. 3.2.6) eine nachweisbar vollstandige Avitalisierung stattfindet. Das
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Tumorlysat ist somit als Ausgangs- bzw. Zwischenprodukt im Herstellungsprozess der DZs zu
werten. Nach §14 der AMWHY missen Ausgangsstoffe und Zwischenprodukte menschlicher
Herkunft ebenso wie die Endprodukte vor Verwendung durch eine validierte Methode

gepruft werden (BMG 2014).

Als Nachweismethode der Avitalisierung dient in vielen Publikationen die Farbung avitaler
Zellen mit Trypanblau und die anschlieBende Auswertung mittels Neubauer-Zahlkammer

(Chakraborty et al. 1998, Schnurr et al. 2001, De Vleeschouwer et al. 2008, Dong et al. 2014).

Bei der Auswertung ergaben sich Probleme beim Einsatz dieser Methode (s. 4.6.1). Einerseits
variierten die Auszahlergebnisse der drei Untersucher zum Teil erheblich, andererseits war
die eindeutige Dokumentation hinsichtlich der unterschiedlichen Mikroskop-Einstellungen
bei der Auszdhlung mittels Neubauer-Zahlkammer erschwert. Da diese Methode wie oben
beschrieben regelhaft zum Avitalitdtsnachweis eingesetzt wird und Vorteile hinsichtlich der
einfachen Durchfiihrbarkeit und des geringen Materialbedarfs an TL (30ul) mit sich bringt,
wurde sie zusatzlich mit drei weiteren Methoden Uberpriift, um sie als sicheres und valides

Verfahren nachweisen und einsetzen zu konnen.

Zum einen wurde ein ATP-Assay durchgefiihrt (s. 3.2.8.2). ATP-Assays werden in vielen
naturwissenschaftlichen Bereichen zum Nachweis vitaler Zellen eingesetzt, beispielsweise in
der Mikrobiologie zum Nachweis vitaler Mikroorganismen und deren Ansprechen auf
Antimikrobiotika (Chen et al. 1994) oder in der Onkologie zum Test der Chemosensitivitat
von Tumorzellen (Méllgrad et al. 2000). Die Analyse des TL mittels ATP-Assay bestatigte das
Ergebnis der Trypanblau-Farbung (s. 4.6.2), jedoch hat auch diese Methode Schwachen.
Weyermann et al. verglichen vier Methoden zum Nachweis zytotoxischer Effekte, unter
denen der ATP-Assay der sensitivste war. Allerdings betonten sie die moglichen Stoérfaktoren
dieser Lumineszenz-Reaktion durch die Proben selbst oder auch die zeitliche Abschwachung
des Lumineszenz Signals, welche die Ergebnisse beeinflussen konnen (Weyermann et al.
2005). Zudem liegt die Nachweisgrenze das ATP-Assay bei einem ATP-Gehalt von 50 HEK-293
Zellen (Promega Corperation 2012), d.h. vitale Zellen mit geringerem ATP-Gehalt als 50HEK-

293 Zellen wiirden durch den ATP-Assay nicht erkannt.

Auf Grund dieser moglichen Schwachen des ATP-Assay, die dazu filhren kdnnten, dass
Proben falschlicherweise als avital gemessen wiirden, wurden die Avitalitat des TL zusatzlich
durch zwei weitere Methoden gepriift. Es wurde eine Partikel-Analyse des TL mittels CASY
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TTC-150 (s. 4.6.3) durchgefiihrt und eine Probe des TL wurde durch die Firma Malven
Instruments mittels Morphologi G3 (s. 4.6.4) analysiert. Morphologi G3 detektierte
ausschlieBlich Fragmente und nicht-zellulare Strukturen (Miiller et al. 2015), die Messung

mittels CASY TTC-150 lieferte analoge Ergebnisse.

Somit konnte die vollstandige Avitalisierung des Tumorgewebes anhand der Morphologie
(Morphologi G3, CASY TTC-150, Neubauer-Zahlkammer) und anhand funktioneller Kriterien
(Desintegritat der Zellemembran (Trypanblau Farbung), Sistieren des Zellmetabolismus (ATP-

Assay)) nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich anhand der gewonnenen Ergebnisse sagen, dass die Herstellung
des Tumorlysates nach vorgestelltem Protokoll nachweisbar zur vollstandigen Avitalisierung
des Tumorgewebes fuhrt. Zudem unterstreichen die Ergebnisse des ATP-Assay, der Analyse
mit Morphology G3 und mit CASY TTC-150, dass der Avitalitdts-Nachweis mittels Neubauer-

Zahlkammer valide ist.

5.6) Migrations-Assay

Im Rahmen der Guten Herstellungspraxis sind neben Produktqualitatspriifungen von ATMPs
auch Prifungen hinsichtlich der Funktionalitat in Form von sog. Wirksamkeitsprifungen
(Potency-Assays) durchzufiihren (BMG 2006). Anhand des Potency-Assay soll die biologische
Aktivitat gemessen werden, welche dem Produkt zugeschrieben wird (Committee For
Human Medicinal Product 2007). Bezuglich der Vakzine bedeutet das nachzuweisen, dass
diese in vivo eine tumorspezifische Immunreaktion induziert. Diese nachzuweisen ist jedoch
erst moglich, nachdem die Vakzine in vivo appliziert wurde. Um die Potency der generierten
DZs schon vor Applikation zeigen zu kdnnen, wurden daher Testungen mit den DZs
durchgefiihrt, anhand derer wichtige den DZs zugeschriebene Fahigkeiten schon in vitro
nachgewiesen werden sollen. Zu bedenken ist, dass es sich bei diesen Testungen um in vitro
Modelle zum Nachweis einzelner den DZs zugeschriebenen Fahigkeiten handelt und somit
die Ergebnisse lediglich als Indikatoren, aber nicht als Nachweis der endgtiltigen Wirksamkeit

der DZs angesehen werden dirfen.
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Wie in 2.4 beschrieben, besitzen DZs die Fahigkeit, nach der Aktivierung in der Peripherie
eines Organismus in Lymphknoten zu migrieren und dort T-Zellen zu stimulieren. Diese
Migrationsfahigkeit missen auch die in vitro generierten und in der DZ-Vakzine eingesetzten
DZs aufweisen: Nach lokaler intradermaler Applikation am Patienten sollen sie in das
lymphatischen System des Patienten migrieren, um hier eine tumorspezifische
Immunreaktion zu induzieren. Die Migrationsfahigkeit ist somit ein wichtiger Teil der
Qualitat und Funktionalitat der Vakzine und kann als ein Indikator der Wirksamkeit (Potency)

der generierten DZs in vitro eingesetzt werden.

Zu diesem Zweck wurden Transwell-Assays mit unterschiedlichen DZ-Kulturen durchgefiihrt
(s. 3.2.9). Dieses Verfahren wird zum Nachweis der gerichteten Migration unterschiedlicher
Zellpopulationen seit den 1970ern eingesetzt (Boyden 1962), auch als Nachweis-Methode
der Migration von DZs (Saeki et al. 1999, Jang et al. 2006). Die Ergebnisse zeigen, dass
sowohl die frischen DZs, als auch die kryokonservierte DZs migrationsfahig sind (s. 4.7). Dies

ist wichtig, da die Vakzine durch Einfrieren konserviert werden.

Der Migrations-Assay stellt somit ein geeignetes Verfahren zum Nachweis der
Migrationsfahigkeit der generierten DZs dar und konnte als Potency-Assay im

Herstellungsprozess etabliert werden.

5.7) Analyse der Aufnahme von Dextran-Molekiilen durch die dendritischen

Zellen

Wie in 5.6) beschrieben, sind im Rahmen der Guten Herstellungspraxis
Wirksamkeitsprifungen zum Nachweis der biologischen Aktivitat eines ATMPs
durchzufiihren (BMG 2006). Neben der Migrationsfahigkeit (s. 5.6) ist auch die Fahigkeit zur
Aufnahme extrazellularer Molekdle eine in vitro nachweisbare Eigenschaft der DZs. DZs
wirken als Antigen-prasentierende Zellen (s. 2.4). Sie nehmen im Zuge dieser Funktion
unterschiedliche Molekiile auf. Kommt es durch Faktoren des umgebenden Milieus (z.B.
Entziindungsmediatoren) zur Stimulation, reifen die DZs. Sie prozessieren und prasentieren
die internalisierten Antigene vor allem T-Zellen, aber auch anderen Zellen des

Immunsystems. Die Aufnahme von extrazellularen Molekilen wird wahrend der Reifung der
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DZs herunter reguliert (Cella et al. 1997, Albert et al. 1998, Sallusto et al. 1998, Nobes et al.
2000).

Um die prinzipielle Fahigkeit zur Aufnahme von extrazellularen Molekiilen der DZs
nachzuweisen, wurde geprift, ob und in welchem MaR die generierten unreifen und reifen
DZs extrazellulare Dextran-Molekdile internalisieren. Diese Methode wurde bereits in
anderen Publikationen eingesetzt, um die Aufnahme extrazellularer Molekile durch die DZs
zu untersuchen, wobei gezeigt wurde, dass die unreifen DZs starker extrazellularer Molekiile
aufnehmen als die reifen DZs (Sallusto et al. 1995, Nobes et al. 2000, Zhang et al. 2004). Wie
aus 4.9) hervorgeht, weisen die hergestellten DZs ein zu den genannten Publikationen
vergleichbares Aufnahmeverhalten auf. Die Aufnahme von FITC-markiertem Dextran ist bei
den unreifen DZs deutlich hoher als bei den reifen DZs. Die verstarkte Aufnahme
extrazellularer Molekiile durch die unreifen DZs ist hinsichtlich der Herstellung der Vakzine
ein wichtiger Aspekt, denn im Herstellungsprozess werden die unreifen DZs unter Zytokin-
Stimulation an Tag 7 mit TL beladen (s. Anlage 1), also in der Phase der Differenzierung, in

welcher sie eine hohe Tendenz zur Antigen-Aufnahme aufweisen.

Um nachzuweisen, dass auch die Aufnahme des TL effektiv stattfindet, wurde, wie in 3.2.12)

beschrieben, auch die Aufnahme des TL durch die DZs untersucht.

5.8) Analyse der Aufnahme von FITC-markiertem Tumorlysat durch die

dendritischen Zellen

Wie oben beschrieben, ist die generelle Fahigkeit der unreifen DZs zur Aufnahme von
extrazellularen Molekilen in der Literatur unstrittig (s. 5.7). Ein kritischer Schritt bei der
Herstellung der DZ-basierten Vakzine ist die Beladung der unreifen DZs mit TL. Solche
,kritischen Aktivitdten” sind im Rahmen der Guten Herstellungspraxis zu priifen (BMG 2006).
Daher wurde die intrazellulare Aufnahme des FITC-gekoppelten TL durchflusszytometrisch

und zusatzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie gepriift.

Ahnliche Methoden zum Nachweis der Internalisierung von avitalen Zellen wurden bereits in
anderen Publikationen eingesetzt, wobei die avitalen Zellen hier mit PKH-26 gekoppelt

wurden und die Aufnahme avitalisierten PKH-26-positiver Zellen durch die DZs mittels
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Durchflusszytometer detektiert wurde (Albert et al. 1998, Jenne et al. 2000). Albert et al.

konnten zeigen, dass unreife DZs deutlich mehr avitale Zellen aufnehmen, als reife DZs.

Die zusatzlich fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde hinzugezogen, um nachweisbar
darstellen zu kénnen, dass das TL nach intrazellular in die DZs aufgenommen (Sallusto et al.

1995, Song et al. 2011).

Wie aus 4.10) hervorgeht, konnte mikroskopisch dargestellt werden, dass die DZs das TL
nachweisbar internalisieren. Zusatzlich zeigte sich in der durchflusszytometrischen Analyse,
dass, vergleichbar mit der Aufnahme von Dextran-Molekiilen, die unreifen DZs mehr TL
aufnehmen, als die reifen DZs. Die Beladung der unreifen DZs an Tag 7 mit dem TL findet

anhand dieser beiden Methoden nachweislich statt.

5.9) gRT-PCR-Analyse der Expression von Interferon-y in CD8-positiven T-Zellen

Wie in 2.4) beschrieben, bilden die DZs eine Schnittstelle zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem und spielen eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von T-
Zellen. T-Zellen und NK-Zellen, die durch immunologische oder Entziindungsfaktoren

stimuliert werden, synthetisieren unter anderem INF-y (Bach et al. 1997).

Diese INF-y-Freisetzung durch spezifische T-Zellen macht man sich unter anderem in der
medizinischen Diagnostik zunutze, beispielsweise in der Tuberkulosediagnostik, um die
Sensibilisierung von T-Zellen gegeniber Tuberkuloseantigenen nachzuweisen (Diel et al.
2007) oder auch in der Zytomegalie-Diagnostik (Costa et al. 2011). In Bezug auf die DZ-
Vakzine ist die Induktion einer spezifischen T-Zell-Reaktion gegen den Tumor die erwiinschte
Konsequenz der Vakzinierung. Die Fahigkeit der generierten DZs, eine T-Zell-Aktivierung zu
induzieren, ist somit ein wichtiger Aspekt der Funktionalitat bzw. der biologischen
Wirksamkeit (Potency) der Vakzine und stellt in Bezug auf das Herstellungsverfahren eine

Option zur Etablierung eines weiteren Potency-Assays dar.

Zum Nachweis der Induktion einer T-Zell-Aktivierung durch DZs wurden in verschiedenen
Studien zum Teil unterschiedliche Methoden eingesetzt. Zum einen wurden hierfiir Enzyme,
Linked Immunosorbent Assays, eingesetzt (Schon et al. 2001, Agallou et al. 2011, Wang et al.

2014). Brossart et al. ermittelten die vermehrte INF-y-Produktion durchflusszytometrisch
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durch die intrazelluldre Farbung der INF-y-Molekile mit fluoreszenz-markierten Antikorpern.
Eine weitere Methode zum Nachweis der Expression definierter Gene ist die quantitative
Real-Time PCR. Sie wird in zahlreichen naturwissenschaftlichen Bereichen eingesetzt,
beispielsweise zur Bestimmung der Viruslast bei Patienten mit chronischen viralen
Infektionen (Wagner et al. 2000) oder im biotechnologischen Bereich, um die Transfektion

von Genen in Pflanzen nachzuweisen (Ingham et al. 2001).

Ziel der in 3.2.12) beschriebenen Versuche war es, eine qRT-PCR zu etablieren, mit welcher
die INF-y-Expression der T-Zellen im Sinne eines Potency-Assays analysiert werden kann. Die
hierbei eingesetzte gRT-PCR mit SYBR-Green ist ein Verfahren hoher Sensitivitat, dessen

Spezifitat durch Schmelzkurvenanalyse Uberprift werden kann (Holzapfel et al. 2007).

Die Ergebnisse aus 4.11.2) zeigen, dass es gelungen ist, ein quantitatives Real-Time PCR-
Verfahren zu etablieren, mit welchem die CD8- und INF-y-Expression von stimulierten und

unstimulierten T-Zellen ermittelt werden kann.

Zusammenfassend konnten im Zuge dieser Arbeit Daten fir das Validierungsprojekt der
Herstellung und Qualitatsprifung autologer dendritischer Zellen fiir die adjuvante
Immuntherapie gewonnen und unterschiedliche Methoden, welche im Herstellungs- und
Prifprozess eingesetzt werden, etabliert werden: Die Validierung der zur Herstellung
eingesetzten Gerate (Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung), die Validierung der Sicherheit der
Herstellung des Tumorlysates (Avitalitdtsnachweis), die Etablierung von Methoden zur
Kontrolle der Ausgangsstoffe und des Endproduktes (Zytokine, Zellkulturmedium,
durchflusszytometrische Charakterisierung der DZs) sowie die Etablierung von Potency-
Assays zum Nachweis der Funktionalitat der DZs (Migrationsassay, Aufnahme von
extrazelluldarer Partikel bzw. TL, gRT-PCR-Analyse der Expression von INF-y). Die gewonnenen
Ergebnisse sind zum Teil in den Endproduktspezifikationen fiir die DZs festgehalten und
missen erfillt sein, um die Vakzine fiir die Anwendung am Patienten freigeben zu dirfen (s.

Anlage 2).
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Die zustandige Landesaufsichtsbehorde erteilte nach eingehender Priifung des erfolgreich
abgeschlossenen Validierungsprojektes dem Institut fiir Klinische Himostaseologie und
Transfusionsmedizin, Homburg (Saar) im Sommer 2014 die Herstellungserlaubnis fur

dendritische Zellen zur adjuvanten Immuntherapie.
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9) Anlagen

Anlage 1: Differenzierung und Ausreifung der Dendritischen Zellen aus Monozyten

Nach der Isolation werden die CD14+ Monozyten zentrifugiert (400xg, 15min, RT) und auf
eine Zellkonzentration von 1,5x10° Zellen/ml mit CellGro-Medium resuspendiert. Pro
Teflonbeutel werden 80 ml dieser Zellsuspension (=1,2x10% Monozyten), supplementiert mit
1000U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF, gegeben. Die Kultur der Zellen erfolgt im
Reinraumbrutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit fiir 48h. Alle Brutschranke
sind mit einer Alarmaufschaltung an die Gebaudeleittechnik angeschlossen sowie mit einer
kontinuierlichen Temperaturiiberwachung ausgeriistet. Am Morgen von Tag +2 werden
20ml frisches Cell-Gro Medium (inkl. 1Vol%H-Serum), supplementiert mit 1000U/ml IL-4 und
1000 U/ml GM-CSF, zugegeben. Eine sterile Probe daraus wird zur Sterilitatskontrolle und
zur Testung auf Mycoplasmen und Endotoxine verwendet. Danach werden die Zellen fiir
weitere 48h im Brutschrank kultiviert. Am Morgen von Tag +4 werden 20ml frisches Cell-Gro
Medium, supplementiert mit 1000U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF, zugegeben. Danach
werden die Zellen fiir weitere 48h im Brutschrank kultiviert. Am Morgen von Tag +6 werden
1000U/ml IL-4 und 1000 U/m| GM-CSF zugegeben. Danach werden die Zellen fiir weitere 24h
im Brutschrank kultiviert. Am Morgen von Tag +7 wird der Zellkulturbeutel aus dem
Brutschrank entnommen, manuell vorsichtig bearbeitet um leichte Adharenzen der Zellen zu
|6sen und bei 400xg, 15 min, RT zentrifugiert. Das liberstehende Medium wird abgepresst
und das Zellpellet in mind. 20 ml CellGro-Medium (inkl. 0,01% H-Serum) resuspendiert. Aus
dieser gewaschenen Zellsuspension wird eine sterile Probe gezogen und daraus Zellzahl,
Vitalitdit und Phdnotyp der Charge bestimmt. Nach Bestimmung der Zellzahl wird das
Produktvolumen auf eine Zellkonzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt und erstmalig
Tumorlysat (50 pg pro 1x10° Zellen) aufgetaut, gevortext und zugegeben. 2h und 4h nach
Zugabe des Tumorlysat-Cocktails werden nochmals 10ml CellGro-Medium (bei hoheren
Zellmengen je 50% des Startvolumens) supplementiert mit 0,1 und 1% Humanserum
verzogert zugesetzt. Dieser Proteingradient hat eine weitere ausdifferenzierende Wirkung
auf die zu diesem Zeitpunkt noch halbreifen Dendritischen Zellen. Bei der zweiten Zugabe
von CellGro (inkl. 0,1Vol% HSA) werden auch die entsprechenden Mengen an IL-16 (2000
U/ml) und TNFa (1000 U/ml), IL4 (1000 U/ml) und GM-CSF (1000 U/ml) zugegeben. Die

verzogerte Zugabe der Ausreifungs-Zytokine soll den DZ Zeit geben, das Tumorlysat zu
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phagozytieren und zu prozessieren, bevor der Ausreifungsprozess in Gang kommt. Danach
werden die Zellen fir weitere 48h im Brutschrank kultiviert. Am Morgen des Tag +9 wird der
DZ-Beutel manuell bearbeitet, um evtl. leichte Adharenzen zu l6sen. Die Zellen werden
zentrifugiert (300xg, 15 min, RT) und der Mediumiiberstand wird abgezogen. Aus dem
abgezogenen Mediumiiberstand wird die Sterilprobe angefertigt (aerobe & anaerobe Kultur,
Mycoplasmen-PCR, Endotoxine). Das Zellpellet wird in restl. Medium resuspendiert und die
Beutel werden gepoolt. Die Zellen werden in ein 50ml-Falcon transferiert und zentrifugiert
(300xg, 15 min, RT). Das Pellet wird in Humanalbumin 5 % resuspendiert Aus der
gewaschenen Zellsuspension wird eine Probe gezogen und daraus Zellzahl, Vitalitat und
Phanotyp der Charge bestimmt. Die Probe wird in 5 Aliquots geteilt (zusatzlich ein
reprasentatives Aliquot): 1 Aliquot mit >2x10” DC/2-4 ml und 4 Aliquots mit >5x10’ DC/2-4
ml. Die Freigabekriterien/Spezifikationen sind dem FB-CT-FE-046 zu entnehmen. Diese
Zellsuspension stellt das biologische Endprodukt der DZ-Herstellung dar. An dieser Stelle
erfolgt auch die vorlaufige Freigabe der Charge (FB-CT-FE-035 Priif- und Freigabeprotokoll
zur Herstellung autologer DC), da ein Aliquot des Praparates mit Konzentration von >2x10’
DC/2-4 ml sofort intradermal dem Patienten verabreicht werden soll. Vakzin und
Umverpackung wird etikettiert. Der Rest des Praparates (Aliquots mit >5x10’ DC/2-4 ml)

wird sofort kryokonserviert.
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Anlage 2: Endspezifikation Autologe Dendritische Zellen

Autologe Dendritische Zellen zur Tumorvakzinierung (Zellsuspension in 0,9%iger NaCl-Losung

mit 0,5% vol/vol HSA)

Prifparameter Spezifikation Priifhaufigkeit Priifzeitpunkt
Deklaration Autologe Dendritsche Zellen zur 100% nach Herstellung*, vor Freigabe
Tumorvakzinierung; Hersteller, und vor Abgabe
Vermerk: klinisches Prifmuster!
Chargenbezeichnung, Haltbarkeit,
Identitat (Name, Vorname,
Geburtsdatum, Spendernummer)
Gehalt vitale DC, Volumen
Identitat Name, Vorname, Geburtsdatum, 100% am Zwischenprodukt vor/wahrend
Spendernummer Verarbeitung am Endprodukt vor
Freigabe
ABO, Rh-(D) bestimmt / deklariert 100% am Spenderblut vor Freigabe
(Identitatssicherung)
irreguldre Antikorper bestimmt / deklariert 100% am Spenderblut vor Freigabe
(Identitatssicherung)
Rh-Formel bestimmt/ deklariert 100% am Spenderblut vor Freigabe
(Identitatssicherung)
HBs-Antigen negativ 100% am Spenderblut vor Freigabe
Anti-HCV-Antikorper negativ 100% am Spenderblut vor Freigabe
Anti-HIV-1/2-Antikorper | negativ 100% am Spenderblut vor Freigabe
Anti-Treponema bestimmt / deklariert 100% am Spenderblut vor Freigabe
pallidum-Antikorper
Packungsvolumen < 10 Kryo-Réhrchen 100% nach Herstellung*
Gesamt-Vakzine pro a0,2-0,5ml
Patient
Anteil vitale DC >270% 100% vor Kryokonservierung
Definition: CD45"/
CD1ic'/ CD14°""/
7AAD
Gehalt vitale DC pro Einzel-Vakzine: 100% vor Kryokonservierung
Definition: CD45"/ 2x10°-2x10
CD11c'/ CD14"/ pro Patient (Gesamt-Vakzine): 8 x
7AAD 10°- 8 x 10’
Reifungsgrad DC bestimmt/ deklariert 100% vor Kryokonservierung
Definition: Anteil CD3"
Zellen und CD19" Zellen
an vitalen Zellen
Reifungsgrad DC bestimmt/ deklariert 100% vor Kryokonservierung
Definition: CD80" Zellen
an vitalen Zellen
Priifparameter Spezifikation Priifhaufigkeit Priifzeitpunkt
Reifungsgrad DC CD86 > 2-fach 100% vor Kryokonservierung
Definition: Zunahme MFI | HLA-DR 2> 5-fach
auf DC gegeniiber
Monozyten
Funktionalitdt DC > 3-fach 100% vor Kryokonservierung

Definition: Zunahme
gerichtete Migration
frischer DC gegeniiber
unspezifischer Motilitat
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Mikrobiologische Bakterien: anaerobe und aerobe 100% vor Kryokonservierung und nach
Kontrolle Kultur negativ oder negativ bei Herstellung*
Abgabe (fir vorldufige Freigabe
Tag +9)
Mykoplasmen: NAT negativ
Endotoxin < 1,5 EU/ml 100% vor Kryokonservierung und nach
Herstellung*
Visuelle Kontrolle keine Verfarbungen, keine 100% vor Kryokonservierung, nach
sichtbaren Aggregate Herstellung* und vor Abgabe
Behaltnis unversehrt / keine
Undichtigkeiten
Anteil vitale Zellen >50% 100% am kryokonservierten Endprodukt
Definition: CD45"/ vor Freigabe
7AAD
Gehalt vitale Zellen pro Einzel-Vakzine: 100% am kryokonservierten Endprodukt
Definition: CD45"/ 2x10%-2x10’ vor Freigabe
7AAD pro Patient (Gesamt-Vakzine): 8 x
10°- 8 x 10’
Phanotyp DC bestimmt/ deklariert 100% am kryokonservierten Endprodukt

Definition: CD86"/
7AAD

Zunahme MFI auf DC
gegeniber Monozyten

vor Freigabe

* Angabe der zeitlichen Vorgaben:

nach Herstellung: innerhalb von maximal 7 Tagen nach Ende der Herstellung
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Anlage 3: Auswertungsgrundlage fir die FACS SPF: Definitionen und Verknipfungen

der Auswertungsregionen im Dot-Blot

Region Verkniipfte Messparameter Zellpopulation
Regionen

R1 - FSC, SSC alle Zellen im Dot-Blot
sichtbaren Zellen

R2 - FSC, SSC groRe, granulierte Zellen (FSC
und SSC hoch)

R3 - SSC, 7-AAD Vitale Zellen (7-AAD niedrig)

R5 - SSC, 7-AAD TruCount-Partikel

R4 R2+R3 CD11c, CD45 alle groRRen, granuldren (R2)
und gleichzeitig vitalen (R3)
Zellen die zudem CD11c und
CDA45 positiv (R4) sind

R6 R2+R3 SSC, CD45 CD45 hoch-positive, vitale,
groRRe, und granulierte Zellen;
zum Ausschluss von CD45
niedrig-positiven Granulozyten

R10 R5 Zeit, FSC Ausschluss Partikel-
Konglomerate

R8 R2+R3+R4+R6 CD11c, CD14 CD14 hoch positive Zellen und
zudem R2, R3, R4 und R6 =
Monozyten

R9 R2+R3+R4+R6 CD11c, CD14 CD14 niedrig positive &
negative Zellen und zudem R2,
R3, R4 und R6 = DZs

R1+R3 alle vitalen Zellen vitale PBMCs

Die Grenze des CD14-Signals zwischen hoch und niedrig positiv wurde fir jede DZ-

Herstellungsreihe individuell definiert. Ausgangswert (hoch-positiv) stellten die Monozyten

der jeweiligen DZ-Herstellungsreihe an Tag O dar.

Um die avitalen Zellen zu erfassen, wurde die Region R3 auf die 7-AAD positiven Zellen (ohne

R5=Partikel mit zu erfassen) gelegt. Alle mit R3 verknilpften Regionen zeigten dann

automatisch die avitalen Zellen an und man konnte diese anhand der Ubrigen Parameter

analog zu den Vitalen charakterisieren.
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Anlage 4: Auswertungsgrundlage fir die durchflusszytometrische Analyse von

Oberflaichenmarker an dendritischen Zellen

Region Verkniipfte Messparameter Zellpopulation
Regionen

R1 - FSC, SSC GrolRe, granulierte Zellen (DZ-
Region)

R2 - FSC, SSC Kleine, wenig granulierte
Zellen (Lymphozyten-Region)

R3 R1 SSC, 7-AAD Vitale Zellen aus R1 (7-AAD
niedrig)

R4 R1+R3 CD14; 7-AAD Lebende (R3), grolRe und
granulierte Zellen (R1), die
CD14-negativ sind = DZs

R5 R2 SSC, 7-AAD Vitale Zellen aus R2 (7-AAD
niedrig)

R6 R2+R5 CD3, 7-AAD Lebende (R5), kleine und wenig

granulierte Zellen (R2), die
CD3-positiv sind = T-Zellen

Fiir die Zellen der Region R4 (lebende (R3), grofle und granulierte Zellen (R1), die CD14-

negativ sind = DZs) wurden Histogramme fiir die Marker CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD1a,

CD274 (=PD-L1) und CCR7 dargestellt.

Durch verschieben der Region R4 auf die CD14-positiven Zellen (Monozyten), konnten die

Monozyten auf die Expression der Oberflachenmarker hin analysiert werden.

Zur Analyse der in der Ausgangszellkultur enthaltenen Lymphozyten und Natirlichen

Killerzellen (NK-Zellen) wurden die Zellen aus R6 (lebende (R5), kleine und wenig granulierte

Zellen (R2), die CD3-positiv sind (T-Zellen) ausgewertet. Durch verschieben der Region R6 auf

die CD3-negativen Zellen (NK- und B-Zellen), konnten diese auf die Expression der

Oberflachenmarker CD16/56 (NK-Zellen) und CD19 (B-Zellen) hin analysiert werden.

Anlage 5: Definitionen und Verknipfungen der Auswertungsregionen im Dot-Blot als

Auswertungsgrundlage flir den Bio-Assay

Region Verkniipfte Messparameter Zellpopulation
Regionen
R1 - FSC, SSC GroRe, granulierte Zellen (DZ-
Region)
R3 R1 SSC, 7-AAD Vitale Zellen aus R1 (7-AAD
niedrig)
R4 R1+R3 CD14; 7-AAD Ausschluss CD14-positiver

Zellen = DZs
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Zusatzlich wurden Histogramme angelegt, um die Ausprdagung der eingesetzten

Oberflachenmarker genauer untersuchen zu kénnen.

Alle im Farbeprotokoll enthaltenen Marker (CD86, CD80, HLA-DR und CD83) wurden in
einem Histogramm dargestellt. In diesen Histogrammen werden alle Zellen abgebildet, die in
einer zuvor definierten Region, hier R4 (groRe, vitale, granulierte CD14-negative Zellen)
gemessen wurden. Die Histogramme gaben zum einen an, wie viel Prozent der Zellen in R4
positiv flr den jeweiligen Marker waren. Zum anderen die mittlere Fluoreszenz-Intensitat
(MFI) fir jeden Marker. Diese gibt den Mittelwert des Fluoreszenzsignals pro Zelle an, die fur
den gemessenen Marker positiv ist, oder anders ausgedriickt, wie stark die Marker je Zelle
im Mittel ausgepragt waren.

Durch verschieben von R4 auf die CD14-positiven Zellen, konnte auch diese Population

(Monozyten) auf ihre Oberflachenmarker hin analysiert werden.

Anlage 6: Auswertungsgrundlage fur die durchflusszytometrische Analyse der

Aufnahme FITC-gekoppelter Dextran-Molekile und des FITC-gekoppelten TL

Region Verkniipfte Messparameter Zellpopulation
Regionen

R1 - FSC, SSC Grole, granulierte Zellen (DZ-
Region)

R3 R1 SSC, 7-AAD Vitale Zellen aus R1(7-AAD
niedrig)

R7 R1+R3 CD14; CD11c Lebende (R3), grofRe und
granulierte Zellen (R1), die
CD14-negativ und CD11c-
positiv sind = DZs

Fir die Zellen der Region R7 wurde ein Histogramm fir den MFI von FITC-Dextran

dargestellt.
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