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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ein Impfschutz gegen intrazelluldre Erreger und Tumore setzt eine anhaltende zelluldre Immunitét
vermittelt durch CD8" zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und CD4" T-Helferzellen voraus. Die
Entwicklung solcher T-Zell-Vakzine bereitet bis heute grofe Schwierigkeiten. Sowohl CpG-
Oligonukleotide (CpG-ODN) als auch a-Galaktosylceramid (a-GalCer) verstirkten als
Adjuvantien in vivo die spezifische zelluldre Immunitit. Die Kombination von CpG-ODN und a-
GalCer konnte moglicherweise die Entwicklung einer T-Zell-vermittelten Immunitit synergistisch
verstarken. Um sich dieser Fragestellung zu nihern, sollte zunéchst untersucht werden, ob die o.-
GalCer-spezifische Aktivierung humaner NKT-Zellen durch Kostimulation mit CpG-ODN
gesteigert wird.

Zahlreiche Studien berichten, dass CpG-ODN die Entwicklung einer spezifischen T-Zellantwort in
vivo verstiarken (Davis, 1998; Heckelsmiller, 2002b; Verthelyi, 2002). Bisher sind jedoch die
zugrunde liegenden Mechanismen, iiber die CpG-DNA eine spezifische zellulire Immunantwort
aktiviert, noch wenig erforscht. Hauptsdchlich werden die beobachteten CpG-vermittelten Effekte
auf T-Zellen auf 16sliche Faktoren, wie Zytokine (Typ-I-IFN) und Chemokine, zuriickgefiihrt, die
nach CpG-Stimulation von plasmazytoiden Zellen (PDC) freigesetzt werden (Rothenfusser, 2001).
Am Beispiel der Interaktion zwischen humanen PDC und einer speziellen Memory-T-
Zellpopulation, den Natiirlichen Killer T(NKT)-Zellen, sollten in dieser Arbeit grundsétzliche
Erkenntnisse iiber die Interaktion zwischen CpG-aktivierten PDC mit T-Zellen gewonnen werden,
die moglicherweise weitere Aufschliisse liber die Funktion der PDC innerhalb des menschlichen

Immunsystems geben konnen. Teil I dieser Arbeit befasst sich daher mit folgenden Fragen:

1) Werden NKT-Zellen innerhalb von humanen peripheren Blutlymphozyten (PBMC) durch CpG-
ODN stimuliert und verstirken CpG-ODN synergistisch die Aktivierung von NKT-Zellen durch
deren spezifisches Glykolipid-Antigen a-GalCer?

2) Uber welche Mechanismen verstirken CpG-ODN die Aktivierung der NKT-Zellen durch das
Glykolipid-Antigen a-GalCer?

Die meisten Erkenntnisse tiber die immunmodulatorischen Effekte von CpG-DNA stammen aus
murinen Modellen. Die Spezies-spezifischen Unterschiede in der Erkennung von CpG-ODN in

Maus und Mensch schriinken die Ubertragbarkeit dieser Daten auf das humane System stark ein.
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Préklinische Untersuchungen bzgl. der Wirkung der distinkten CpG-Typen auf Primaten-
Immunzellen sowie Dosisfindungs- und Toxizitédtsstudien in nicht-humanen Primaten wiirden die
Anwendung von CpG-ODN im Menschen effektiver und sicherer gestalten. Als Grundlage fiir
CpG-Studien im Menschen ist die Etablierung eines nicht-humanen Primatenmodells deshalb
essenziell. Der zweite Teil dieser Arbeit (Teil 1) beschéftigt sich daher mit der Etablierung eines
Primatenmodells im Rhesusaffen fiir praklinische Studien mit humanen CpG-ODN. Vorbereitend
fiir die Entwicklung einer CpG-basierten Vakzine gegen das Simian immunodeficiency virus (SIV)
und das Human immunodeficiency virus (HIV) sollte aulerdem die Rolle der PDC bei einer SIV-

Infektion ndher untersucht werden. Teil I/ befasst sich somit mit folgenden Fragestellungen:

1) Weisen die beiden CpG-Typen, CpG-A und -B, im Rhesusaffen dieselbe immunstimulatorische

Aktivitdt auf wie im humanen System?

2) Lassen sich plasmazytoide DC aus dem peripheren Blut von Rhesusaffen nachweisen und wenn

ja, stimmen Frequenz und Eigenschaften von Rhesus-PDC mit denen humaner PDC {iberein?

3) Verstiarken beide CpG-Typen gleichermalien in vivo die Effektivitit einer Hepatitis B-Vakzine
und gibt es einen messbaren Serum-Parameter, iiber den man die systemische Immunstimulation

durch CpG-ODN in vivo nachweisen kann?

4) Hemmen PDC durch Sekretion inflammatorischer Zytokine/Chemokine die Infektion von T-

Zellen mit SIV?

Teil I1 liefert damit die Basis fiir die kombinierte Anwendung von CpG-ODN und o-GalCer im

Primaten und fiir die Entwicklung CpG-basierter T-Zell-Vakzine gegen intrazelluldre Erreger und

Viren, wie z.B. HIV.
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1.2 Vakzine und Adjuvantien - heutiger Stand

Die Entwicklung protektiver Vakzine gehort zu den grofiten Erfolgen der Medizin. Weltweite
Impfkampagnen im 20. Jahrhundert konnten lebensbedrohliche Infektionskrankheiten, wie
Poliomyelitis und Pocken, erfolgreich eindimmen. Voraussetzung fiir einen anhaltenden
Impfschutz ist die Generierung einer immunologischen Gedachtnisantwort. Gegen viele noch heute
schwer behandelbare, zum Teil unheilbare Infektionskrankheiten gibt es jedoch bisher keine
effektiven Vakzine. Dazu gehoren die Tuberkulose, Lepra, Infektionen mit Parasiten (z.B. Malaria,
Leishmaniose), das Hepatitis C-Virus und das Human immunodeficiency virus (HIV). Auch die
Entwicklung einer prophylaktischen oder therapeutischen Vakzine gegen Tumore (z.B. Melanom,
Sarkom) ist trotz vielfacher Versuche noch nicht zufriedenstellend gelungen. Allen diesen
Krankheiten ist gemeinsam, dass ein Impfschutz zusétzlich zu spezifischen Antikorpern eine
anhaltende zelluldre Immunitit vermittelt durch spezifische CD8" zytotoxische T-Zellen (CTL)
sowie CD4" T-Helfer-Zellen erfordert. Gerade die Entwicklung solcher "T-Zell-Vakzine", deren
Ziel ein langfristiger Schutz gegen intrazelluldre Pathogene und Tumore ist, bereitet bis heute

groBBe Schwierigkeiten und bleibt daher eine hohe Herausforderung der Medizin.

Die Identifizierung und Entwicklung geeigneter Adjuvantien ist ein viel beforschter Ansatz zur
Verbesserung von T-Zell-Vakzine. Unter Adjuvans (adiuvare = lat. unterstiitzen, helfen) versteht
man dabei in der Medizin eine Substanz, die in Kombination mit einem Immunogen verabreicht die
Immunitét verstiarkt. Jules Freund war einer der Ersten, der entdeckte, dass Mykobakterien-
Extrakte (,,complete Freund's adjuvant*, CFA = abgetdtete Mykobakterien in einer Wasser-in-Ol-
Emulsion) eine Immunisierung gegen ein spezifisches Antigen beschleunigen und verstirken
konnen (Freund, 1942). Bis vor kurzem wusste man erst sehr wenig iiber die Mechanismen, mit
denen Adjuvantien eine T- oder B-Zell-Antwort unterstiitzen. In den letzten Jahren konnten die
chemischen Strukturen vieler Adjuvantien sowie ihr zelluldrer und molekularer Wirkmechanismus
aufgeklart werden. Bei vielen potenten Adjuvantien handelt es sich um hochkonservierte
Strukturen, die Mikroorganismen zu Eigen sind, sogenannte "Pathogen-associated molecular
patterns" (PAMP). PAMP binden als Liganden an spezifische Rezeptoren auf Antigen-
préisentierenden Zellen (APC) und aktivieren diese. Als die wichtigsten APC des Immunsystems
nehmen dendritische Zellen (DC) eine Schliisselfunktion beim Priming naiver T-Zellen ein. Mit
dem langfristigen Ziel, eine effektive T-Zell-Vakzine gegen Tumore und virale Infektionen - wie
z.B. HIV - zu entwickeln, untersucht diese Arbeit die Wirkungsmechanismen und den Synergismus
der beiden, erst in jingerer Zeit entdeckten Adjuvantien CpG-Oligonukleotide und o-

Galaktosylceramid.
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1.3 Angeborene und erworbene Immunitit

Innerhalb des Immunsystems von Vertebraten unterscheidet man ein humorales von einem
zelluldren Abwehrsystem und eine "unspezifische" (angeborene) Komponente von einer "antigen-
spezifischen" (adaptiven). Zum humoralen System gehdéren Mediatoren wie Zytokine und das
Komplementsystem sowie spezifische Antikorper, die von aktivierten B-Zellen nach
Antigenkontakt und klonaler Expansion adaptiv produziert werden. Zum zelluldren Teil des
Immunsystems rechnet man die dem angeborenen Immunsystem zugehorigen Granulozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und Natiirlichen Killer(NK)-Zellen sowie die Antigen-
spezifischen T-Lymphozyten der adaptiven Immunitét (Janeway 2001).

Das zelluldre unspezifische Immunsystem ist charakterisiert durch eine angeborene Spezifitét fiir
"Nicht-Selbst". Es kann ohne Induktionsphase als "erste Verteidigungslinie" eine beginnende
Infektion sofort bekdmpfen. Die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems besitzen spezifische
Antigenrezeptoren, die durch somatische Rekombination diversifiziert sind. Sie konnen erst nach
einer Anlaufphase und klonaler Expansion aktiv werden, sind dafiir dann umso spezifischer und
effektiver und sorgen durch Gedéchtniszellen fiir eine andauernde und spezifische Protektion gegen

ein Antigen. Klassische Vertreter der adaptiven zelluldren Immunitét sind die o/f3 T-Zellen.

Die Funktion der Natiirlichen Killer T(NKT)-Zellen, mit denen sich der erste Teil dieser Arbeit
beschiftigt, ist bisher erst unzureichend bekannt. NKT-Zellen nehmen offenbar eine
Zwischenstellung zwischen angeborener und adaptiver Immunitét ein, da sie Eigenschaften beider
Systeme kombinieren. Ahnlich wie NK-Zellen werden NKT-Zellen in der Initialphase einer
Immunantwort aktiviert und unterhalten und modifizieren eine Abwehrreaktion durch
Zytokinausschiittung und zytotoxische Aktivitit. Diese Eigenschaften sind typisch fiir Immunzellen
der angeborenen Immunitit. Andererseits besitzen NKT-Zellen einen spezifischen T-Zell-Rezeptor
(TCR), mit dem sie eine sehr eng begrenzte Gruppe von Glykolipid-Antigenen spezifisch erkennen.
Aufgrund bestimmter Oberflichenmarker (s. CD45R0"/CD62L" (D'Andrea, 2000)) und ihrer
Fahigkeit, bei Aktivierung sofort Effektorfunktionen iibernehmen zu kénnen, werden NKT-Zellen

als eine spezielle Memory-T-Zell-Population angesehen.
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1.4 Pattern Recognition Rezeptoren als Erkennungsmechanismen der angeborenen
Immunitit

Viele mikrobielle Stoffwechselprodukte und Genprodukte kommen ausschlieBlich in
Mikroorganismen vor, nicht in Vertebraten. Konservierte mikrobielle Molekiile, auch Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMP = Pathogen-associated molecular patterns) genannt, werden
vom angeborenen Immunsystem des Vertebraten als Gefahrensignal einer mikrobiellen Infektion
erkannt. Als Konsequenz wird eine adaptive Immunantwort gegen den vorliegenden Pathogentyp
initiiert. Die Rezeptoren, iiber die das angeborene Immunsystem des Vertebraten PAMP detektiert
und die folglich eine adaptive Immunantwort kontrollieren, werden als "Pattern Recognition
Rezeptoren" (PRR) bezeichnet. PRR werden insbesondere von Antigen-prasentierenden Zellen, wie
Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen und B-Zellen, exprimiert. Zu den wichtigsten PRR
des Vertebraten zéhlen die Toll-like Rezeptoren (TLR).

Entdeckung des Drosophila Toll

Toll-Rezeptoren sind evolutiondr hoch-konservierte Typ-I-Transmembran-Proteine (Hashimoto,
1988). Das erste Mitglied der Familie der Toll-Rezeptoren, Drosophila Toll, wurde in der
Drosophila-Fliege entdeckt und kontrolliert die dorsoventrale Ausrichtung in der
Embryonalentwicklung der Drosophila-Fliege (Belvin, 1996; Anderson, 2000). Der Toll-Pathweg
spielt aber auch eine Rolle in der Immunabwehr der Fruchtfliege. Toll-mutierte Drosophila-Fliegen
weisen einen Defekt in der antifungalen Abwehr auf und sind daher sehr anfillig fiir

Pilzinfektionen (Lemaitre, 1996).

Humane Toll-like Rezeptoren (TLR)

Auf der Suche nach Rezeptoren des humanen angeborenen Immunsystems identifizierte die
Arbeitsgruppe um Charles Janeway ein strukturhomologes Protein des Drosophila Toll im
humanen System, das spater Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) benannt wurde (Medzhitov, 1997). TLR4
wird unter anderem in Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert und erkennt
Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand gram-negativer Bakterien. In den vergangenen Jahren
wurden im Vertebraten weitere TLR und ihre Liganden identifiziert, so dass die Familie der
transmembrandren TLR bis dato zehn Mitglieder (TLR1-10) umfasst (Medzhitov, 2001). Neben
LPS erkennen TLR Lipoproteine, Flagellin und Peptidoglykane von Bakterien, Zymosan von
Hefepilzen, bakterielle CpG-DNA und Doppelstrang-RNA von Viren (vgl. Tab. 1) (Medzhitov,
2001; Takeda, 2001). Nicht von allen TLR-Mitgliedern kennt man bisher ihre genaue Funktion

oder/und ihre Liganden. An Erkennungsmechanismen, Signalweiterleitung und Funktionen der
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einzelnen TLR wird derzeit intensiv geforscht. Es ist anzunehmen, dass in den kommenden Jahren
weitere Erkenntnisse iiber die Funktion der TLR gewonnen sowie neue TLR-Mitglieder und TLR-

Liganden identifiziert werden.

Tab. 1: Humane Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (nach (Medzhitov, 2001)).

TLR PAMP Pathogen Referenz

TLR1 kooperiert mit TLR2 n.d. (Ozinsky, 2000)

TLRI/TLR2'

TLR2 Lipoproteine Bakterien (Takeuchi, 2000)
Peptidoglykane gram' Bakterien (Takeuchi, 1999)

(Schwandner, 1999)

LAM® Mykobakterien (Underhill, 1999)
Zymosan Hefen (Ozinsky, 2000)
GPI’ Trypanosoma cruzi | (Campos, 2001)

TLR2/TLRG' | MALP-2* Mykoplasmen (Takeuchi, 2000)

TLR3 dsRNA’ Viren (Alexopoulou, 2001)

TLR4 LPS® gram” Bakterien (Poltorak, 1998)

(Hoshino, 1999)

RSV F(Fusions-)Protein’ RSV’ (Kurt-Jones, 2000)
HSP60* Wirt (Ohashi, 2000)

TLRS Flagellin Bakterien (Hayashi, 2001)

TLR6 kooperiert mit TLR2 (Takeuchi, 2000)

TLR2/TLRG'

TLR7 Imidazoquinoline n.d. (Hemmi, 2002)

TLR8 n.d. n.d.

TLR9 CpG-DNA Bakterien, Viren (Hemmi, 2000)

TLR10 n.d. n.d.

n.d., not determined = engl. noch nicht bekannt.

'Einige TLR formen Heterodimere miteinander und kooperieren bei der Erkennung bestimmter
mikrobieller Strukturen, s. TLR1/TLR2 und TLR2/TLRS6.

’LAM, Lipoarabinomannan; *GPI, Glykosylphosphatidylinositol; *“MALP-2, Makrophagen-
aktivierendes Lipopeptid 2kDa; *dsRNA, doppelstringige RNA; °LPS, Lipopolysaccharide; ’
RSV, Respiratory syncytial virus; ¥ HSP60, Hitzeschock-Protein 60.
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1.5 Dendritische Zellen

Im Folgenden werden die Hauptfunktionen dendritischer Zellen (DC) sowie ihre Unterteilung in

verschiedene Subtypen beschrieben.

1.5.1 Funktion dendritischer Zellen innerhalb des Immunsystems

DC sind Bindeglieder zwischen unspezifischer und spezifischer Immunitdt

Von den unter dem Begriff der Antigen-prisentierenden Zellen (APC) zusammengefassten
Zelltypen (Monozyten, B-Zellen oder dendritische Zellen) stellen die dendritischen Zellen bei
weitem die bedeutsamste Gruppe dar. Erstmals wurden DC von Ralph Steinman im Jahr 1973
beschrieben (Steinman, 1973). Im Mittelpunkt des immunologischen Interesses stehen DC, seit

man weil3, dass sie als einzige naive T-Zellen Antigen-spezifisch aktivieren konnen.

Unreife dendritische Zellen befinden sich vor allem im peripheren Gewebe - auf der Suche nach
moglichen Pathogenen und Infektionsherden. Sie sind spezialisiert auf die Antigen-(Ag-)
Aufnahme und -Prozessierung. Entsprechend ihrer Funktion weisen unreife dendritische Zellen
eine starke Expression von Endozytose-Rezeptoren und hohe Phagozytoseaktivitét auf, exprimieren
aber nur in geringem Mal} Ag-priasentierende und kostimulatorische Molekiile. Nach Ag-Aufnahme
wandern DC in die umliegenden Lymphknoten, verlieren gleichzeitig ihre Phagozytoseaktivitit
und verdndern ihren Phinotyp. Sie zeigen nun eine starke Expression an MHC-I- und MHC-II-
Molekiilen, die sie zur Pridsentation der aufgenommenen Fremdpeptide befdahigen. AuBlerdem
exprimieren sie kostimulatorische B7-Molekiile (CD80, CD86), iiber die sie in direkten Zellkontakt
mit T-Zellen treten konnen. Die Wanderung der DC aus dem peripheren Gewebe in die
Lymphknoten sowie ihre phénotypische und funktionelle Differenzierung (sogenannte Reifung)
werden durch Gefahrensignale initiiert. Als Gefahren- bzw. Reifesignale wirken inflammatorische
Zytokine (TNF-a, IL-1p), die Erkennung eines eindringenden Pathogens (z.B. LPS, bakterielle
DNA, dsRNA) iiber einen Pattern Recognition Rezeptor (PRR) oder der direkte Zellkontakt
zwischen DC und T-Zelle (z.B. CD40/CD40L-, B7/CD28-Interaktion). Erfahren unreife DC nach
Ag-Aufnahme und -Prozessierung keine Ausreifung, kommt es zu einer Toleranzinduktion durch
die DC und die Immunantwort stagniert. Reife DC dagegen sind auf die Ag-Prédsentation und Ag-
spezifische Aktivierung naiver T-Zellen spezialisiert (=Priming, s. 1.5). In den Lymphknoten
treffen die reifen DC auf naive T-Lymphozyten und présentieren diesen Antigene (Signal 1).
Zusitzlich vermitteln DC - durch Bindung von B7-Molekiilen bzw. CD40 an CD28-Molekiile bzw.
CDA40L auf der T-Zelle - ein zweites, kostimulatorisches Signal (Signal 2), das die klonale
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Expansion der spezifischen T-Zellen initiiert. Folglich kontrollieren DC die Entstehung einer
spezifischen T-Zell-Immunitidt und stellen das entscheidende Bindeglied zwischen dem
angeborenen (unspezifischen) und erworbenen (spezifischen) Immunsystem dar (Steinman, 1991;

Banchereau, 2000).

Subpopulationen dendritischer Zellen

Basierend auf verschiedenen Merkmalen, wie Abstammung, Oberflichenmarker, Vorkommen und
teilweise ihrer Funktion, unterscheidet man im humanen System drei verschiedene DC-Subtypen:
1) Langerhans-Zellen; 2) Interstitielle DC oder Myeloide DC (MDC); 3) Plasmazytoide DC (PDC).
Wahrscheinlich stammen alle DC-Subtypen urspriinglich von CD34" himatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarkes ab, die im weiteren Verlauf zu CD34" myeloiden und CD34"
lymphoiden Vorlduferzellen differenzieren. Die CD34", CD11¢” myeloiden Vorlduferzellen reifen
zu interstitiellen oder myeloiden DC bzw. den Langerhans-Zellen in der Haut heran, wihrend die
CD34", CD11c¢ lymphoiden Vorliuferzellen zu plasmazytoiden DC differenzieren (Banchereau,
2000; Liu, 2001).

Dendpritische Zellen im peripheren Blut

Humane dendritische Zellen im peripheren Blut (blood dendritic cells, BDC) stellen eine
heterogene Gruppe von Zellen dar bestehend aus mindestens zwei Subpopulationen, die sich in
phénotypischen und funktionellen Merkmalen unterscheiden. Allen BDC fehlen die Leukozyten-
spezifischen Zellreihen-Marker CD3, CD14, CD19, CD56 (= lineage-negative); ihnen gemeinsam
ist die Expression der Oberflichenmarker HLA-DR, CD4 und CD33. Die lineage-negativen (lin’),
HLA-DR-positiven BDC lassen sich weiter auftrennen in CD11c¢" myeloide DC (lin/HLA-
DR/CD11¢” MDC) und CDI11¢/CD123" plasmazytoide DC (lin/HLA-DR"/CD123" PDC)
(O'Doherty, 1994; Olweus, 1997).

1.5.2 Myeloide dendritische Zellen: Klassische DC

CD1Ic" blood dendritic cells (=myeloide DC, MDC) differenzieren in Kultur in Gegenwart von
Zytokinen spontan zu typischen, reifen DC. Ein in vitro-Modell fiir MDC sind die aus Monozyten
mit GMCSF (granulocyte-macrophage-colony stimulating factor) und 1L-4 generierten unreifen
DC (mono-DC), die sich mithilfe mikrobieller Stimuli (z.B. LPS, TNF-a, IL-18) zu reifen mono-
DC differenzieren lassen. Anhand in vitro generierter mono-DC wurden die immunologischen
Eigenschaften von MDC, i.e. Ag-Aufnahme, Ag-Prozessierung und Ag-Présentation sowie die
Féhigkeit zur T-Zell-Stimulation, untersucht. MDC verfiigen iiber mehrere Rezeptoren, mit denen

siec Ag aufnehmen konnen, i.e. Mannose-Rezeptoren, DC-SIGN und Fc-Rezeptoren (Colonna,
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2002). Nach Wechselwirkung mit aktivierten T-Zellen iiber kostimulatorische Molekiile,
insbesondere CD40 bzw. B7-Molekiile auf MDC und CD40L bzw. CD28 auf aktivierten T-Zellen,
initiieren MDC die klonale Expansion spezifischer T-Zellen und produzieren IL-12, wodurch eine
Thl-gerichtete Differenzierung naiver T-Zellen gefordert wird. Sie unterscheiden sich von
plasmazytoiden Zellen (PDC) sehr wesentlich in ihrer TLR-Expression, wodurch MDC andere
mikrobielle Bestandteile erkennen als PDC. Im Gegensatz zu PDC exprimieren MDC kein TLR9
und reagieren somit nicht auf Stimulation mit CpG-DNA (Krug, 2001b).

1.5.3 Plasmazytoide dendritische Zellen: Zwischen Interferon-produzierenden Zellen und
DC

CD123" (= IL-3Ra’) Blood Dendritic Cells (= plasmazytoide DC, PDC) sind identisch mit der seit
langerem bekannten, jedoch ungenau charakterisierten Interferon-a-produzierenden Zelle (IPC),
die als Hauptproduzent von IFN-a in der frilhen Phase viraler Infektionen beschrieben wurde
(Fitzgerald-Bocarsly, 1993; Cella, 1999; Siegal, 1999). Neben Typ-I-IFN (IFN-o/p) kénnen PDC
eine Reihe anderer inflammatorischer Zytokine und Chemokine produzieren, wie 1L-12, TNF-a.,
IL-6, IL-8, IP-10 (Bauer, 2001; Krug, 2001b). Nach Erkennung bestimmter mikrobieller Stimuli,
wie CpG-DNA, beobachtet man - wie bei MDC - eine Ausreifung der PDC, gekennzeichnet durch
morphologische Verdnderungen (Entwicklung von Ausldufern (Dendriten)) sowie erhdhte
Expression von MHC-Molekiilen, kostimulatorischen Molekiilen und des Lymphknoten-Homing-
Rezeptors CCR7 (Hartmann, 1999; Krug, 2001b). Reife PDC besitzen neben der typischen
dendritischen Morphologie potente T-Zell-stimulatorische Féhigkeiten (Grouard, 1997; Cella,
2000). Sie exprimieren den C-Typ-Lectin-Rezeptor BDCA-2, der fiir die Aufnahme von Ag

verantwortlich sein konnte (Dzionek, 2001).

Ihre Einordnung als "DC" beruht darauf, dass reife PDC neben ihrer sekretorischen Funktion eine
typische dendritische Morphologie besitzen und allogene T-Zellen zur Proliferation bringen
(Hartmann, 1999; Cella, 2000; Rothenfusser, 2002). Die Einordnung der PDC als dendritische
Zellen ist dennoch bis heute umstritten. Bisher fehlen Daten, ob PDC Antigen phagozytieren,
prozessieren und T-Zellen Antigen-spezifisch primen konnen, was ihre Einteilung als klassische

DC rechtfertigen wiirde.

1.6 T-Lymphozyten

Circa 80 Prozent der Lymphozyten im peripheren Blut sind T(Thymus)-Lymphozyten, die in ihrer

Entwicklung einen Reifungsprozess im Thymus durchlaufen. Die Abwehrfunktion von T-Zellen
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beruht darauf, dass sie Zellen, die ein Pathogen internalisiert haben und Fremdpeptid/MHC-
Komplexe auf der Zelloberfléche tragen, iiber ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor erkennen. Der
aus zwei Ketten zusammengesetzte T-Zell-Rezeptor (TCR) ist das charakteristische Merkmal von
T-Zellen. Die Vielfalt des antigen-spezifischen TCR-Repertoires im Immunsystems von
Vertebraten wird dadurch erzeugt, dass die Gene fiir die TCR-Ketten in jeder Zelle einem

somatischen Rekombinationsprozess unterworfen sind.

Kombinationsdiversitdit des T-Zell-Rezeptors (TCR)

Der im Laufe der Differenzierung der T-Lymphozyten stattfindende Rekombinationsvorgang zur
Generierung eines Antigenrezeptors fiithrt zur Zusammensetzung von jeweils mehreren mdglichen,
entlang eines groflen Genlocus verstreut liegenden V-(variable), D-(diversity), J-(joining) und C-
(constant) Gensegmenten zu einem einzelnen, transkribierbaren Gen. Die Vielfalt, die sich allein
durch die unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten dieser Gensegmente ergibt (die
sogenannte Kombinationsdiversitit), ist bei a/f T-Zellen mit etwa 50 V-Segmenten pro Kette
bereits enorm hoch. Zusétzlich kann das Enzym TDT (Terminale Desoxynukleotid-Transferase)
durch Entfernen endstindiger Nukleotide und zufélligen Einbau einiger zusétzlicher, nicht im
Genom kodierter sogenannter N-Nukleotide zwischen den einzelnen Segmenten die Vielfalt noch
steigern. T-Zellen enthalten vier solcher Genloci, die potentiell rearrangieren konnen und die wie
ihre Genprodukte o, 3, y und 6 benannt sind. Nach dem Reifungsprozess im Thymus tragen 95%
der T-Zellen einen aus einer a- und B-Kette zusammengesetzten TCR, die restlichen, etwa 5% der

T-Zellen exprimieren einen aus einer y- und 6-Kette bestehenden TCR.

o/} T-Zellen

Reife a/f T-Zellen tragen entweder den CD4 oder CD8 Korezeptor. Mit ihrem durch das
Genarrangement jeweils einzigartigen TCR konnen o/ff T-Zellen Antigene spezifisch erkennen.
Fiir a/f T-Zellen sind Antigene definiert als Fremd-Peptide gebunden an MHC-I-Molekiile bei
CDS8" T-Zellen bzw. Fremdpeptide gebunden an MHC-II-Molekiile bei CD4" T-Zellen. Dies ist die
Folge eines Selektionsprozesses im Thymus, der nur o/ff T-Zellen mit TCR zulésst, die mit
geringer Affinitit an die eigenen MHC-Molekiile binden (positive Selektion/ MHC-Restriktion),
jedoch Rezeptoren, die spezifisch fiir MHC/Selbst-Peptid-Komplexe sind, ausschliet (negative
Selektion). Die diesen Selektionsprozess liberstehenden Zellen sind spezifisch fiir Fremd-Peptide,

préasentiert durch die eigenen MHC-Molekiile und damit MHC-restringiert.
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Priming von o/p T-Zellen

Fiir eine vollstdndige erste Aktivierung bendtigen naive o/f3 T-Zellen neben der Erkennung eines
spezifischen Liganden iiber ihren TCR (=Signal 1) gleichzeitig ein zweites, kostimulatorisches
Signal (=Signal 2) vermittelt durch kostimulatorische Molekiile (z.B. B7, CD40) auf
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen, die an bestimmte Oberflichenmolekiile auf T-
Zellen binden (s. CD28, CD40L). Nach diesem als Priming bezeichneten Vorgang der ersten
Aktivierung naiver T-Zellen proliferiert die urspriingliche einzelne T-Zelle (klonale Expansion)

und differenziert zu Effektorzellen, bevor sie eine effektive Immunantwort bewirken kann.

Effektormechanismen der o/p T-Zellen

Das Immunsystem von Vertebraten verfiigt iiber verschiedene Strategien, um intra- bzw.
extrazelluldre Pathogene zu bekdmpfen. Viren und einige intrazelluldre Bakterien, die korpereigene
Zellen infizieren und sich anschlieBend im Zytosol replizieren, werden durch Lyse der infizierten
Koérperzelle mithilfe von CD8" zytotoxischen T-Zellen beseitigt. Bakterien und Parasiten, die iiber
Phagozytose oder Endozytose von einer APC aufgenommen werden, replizieren sich in
Endosomen und Lysosomen. Solche in Vesikel eingeschlossene Pathogene werden mithilfe von
CD4" T-Zellen bekidmpft. CD4" T-Zellen leiten je nach Art des eingedrungenen Pathogens eine
Thl- bzw. Th2-Immunantwort ein. Thl-Zellen aktivieren Makrophagen, das von ihnen
phagozytierte Pathogen zu toten; Th2-Zellen aktivieren B-Zellen zur Produktion Ag-spezifischer
Immunglobuline. CD4" und CD8" T-Zellen erkennen die Art des eingedrungenen Pathogens an der

MHC-Klasse (I bzw. 11), iiber die das Fremdpeptid auf der APC-Oberfléche prisentiert wird.

Memory-T-Zellen

Die Anzahl Antigen-spezifischer T-Zellen steigt wéihrend einer Infektion sehr stark an und fallt
nach Abklingen der Infektion erneut ab - unter Umsténden auf ein Hundertstel des Maximalwertes
wihrend der Infektion. Dennoch liegt die Anzahl spezifischer T-Zellen nach Abklingen der
Infektion deutlich hoher als vor dem Priming. Die verbleibenden T-Zellen sind langlebige
voraktivierte T-Zellen, die charakteristische Aktivierungsmarker, z.B. CD45RO, exprimieren. Auf
Restimulation mit dem entsprechenden Antigen reagieren diese T-Zellen sensitiver als naive T-
Zellen und iibernehmen schnell und effektiv Effektorfunktionen. Man bezeichnet diese
voraktivierten T-Zellen daher als Memory-T-Zellen. Aufgrund ihrer im Vergleich zu naiven T-
Zellen hoheren Frequenz und leichteren Aktivierbarkeit machen sie den Organismus gegeniiber

einer erneuten Infektion mit demselben Erreger resistent.
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1.7 Natiirliche Killer T(NKT)-Zellen

Effektoren in der Initialphase einer Immunantwort

Natiirliche Killer T (NKT)-Zellen sind eine kleine, erst seit kurzem bekannte Lymphozyten-
Subpopulation, deren physiologische Funktion bisher weitgehend unbekannt ist (Lantz, 1994). Ihre
Bezeichnung als "NKT"-Zellen beruht darauf, dass sie phédnotypische und funktionelle
Eigenschaften von NK-Zellen und a/p T-Zellen teilen. NKT-Zellen exprimieren einen semi-
invarianten o/ff TCR, iiber den sie bestimmte Glykolipid-Antigene spezifisch erkennen. NKT-
Zellen werden - dhnlich wie NK-Zellen - in der Initialphase einer Immunantwort aktiviert und
induzieren durch Zytokinausschiittung sekundér die Aktivierung anderer Immunzellen der
angeborenen und erworbenen Immunitét. Sie konnen dadurch eine entstehende Immunantwort

(dhnlich einem Adjuvans) entscheidend modifizieren.

1.7.2  Entdeckung muriner Va.14" NKT-Zellen

Im Jahr 1986 isolierte die Arbeitsgruppe um Taniguchi eher zuféllig die cDNA der invarianten
Val4-Rezeptorkette aus murinen Suppressor-T-Hybridomzellen (Imai, 1986). Einige Jahre spéter
identifizierten Lantz und Bendelac eine murine T-Zell-Population, die einheitlich diese invariante
a-Kette in ihrem TCR exprimiert (Lantz, 1994). Va14" T-Zellen tragen entweder keinen
Korezeptor (CD47/CDS8™ doppelt negativ) oder nur den CD4" Korezeptor (CD4'/CDS8"). Neben
einem aktivierten Memory-T-Zell-Phinotyp (CD44") exprimieren Val4" T-Zellen den murinen
NK-Zellmarker NK1.1. Eine andere Besonderheit der Val14™ T-Zellen ist, dass sie nicht-
polymorphe, MHC-I-dhnliche CD1d-Molekiile erkennen (Bendelac, 1995).

Der TCR dieser T-Zell-Population setzt sich aus einer invarianten a-Kette und einer $-Region mit
begrenzter Variabilitdt zusammen. Die Val4-Kette des TCR ist fast ausschlieBlich mit einer
bestimmten J-Region (J281) assoziiert (invariante Vo /4-J281-Region) (Lantz, 1994). Va14 ist
iiberwiegend an eine bestimmte $-Kette gebunden: V8. Mit der p-Kette konnen unterschiedliche

J-Regionen assoziiert sein. Insgesamt wird der TCR dieser Zellen daher als "semi-invariant

bezeichnet.

Die neue murine Zellpopulation mit semi-invariantem TCR und gleichzeitiger NK1.1-Expression
wurde von ihren Entdeckern als Val4™ NKT-Zell-Population bezeichnet (Taniguchi, 2003). Voul14”
NKT-Zellen kommen in der Maus vor allem in der Leber (20-30% der hepatischen Lymphozyten),
im Knochenmark und im Thymus vor, zu kleineren Prozentsdtzen auch in der Milz und im

peripheren Blut (Biron, 2001).
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1.7.3 Humane Va24" NKT-Zellen

Strukturelle Homologie zu murinen NKT-Zellen

Lantz und Bendelac identifizierten im humanen System eine den murinen Va14™ NKT-Zellen
phiinotypisch und funktionell sehr dhnliche Zellfraktion, die Va24'/VB11" NKT-Zellen (Lantz,
1994). Entsprechend ihren murinen Homologen exprimieren humane NKT-Zellen eine invariante
o-Kette (Va24) und sind entweder CD4/CD8” doppelt negativ (=DN) oder CD4"/CD8" (Dellabona,
1994). Die cDNA-Sequenzierung der murinen Val4-Kette und der humanen Va24-Kette zeigte
eine erstaunlich hohe Homologie zwischen den beiden Spezies (Lantz, 1994). Auch Va24 ist
iiberwiegend mit einer bestimmten J-Region assoziiert (Ja18), welche wiederum der murinen J281-
Region strukturell sehr &hnlich ist. Die iiberwiegend mit Va24 assoziierte 3-Kette VP11 weist eine
sehr dhnliche cDNA-Sequenz wie die murine V38-Kette auf. Wie ihre murinen Homologe besitzen
humane V24" NKT-Zellen einen aktivierten Memory-Phinotyp (CD45R0°/CD62L" (D'Andrea,
2000)) und exprimieren NK-Rezeptoren (NKRP1A=CD161 (Loza, 2002), NKG2D (Vivier, 2002)).

Funktionelle Homologie zu murinen NKT-Zellen

Sowohl in der Maus als auch im Menschen erkennen NKT-Zellen iiber ihren TCR bestimmte
Glykolipid-Antigene, wenn diese an nicht-polymorphe MHC-I-dhnliche CD1d-Molekiile auf
Antigen-prdsentierenden Zellen gebunden sind (Exley, 1997; Kawano, 1997). Prototyp eines
solchen Glykolipid-Antigens ist a-Galaktosylceramid (a-GalCer, s. 1.6.6). Murine und auch
humane NKT-Zellen erkennen CD1d-gebundenes a-GalCer (Brossay, 1998).

Die erstaunlich hohe, iiber die Evolution hinweg erhaltene strukturelle und funktionelle Homologie
von NKT-Zellen in Maus und Mensch (a/p TCR-Ketten, a-GalCer-Erkennung) ldsst vermuten,

dass NKT-Zellen wichtige Abwehrfunktionen innerhalb des Immunsystems von Vertebraten

innehaben.
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1.7.4 Physiologische Funktion von NKT-Zellen

NKT-Zellen iiben regulatorische Funktionen innerhalb des Immunsystems aus

NKT-Zellen sind ThO-Zellen, die bei Antigen-Kontakt Th1- und Th2-Zytokine produzieren kdnnen
(z.B. IFN-y und IL-4) (Bendelac, 1997; Godfrey, 2000). In Abhingigkeit von der Kostimulation im
Rahmen der Antigen-Erkennung differenzieren NKT-Zellen in Richtung Thl oder in Richtung
Th2. Inzwischen ist gut belegt, dass NKT-Zellen wichtige regulatorische Funktionen innerhalb der
angeborenen und adaptiven Immunitét besitzen (Taniguchi, 2003). NKT-Zellen werden in der
Initialphase einer Immunantwort aktiviert und regulieren iiber Zytokine, vor allem IFN-y und IL-4,
andere Immunzellen, wie NK-Zellen, dendritische Zellen, CD4" und CD8" T-Zellen und B-Zellen
(Carnaud, 1999; Kitamura, 1999; Godfrey, 2000; Nishimura, 2000). Damit initiieren und regulieren
sie Immunreaktionen der angeborenen und adaptiven Immunitét. Tabelle 2 fasst - ohne den
Anspruch auf Vollstindigkeit - die wichtigsten Erkrankungen zusammen, bei denen die Beteiligung
von NKT-Zellen an einer protektiven Immunantwort nachgewiesen wurde. Ein in diesem Jahr
erschienener Ubersichtsartikel von Taniguchi beschreibt ausfiihrlich den aktuellen Kenntnisstand

tiber die Beteiligung von NKT-Zellen an Immunreaktionen (Taniguchi, 2003).

Es gibt eine Vielzahl von Hinweisen, dass NKT-Zellen die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen verhindern kdnnen. Die Daten hierzu stammen bisher in erster Linie aus
Tiermodellen. Nonobese diabetic (NOD-) Méause entwickeln spontan einen Typ-I-Diabetes. NKT-
Zellen sind in diesen Mausen stark vermindert, und die verbleibenden NKT-Zellen sind nicht in der
Lage, IL-4 zu produzieren (Gombert, 1996). Durch Transfer von normalen NKT-Zellen in NOD-
Maiuse kann die Entwicklung des Diabetes verhindert werden (Hammond, 1998). In verschiedenen
Transplantations-Modellen sind NKT-Zellen an der Toleranzentwicklung gegeniiber Allo- bzw.
Xenograft-Transplantaten beteiligt (Ikehara, 2000; Seino, 2001; Sonoda, 2002). Man nimmt an,
dass NKT-Zellen iiber die Ausschiittung von immunsupprimierenden Zytokinen (z.B. IL-10)
oder/und durch Induktion von regulatorischen T-Zellen eine Immunantwort bei
Autoimmunerkrankungen supprimieren bzw. gegeniiber einem Transplantat Toleranz induzieren
konnen (Sonoda, 2001; Takeda, 2000). Interessanterweise sind bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen (Typ-I-Diabetes, Lupus erythematodes, systemische Sklerose, Multiple
Sklerose, Rheumatoide Arthritis) ebenfalls verminderte NKT-Zellzahlen und Funktionsverluste der
NKT-Zellen beschrieben worden (Sumida, 1995; Wilson, 1998; Illes, 2000, Wilson, 2000;
Gausling, 2001; Kojo, 2001; Kukreja, 2002).
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Tab. 2: Beteiligung von NKT-Zellen an protektiven Inmunantworten (nach (Godfrey, 2000)).

Erkrankung

Referenz

Autoimmunerkrankungen
Typ-I-Diabetes

¢ Verminderte NKT-Zell-Frequenz und -Funktion in NOD-Mé&usen
und Typ-I-Diabetes-Patienten; NKT-Zellen von NOD-Méusen u.
Typ-I-Diabetes-Patienten weisen Defekt in IL-4-Produktion auf.

¢ Transfer von NKT-Zellen in NOD-M4use schiitzt vor Diabetes-
Entwicklung (vermutlich durch Sekretion von IL-4 und IL-10).

Lupus erythematodes

»  Ausbruch der Krankheit in MRL/Ipr Mausen' korreliert mit Verlust
der NKT-Zellen.

*  Transfer von NKT-Zellen in MRL/Ipr Miuse' schiitzt vor Lupus-
Entwicklung.

¢ Verminderte NKT-Zell-Frequenz in Lupus-Patienten.
Systemische Sklerose

¢ Verminderte NKT-Zell-Frequenz in Sklerose-Patienten.
Multiple Sklerose

¢  Verminderte NKT-Zell-Frequenz in MS-Patienten.
Rheumatoide Arthritis

¢  Verminderte NKT-Zell-Frequenz in Patienten mit Rheumatoider
Arthritis.

(Gombert, 1996; Godfrey, 1997,
Lehuen, 1998; Wilson, 1998;
Kukreja, 2002, Wilson, 2000)

(Hammond, 1998; Lehuen, 1998)

(Takeda, 1993; Mieza, 1996)

(Kojo, 2001)

(Sumida, 1995)

(Illes, 2000; Gausling, 2001)

(Kojo, 2001)

Infektionskrankheiten
Toxoplasmose

e NKT-Zellen verstirken die Funktion von spezifischen CD8" CTL
gegen Toxoplasma gondii (Maus).

Mpykobakterien

e NKT-Zellen bei Tuberkulose-Infektion an Granulom-Formation
und IFN-y-Ausschiittung beteiligt (Maus).

Plasmodien

e NKT-Zellen hemmen direkt das Wachstum der Plasmodien in der
Leber, vermutlich {iber IFN-y-Sekretion (Maus).

(Denkers, 1996)

(Apostolou, 1999)

(Gonzalez-Aseguinolaza, 2000; Pied,
2000; Mannoor, 2001)

Tumore

*  NKT-Zellen hemmen Tumorwachstum durch direkte Zytotoxizitat
bzw. Ausschiittung von IFN-y (Maus).

(Hashimoto, 1995; Takeda, 1996;
Yamaguchi, 1996; Cui, 1997;
Nakagawa, 1998; Kawano, 1999;
Smyth, 2002)

Toleranz

¢ NKT-Zellen vermitteln Toleranz im ACAID-Modell durch
Ausschiittung von IL-10 und Induktion von regulatorischen T-
Zellen (Maus). ACAID=Anterior-chamber-associated immune
deviation.

*  NKT-Zellen unterdriicken Absto3ungsreaktion nach Allo- bzw.
Xenograft-Tranplantation (Maus); Transfer von NKT-Zellen in
NKT-Zell-Knock out (KO)-Méuse vermittelt Akzeptanz der
Transplantate.

(Sonoda, 2001; Sonoda, 2002)

(Seino, 2001; Ikehara, 2000)

" MRL/Ipr Méuse, MRL/Ipr-Miuse entwickeln aufgrund eines genetischen Defekts des Fas-Rezeptors
(und daraus resultierender abnormaler Apoptose) spontan einen systemischen Lupus erythematodes.
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Uber die Ausschiittung von IFN-y und wahrscheinlich direkte Zytotoxizitit sind NKT-Zellen in der
Maus an Abwehrreaktionen gegen Infektionen und Tumore beteiligt (Hashimoto, 1995; Denkers,
1996; Takeda, 1996; Yamaguchi, 1996; Kawano, 1998; Apostolou, 1999; Godfrey, 2000;
Gonzalez-Aseguinolaza, 2000; Pied, 2000; Mannoor, 2001; Smyth, 2002). Ein Teil der nach
selektiver NKT-Zellstimulation durch a-GalCer in vivo beobachteten zytotoxischen Effekte kommt
jedoch wahrscheinlich durch sekundére Aktivierung anderer Effektorzellen, vor allem NK-Zellen,
zustande (Biron, 2001). Auch humane NKT-Zellen {ibten in vitro nach Aktivierung mit dem
spezifischen Glykolipid-Antigen o-GalCer gegeniiber verschiedenen Tumorzelllinien direkte

Zytotoxizitdt aus (Kawano, 1999; Nicol, 2000).

Erste Literaturberichte weisen darauf hin, dass eine Fehlregulation von NKT-Zellen die Ursache
fiir einen Immundefekt sein kann. So sollen NKT-Zellen die Ausbildung einer antitumoralen
Immunantwort supprimiert (Terabe, 2000) bzw. die Entwicklung von Autoimmungeschehen
induziert haben (Kaneko, 2000; Takeda, 2000). Diese Berichte verdeutlichen auf dramatische
Weise, welch regulatorisches Potential NKT-Zellen aufweisen. Fasst man die bisherigen
Erkenntnisse iiber die Funktion von NKT-Zellen zusammen, er6ffnen sich interessante Strategien
fiir eine NKT-Zell-basierte Immuntherapie. Moglicherweise kann die Funktion von NKT-Zellen
tiber spezifische Liganden gezielt moduliert werden, um eine Immunreaktion bei

Autoimmunerkrankungen, Infektionen und Tumoren zu regulieren.

Prdferentielle Abwehrfunktion in der Leber?

NKT-Zellen kommen nur in sehr niedrigen Prozentsdtzen im Vertebraten-Organismus vor, s. 0,2%
im humanen peripheren Blut (eigene Daten). Bemerkenswerterweise akkumulieren vor allem
murine, aber auch humane NKT-Zellen in der Leber, einem Ort, der besonders vielen Fremdstoffen
und Pathogenen ausgesetzt ist (Anteil der NKT-Zellen an Gesamt-T-Zellen in der Leber: 20-30%
in der Maus bzw. 4% im Menschen) (Ishihara, 1999; Norris, 1999; Biron, 2001). Daher liegt der
Schluss nahe, dass NKT-Zellen an ihrer priaferentiellen Lokalisation, der Leber, eine besondere

Abwehrfunktion innehaben.

1.7.5 Entwicklung von NKT-Zellen

Pre-Commitment- und Mainstream-Modell

Die Entwicklung von NKT-Zellen konnte bisher nur ansatzweise geklart werden. Es gibt bis dato
zwei grundsitzliche Modelle, wie NKT-Zellen entstehen: Das ,, Pre-Commitment-Modell “ und das

,»Mainstream “-Modell “ (MacDonald 2002).
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Nach dem sogenannten ,, Pre-Commitment-Modell“ stammen NKT-Zellen - anders als
konventionelle T-Zellen - von einer eigenen separaten Vorldufer-T-Zelle ab, deren Rezeptorketten
bereits genetisch determiniert sind (Sato, 1999). Gegen dieses Modell sprechen Untersuchungen,
nach denen das Rearrangement des semi-invarianten TCR von NKT-Zellen nicht mit héherer
Wabhrscheinlichkeit als bei konventionellen a/ff T-Zellen stattfindet, sondern zufallig (Lantz, 1994;
Shimamura, 1997).

In letzter Zeit geht man daher von dem sogenannten Mainstream-Modell aus. Nach dem
Mainstream-Modell entstehen NKT-Zellen — wie konventionelle o/ T-Zellen - aus normalen
Vorldufer-Thymozyten (Bendelac, 1997). Nach zufélligem Rearrangement der a- und f-Ketten
exprimiert zunichst eine sehr kleine Population von Vorldufer-Thymozyten den semi-invarianten
TCR der NKT-Zellen (Gapin, 2001). In f2M-defizienten (Mause ohne intakte MHC-I- und CD1d-
Molekiile) und CD1d-defizienten Mausen findet man eine verminderte Anzahl von NKT-Zellen
(Ohteki, 1994; Adachi, 1995; Chen, 1997). Daher nimmt man an, dass murine Vo.14" NKT-Zellen
durch spezifische Interaktion zwischen ihrem TCR und CD1d-Molekiilen positiv selektioniert
werden. CD8" NKT-Zellen werden wahrscheinlich - im Gegensatz zu CD4" oder CD4/CDS§’
doppelt negativen NKT-Zellen - durch negative Selektion eliminiert (vermutlich aufgrund zu hoher
Affinitit der CD8" NKT-Zellen zu einem autologen, CD1d-gebundenen Antigen) (Bendelac,
1994). Die im Vergleich zu konventionellen spezifischen T-Zellen hohe Frequenz der NKT-Zellen
konnte — nach dem Mainstream-Modell - durch haufige Begegnung eines spezifischen CD1d-
restringierten Liganden und selektive Proliferation zustande kommen. Bisher konnte jedoch noch

kein korpereigener NKT-Zell-spezifischer CD1d-Ligand identifiziert werden.

1.7.6 Das CD1d-restringierte, NKT-Zell-spezifische Antigen o-Galaktosylceramid

Entdeckung der antitumoralen Aktivitit von o-Galaktosyleramid

Die Substanz a-Galaktosylceramid (a-GalCer) wurde zunédchst - unabhingig von NKT-Zellen —
bei einem Screening-Test auf antitumorale Wirkstoffe entdeckt. In B16-Melanom-tragenden
Maiusen hemmte a-GalCer das Tumorwachstum und bewirkte eine Riickbildung von Metastasen
(Kobayashi, 1995). Urspriinglich wurde a-GalCer aus einem Meeresschwamm (Agelas
mauritanius) isoliert. Zur experimentellen Verwendung sowie fiir priaklinische und klinische

Studien wird a-GalCer inzwischen synthetisch hergestellt.

A-GalCer ist ein Glykolipid, dessen 1'C-Atom am Zuckerrest iiber eine a-anomerische
Verkniipfung an den Lipidrest gebunden ist (Abb. 1). Durch diese Stereochemie unterscheidet sich

a-GalCer von korpereigenen Glykolipiden des Sédugetier-Organismus: Unter physiologischen
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Bedingungen kann nur eine -anomerische Verkniipfung gebildet werden, da das nétige Enzym fiir
eine a-Verkniipfung fehlt. Folglich kann a-GalCer kein korpereigenes Glykolipid des Sdugetier-

Organismus sein.

C\/\ (CH?JULHx
HN O

(CHle_‘Cﬁx
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Abb. 1: Strukturformel von a-Galaktosylceramid (aus (Wilson, 2002)). + kennzeichnet das
asymmetrische, o-anomerisch verkniipfte 1'C-Atom.

a-GalCer als CD1d-restringierter, spezifischer Ligand von NKT-Zellen

Im Jahr 1997 identifizierte Kawano a-GalCer als einen spezifischen Liganden fiir murine Voi14"
NKT-Zellen (Kawano, 1997). Den NKT-Zellen wird a-GalCer gebunden an MHC-I-dhnliche
CD1d-Molekiile auf Antigen-prasentierenden Zellen priasentiert (Kawano, 1997). Die Erkennung
von CDI1d-gebundenem oa-GalCer ist offenbar iiber die Evolution stark konserviert, da auch

humane V24" NKT-Zellen CD1d-gebundenes a-GalCer erkennen (Brossay, 1998).

Bisher konnte kein natiirlicher oder korpereigener Ligand von NKT-Zellen identifiziert werden.
Man nimmt an, dass a-GalCer einen korpereigenen Liganden imitiert. Der iiber die Evolution
konservierte Erkennungsmechanismus von a-GalCer legt den Schluss nahe, dass das Immunsystem
von Vertebraten im Laufe des Lebens mit hoher Wahrscheinlichkeit auf a-GalCer-dhnliche
Antigene trifft. Strukturell dhnliche Glykolipid-Antigene sind in bestimmten Bakterien, in Feten,
auf Tumorzellen, auf Zellen des Nieren- und Intestinal-Trakts sowie in bestimmten Zellkulturen
gefunden worden (Watanabe, 1976; Kawano, 1997). Moglicherweise werden a-GalCer-dhnliche
Glykolipid-Strukturen von bestimmten Pathogenen exprimiert oder entstehen durch Mutation von

korpereigenen Zellen oder Tumorzellen (Kawano, 1997).

Die Identifizierung eines spezifischen Antigens von NKT-Zellen, des Glykolipids a-GalCer, und
dessen Anwendung in tierexperimentellen Studien fiihrte zu weiteren Erkenntnissen iiber die

Funktion von NKT-Zellen.

20



EINLEITUNG

a-GalCer in der Immuntherapie von Tumoren

In verschiedenen Mausmodellen hat a-GalCer in den letzten Jahren beeindruckende antitumorale
Aktivitdt gezeigt. Eine der ersten Arbeiten hierzu stammte von der Arbeitsgruppe um Nakagawa
und demonstrierte, dass die Injektion von a-GalCer die Riickbildung von Lebermetastasen eines
Colon26-Adenokarzinoms in Mausen bewirkt (Nakagawa, 1998). Kawano zeigte, dass murine
Val4" NKT-Zellen an der a-GalCer-induzierten, antitumoralen Aktivitit beteiligt sind (Kawano,
1998). Demnach aktiviert a.-GalCer spezifisch Val4™ NKT-Zellen, die als Konsequenz
zytotoxische Effektorfunktion gegeniiber Tumorzellen iibernehmen. Da NKT-Zellen bereits in der
Initialphase ihrer Aktivierung hohe Mengen an IFN-y ausschiitten, aktivieren sie sekundir auch
konventionelle NK-Zellen und CD8" T-Zellen. Deshalb geht man davon aus, dass NK-Zellen und
CDS8" T-Zellen nach a-GalCer-Behandlung ebenfalls zytotoxische Effektorfunktionen iibernehmen

und damit zu der a-GalCer-induzierten antitumoralen Wirkung beitragen (Biron, 2001).

Die Daten aus murinen Studien stimmen optimistisch, dass a-GalCer potente Fahigkeiten zur
Immuntherapie von Tumoren besitzt. Die erste klinische Studie mit a-GalCer zur Behandlung von

soliden Tumoren ist im Jahr 2002 angelaufen (Giaccone, 2002).

a-GalCer als Adjuvans

Im Jahr 2002 demonstrierte die Arbeitsgruppe um Gonzalez-Aseguinolaza in einer murinen
Vakzinierungsstudie, dass a-GalCer als Adjuvans die T-Zell-vermittelte Immunitét verstérken
kann (Gonzalez-Aseguinolaza, 2002). Koinjektion von a-GalCer mit einer Malaria-Vakzine
bestehend aus bestrahlten, attenuierten Sporozoiten bzw. einem rekombinant hergestellten Virus,
der Malaria-Antigen exprimiert, schiitzte die Mause bei Exposition mit einer infektiosen Menge an
Sporozoiten (Challenge) vor einer Infektion. In der Kontrollgruppe (Vakzine w/o a-GalCer) wurde
nach dem Challenge dagegen eine hohe Parasitenlast in der Leber iiber real-time PCR und
Plasmodien-RNA-Kopien nachgewiesen. Die Antikorper-Titer nach der Vakzinierung waren bei
allen Gruppen gleichermaBen erhoht, das bedeutet, a-GalCer hatte keinen Einfluss auf die
humorale Immunitit. Demgegeniiber war besonders die Anzahl der Malaria-spezifischen CD8" T-
Zellen, aber auch der spezifischen CD4" T-Zellen in den a-GalCer-behandelten Miusen gegeniiber
den Kontrollmiusen deutlich erhoht (7-fach bzw. 5-fach). Diese beobachteten Effekte konnten in
anschlieBenden Vakzinierungsstudien in CD1d-, NKT-Zell- und IFN-y-Rezeptor-defizienten
Mausen nicht reproduziert werden. Demnach basiert der Adjuvans-Effekt von a-GalCer auf einer

Aktivierung von Vo.14" NKT-Zellen und deren IFN-y-Produktion.

Aus der Studie von Gonzalez-Aseguinolaza geht hervor, dass NKT-Zellen durch sekundire

Aktivierung von T-Zellen - via IFN-y - die adaptive zelluldre Immunitét verstidrken. Es ist
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beschrieben, dass NKT-Zellen nach der Erkennung von a-GalCer CD40-Ligand (CD40L)
hochregulieren und iiber CD40/CD40L-Interaktion in direkte Wechselwirkung mit DC treten
(Kitamura, 1999; Tomura, 1999). Damit verstirken NKT-Zellen die Aktivierung von Ag-beladenen
DC sowie deren Féhigkeit zum Priming naiver T-Zellen. Wahrscheinlich trégt diese Verstarkung

der DC-Funktion durch NKT-Zellen zu den potenten Adjuvanseigenschaften von a-GalCer bei.

Da a-GalCer sowohl im murinen als auch im humanen Immunsystem spezifisch von NKT-Zellen
erkannt wird, erhofft man, dass die ersten in murinen Studien beobachteten medizinischen Erfolge
mit a.-GalCer im humanen System reproduzierbar sind. Langfristiges Ziel konnte der gezielte
Einsatz von a-GalCer oder dessen Analoga in der Immuntherapie sein, um durch Aktivierung von

NKT-Zellen eine zelluldre Immunantwort zu induzieren.

1.8 CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN)

1.8.1 Entdeckung der immunstimulatorischen Aktivitdt von bakterieller DNA

Der geschichtliche Hintergrund von CpG-Oligonukleotiden (CpG-ODN) geht bis in das 19.
Jahrhundert zuriick. Im Jahre 1893 berichtete der New Yorker Chirurg William Coley, dass
bakterielle Lysate (Streptokokken-Lysate, spéter ,,Coley s toxine genannt) - intratumoral injiziert -
die Riickbildung von Tumoren bei Sarkom-Patienten induzieren (Coley, 1991). Die Bedeutung von
Coleys historischer Entdeckung, dass durch Imitation einer bakteriellen Infektion eine spezifische
antitumorale Immunantwort verstirkt wird, erkannte man erst 100 Jahre spiter, als der

Mechanismus der antitumoralen Wirkung bakterieller Lysate charakterisiert wurde.

Im Jahre 1984 entdeckte die japanische Arbeitsgruppe um Tokunaga, dass bakterielle DNA
innerhalb bakterieller Lysate die hochste antitumorale Aktivitdt aufweist (Tokunaga, 1984). Im
Gegensatz zu bakterieller DNA hat die DNA von Wirbeltieren keine immunmodulatorischen
Eigenschaften (Yamamoto, 1992). Die immunstimulatorische Wirkung bakterieller DNA konnte
wenig spater auf Palindrome oder spiegelsymmetrische Nukleotidsequenzen mit einem zentralen
Cytosin-Guanosin (CG)-Dinukleotid zuriickgefiihrt und mittels einzelstrangiger, synthetischer

Oligonukleotide (ODN) imitiert werden (Yamamoto, 1994).

Die genauen strukturellen Voraussetzungen fiir ein optimal immunstimulatorisches ODN
formulierte schlieBlich Arthur Krieg (Krieg, 1995): Immunstimulatorisch wirksame ODN besitzen
ein zentrales unmethyliertes Cytosin-Guanosin (CG)-Dinukleotid, das in einem bestimmten
Basenkontext eingebettet ist (sog. "CpG-Motiv"). Inversion der Basen innerhalb des CG-Motivs zu

GC, Methylierung des Cytosins oder Verdnderung der das CpG-Motiv flankierenden Basen heben
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den immunstimulatorischen Effekt auf. CpG-Motive (Cytosin-Guanosin-Dinukleotide mit
Phosphatbindung) kommen in bakterieller DNA in der statistisch erwarteten Haufigkeit von 1:16 (1
von 16 Dinukleotiden) vor, sind in der DNA von Wirbeltieren dagegen unterreprésentiert (1 von 60
Dinukleotiden). In Vertebraten-DNA liegen zudem ca. 80% der vorhandenen CpG-Motive in
methylierter und damit immunologisch inaktiver Form vor. Offensichtlich ist die Erkennung von
CpG-Motiven Teil eines konservierten Abwehrmechanismus des Vertebraten-Immunsystems, um

sich vor dem Eindringen mikrobieller Pathogene zu schiitzen.

1.8.2  Stimulation des Immunsystems durch CpG-DNA

CpG-haltige DNA wird von Zellen des angeborenen Immunsystems als molekulares Muster fiir die
Anwesenbheit eines intrazelluldren Erregers erkannt und 16st als Gefahrensignal eine Immunreaktion
aus, die geeignet ist, eine mikrobielle Infektion zu bekédmpfen. Synthetische Oligonukleotide, die
CpG-Motive enthalten (CpG-ODN), imitieren bakterielle DNA und koénnen eine Immunreaktion in

vitro und in vivo verstarken.

Primdre CpG-Zielzellen: B-Zellen und plasmazytoide dendritische Zellen (PDC)

CpG-ODN werden von Immunzellen durch den Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) erkannt (Hemmi,
2000). Im humanen Immunsystem exprimieren nur B-Zellen und plasmazytoide dendritische
Zellen (PDC) TLR9 und sind dadurch als einzige Immunzellen direkt sensitiv fiir CpG-Stimulation
(Hornung, 2002). Die Stimulation mit CpG-DNA lisst sich in zwei Phasen einteilen: In der ersten,
frithen Phase bewirkt die CpG-Stimulation rasch die Aktivierung der B-Zelle und PDC iiber TLRO.
Als Konsequenz werden in der B-Zelle und in der PDC erhéhte Apoptoseresistenz, Expression
kostimulatorischer Molekiile (CD80, CD86, CD40) und des Chemokinrezeptors CCR7, der fiir die
Wanderung in die T-Zell-Zone der Lymphknoten verantwortlich ist, induziert. AuBerdem wird die
Produktion von Th1-Zytokinen und Chemokinen, wie MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1)
und IP-10 (IFN-inducible protein-10), bewirkt (Krieg, 2002). PDC sezernieren hohe Mengen an
Typ-I-Interferon (Typ-I-IFN = IFN-a/f) und reifen zu potenten Antigen-priasentierenden Zellen
heran (Krug, 2001a). Die durch CpG-Stimulation induzierten Zytokine und Chemokine bewirken
eine Reihe weiterer sekunddrer Effekte, z.B. die Aktivierung von myeloiden DC, Monozyten und
NK-Zellen und die verstirkte Expression von Fc-Rezeptoren auf Effektorzellen, woraus eine
erhohte Antikorper-abhéingige Zytotoxizitit (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC)
resultiert (Krieg, 2002). Die Aktivierung der angeborenen Immunitit und die Ausreifung der
dendritischen Zellen durch CpG-Stimulation in der ersten Phase bewirken in der zweiten Phase
eine Verstirkung der adaptiven Immunitét: Durch CpG-Stimulation findet eine erhohte Antigen-

Priasentation gegeniiber T-Zellen in einem Thl-Zytokinmilieu statt, so dass die T-
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Zelldifferenzierung in Richtung Thl gefdrdert wird; zytotoxische CD8" T-Zellen kénnen durch
CpG-Kostimulation ohne T-Zell-Hilfe geprimt werden (Wild, 1999; Sparwasser, 2000). B-Zellen
reagieren auf CpG-Kostimulation bei gleichzeitigem Antigenkontakt mit einer verstirkten Antigen-
spezifischen Antikdrper-Produktion (Krieg, 1995). Demnach aktiviert CpG-Stimulation in zwei

Phasen die unspezifische und die spezifische zelluldre und humorale Immunitét.

Frithere Arbeiten proklamierten, dass auch humane Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen sensitiv
fiir CpG-Stimulation sind. Experimente mit hoch aufgereinigten Zellpopulationen haben jedoch
gezeigt, dass nur B-Zellen und PDC, nicht aber Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen im humanen
System direkt auf CpG-DNA reagieren (Hornung, 2002).

1.8.3  Einteilung synthetischer CpG-Oligonukleotide in CpG-A, -B und -C

Bestimmte strukturelle Eigenschaften synthetischer CpG-Oligonukleotide sind dafiir
verantwortlich, dass CpG-ODN préferentiell B-Zellen oder PDC oder beide Zelltypen
gleichermafen aktivieren. Die direkte Stimulation von B-Lymphozyten und PDC durch CpG-DNA
bewirkt eine indirekte Aktivierung anderer Immunzellen. Die distinkten CpG-ODN-Typen
unterscheiden sich auch hinsichtlich der sekundiren Aktivierung anderer Immunzellen. Basierend
auf solchen strukturellen und funktionellen Eigenschaften werden CpG-ODN in verschiedene
Gruppen eingeteilt. Bisher sind drei verschiedene CpG-Typen bekannt: Typ A, -B und -C (Krug,
2001a; Hartmann, 2003). Im folgenden sollen insbesondere die in dieser Arbeit verwendeten CpG-

Typen A und -B kurz vorgestellt werden.

CpG-A

CpG-A (Prototyp ODN 2216) induziert sehr hohe, z.T. maximale Mengen an Typ-I-IFN (IFN-a/f)
in PDC (bis zu 5 pg IFN-a pro PDC nach ODN 2216-Stimulation) (Krug, 2001a). Eine
vergleichbar hohe IFN-a-Produktion in PDC wird durch Stimulation mit einem Virus induziert.
Folglich imitiert CpG-A fiir die PDC offenbar ein molekulares Muster fiir eine virale Infektion.
CpG-A zeigt jedoch keine oder nur eine geringe Wirkung auf isolierte B-Zellen. Die Struktur von
CpG-A ist durch ein chiméres Riickgrat gekennzeichnet: Die 5" und 3" Enden sind zur erhéhten
Stabilitdt gegen Nukleasen phosphothioat-modifiziert, wéhrend die mittlere Region aus
unmodifizierten Phosphodiestern besteht. (Unmodifizierte Phosphodiester-Oligonukleotide werden
in vivo durch korpereigene Nukleasen sehr rasch abgebaut. Durch chemische Modifikation des
Phosphodiester-Riickgrats, die sogenannte Phosphothioat-Modifikation, erreicht man eine erhohte
Stabilitit des ODN gegeniiber Nukleasen. In der Phosphothioat-Modifikation ist ein nicht an der
Bindung beteiligtes Sauerstoffatom der Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom ersetzt. Die in
vivo-Halbwertszeit von Phosphothioat-ODN ist dadurch stark verldngert.) Weitere strukturelle
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Besonderheiten fiir CpG-A sind: 1) Poly-G-Motive an beiden Enden; 2) zentrale Palindrom-
Sequenz; 3) CG-Dinukleotide innerhalb des Palindroms (ODN-Sequenz, s. Material und
Methoden).

CpG-A bewirkt iiber die Ausschiittung hoher Mengen an IFN-a/f durch die PDC eine Antigen-
unabhiingige Aktivierung von CD8" Memory-T-Zellen (Sprent, 2000; Nguyen, 2002) und induziert
eine Thl-Differenzierung von T-Zellen. Gleichzeitig verstirkt das nach CpG-A-Stimulation
freigesetzte Typ-I-IFN die lytische Aktivitdt und IFN-y-Produktion von NK-Zellen sowie y/d T-
Zellen (Rothenfusser, 2001). IFN-a bewirkt auBerdem die Reifedifferenzierung von Monozyten in
Richtung DC (Krug, 2003a) (Abb. 2).

CpG-B

CpG-B (Prototyp ODN 2006) aktiviert in erster Linie B-Zellen. Das Riickgrat dieser ODN-Gruppe
ist vollstindig phosphothioat-modifiziert, wodurch sie eine erh6hte Nukleaseresistenz besitzt.
Stimulation mit CpG-B bewirkt eine vermehrte Oberfldchenexpression Antigen-priasentierender
und kostimulatorischer Molekiile auf B-Zellen (MHC-I, MHC-II bzw. CD80, CD86, CD40), die
eine verbesserte Funktion der B-Zelle als APC innerhalb des Immunsystems vermuten lassen
(Krieg, 1995; Hartmann, 2000). CpG-B-Stimulation steigert in B-Zellen die Sensitivitit des
Antigen-Rezeptors gegeniiber einem spezifischen Antigen. Dadurch wird die Synthese von
Immunglobulinen bei Antigenkontakt verstirkt. Daneben werden B-Zellen durch CpG-B zur

Sekretion von Zytokinen (IL-6 und IL-10) angeregt.

CpG-B induziert auch die phénotypische und funktionelle Ausreifung der PDC. Reife PDC
exprimieren Antigen-prasentierende und kostimulatorische Molekiile (MHC-II bzw. CD80, CDS6,
CD40) sowie den Reifemarker CD83 (Krug, 2001b). Dadurch steigt ihre Fahigkeit, allogene T-
Zellen zu stimulieren. CpG-B-aktivierte PDC produzieren inflammatorische Zytokine (TNF-a., IL-
6) und Chemokine (IL-8, IP-10) (Bauer, 2001; Krug, 2001a). Nach Ausreifung exprimieren PDC
den Chemokin-Rezeptor CCR7 (Cella, 1999). Im Gegensatz zu CpG-A induziert CpG-B nur eine
sehr schwache IFN-a-Produktion in PDC (Rothenfusser, 2002). Daher sind die IFN-abhéngigen,
sekundéren Effekte von CpG-B auf T-Zellen, NK-Zellen, y/0 T-Zellen und Monozyten wesentlich
geringer ausgeprigt als die von CpG-A. In Gegenwart von CD40L bewirkt CpG-B die
Ausschiittung von bioaktivem IL12p70 durch die PDC, wodurch das Priming naiver o/f3 T-Zellen
zu Thl-Helferzellen verstirkt wird (Krug, 2001b). Direkter Zellkontakt zwischen CpG-aktivierter
B-Zelle und Thl-Helferzelle verstéirkt die Produktion Antigen-spezifischer Immunglobuline durch
die B-Zelle (Abb. 2).
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CpG-C

Der erst vor kurzem identifizierte ODN-Typ CpG-C vereint strukturelle und funktionelle
Eigenschaften von CpG-A und -B (Hartmann, 2003). Das CpG-C ODN M362 enthilt
Sequenzmotive von CpG-B und das fiir CpG-A charakteristische Palindrom; es besitzt jedoch keine
Poly-G-Motive, die fiir die Aktivitit von CpG-A mitverantwortlich sind. Dennoch induziert CpG-C
hohe Mengen an IFN-a in PDC, gleichzeitig bewirkt es auch eine starke B-Zellaktivierung.
Aufgrund der hohen Aktivitit in beiden CpG-Zielzellen kdnnte man verbesserte
immunmodulatorische Fahigkeiten von CpG-C im Vergleich zu CpG-A und -B vermuten. Die

bisherigen Daten bzgl. CpG-C beschrinken sich jedoch auf in vitro-Experimente.

CpG-B CpG-A
ODN 2006 ODN 2216
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(CD86, CD40, CD56, MHC II)
IL-6, IL-10
Proliferation
Hemmung der Apoptose

¢ CI;4 CD8 |FN/-'Y' l
N

Myeloide
DC

Abb. 2: Immuneffekte von CpG-ODN im humanen Immunsystem (nach (Rothenfusser, 2003)).
Plasmazytoide dendritische Zellen (PDC) und B-Zellen werden direkt durch CpG-ODN aktiviert. Andere
Immunzellen, wie Monozyten, myeloide dendritische Zellen (MDC), T-Zellen und NK-Zellen werden
sekundir, v.a. durch die von PDC gebildeten Zytokine stimuliert. CpG-A (Prototyp ODN 2216) induziert die
Produktion hoher Mengen an IFN-a in PDC. IFN-a von PDC aktiviert die Produktion von IFN-y in NK-Zellen
und y/d T-Zellen. IFN-y zusammen mit dem von PDC-gebildeten IFN-a aktivieren Monozyten und MDC.
IFN-a von PDC verstarkt auch die Zytotoxizitat von CD8* zytotoxischen T-Zellen (CTL). CpG-B (Prototyp
ODN 2006) und CD40L stimulieren synergistisch die Produktion von IL-12 in PDC, wodurch das Primen
naiver o/ff T-Zellen und ihre Differenzierung in Richtung Thl verstarkt werden. Durch direkte B-Zell-
Aktivierung und vermehrte Bildung von Thl-Zellen verstirkt CpG-B die spezifische humorale und zellulare
Immunantwort.
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Erkennung von CpG-DNA durch Toll-like Rezeptor 9 (TLR9)

Trotz umfangreicher Daten zur immunologischen Wirkung von CpG-DNA war der genaue
intrazelluldare Erkennungsmechanismus von CpG-Motiven bis vor kurzem unklar. Erst im Jahr
2000 entdeckte die japanische Arbeitsgruppe um Akira, dass ein bestimmter Toll-like-Rezeptor,
TLRY, fiir die Erkennung von CpG-haltiger DNA im murinen System verantwortlich ist (Hemmi,
2000). Dies konnte wenig spater auch fiir das humane System nachgewiesen werden (Bauer, 2001).
Toll-like Rezeptoren sind sogenannte "Pattern Recognition Rezeptoren" (PRR) des angeborenen
Immunsystems, mit deren Hilfe bestimmte konservierte, Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen als Gefahrensignal im Vertebraten erkannt werden (s. 1.3). Exprimiert eine Zelle TLRO,
ist sie sensitiv fiir CpG-Stimulation (Hemmi, 2000; Bauer, 2001). Im humanen Immunsystem
wurde TLR9 nur auf B-Zellen und PDC nachgewiesen (Hornung, 2002). In Ubereinstimmung mit
ihrer fehlenden CpG-Sensitivitdt exprimieren humane Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen sowie

MDC und aus Monozyten-generierte DC (mono-DC) kein TLR9 (Hornung, 2002).

1.8.4 Immuntherapeutische Anwendung von CpG-ODN

Therapeutische Strategien mit CpG-ODN leiten sich aus ihrer oben beschriebenen,
charakteristischen Wirkungsweise ab. Die durch CpG-Stimulation bewirkte Aktivierung der
angeborenen Immunitét und die darauf folgende Verstiarkung einer Thl-gerichteten spezifischen
Immunantwort lassen sich prophylaktisch in der Anwendung von CpG-ODN als Adjuvans bei
Vakzinierungen sowie therapeutisch in der Immuntherapie von Infektionen, Tumoren und
Allergien zu Nutze machen. An dieser Stelle soll lediglich ein kurzer Uberblick iiber die

Einsatzmoglichkeiten von CpG-ODN gegeben werden.

CpG als Adjuvans

In Impfstudien mit Mausen wurde nachgewiesen, dass CpG-ODN optimale Adjuvanseigenschaften
besitzen. CpG-ODN steigerten in Mausen die Antigen-spezifische humorale und zelluldre
Immunantwort weit effektiver als das Freund'sche Adjuvans ("complete Freund's adjuvant”, CFA)
und das humane Standard-Adjuvans Alum (Chu, 1997; Weiner, 1997; Davis, 1998; Moldoveanu,
1998). Wihrend nach Alum-Gabe eine Th2-gerichtete humorale Immunantwort ohne die Bildung
von CTL beobachtet wurde, bahnten CpG-ODN - analog zu CFA - ecine Thl-gerichtete
Immunantwort und verstarkten die Entwicklung spezifischer CTL (Davis, 1998). Dabei wiesen
CpG-ODN trotz hoher immunstimulatorischer Aktivitit eine wesentlich geringere Toxizitét als
CFA auf (Weiner, 1997). Im humanen Immunsystem basiert die gute Vertrdglichkeit von CpG-
ODN im Vergleich zu anderen Adjuvantien, wie CFA, auf der selektiven Aktivierung bestimmter

Zielzellen (B-Zellen und PDC) und der fehlenden direkten Aktivierung myeloider Zellen. Eine
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anhaltende Aktivierung von Makrophagen und anderen Vertretern der myeloiden Zellreihe (wie
Monozyten, myeloide DC) induziert die Produktion hoher Mengen an inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen (z.B. TNF-a und IL-12), die gewebstoxische Nebenwirkungen
verursachen. Zusitzlich fiihren schlecht abbaubare Substanzen, wie das in CFA-Emulsion
enthaltene Mineraldl, zu einer anhaltenden Aktivierung von Makrophagen und anderen
phagozytose-aktiven APC, die Adjuvantien internalisieren (Hamilton, 2003). Wegen seiner
unerwiinschten Nebeneffekte ist heutzutage die Anwendung von CFA auch in Tierversuchen
problematisch. So konnen einige Tage nach subkutaner Injektion von CFA sehr schmerzhafte,
langanhaltende Entziindungsreaktionen bis hin zu Ulzerationen um die Einstichstelle bei den

Versuchstieren auftreten (Billiau, 2001).

Vakzinierungsstudien in Primaten haben bestdtigt, dass ODN 2006 (CpG-B) die spezifische
humorale Immunantwort auf eine Vakzine maBigeblich verstirkt (Jones, 1999; Davis, 2000;
Hartmann, 2000). Bisher gibt es erst wenige Daten dariiber, ob CpG-ODN wie in der Maus auch im
Primaten eine Antigen-spezifische T-Zellantwort verstirken. Die erste und bisher einzige Primaten-
Studie zu dieser Fragestellung wurde kiirzlich von der Arbeitsgruppe um Klinman verdffentlicht
(Verthelyi, 2002). Nach Vakzinierung von Rhesusaffen mit einer Leishmania-Vakzine bestehend
aus hitzeinaktivierten Leishmanien (HKLV) und Alum plus CpG-ODN (HKLV+Alum+CpG-
ODN) wurden mehr spezifische IFN-y-produzierende T-Zellen gebildet als in der Kontrollgruppe
ohne CpG-ODN (HKLV+Alum w/o CpG-ODN). Diese Daten weisen darauthin, dass CpG-ODN
auch im Primaten eine Antigen-spezifische T-Zellantwort verstirken. Damit er6ffnen sich
vielversprechende Anwendungsmoglichkeiten fiir CpG-ODN als Immun-Adjuvans bei Vakzinen,

die einen T-Zell-vermittelten Schutz gegen intrazelluldre Erreger und Tumore bewirken sollen.

CpG-Therapie bei Infektionen

In Mausmodellen erzielte CpG-DNA durch Verstdrkung einer Thl-gerichteten Immunantwort
einen prdventiven Schutz gegen intrazelluldre Bakterien, wie Listerien, Leishmanien und Malaria
(Krieg, 1998; Zimmermann, 1998; Elkins, 1999; Walker, 1999; Gramzinski, 2001; Krieg, 2002),
sowie therapeutische Erfolge bei Leishmanien (Zimmermann, 1998; Walker, 1999). Dabei fiihrte
CpG-Behandlung zu einer spezifischen Gedichtnisantwort, da Miuse bei einem Rechallenge vor

den Erregern geschiitzt waren.

CpG-Therapie bei Tumoren

Durch die CpG-abhingige Aktivierung unspezifischer Effektorzellen (NK-Zellen, Makrophagen)
wird die Antikorper-abhingige Zytotoxizitit (ADCC, antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity) verstirkt. Vermutlich basierend auf einer Erh6hung der ADCC steigern CpG-ODN die

anti-tumorale Aktivitit von onkologisch eingesetzten monoklonalen Antikdrpern (z.B. Rituximab =
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Anti-CD20-mAb). Dies fithrte in einem murinen Lymphom-Modell zur Reduktion des
Tumorwachstums (Wooldridge, 1997).

In der Maus erzielten CpG-ODN alleine nach peritumoraler Gabe bzw. in Kombination mit einer
Tumorvakzine - bestehend aus Tumor-Antigen-beladenen DC - effiziente anti-tumorale
Immunantworten (Weiner, 1997; Heckelsmiller, 2002a; Heckelsmiller, 2002b). CpG-Behandlung
fiihrte in diesen Modellen zur Regression solider Tumore, Bildung von tumor-spezifischen CTL
und Entwicklung einer spezifischen Memory-T-Zell-Antwort. Ausgehend von diesen
tierexperimentellen Daten erhofft man sich auch beim Menschen therapeutische Fortschritte mit
CpG-DNA in der Immuntherapie von Tumoren. Erste klinische Studien mit CpG-ODN bei

Tumoren sind bereits angelaufen.

CpG-Therapie bei Allergien

Allergische Erkrankungen beruhen meistens auf einer Th2-gerichteten Uberreaktion des
Immunsystems mit verstirkter Bildung von IL-4 und IL-5 sowie IgE-Antikorpern. CpG-ODN
induzieren eine Thl-gerichtete Immunantwort, charakterisiert durch die Ausschiittung von IL-12,
IFN-y und IgG,,. Eine CpG-Therapie bei Allergien kann eine Immunantwort vom Th2-Typ
antagonisieren (Parronchi, 1999). Erste Studien im Tiermodell bei Asthma bronchiale zeigten eine

deutliche Abschwichung der allergischen Reaktion durch CpG-ODN (Kline, 1998).

Antisense-ODN mit CpG-Motiven

Antisense-ODN bewirken durch komplementire Bindung an ein Targetgen oder -protein spezifisch
dessen Ausschaltung. Bisher gibt es in Deutschland ein Antisense-Medikament, das zur
Behandlung der Cytomegalie-Virus(CMV)-Retinitis bei Patienten mit AIDS indiziert ist
(Fomivirsen, Vitravene®). Neben seiner Target-spezifischen Nukleotidsequenz enthilt Fomivirsen
immunstimulatorische CpG-Dinukleotide, die eine verstiarkte Aktivierung des Immunsystems und

somit eine Effizienzsteigerung des Medikamentes vermuten lassen.

1.8.5 Spezies-spezifische Unterschiede in der Erkennung von CpG-ODN

Murines und humanes System weisen hinsichtlich der Erkennung von CpG-ODN entscheidende
Unterschiede auf: i) CpG-ODN mit optimal immunstimulatorischen Eigenschaften in der Maus
wirken nicht vergleichbar aktivierend auf das humane Immunsystem und umgekehrt. Folglich
mussten fiir beide Spezies optimal immunstimulierende CpG-ODN entwickelt werden; ii) Die
CpG-Zielzellen im murinen System sind zum Teil andere als beim Menschen. Monozyten und

myeloide DC exprimieren in der Maus TLRY und reagieren daher direkt auf CpG-ODN, unter
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anderem mit der Produktion von IL-12; im humanen System konnen diese Zellen dagegen

aufgrund fehlender TLR9-Expression nicht direkt auf CpG-DNA reagieren.

Die Spezies-spezifischen Unterschiede in den Immuneffekten von CpG-DNA schrinken die
Ubertragbarkeit der Daten von Mausmodellen auf das humane System stark ein und unterstreichen

die Notwendigkeit, CpG-basierte Therapie-Strategien in einem Primatenmodell zu testen.

1.9 Das Simian Immunodeficiency Virus (SIV) im Rhesusaffen als Infektionsmodell

fiir das Human Immunodeficiency Virus (HIV)

Rhesusaffen (Macaca mulatta) sind phylogenetisch eng mit dem Menschen verwandt. Als nicht-
humane Primaten mit einem Korpergewicht von 5-8 kg eignen sie sich gut als Tiermodell fiir
préklinische Studien. Die Durchfithrung von Studien an nicht-humanen Primaten ist insbesondere
dann sehr wichtig, wenn (i) eine Substanz aufgrund speziesspezifischer Unterschiede in der
Wirkung nicht in einfacheren Tiermodellen (Maus, Ratte) getestet werden kann oder (ii)
Infektionskrankheiten innerhalb der Primatenspezies, wie das Human immunodeficiency virus

(HIV), untersucht werden sollen.

Im Jahr 1983 wurden im New England Regional Primate Research Center (Harvard Medical
School, Boston, USA) in einer Makakenpopulation ungewdhnliche Lymphadenopathien und
Immunschwiche-assoziierte Krankheiten beobachtet (Hunt, 1983; Letvin, 1983a; Letvin, 1983b).
Wenig spiter identifizierte und isolierte man einen neuen T-Zell-tropischen Retrovirus, der fiir die
Erkrankung der Tiere verantwortlich war (Daniel, 1984). Dieser wurde als Simian
immunodeficiency virus (SIV, simian = engl. affenartig) benannt, da er eine hohe genetische
Homologie mit dem Human immunodeficiency virus aufweist und seine Interaktionen mit
Immunzellen denen von HIV sehr dhnlich sind (Kanki, 1985; Hirsch, 1986; Chakrabarti, 1987;
Franchini, 1987; Hirsch, 1987). In Zellkultur infiziert SIV insbesondere CD4" T-Zellen (Kannagi,
1985). Wie HIV benutzt SIV den CD4 Rezeptor und einen weiteren Korezeptor aus der Familie der
Chemokinrezeptoren (z.B. CCRS5) zur Infektion einer Wirtszelle (Whetter, 1999). Von HIV kennt
man mindestens zwei verschiedene Virusstimme: HIV-1 und HIV-2. HIV-2 ist in Westafrika und
Indien verbreitet; der aggressivere Stamm HIV-1 ist weltweit stirker verbreitet und heute die
hiufigste Ursache fiir AIDS. Bei SIV unterscheidet man inzwischen vier verschiedene Virus-
Typen: (i) Macaque/Mangabey (SIVmac/SIVsm); (ii) African green monkey (SIVagm); (iii)
Mandrill (SIVmnd) und (iv) Chimpanzee (SIVcpz). Zwei dieser SIV-Untergruppen sind sehr eng
mit den Ausldsern des humanen AIDS verwandt: SIVcpz mit HIV-1 und SIVmac/SIVsm mit HIV-
2 (Johnson, 1992). Die experimentelle Infektion eines Rhesusaffen mit SIV resultiert in ein

Krankheitsbild, das auffillige Ahnlichkeit mit dem humanen Acquired immunodeficiency syndrome
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(AIDS) hat. Bis heute ist SIV im Rhesusaffen das beste HIV-Modell, um die Pathogenese von

AIDS in einem Primaten zu untersuchen (Johnson, 1992).

Zur experimentellen Infektion mit SIV werden Rhesusaffen mit infektiosen Gewebekultur-
Uberstiinden oder Kdrpermaterial eines SIV-infizierten Rhesusaffen (Blut, Plasma, Lymphozyten)
intravends oder mukosal beimpft. Die SIV-Infektion resultiert in einer persistierenden Infektion,
Immundefizienz, opportunistischen Erkrankungen und schlieBlich dem Tod des Tieres.
Immunologische und virologische Parameter im Verlauf der Krankheit (s. Abfall der T-Zellen,
Anzahl der Virus-Kopien im Blut) kdnnen leicht quantifiziert werden. Der Virus proliferiert rasch,
so dass SIV kurz nach der Infektion bereits im Plasma der Tiere nachweisbar ist. In den ersten
Wochen nach Infektion beobachtet man bereits einen Abfall der gesamten zirkulierenden
Leukozyten und speziell der CD4" T-Zellen. Zu den friihen klinischen Symptomen zéhlen bei den
meisten Tieren periphere Lymphadenopathie und erythematdse, maculopapuldse Hautrdtung. Nach
dieser ersten Krankheitsphase sind drei verschiedene klinische Verldufe bekannt: Ein Drittel der
Tiere entwickelt eine persistierende Virdmie ohne die Bildung spezifischer Antikorper. Diese Affen
sterben sehr schnell, bereits in den ersten Monaten nach Infektion. Ein weiteres Drittel bis die
Hilfte der Tiere entwickelt neben einer persistierenden Virdmie eine starke SIV-spezifische
Antikorper-Antwort. Diese Tiere iiberleben ein bis drei Jahre, wobei der klinische Verlauf durch
progressiven Gewichtsverlust, Abfall der SIV-spezifischen Antikorpertiter sowie der
zirkulierenden CD4" T-Zellen gekennzeichnet ist. Zu den terminalen Krankheitssymptomen ziihlt
eine schwere Enteropathie (Malabsorbtion, Diarrhoe, Gewichtsverlust). Ein kleinerer Teil der
infizierten Affen bleibt - bei persistierender Infektion - tiber Jahre hinweg klinisch gesund. In
diesen Affen beobachtet man eine besonders effektive und anhaltende Antikdrper-Antwort gegen
SIV. Die Faktoren, die dafiir verantwortlich sind, dass ein Tier den einen oder anderen
Krankheitsverlauf entwickelt, sind unklar. Man vermutet, dass bereits sehr frith nach einer

Infektion das Schicksal des Tieres determiniert wird (Johnson, 1992).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerdte

FACS-Calibur:

ELISA-Reader:

Zentrifuge Sepatech Omnifuge:
Zentrifuge 5417R:
Brutschrank, Modell 1384:
Thermocycler, Modell T3:

Thermocycler RoboCycler Gradient 40:

Mikroskop:
Vortexer:
pH-Meter:

FEismaschine:

Chemikalien

PharM Lyse-Reagenz:

EDTA (kristallin):
Heparin-Natrium:

0,9%ige Kochsalzlosung (NaCl):
FACS-Flow:
FACS-Clean/FACS-Rinse:
Trypan-Blau:

Reagenziensdtze:
High-Pure-RNA-Isolation Kit:
First-Strand-cDNA-Synthesis Kit:
IFN-alpha ELISA:

IL-4 ELISA Kit:
IFN-gamma ELISA Kit:
IL-6 ELISA:

IP-10 ELISA:
Anti-FITC MicroBeads:

BDCA-4 Dendritic Cell Isolation Kit:

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)
Fa. Dynatech (Guernsey, Channel Islands, GB)
Fa. Heraeus (Miinchen)

Fa. Eppendorf (Hamburg)

Fa. Heraeus (Miinchen)

Fa. Biometra (Gottingen)

Fa. Stratagene (Heidelberg)

Fa. Zeiss (Jena)

Fa. Janke & Kunkel (Staufen)

Fa. WTW (Weilheim)

Fa. Ziegra (Isernhagen)

Fa. BD PharMingen (Heidelberg)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

Fa. Ratiopharm (Ulm)

Fa. Baxter (Unterschleilheim)

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)
Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

Fa. Roche (Mannheim)
Fa. Roche (Mannheim)

Fa. PBL Biomedical Laboratories (New
Brunswick, NJ, USA); Fa. Bender Med Systems/
Vertrieb: Biozol (Eching)

Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)
Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)
Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)
Fa. R&D Systems (Wiesbaden)

Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
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CDl1c (BDCA-1) DC Isolation Kit:

Materialien fiir die Zellkultur:
RPMI-Medium
Fotales Kalberserum (FCS):

Humanes Serum-Albumin:

Biocoll Separationsmedium (Ficoll):

Penicillin:

Streptomycin:

L-Glutamin:

PBS (Phosphate buffered saline):

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Biochrom (Berlin)

GibcoBRL (Paisley, Schottland)
Pharmacia & Upjohn (Erlangen)
Biochrom (Berlin)

PAA (Linz, Osterreich)

PAA (Linz, Osterreich)

PAA (Linz, Osterreich)

PAA (Linz, Osterreich).

Plastikmaterialien fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Greiner (Frickenhausen), Falcon

(Heidelberg), Nunc (Wiesbaden) und Corning (Corning, NY, USA) bezogen.

Antigen und Zytokine:

a-Galaktosylceramid (a-GalCer)

Interferon-o:

Interferon-f3:

Medium und Puffer:

"RPMI-Vollmedium":

RPMI-Medium

10 vol% Fotales Kélberserum (FCS)
100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2 mM Glutamin

"MACS-Puffer":

PBS

0,5 vol% humanes Serum-Albumin
2 mM EDTA

pH=7,2-7,4

Antikorper

Fa.
Fa.

Kirin Brewery (Japan)
PBL Biomedical Laboratories (New

Brunswick, NJ, USA)

Fa.

PBL Biomedical Laboratories (New

Brunswick, NJ, USA)

Folgende humane bzw. nicht-humane Primaten-Antikérper wurden in der vorliegenden Arbeit

verwendet:
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(1) Antikorper gegen humane Oberflichenmolekiile und Zytokine

Name Spezifitit Klon Isotyp Fluoreszenz Hersteller

(bei FACS-Antikérpern)
Anti-Va24 Va24 C15 Maus IgG; | FITC Immunotech
Anti-VP11-Biotin | VP11 C21 Maus IgG,, |- Immunotech
Streptavidin-APC | Streptavidin - - APC BD PharMingen
Anti-CD1d CD1d CD1d42 |MausIgG, |PE BD PharMingen
Anti-CD3 CD3 SK7 Maus IgG; | PerCP BD PharMingen
Anti-CDl11c¢ CDllc S-HCL-3 | Maus IgG,, | APC BD PharMingen
Anti-CD14 CD14 MSE2 Maus IgG,, |FITC BD PharMingen
Anti-CD19 CDI19 HIB19 Maus IgG, |APC BD PharMingen
Anti-CD40 CD40 5C3 Maus IgG; |FITC BD PharMingen
Anti-CD69 CD69 FNS50 Maus IgG; |PE BD PharMingen
Anti-CD80 CD80 L307.4 Maus IgG; |PE BD PharMingen
Anti-CD83 CD83 HB15e Maus IgG, | FITC BD PharMingen
Anti-CD86 CD86 2331 Maus IgG; | APC BD PharMingen
Anti-HLA-DR HLA-DR L243 Maus IgG,, |PerCP BD PharMingen
Lineage Cocktail 1 | CD3, CD14, SK7 Maus IgG; | FITC BD PharMingen
(lin 1) CD16, CD19,

CD20, CD56

Anti-IFN-alpha IFN-alpha Poly Hase - PBL
Anti-IFN-beta IFN-beta Poly Hase - PBL
Anti-IFN-alpha- IFN-alpha MMHAR- | Maus IgG,, |- PBL
Rezeptor (CD118) | Receptor Chain 2 | 2
Anti-Interleukin 12 | IL12 p40+p70 C8.6 Maus IgG; |- BD PharMingen
(2) Antikorper gegen Rhesusaffen-Oberfldchenmolekiile
Name Spezifitit Klon Isotyp Fluoreszenz Hersteller

(bei FACS-Antikérpern)
Anti-CD3 Rhesus-CD3 SP34 Maus IgG; | FITC BD PharMingen
Anti-CD4 Rhesus-CD4 SK3 Maus IgG; | APC BD PharMingen
Anti-CD8 Rhesus-CD8 SK1 Maus IgG; | PerCP BD PharMingen
Anti-CD14 Rhesus-CD14 MSE2 Maus IgG,, |FITC BD PharMingen
Anti-CD16 Rhesus-CD16 3G8 Maus IgG; [FITC BD PharMingen
Anti-CD20 Rhesus-CD20 2H7 Maus IgG,, |FITC/PE BD PharMingen
Anti-CD40 Rhesus-CD40 5C3 Maus IgG, | FITC BD PharMingen
Anti-CD80 Rhesus-CD80 L307.4 Maus IgG; |[FITC BD PharMingen
Anti-CD86 Rhesus-CD86 1T2.2 Maus IgG,, |APC BD PharMingen
Anti-CD123 Rhesus-CD123 | 7G3 Maus IgG,, |PE BD PharMingen
Anti-HLA-DR Rhesus-HLA-DR | L243 Maus IgG,, |PerCP BD PharMingen
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Oligonukleotide (ODN)

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Coley Pharmaceutical
Group (Wellesley, MA, USA) bezogen und auf Endotoxin getestet (Endotoxin-Gehalt < 0,1EU/ml,
LAL-Assay, Fa. BioWhittaker (Walkersville, MD, USA)). Die Oligonukleotide wurden in einer
Konzentration von 6 pg/ml (bzw. wenn ausdriicklich darauf hingewiesen 3 ug/ml) eingesetzt.

Folgende Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit verwendet:

Name |Lidnge |Sequenz Riickgrat ODN-Typ

2006 | 24-mer |5 -tcg tcg ttt tgt cgt ttt gte gtt-3° S CpG-B

2216 | 19-mer |5'-ggg gga cga teg teg ggg g-3° SOS CpG-A

2243 | 19-mer |5'-ggg gga gea tge tge ggg g-3° SOS GC-Kontroll-ODN zu ODN 2216

O = Phosphodiester, S = Phosphothioat

2.2 Praparation, Isolation und Kultur von Zellen

Alle Zellpréparationen, Isolationsschritte und Zellkultur-Experimente wurden unter sterilen
Bedingungen an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom (LaminAir HB 2448, Heraeus,

Miinchen) durchgefiihrt.

Isolation von humanen peripheren Blutlymphozyten

Humane periphere Blutlymphozyten (spiter PBMC genannt, nach engl. peripheral blood
mononuclear cells) wurden durch Dichtezentrifugation aus Buffy Coats (mit der freundlichen
Unterstiitzung der Uniklinik Greifswald, Dr. Lubenow) isoliert. Als Buffy Coats werden die bei der
Zentrifugation von Blutspenden entstehenden Leukozyten-Konzentrate bezeichnet, deren Anteil an
Erythrozyten nur noch gering ist (=Abfallprodukte einer Blutspende). Die Leukozyten-Préparate
wurden steril aus dem Buffy Coat-Beutel mit einer Perfusorspritze entnommen, im Verhéltnis 1:2
mit isotoner Kochsalzlosung (0,9%ige NaCl-Losung) verdiinnt und in einem 50ml-Polypropylen-
Rohrchen (Blue Cap) langsam iiber 15 ml korperwarmes Ficoll (=Biocoll) geschichtet, so dass
zweil Phasen entstanden (untere Phase Ficoll, obere Phase Buffy Coat/NaCl-Mischung).
Anschlieend wurde 20 min bei 1000 g (Beschleunigung: 1, Bremsung: 1) zentrifugiert. Ficoll
besitzt aufgrund seiner spezifischen Dichte von 1.077 g/ml die Eigenschaft, in einer Dichte-
Zentrifugation mononukledre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) an der Phasengrenze
zwischen Blutserum (obere Phase) und Ficoll (untere Phase) anzureichern. Erythrozyten und
Granulozyten sedimentieren wegen ihrer hoheren Dichte in bzw. unter die Ficollschicht.
Thrombozyten finden sich aufgrund ihrer geringeren Dichte in der Serumschicht oberhalb des
Ficoll. Die Zellen an der Phasengrenze (Lymphozyten und Monozyten) wurden vorsichtig - in

moglichst kleinem Volumen, um wenig Ficoll mit aufzunehmen - mit einer Pipette aspiriert.
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AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in 0,9%iger NaCl-Losung gewaschen (Zentrifugation 10
min bei 300 g und 4 °C), bevor sie zur Lyse der verbliebenen Erythrozyten in 5 ml PharmLyse-
Reagenz aufgenommen und 5 min inkubiert wurden. Nach einem erneuten Waschgang mit isotoner

NaCl-Losung wurde die Zellzahl bestimmt (s.u.).

Isolation von peripheren Blutlymphozyten aus Rhesusaffen-Blut

Zur Isolation von Rhesus-PBMC wurde 3-10 ml frisches Rhesusblut von gesunden Rhesusaffen
(Macaca mulatta) aus dem Deutschen Primatenzentrum (DPZ) in Gottingen verwendet (mit
freundlicher Unterstiitzung durch die Arbeitsgruppe von Dr. Christiane Stahl-Henning, DPZ,
Gottingen). Das Rhesusblut wurde entweder mit isotoner NaCl-Losung auf 35 ml verdiinnt und in
50ml-Blue Caps iiber 15 ml kérperwarmes Ficoll geschichtet. Alternativ wurden 15ml-Blue Caps
verwendet, in denen 10 ml NaCl-Rhesusblut-Mischung iiber 5 ml Ficoll pipettiert wurden. Die
anschlieBende PBMC-Isolation erfolgte nach dem oben beschriebenen Protokoll zur Isolation von

humanen PBMC aus Buffy Coats.

Bestimmung der Zellzahl und Vitalitdt

Zur Bestimmung der Zellzahl und Vitalitdt wurde der Trypanblau-Ausschlusstest durchgefiihrt.
Tote Zellen farben sich durch Zugabe des Trypanblau-Farbstoffs (aufgrund der nicht mehr intakten
Zellmembran) im Gegensatz zu lebenden Zellen blau an. In einer Neubauer-Zahlkammer wurde die
Zellzahl der Probe nach geeigneter Verdiinnung der Zellsuspension durch Zdhlen der nicht-

gefirbten vitalen Zellen unter dem Lichtmikroskop ermittelt.

Aufreinigung von Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS)

Bei der Isolation von Zellen nach dem MACS-Prinzip (magnetic activated cell sorting) werden
Zellen mit speziellen Antikérpern markiert, die an magnetische Microbeads gekoppelt sind. Dazu
werden die Zellen zunichst 15 Minuten lang in einem speziellen MACS-Puffer bei 4 °C mit den
magnetisch markierten Antikdrpern inkubiert, anschlieBend mit kaltem MACS-Puffer gewaschen
und resuspendiert. AnschlieBend wird die markierte Zellsuspension auf eine magnetische
Trennsdule (LS-Sdule, Fa. Miltenyi) gegeben, die in einem Magnetfeld plaziert ist. Alle mit
Microbeads gekoppelten Zellen werden in der Matrix zuriickgehalten. Alle unmarkierten Zellen
werden durch mehrmaliges Spiilen mit MACS-Puffer aus der Siule entfernt. AnschlieBend wird die
Trennsdule aus dem Magnetfeld herausgenommen und die markierte Zellpopulation aus der Séule
eluiert. Um die Reinheit der isolierten Zellen zu erhdhen, kann die Selektionsprozedur nach einem
Waschschritt ohne erneute Inkubation mit Antikérper mit einer kleineren Sdule (MS-Séule, Fa.
Miltenyi) wiederholt werden. Sowohl die markierte als auch die unmarkierte Zellfraktion lassen

sich anschlieBend in Zellkultur-Experimenten einsetzen. Zur Aufreinigung von Zellpopulationen (s.
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NKT-Zellen, B-Zellen, PDC, MDC) nach der MACS-Methode wurden in dieser Arbeit
ausschlieBlich Reagenziensdtze der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) nach dem
entsprechenden Hersteller-Protokoll verwendet. - Zur Isolation von humanen NKT-Zellen wurden
PBMC (bis zu 8 x 10® in 300 ul MACS-Puffer) zunichst mit anti-Va24-FITC (20 ul) fiir 10
Minuten bei 4 °C, anschlieend mit magnetischen anti-FITC Microbeads markiert. Die Reinheit
der nach dem MACS-Prinzip isolierten NKT-Zellen lag zwischen 70 und 96%. PDC und MDC
wurden mit dem BDCA-4- bzw. BDCA-1-Isolationskit von Miltenyi isoliert, B-Zellen mit dem B-
Zell-Isolationskit der Fa. Miltenyi. Die Reinheiten der verschiedenen Zellpopulation nach
Aufreinigung betrugen 70-96% (PDC) und > 95% (MDC, B-Zellen). In einigen Experimenten
wurden PDC- bzw. MDC-depletierte PBMC eingesetzt. Dazu wurden zunidchst PDC bzw. MDC
nach dem MACS-Prinzip durch magnetisch markierte Beads positiv selektioniert. Die
Negativfraktion (= unmarkierte Zellfraktion) stellte die PDC- bzw. MDC-depletierten PBMC dar.
In PDC-depletierten PBMC waren weniger als 0,1% PDC nachweisbar. Nach Stimulation mit
CpG-A war die IFN-a-Produktion in PDC-depletierten PBMC stark reduziert, jedoch -
wahrscheinlich durch einen sehr geringen Restanteil an PDC - immer noch messbar. In MDC-

depletierten PBMC waren < 0,03% MDC nachweisbar.

Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank (Heraeus 1384, Miinchen) bei 37 °C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO,-Anteil inkubiert. Als Kulturmedium wurde RPMI-Vollmedium

verwendet.

Stimulation von humanen NKT-Zellen mit CpG-ODN und o-GalCer

Isolierte NKT-Zellen (20 000-50 000 V24" Zellen/200 ul) wurden mit autologen PBMC (2 x 10°
Zellen/ml = 400 000 PBMC/200 ul) in 96 well-Rundboden-Platten = CpG-ODN (6 ug/ml) zwei
Tage lang in RPMI-Vollmedium kultiviert (Volumen/well: 200 ul). Als antigener Stimulus wurde
Endotoxin-getestetes a-Galaktosylceramid (a-GalCer) in einer Konzentration von 100 ng/ml dazu
gegeben. Am Tag 2 wurden zellfreie Uberstinde abgenommen und fiir Zytokinbestimmungen
(ELISA) verwendet. Die Zellen wurden geerntet und ihre Oberflichenantigen-Expression im
Durchflusszytometer untersucht. In einigen Experimenten wurde rekombinantes IFN-a in einer
Konzentration von 5000 U/ml zu den Kulturen gegeben bzw. durch Zugabe der folgenden
Kombination blockierender Antikorper die Wirkung von Typ-I-IFN inhibiert: Anti-IFN-o (5000
neutralisierende U/mL), anti-IFN-f (2000 neutralisierende U/ml) und anti-IFN-o/f3 Rezeptor (20
ug/ml). Zur Blockade von IL-12 wurden anti-IL-12(p40+p70)-Antikorper in einer Konzentration

von 10 pug/ml eingesetzt.
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Stimulation von Rhesus-PBMC mit CpG-ODN

Rhesus-PBMC (2 x 10° Zellen/ml) wurden = CpG-ODN (3 ug/ml) in RPMI-Vollmedium auf 96
well-Rundbodenplatten zwei Tage lang kultiviert (Volumen/well: 200 pl). Am Tag 2 wurden
zellfreie Uberstinde abgenommen und fiir Zytokinbestimmungen (ELISA) verwendet. Die Rhesus-
Zellen wurden geerntet und ihre Oberflichenantigen-Expression im Durchflusszytometer

untersucht.

Gewinnung von CpG-induzierten loslichen Faktoren (CpG CM)

Zur Gewinnung humaner CpG-induzierter loslicher Faktoren (ODN 2216-conditioned medium =
2216 CM) wurden isolierte PDC (20 000-50 000 PDC/200 ul) bzw. PBMC (3 x 10° Zellen/ml) mit
ODN 2216 (3 ug/ml) stimuliert und der zellfreie Kulturiiberstand nach 48h bzw. 24h geerntet. Zur
Gewinnung von Rhesus-CpG CM wurden Rhesus-PBMC (2 x 10° Zellen/ml) mit CpG-ODN (3
ug/ml) fiir 48h stimuliert und der zellfreie Kulturiiberstand geerntet. 2006 CM bzw. 2216 CM von
verschiedenen Spendern wurden dabei jeweils gepoolt. In den Versuchen mit CpG CM wurde die

Hilfte des Kulturmediums durch CpG CM ersetzt (=50vol% CpG CM).

Transwell-Experimente

In einigen Experimenten wurde ein Transwell-Kokultursystem verwendet (Fa. Nunc, Roskilde,
Dénemark), in dem die untere Zellkammer von der oberen Kammer durch eine 0,2um-Anapore-
Membran getrennt ist. Durch die 0,2um-Membran ist ein Austausch loslicher Faktoren mdoglich,
nicht jedoch direkter Zell-zu-Zell-Kontakt zwischen den Zellen der unteren und oberen Kammer.
Angereicherte NKT-Zellen (20 000-50 000 Va24" NKT-Zellen plus 400 000 PDC-depletierte
PBMC/500 ul) wurden in 500 ul Kulturmedium in die untere Kammer des Transwells pipettiert,
wihrend isolierte PDC (ca. 30 000 PDC/500 ul) ebenfalls in 500 ul Medium in die obere Kammer
gegeben wurden (Endvolumen/well: 1 ml). Anschlieend wurden die Zellen mit CpG-ODN (6
ug/ml) und a-GalCer (100 ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle wurden alle Zellen zusammen, ohne

Membraneinsatz in demselben Volumen und mit denselben Stimuli inkubiert.

2.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Allgemeines Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie mittels eines fluorescence-activated cell sorters (FACS) bietet die
Moglichkeit, Zellen anhand von Oberfldchenantigenen zu unterscheiden und zu quantifizieren.

Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen ein bestimmtes
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Oberfldchenantigen markiert und in einem laminaren Fliissigkeitsstrom einzeln hintereinander

durch einen Laserstrahl gefiihrt.

Zelleigenschaften wie GroB3e, Form, Membranoberfliche und intrazelluldre granuldre Bestandteile
fihren zu einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des Laserstrahls
(Vorwirtsstreulicht, engl. forward scatter, FSC) und einer rechtwinklig dazu angebrachten
(Seitwirtsstreulicht, engl. sideward scatter, SSC) gesammelt und photometrisch detektiert wird.
Das Vorwirtsstreulicht (FSC) wird im wesentlichen durch die ZellgroBe, das Seitwartsstreulicht
(SSC) durch die intrazelluldre Granularitit bestimmt. Die gewiinschte Zellpopulation wird anhand

dieser Kriterien ausgewéhlt und weiter auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht.

Der Laserstrahl regt das Chromophor des fiir die Oberflichenmarkierung verwendeten Antikorpers
zur Emission von Lichtquanten an, die durch eine Linse gesammelt werden. Filter trennen das
gesammelte Licht nach Wellenldngenbereichen auf und lenken es zu unterschiedlichen Detektoren.
So konnen die Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei der Mehrfarbenanalyse
getrennt aufgenommen und quantitativ ausgewertet werden. Die Fluoreszenz ist dabei proportional
zur Anzahl der pro Zelle gebundenen Antikérper und damit zur Anzahl der untersuchten

Oberflachenmolekiile.

Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzintensitidten durch die Lichtfilter gelingt nicht
vollstdndig, da sich die Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum Teil liberschneiden. Diese
Uberschneidung wird durch sog. Kompensation korrigiert. Hierzu werden bei jedem Versuch
Kontrollproben, die jeweils nur einen bindenden Antikorper gekoppelt an ein Fluorochrom
enthalten, verwendet. Als Negativkontrolle dienen an geeignete Isotypen-Antikorper gebundene
Fluorochrome. Strahlt ein bestimmtes Fluorochrom in andere Kanile hinein, kann dieser Anteil von
dem jeweiligen Fluoreszenzsignal {iber einen elektronischen Mechanismus abgezogen werden

(Kompensation).

FACS-Analyse

Fiir Durchflusszytometer-Messungen wurden 2 x 10* — 2 x 10° Zellen in FACS-RéShrchen (in 40-
200 ul PBS oder Vollmedium) mit FITC-(Fluorescin-Isocyanat-), PE-(Phycoerythrin-), PerCP-
(Peridin-Chlorophyll-Protein-) oder APC-(Allophycocyanin-) gekoppelten Antikérpern 15-30
Minuten lang, bei 4 °C, im Dunkeln inkubiert. Zur Anfarbung von VP11 auf NKT-Zellen wurde
zuerst mit VB11-Biotin inkubiert, anschlieBend gewaschen und Farbstoff-gekoppeltes Streptavidin
(z.B. Streptavidin-APC) dazugegeben.

Zur Detektion von Rhesus-Immunzellen wurde zunichst die Kreuzreaktivitit humaner FACS-

Antikorper mit Rhesus-Oberflidchenantigenen getestet. Eine Hilfestellung leistete hierbei die
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Internetseite der Harvard-Universitét (http://research.bidmc.harvard.edu/v_path/v_pathogens.asp),
auf der die Kreuzreaktivitidt gebrduchlicher humaner FACS-Antikérper mit verschiedenen
Affenarten, u.a. dem Rhesusaffen (Macaca mulatta), angegeben ist. Zur Detektion von
dendritischen Blutzellen in Rhesus-PBMC wurde folgendes, dem humanen "Lineage-Cocktail"
entsprechendes Antikorper-Cocktail bestehend aus Rhesus-kreuzreaktiven, FITC-konjugierten
FACS-Antikorpern zusammengestellt: anti-CD3 (Klon SP34), anti-CD14 (Klon M5E2), anti-CD16
(Klon 3G8) und anti-CD20 (Klon 2H7). Damit konnten alle lineage-positiven Zellen (i.e. T-Zellen,

Monozyten, NK-Zellen und B-Zellen) ausgeschlossen werden.

2.4 Zytokinbestimmung mit ELISA

Konzentrationsbestimmung von Interferon-a und IP-10

Zur Konzentrationsbestimmung von Interferon-o und IP-10 (Interferon-inducible protein-10)
wurden fertige ELISA-Kits verwendet. Das Testprinzip des ELISA beruht darauf, dass die im
abgenommenen Uberstand der Zellkultur geldsten Zytokine an die spezifischen Antikdrper, mit
denen die ELISA-Platte beschichtet ist (coating antibody), binden. Im nichsten Schritt bindet ein
zweiter, biotinylierter Antikorper (detection antibody) an ein anderes Epitop des an der ELISA-
Platte fixierten Zytokins. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wird die Platte mehrmals mit
einem Waschpuffer gewaschen. Wéhrend der anschlieBenden Inkubation mit Streptavidin-
Meerrettichperoxidase gehen Streptavidin-Molekiile eine feste Bindung mit den Biotin-Molekiilen
des detection-antibody ein. Die Meerrettichperoxidase katalysiert eine quantifizierbare
Farbreaktion mit einem anschlieBend zugegebenen Farbstoff. Nach Abstoppen der Reaktion mit
Schwefelsdure wird die Farbintensitét der Proben iiber deren UV-Absorption mithilfe eines ELISA-
Readers bei der im Protokoll des Herstellers empfohlenen Wellenldnge gemessen. Die Auswertung
erfolgt durch Vergleich der UV-Absorption der Proben mit den UV-Absorptionen einer in
Doppelwerten angefertigten Standardkurve (=Konzentrationsreihe des entsprechenden

rekombinanten Proteins).

Die Kreuzreaktivitdt der verwendeten humanen ELISA mit Rhesus-Zytokinen war zunéchst nicht
bekannt und konnte nur anhand des Vergleichs der Messwerte zwischen Mensch und Rhesusaffen
abgeschitzt werden. Der in dieser Arbeit zur Detektion von Rhesus-IFN-a verwendete humane
IFN-a-ELISA-Kit ist laut Angaben des Herstellers zu 20% kreuzreaktiv mit Rhesus-IFN-a (Firma
PBL, New Brunswick, NJ, USA). Folglich liegen die tatsdchlichen Rhesus-IFN-a-Werte

mindestens fiinfmal hoher als die erhobenen Messwerte.

Konzentrationsbestimmung von Interferon-vy, Interleukin-4 und Interleukin-6
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Zur Konzentrationsbestimmung von Interferon-y, Interleukin-4 und Interleukin-6 wurden ELISA-
Kits zum Selbstbeschichten verwendet. 96 Well-Maxisorbplatten (Fa. Nunc, Wiesbaden) wurden
tiber Nacht mit Antikdrpern (coating antibody) gegen das zu messende Zytokin beschichtet
(entsprechend dem Protokoll des Herstellers). Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde
die Platte am néchsten Tag fiir mindestens eine Stunde mit einem FCS-haltigen Puffer geblockt,
bevor Proben und Standardkurve auf die Well-Platte pipettiert wurden. Das weitere Vorgehen und
die Auswertung am ELISA-Reader erfolgte (entsprechend dem Protokoll des Herstellers) wie bei
den oben beschriebenen vorbeschichteten ELISA-Kits.

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis, ob und in welcher Menge ein bestimmtes Gen in einer Zelle abgelesen wird,
wurden die jeweiligen Zellen zunéchst lysiert, ihre RNA isoliert und die RNA in ¢cDNA
(=komplementire DNA) umgeschrieben. AnschlieBend wurde ein spezifischer Abschnitt der
gesuchten DNA mit einer PCR amplifiziert und dabei quantifiziert. Im Folgenden wird zunéchst
die Gewinnung von cDNA fiir eine PCR beschrieben, anschlieBend wird auf das allgemeine

Funktionsprinzip einer PCR bzw. real-time PCR néher eingegangen.

Isolation von RNA aus Va24" NKT-Zellen

Zur Isolation von RNA aus Va24" NKT-Zellen wurde der High-Pure-RNA-Isolation Kit (Roche,
Mannheim) verwendet. Isolierte Va24" NKT-Zellen (ca. 10°) wurden fiir 3 Stunden in RPMI-
Vollmedium ohne Stimulus kultiviert (nach (Hornung, 2002)). Zur Extraktion zytoplasmatischer
RNA wurden die Zellen einmal in kaltem PBS gewaschen und anschlieend in 200 pl PBS
resuspendiert. Durch Zugabe von 400 ul Lyse-/Bindepuffer erfolgte die Lyse der Zellen und
gleichzeitig die Inaktivierung von RNAsen. Die Probe wurde anschlieBend auf eine Sdule mit
einem Glasfaservlies gegeben und 15 Sekunden lang bei 8000 g zentrifugiert. Da Nukleinséuren in
dem Glasfaservlies der Sdule hdngen bleiben, wurde der Durchlauf verworfen. In einer
enzymatischen Verdauungsreaktion mit DNAse I wurde die RNA-Probe von DNA befreit
(Inkubation fiir 15 min, bei 15-25 °C). Nach drei aufeinander folgenden Waschschritten mit den
mitgelieferten Waschpuffern wurde die RNA schlieflich mit einem Elutionspuffer aus dem Filter

eluiert. Die extrahierte RNA wurde bei —20 °C aufbewahrt.

Umschreiben von RNA in cDNA

Fiir eine PCR-Amplifikation miissen RNA-Proben in cDNA umgeschrieben werden. Dafiir wurde

der Ist Strand-cDNA-Synthesis Kit for RT-PCR (Roche, Mannheim) verwendet. Die RNA-Proben
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wurden zusammen mit dem Master Mix, bestehend aus Reaktionspuffer, MgCl, (25 mM), einem
Desoxynukleotid-Mix, Oligo-p(dT);s Primer, RNAse-Inhibitor und AMV-Reverse Transkriptase
(kurz vor der Reaktion zusammenpipettiert), erst fiir 10 Minuten bei 25 °C, dann fiir 60 Minuten
bei 42 °C inkubiert. In der ersten, kurzen Inkubation binden die Primer an die RNA-Matrize; in der
zweiten Inkubation wird die RNA in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss daran wurde die AMV-
Reverse Transkriptase durch fiinfminiitiges Erhitzen des Reaktionsgemisches auf 95 °C und
anschlieBendes fiinfminiitiges Abkiihlen auf 4 °C denaturiert. Die RT-PCR wurde anschlieBend mit
freundlicher Unterstiitzung von Dr. Thomas Giese im Institut fiir Immunologie der Uniklinik

Heidelberg durchgefiihrt.

Allgemeines Funktionsprinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
Amplifikation von Nukleinsiduren. Mithilfe der PCR lésst sich ein spezifisches DNA-Stiick aus
einem komplexen Nukleinsduregemisch (genomische DNA, Plasmid-DNA, ¢cDNA) amplifizieren.
Die zu amplifizierende DNA-Matrize wird als template bezeichnet. Die Reaktion erfolgt mithilfe
eines sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primerpaares, das den Enden des templates homolog ist,
und einer thermostabilen DNA-Polymerase. Die PCR durchlduft drei Schritte: 1.) Denaturierung
der DNA-Matrize bzw. bei doppelstrangiger DNA Aufschmelzen der beiden Stringe der DNA-
Matrize (Denaturierung). 2.) Spezifische Hybridisierung der Primer an die homologe Zielsequenz
auf der DNA (Anlagerung). 3.) Von den Primern ausgehende DNA-Synthese (Elongation). Das
neu-synthetisierte DNA-Fragment kann in der darauf folgenden Amplifikationsrunde selbst als
Matrize dienen, wodurch in mehreren aufeinander folgenden Zyklen eine exponentielle

Anreicherung einer beliebigen DNA-Sequenz mdglich ist.

Spezifische Quantifizierung von mRNA durch die real-time PCR

Die PCR wurde in dieser Arbeit angewendet, um eine quantitative Aussage liber die
mRNA-Expression bestimmter Proteine treffen zu konnen. Dazu muss die gebildete DNA-Menge
wihrend der PCR im Reaktionsansatz gemessen werden. Dies ist mit Hilfe der real-time PCR
moglich. Vor Beginn der PCR wird zu jeder Probe ein Fluoreszenzfarbstoff hinzugegeben, der sich
nur an doppelstrangige DNA anlagert. Nach jeder Elongationsphase werden die Proben, die sich in
Glaskapillaren befinden, mit einem Laser angeregt und emittieren proportional zur gebildeten
DNA-Menge ein Signal. Dieses Fluoreszenzsignal wird mit einer entsprechenden Linse gemessen
und von einem Computer gespeichert. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitit wird gegen die
Zykluszahl aufgetragen. Mit geeigneten Referenzproben, deren Kopienzahl bekannt ist, ldsst sich
auf die urspriingliche Kopienzahl in der zu untersuchenden Probe zuriickschlieBen. Um letztlich

eine quantitative Aussage iiber die mRNA-Expression eines bestimmten Gens zu erhalten, wird die
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gemessene Kopienzahl auf die Transkriptzahl eines sogenannten Referenzgens bezogen, welche in
jeder Probe zusétzlich bestimmt wird. Das Referenzgen wird hierbei moglichst so gewdhlt, dass
dessen Expression nicht durch den Versuchsansatz beeinflusst wird. Die Kopienzahlen der in dieser
Arbeit detektierten Zielgene wurden auf das Referenzgen Cyclophilin B normalisiert und als

Kopienzahlen pro 1000 Kopien Cyclophilin B angegeben.

2.6 Engerix B-Vakzinierung

Durchfiihrung der Vakzinierung

Der Engerix B-Impfstoff (Engerix B Kinder”, GlaxoSmithKline, Miinchen) besteht aus einem
rekombinant hergestellten Hepatitis B-Oberflachenantigen (HBsAg) adsorbiert an das Adjuvans
Aluminiumhydroxid (Alum). Die Vakzinierung der Rhesusaffen wurde im Deutschen
Primatenzentrum (DPZ) in Géttingen mit freundlicher Unterstiitzung der dortigen Tierdrzte und
Tierpfleger unter Leitung von Frau Dr. Christiane Stahl-Henning durchgefiihrt. Gesunde
Rhesusaffen (Gewicht 5-8 kg), deren anti-HBs-Antikdrper(AK)-Titer zuvor untersucht und als
negativ befunden worden waren, wurden zweimal (d0 und d28) mit einer padiatrischen Dosis von
10 ug Engerix B alleine (w/o CpG), 10 ug Engerix B plus 250 ug ODN 2006 (CpG-B) bzw. 10 ug
Engerix B plus 250 ug ODN 2216 (CpG-A) geimpft. Das Gesamtinjektionsvolumen betrug bei
allen Gruppen 600 ul. Die Vakzinierung erfolgte tief intramuskuldr (i.m.) in die lange
Sitzbeinmuskulatur des Oberschenkels. Jede Versuchsgruppe setzte sich aus zwei Rhesusaffen
zusammen (rn=2). Die Tiere wurden regelmiBig tierdrztlich untersucht. Es traten keine
Krankheitssymptome oder lokale Unvertriaglichkeitsreaktionen an der Einstichstelle auf. Vor jeder
Impfung und an den angegebenen Zeitpunkten (d0 vor Impfung, d1, d3, d28 vor Boost, d29, d31)
wurde den Affen 1,25-2 ml venoses Blut abgenommen und daraus durch Zentrifugation (30 min,

1000 g, 20 °C) das Plasma gewonnen.

Bestimmung der anti-HBs-Antikérper-Titer

Ein positives Ansprechen auf eine Hepatitis B-Vakzinierung resultiert in der Entwicklung von
Antikorpern gegen das Hepatitis B-Oberflachenantigen (anti-HBs-AK). Die anti-HBs-AK-Titer
werden entsprechend den Standard-Definitionen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) als
Milliinternationale Einheiten pro Milliliter (mIU/ml) angegeben. Anti-HBs-AK-Titer >10 mIU/ml
bewirken einen Schutz vor einer Hepatitis B-Infektion (Seroprotektion) (Hadler, 1986; Davis,
2000). Zur Bestimmung der anti-HBs-AK-Titer im Plasma der geimpften Affen wurde ein
kommerziell erhiltlicher Immunoassay verwendet (AxSYM®, Abbott, Wiesbaden), der

routinemafig in der Hepatitis B-Diagnostik eingesetzt wird und die Bestimmung der anti-HBs-AK-
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Titer in Plasma- und Serumproben ermdglicht. Die Plasmaproben der Tiere wurden bis zur
Durchfiihrung des Assays bei —80 °C aufbewahrt. Die Bestimmung der anti-HBs-AK-Titer wurde
mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Ralf Ignatius im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie

und Infektionsimmunologie der Charité (Berlin) durchgefiihrt.

2.7 Experimente mit CpG-ODN in Vollblut, Plasma und Serum

Um eine intravendse CpG-Gabe zu simulieren, wurden humanes Vollblut bzw. humane PBMC mit
Zusitzen von autologem Plasma bzw. Serum in vitro mit CpG-ODN (3 ug/ml) stimuliert. Zur
Uberpriifung der Immunstimulation wurden nach zwei Tagen IFN-o. und IP-10 im Kulturiiberstand
mit ELISA gemessen. - In den Versuchen mit humanem Vollblut wurde frisch abgenommenes
heparinisiertes Spenderblut auf 24-Well-Platten ausplattiert (1 ml Vollblut/well). Erfahrungsgemaf
sind in 1 ml frischem Spenderblut mindestens 1 Mio PBMC enthalten. Um den Einfluss von
Plasma bzw. Serum auf die IFN-a-Produktion von PBMC zu untersuchen, wurden PBMC (1
Mio/ml) mit steigenden Anteilen von Plasma bzw. Serum (10, 50, 100vol%) in Anwesenheit von
CpG-ODN kultiviert. Plasma wurde durch Zentrifugation von antikoaguliertem Vollblut gewonnen
(30 min, 1000 g, 20 °C). Zur Gewinnung von Serum wurde nicht-antikoaguliertes Vollblut nach
der Abnahme zunéchst fiir 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen (Gerinnung) und
anschliefend ebenfalls bei 1000 g 30 min lang bei Raumtemperatur zentrifugiert. Zur Inaktivierung
von hitzelabilen Proteinen wurde das Serum zunédchst eine Stunde lang bei 56 °C erhitzt, bevor es
PBMC in verschiedenen Anteilen (100 bzw. 50vol%) zugesetzt wurde. - Als Kontrolle wurden von
jedem Spender PBMC (1 Mio/ml) in RPMI-Vollmedium ebenfalls zwei Tage lang mit CpG-ODN

(3 wg/ml) stimuliert und der Kulturiiberstand anschlielend auf Zytokine untersucht.

2.8 SIV-Assay zur Untersuchung der antiviralen Aktivitit von CpG-ODN

Die antiviralen Eigenschaften von CpG-induzierten 16slichen Faktoren (CpG CM, Gewinnung s.
2.2) wurden anhand deren Fihigkeit, eine SIV-permissive humane CD4" T-Zelllinie (C8166) vor
der Infektion mit Simian immunodeficiency virus (SIV) zu schiitzen, untersucht. Der SIV-Assay
wurde im Deutschen Primatenzentrum (DPZ) in Géttingen mit freundlicher Unterstiitzung von
Manuel Rebelo und Dr. Christiane Stahl-Henning folgendermaflen durchgefiihrt: C8166 T-Zellen
(600 000 T-Zellen/ml) wurden mit dem SIV-Stamm SIVmac239 in der An- bzw. Abwesenheit von
2216 CM, 2006 CM (beide 50vol%) bzw. rekombinantem humanen IFN-a (500 U/ml) in 100 ul
Volumen kultiviert. Der Virus wurde ausgehend von einem Virustiter von 10 Mio/ml (=107 Mio

Viruspartikel/ml) fiir alle Bedingungen in Zehnerpotenz-Schritten bis zu einem Virustiter von 107
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Mio/ml verdiinnt (s.Abb. 3). Alle Bedingungen wurden jeweils vierfach angesetzt (Vierer-Werte).
Als Negativkontrolle wurde jede Bedingung ohne Virus angesetzt. Nach drei Tagen wurde das
Medium gewechselt, indem 50 ul des gebrauchten Mediums verworfen und durch 100 ul frisches
Medium mit denselben Zusdtzen wie am Tag 0 (50vol% des jeweiligen CpG CM bzw. 500 U/ml
IFN-a) ersetzt wurde. Am Tag 7 wurden die T-Zellen geerntet, gewaschen und auf einer Con-
A(Concanavalin-A)-beschichteten well-Platte fixiert. Die Zellmembran wurde durch Methanol
permeabilisiert. Zur Detektion von intrazellularem SIV wurden anti-SIV-Antikdrper (Serum eines
SIV-infizierten Rhesusaffen mit hohem anti-SIV-AK-Titer) mit den fixierten und permeabilisierten
T-Zellen 30 min lang inkubiert. Die Platte wurde dreimal gewaschen und mit einem
HRPO(Horseradish Peroxidase)-konjugierten Sekundirantikorper fiir 30 min inkubiert. Nach
erneutem dreimaligen Waschen wurde ein Substrat zugegeben, das kurz zuvor aus 2 mg AEC
(Aminoethylcarbazol), 300 ul DMF (Dimethylformamid), 25 ul 3%ige H,0,-Losung und 5 ml Na-
Acetat-Losung (Ansatz Substrat fiir eine Platte) selbst hergestellt wurde. Die Reaktion des
Substrates mit HRPO induzierte eine Farbung der SIV-infizierten Zellen. Nach 20 min wurden die
Zellen gewaschen und im Lichtmikroskop bei 10-(10x) und 40-(40x)facher VergroBerung
untersucht. SIV-infizierte T-Zellen waren dunkelviolett bis braunlich gefarbt; nicht-infizierte
Zellen waren ungefarbt und hell. Um eine quantitative Aussage machen zu kénnen, in welchem
Ausmal die Anwesenheit von CpG CM bzw. IFN-a eine Ausbreitung des Virus inhibiert, wurde
fiir alle Bedingungen der Virustiter bestimmt, ab dem T-Zellen infiziert werden. Dazu wurde
zundchst durch Untersuchung im Mikroskop ermittelt, ab welchem Virustiter keine infizierten
Zellen mehr sichtbar waren. Dazu wurden die well-Platten von der hochsten Viruskonzentration
ausgehend in Richtung absteigende Virustiter begutachtet (s. Abb. 3: abgebildete well-Platte von
links nach rechts). Bei dem Virustiter, bei dem gerade noch einzelne Zellen SIV-infiziert waren,
wurden die infizierten Zellen ausgezdhlt und der Mittelwert aus den Vierer-Werten gebildet.
Mithilfe dieser beiden MessgroBBen (Hohe des Virustiters, bei dem gerade noch Zellen infiziert
sind, und die durchschnittliche Anzahl der bei diesem Virustiter infizierten Zellen) wurde fiir jede
Behandlung nach der Methode von Reed & Muench (Reed, 1938) der Virustiter bestimmt, ab dem
T-Zellen infiziert werden. Je effektiver eine Behandlung den Virus hemmen konnte, desto hohere
Virustiter waren erforderlich, um die T-Zellen zu infizieren (Beispiel: infektidser Virustiter ohne

Behandlung: 10 Mio/ml; mit Behandlung: 10™* Mio/ml).
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Abnehmende Viruskonzentration (10™ Mio/ml) > kein Virus
(Negativ-
Kontrolle)
-2 -3 -4 -5 -6 -7 -
-2 -3 -4 -5 -6 -7 -
-2 -3 -4 -5 -6 -7 -
-2 -3 -4 -5 -6 -7 -

Abb. 3: Well-Platte beim SIV-Assay zur Untersuchung der antiviralen Aktivitiit von
CpG CM. SIV wurde jeweils fiir alle Bedingungen (SIV alleine; SIV plus 2216 CM; SIV plus 2006
CM; SIV plus IFN-a) ausgehend von dem Virustiter 107 Mio/ml in Zehnerpotenzen bis 107 Mio/ml
verdiinnt. Jede Bedingung wurde einmal ohne Viruszusatz angesetzt (Negativ-Kontrolle). Alle
Bedingungen wurden in Vierer-Werten angesetzt.

2.9 Statistische Analysen

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel = SEM (Standard error of mean = Standardfehler des
Mittels) angegeben. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des zweiseitigen Student-t-Test fiir
gepaarte Stichproben und dem Wilcoxon-Rank-Test durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde
bei p-Werten <0,05 (signifikant) bzw p<0,01 (hoch signifikant) angenommen und ist durch
Markierung mit * bzw. ** angezeigt. Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm
StatView D-4.5 (Abacus Concepts, CA, USA) durchgefiihrt. Die rechnerische Auswertung und
graphische Darstellung der Daten erfolgte mittels der Programme Microsoft Excel und Microsoft

PowerPoint (Microsoft Cooperation, CA, USA).
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3 ERGEBNISSE

Teil I: Aktivierung humaner NKT-Zellen durch CpG-ODN und a-GalCer

3.1 Detektion und Anreicherung humaner NKT-Zellen

Humane NKT-Zellen exprimieren einen semi-invarianten T-Zell-Rezeptor (TCR) bestehend aus
einer spezifischen a- und pf-Kette: Va24/VpB11 (Dellabona, 1994). Mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper gegen Va24 und VB11 konnen NKT-Zellen im Durchflusszytometer sehr spezifisch
detektiert werden (Prussin, 1997). Im humanen peripheren Blut exprimierten durchschnittlich 0,3%
(£0,04%; n=24) aller CD3-positiven Lymphozyten die NKT-Zell-spezifische Va24-Kette. Nur ein
Teil der CD3"/Va24" Zellen trug gleichzeitig die VP11-Kette (s.u.). Abbildung 4A zeigt die
Va24'/VB11" NKT-Zellpopulation eines reprisentativen Spenders (0,13% in PBMC).

A 2

)
=

2| 013%
VB11-APC :{;:

Voa24-FITC

0,2%

429
Isolation FSC ‘ .

durch MACS und
Voa24-Antikorper

200 400 600 300 1000

Va24-FITC

Abb. 4: Detektion und Anreicherung von humanen NKT-Zellen aus dem peripheren
Blut. A: Die Frequenz humaner NKT-Zellen im peripheren Blut wurde durch Anfirbung des spezifischen T-
Zell-Rezeptors (Vai24'/VB11") im Durchflusszytometer bestimmt. Der Dot Plot zeigt die Va24'/VB11" NKT-
Zell-Population eines reprisentativen Spenders (0,13% Vo24"/VB11" NKT-Zellen in PBMC). B: Dot Plot-
Darstellung der Aufreinigung humaner NKT-Zellen aus dem peripheren Blut. Die NKT-Zell-Isolation eines
reprisentativen Spenders ist abgebildet. Die Frequenz der Va24" Zellen im peripheren Blut betrug bei diesem
Spender zunidchst 0,2%. Die Isolation von NKT-Zellen erfolgte nach dem MACS-Prinzip mit Va24-
Antikorpern, die sich gegen die Va24-Kette des T-Zell-Rezeptors der Zellen richten. Durch Aufreinigung
wurden Vo24" NKT-Zellen mit einer Reinheit von 96% selektioniert. AnschlieBend wurden die Va24" Zellen
mit VP11-APC angefirbt. 42% der isolierten Va24” NKT-Zellen dieses Spenders exprimierten V11 und waren
somit Vo24"/VB11" doppelt positive NKT-Zellen.
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Aufgrund der niedrigen Frequenz und der spenderabhidngig sehr variablen NKT-Zellzahl im
peripheren Blut sowie aufgrund des Phédnomens des "Activation-induced Cell Death" lassen sich
NKT-Zellen innerhalb von PBMC zwei Tage nach Stimulation im Durchflusszytometer nur schwer
detektieren und funktionell charakterisieren. Durch die Erarbeitung und Etablierung eines neuen
Protokolls zur Aufreinigung bzw. Anreicherung von humanen NKT-Zellen gelang es, dieses
methodische Problem zu 10sen. Wie unter Material und Methoden beschrieben, konnten durch die
magnetische Markierung der NKT-spezifischen Va24-Kette und Isolation im Magnetfeld humane
Va24" NKT-Zellen mit hohen Reinheitsgraden (bis zu 96%) isoliert werden. Dabei exprimierten
im Durchschnitt 45% (£11,7%; n=6) der aufgereinigten Va24" Zellen gleichzeitig VB11 (Abb.
4B). Mithilfe dieser Methode wurden in den folgenden beschriebenen Experimenten je nach
Fragestellung isolierte Va24" NKT-Zellen oder zur besseren Detektierung und funktionellen

Charakterisierung auf etwa 10% NKT-Zellen angereicherte PBMC eingesetzt.

3.2 TLR-Expression in humanen NKT-Zellen

Die Erkennung von CpG-Motiven als molekulares Muster einer mikrobiellen Infektion erfolgt im
Vertebraten-Immunsystem iiber Toll-like Rezeptor 9 (Hemmi, 2000). Im humanen System ist
TLRY nur auf B-Zellen und PDC nachgewiesen worden (Hornung, 2002). Bisher war unbekannt,
ob NKT-Zellen TLRY exprimieren und damit in der Lage sind, direkt auf CpG-Stimulation zu
reagieren. Daher wurde das TLR-Expressionsprofil, insbesondere die Expression von TLR9Y, in
NKT-Zellen mithilfe der Real-Time PCR untersucht (Abb. 5). Va24" NKT-Zellen zeigten generell
eine niedrige TLR-Expression. In geringem Ausmaf} exprimierten sie TLR1 und 5. Im Durchschnitt
exprimierten Vo24” NKT-Zellen 6 (£2,7; n=2) Kopien TLR9 pro 10° Kopien des Housekeeping-
Gens Cyclophilin B. Vergleicht man dieses Ergebnis mit den beiden Positivkontrollen, TLRO-
exprimierenden B-Zellen und PDC (B-Zellen: 36 + 6 Kopien, n=10; PDC: 109 + 42 Kopien, n=6
(Hornung, 2002)), ist die TLR9-Expression in NKT-Zellen mit <10 TLR9-Kopien als negativ zu

bewerten.

Es ist bekannt, dass auch konventionelle NK-Zellen sowie a./f- und y/d-T-Zellen kein TLR9
exprimieren und daher nicht direkt auf CpG-Stimulation reagieren (Hornung, 2002). NK-Zellen
und T-Zellen werden jedoch sekundir, iiber CpG-stimulierte B-Zellen und PDC aktiviert
(Rothenfusser, 2001). Um ebensolche CpG-induzierten indirekten Effekte zu beriicksichtigen,
wurden NKT-Zellen innerhalb von PBMC mit CpG-ODN stimuliert. Zur leichteren Detektion der
NKT-Zellen und ihrer Effekte wurde ihr Prozentsatz innerhalb von PBMC - wie unter Abschnitt
3.1 beschrieben - erhoht, indem 20 000-50 000 aufgereinigte NKT-Zellen mit 400 000 autologen
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PBMC kokultiviert wurden (Endkonzentration: 5-10% Va24" Zellen in PBMC = angereicherte
NKT-Zellen).

109
mRNA NKT Zellen TLR9
100 - n=2 mRNA 109
36
5 0 7 5 0
j_i_x_Li_Lﬁ—i_L
0- 0
TLR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 B;Zze}%,en 1:126C

Abb. 5: TLR-Expression in humanen NKT-Zellen. Expression von TLR1-10 in NKT-
Zellen, angegeben als Transkripte/ 10° Kopien des Housekeeping-Gens Cyclophilin B (links).
Zum Vergleich sind die TLR9-mRNA-Kopien in den CpG-Zielzellen, B-Zellen und PDC,
dargestellt (rechts). Die Zellpopulationen (NKT-Zellen, B-Zellen und PDC) wurden jeweils
nach dem MACS-Prinzip aufgereinigt (s. Material und Methoden, S. 36). Die TLR-Expression
verschiedener Spender wurde gemittelt (NKT-Zellen, n=2; B-Zellen, n=10; PDC, n=6).

3.3 Stimulation humaner NKT-Zellen mit CpG-ODN und a-GalCer

Vorbereitend fiir einen kombinierten Einsatz der beiden Adjuvantien CpG-ODN und a-GalCer
sollte untersucht werden, ob NKT-Zellen bereits durch CpG-Stimulation innerhalb von PBMC
stimuliert werden und ob CpG-ODN die a-GalCer-spezifische NKT-Zellaktivierung synergistisch
steigern. Dabei sollte die Aktivitdt der beiden distinkten CpG-Klassen A und B miteinander
verglichen werden. Dariiber hinaus sollten auch grundsitzliche Erkenntnisse gewonnen werden,

iiber welche Mechanismen CpG-ODN Memory-T-Zellen, wie NKT-Zellen, aktivieren.

Angereicherte NKT-Zellen wurden mit CpG-A (ODN 2216) oder CpG-B (ODN 2006) jeweils in
An- oder Abwesenheit des NKT-Zell-spezifischen Antigens a-GalCer fiir zwei Tage stimuliert.
AnschlieBend wurde die Expression des Lymphozyten-Aktivierungsmarkers CD69 auf
Va24'/VB11" NKT-Zellen gemessen und IFN-y im Kulturiiberstand bestimmt. Sowohl CpG-A als
auch CpG-B bewirkten bereits in Abwesenheit eines Antigen-Stimulus im Vergleich zur Medium-
Kontrolle eine Aufregulation von CD69 auf NKT-Zellen, wobei ODN 2216 einen stiarkeren Effekt
erzielte als ODN 2006 (Abb. 6B, w/o a-GalCer). In Abwesenheit des Antigens wurden in den
Zellkulturiibersténden von angereicherten NKT-Zellen nach CpG-Stimulation auch signifikante

Mengen des Th1-Zytokins IFN-y gemessen, wobei ODN 2216 hohere Mengen an IFN-y induzierte
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als ODN 2006 (Abb. 6C, w/o a-GalCer; Medium: 39 + 27 pg/ml; ODN 2006: 118 + 55 pg/ml;
ODN 2216: 163 + 60 pg/ml; n=19).

Durch Kostimulation mit dem Antigen a-GalCer und CpG-ODN konnte die Antigen-spezifische
Aktivierung von NKT-Zellen noch synergistisch gesteigert werden. Dies driickte sich sowohl in der
CD69-Expression als auch in der IFN-y-Produktion von NKT-Zellen aus. Abbildung 6A zeigt eine
Dot Plot-Darstellung der CD69-Expression auf NKT-Zellen eines reprasentativen Spenders nach
a-GalCer + CpG-Stimulation. Nach Stimulation mit dem spezifischen Ag a-GalCer exprimierten
37% der NKT-Zellen dieses Spenders CD69. Nach a-GalCer/ODN 2216-Kostimulation waren
dagegen mehr als 90% der NKT-Zellen dieses Spenders CD69". Die Ergebnisse der CD69-
Expression bzw. IFN-y-Produktion von NKT-Zellen mehrerer Spender nach Kostimulation mit
CpG/a-GalCer sind in Abbildung 6B (+a-GalCer) bzw. 6C (+a-GalCer) zusammengefasst.
Obwohl beide CpG-Typen die Antigen-spezifische Aktivierung der NKT-Zellen signifikant
verstirkten, wurde konsistent ein groferer Synergismus zwischen a-GalCer und dem Typ-I-IFN-

induzierenden CpG-A (ODN 2216) bei der CD69- und IFN-y-Induktion in NKT-Zellen beobachtet.

NKT-Zellen kénnen je nach Art eines Stimulus und des umgebenden Milieus Thl- oder/und Th2-
Zytokine produzieren (Godfrey, 2000). Um herauszufinden, ob NKT-Zellen durch CpG-
Stimulation in Thl- oder Th2-Richtung differenzieren, wurden Th1-(IFN-y) und Th2-(IL-4)
Zytokine im Zellkultur-Uberstand von angereicherten NKT-Zellen nach o-GalCer/CpG-
Stimulation bestimmt. Neben hohen Mengen an IFN-y wurden nur marginale Mengen des Th2-
Zytokins IL-4 durch a-GalCer/CpG-Stimulation induziert (Abb. 6C). Folglich bewirkte die
Kostimulation mit a-GalCer/CpG-ODN eine deutliche Th1-Differenzierung von NKT-Zellen.

Die GC-Kontrolle (ODN 2243) zu ODN 2216 bewirkte in An- bzw. Abwesenheit von a-GalCer
keine Aufregulation von CD69 auf NKT-Zellen (Abb. 6D). Folglich ist die Aktivierung von NKT-
Zellen durch CpG-ODN von der Anwesenheit von CpG-Motiven innerhalb der Oligonukleotide
abhéngig und damit CpG-spezifisch.

Die Zytokine IFN-y und IL-4 wurden in den Kulturiiberstdnden von angereicherten NKT-Zellen im
ELISA bestimmt. Theoretisch konnten daher auler NKT-Zellen noch andere Zellen innerhalb von
PBMC zur Zytokin-Produktion beigetragen haben. Um zu untersuchen, welchen Anteil NKT-
Zellen an der IFN-y-Produktion nach CpG/a-GalCer-Stimulation haben, wurden PBMC mit
angereicherten NKT-Zellen oder normale PBMC desselben Spenders mit CpG-ODN plus a-
GalCer stimuliert. Nach zwei Tagen wurde IFN-y in den Kulturiiberstinden bestimmt. In den
Uberstinden von normalen PBMC befand sich im Vergleich zu Kulturiiberstinden von
angereicherten NKT-Zellen desselben Spenders kaum IFN-y nach a-GalCer = CpG-Stimulation
(Abb. 6E). Hohe Mengen an IFN-y wurden demnach nur dann beobachtet, wenn (1) das NKT-Zell-
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spezifische Antigen a-GalCer anwesend war (Abb. 6B) und (2) die Prozentzahl von NKT-Zellen
innerhalb von PBMC erhoht war (Abb. 6E).

Diese Ergebnisse bestétigen, (i) dass das Glykolipid-Antigen a-GalCer spezifisch von NKT-Zellen
erkannt wird und (ii) dass das nach CpG/a-GalCer-Stimulation in den Kulturiiberstdanden

gemessene I[FN-y in erster Linie von NKT-Zellen produziert wird.

Da CpG-A (ODN 2216) im Vergleich zu CpG-B (ODN 2006) konsistent eine stirkere, Thl-
gerichtete NKT-Zell-Aktivierung induzierte und einen groferen Synergismus mit a-GalCer zeigte,
wurde in den nachfolgenden Experimenten, in denen der Mechanismus der CpG-vermittelten NKT-

Zell-Aktivierung analysiert werden sollte, vorwiegend ODN 2216 verwendet.
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Abb. 6: CpG-ODN induzieren CD69 auf NKT-Zellen und verstirken eine Thl-gerichtete Antigen-
spezifische Aktivierung von NKT-Zellen. Angereicherte NKT-Zellen in PBMC wurden mit verschiedenen
ODN fiir zwei Tage stimuliert, jeweils in An- oder Abwesenheit des NKT-Zell-spezifischen Antigens o.-
Galaktosylceramid (a-GalCer). A: Dot Plot-Darstellung der CD69-Expression auf NKT-Zellen eines
reprasentativen Spenders nach Stimulation mit a-GalCer £ CpG-ODN. Das Gate im Durchflusszytometer
wurde auf CD3"/Vo24" Zellen gesetzt. B: CD69-Expression auf NKT-Zellen nach Stimulation mit CpG-
ODN = a-GalCer (ohne a-GalCer (n=15); mit a-GalCer (n=13)). C: Messung von IFN-y (n=19) und IL-4
(n=2) in den Kulturiiberstinden von angereicherten NKT-Zellen nach Stimulation mit CpG-ODN = a.-
GalCer. D: CD69-Expression auf NKT-Zellen nach Inkubation mit ODN 2216 bzw. dem GC-Kontroll-ODN
2243 + a-GalCer (n=3). E: IFN-y-Produktion nach Stimulation mit CpG-ODN = a-GalCer in
angereicherten NKT-Zellen (NKT +) oder in normalen PBMC (NKT - ) desselben Spenders; (n=3). - Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. * bzw. ** kennzeichnen (p<0,05) bzw. (p<0,01).

52



ERGEBNISSE Teil I

3.4 Mechanismen der Aktivierung humaner NKT-Zellen durch a-GalCer und
CpG-ODN

3.4.1 CDI1d-Expression auf Antigen-prasentierenden Zellen und Beteiligung der
myeloiden DC an der a-GalCer-spezifischen NKT-Zell-Aktivierung

Das Glykolipid-Antigen a-GalCer wird iiber MHC-I-dhnliche CD1d-Molekiile auf Antigen-
prasentierenden Zellen priasentiert. Der a-GalCer/CD1d-Komplex wird spezifisch von NKT-Zellen
erkannt (Kawano, 1997; Brossay, 1998). Da CpG-ODN die Antigen-spezifische NKT-Zell-
Aktivierung verstiarken, stellte sich die Frage, ob die beiden humanen CpG-Zielzellen, B-Zellen
und PDC, CD1d-Molekiile tragen und somit zur a-GalCer-Présentation fahig sind. Dariiber hinaus
sollte untersucht werden, welche anderen APC im peripheren Blut CD1d exprimieren und damit
moglicherweise an der a-GalCer-spezifischen Aktivierung von NKT-Zellen beteiligt sind. In frisch
isolierten PBMC exprimierten weder PDC, noch B-Zellen oder Monozyten CD1d (Abb. 7A). Als
einzige APC-Population im peripheren Blut exprimierten myeloide DC CD1d. Aus Monozyten in
vitro generierte DC zeigten erst nach Ausreifung eine schwache Expression von CD1d (Daten nicht
abgebildet). B-Zellen und PDC exprimierten auch 48 Stunden nach in vitro-Aktivierung mit CpG-
ODN kein CD1d (Daten nicht abgebildet).

Da gemiB der FACS-Analyse nur MDC im peripheren Blut CD1d exprimieren, sollte durch
Depletion der MDC deren funktionelle Bedeutung in der a-GalCer-spezifischen NKT-Zell-
Aktivierung liberpriift werden. In der Tat kam es nach MDC-Depletion zu einer drastischen
Reduktion der IFN-y-Produktion in NKT-Zellen bei Stimulation mit a-GalCer (Abb. 7B).
Demnach sind MDC unmittelbar an der Antigen-spezifischen Aktivierung von humanen NKT-
Zellen im peripheren Blut beteiligt, da sie das Antigen von NKT-Zellen CD1d-gebunden

présentieren konnen.
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Abb. 7: MDC exprimieren CD1d und sind an der Antigen-spezifischen Aktivierung von NKT-
Zellen beteiligt. A: Humane MDC, PDC, B-Zellen und Monozyten wurden im Durchflusszytometer auf CD1d-
Expression untersucht. Zur Detektion von MDC und PDC wurden PBMC mit lineage™ ¢, anti-HLADR™*"" und
anti-CD11¢*¢ gefirbt. Lymphozyten wurden anhand von Forward/Sideward Scatter-Charakteristika gegated.
Innerhalb des Lymphozyten-Gates wurden lineage/HLADR"/CD11c" Zellen als MDC und lineage?/
HLADR'/CDI11c¢ als PDC definiert. Zur Detektion von B-Zellen bzw. Monozyten wurden PBMC mit anti-
HLADR"™ und anti-CD19*"¢ bzw. anti-HLADR™*"" und anti-CD14™"" gefiirbt. Alle Zellpopulationen wurden
auBerdem mit CD1d-PE angefarbt. Im Durchflusszytometer wurde jeweils auf die zu untersuchende
Zellpopulation ein Gate gesetzt. Die Dot Plots eines représentativen Spenders (von n=5) sind abgebildet. B: Nach
dem MACS-Prinzip wurden zundchst MDC aus PBMC positiv selektioniert (s. Material und Methoden, S. 36); die
MDC-depletierte PBMC-Fraktion sowie unverdnderte PBMC desselben Spenders wurden weiterverwendet.
Angereicherte NKT-Zellen wurden innerhalb normaler PBMC (MDC+) oder innerhalb der MDC-depletierten
PBMC (MDC-) mit a-GalCer stimuliert. Nach zwei Tagen wurde IFN-y im Zellkulturiiberstand tiber ELISA
gemessen (n=2).

3.4.2 Beteiligung der plasmazytoiden DC an der CpG-vermittelten Aktivierung von
NKT-Zellen via IFN-a

NKT-Zellen exprimieren kein TLR9 und reagieren daher nicht direkt auf CpG-Stimulation (Abb.
5). Die einzigen TLR9-tragenden Zellen in humanen PBMC sind bisher PDC und B-Zellen
(Hornung, 2002). Die beobachteten CpG-Effekte auf humane NKT-Zellen miissen daher indirekt,
tiber CpG-aktivierte PDC und/oder B-Zellen vermittelt werden. CpG-A (ODN 2216), das
maximale I[FN-a-Produktion in PDC induziert, aktivierte NKT-Zellen stirker als CpG-B (ODN
2006), das in erster Linie B-Zellen aktiviert (s. Abb. 6A-C). Daher wurde vermutet, dass PDC iiber
ihre IFN-a-Produktion an der CpG-induzierten NKT-Zell-Aktivierung beteiligt sind. Um diese
These zu bestitigen, wurden PDC von PBMC depletiert und angereicherte NKT-Zellen innerhalb
PDC-depletierter PBMC mit a-GalCer und CpG-ODN stimuliert. Die PDC-Depletion fiithrte zu
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einem Verlust des CpG-Effekts auf die Ag-abhingige IFN-y-Produktion in NKT-Zellen (Abb. 8A).
Folglich wird die CpG-induzierte Aktivierung von NKT-Zellen tiber PDC vermittelt.

Auf CpG-Stimulation hin produzieren PDC eine Reihe von Zytokinen und Chemokinen,
insbesondere hohe Mengen an Typ-I-IFN (IFN-o/f) (Krug, 2001a). Frithere Arbeiten haben
gezeigt, dass Typ-I-IFN NK-Zellen und Memory a/ff T-Zellen, wie v/8 T-Zellen, aktiviert
(Rothenfusser, 2001). Daher stellte sich weiter die Frage, ob 16sliche, von der PDC nach CpG-
Stimulation sezernierte Faktoren die NKT-Zell-Aktivierung vermitteln. Um dies zu untersuchen,
wurde ODN 2216-konditioniertes Medium (2216 CM), das die von PDC auf ODN 2216-
Stimulation produzierten 16slichen Faktoren enthilt, hergestellt. In Gegenwart von a-GalCer
bewirkte die Stimulation mit 2216 CM eine &hnlich starke CD69-Aufregulation auf NKT-Zellen
wie ODN 2216 selbst (Abb. 8B). Rekombinantes IFN-a erhohte ebenfalls die a-GalCer-abhéngige
CD69-Expression auf NKT-Zellen, jedoch etwas schwicher als 2216 CM.

Typ-I-IFN-blockierende Antikorper hemmten die CpG-induzierte, Ag-abhéngige IFN-y-Expression
in NKT-Zellen (Abb. 9A). Die Blockade von IL-12 hatte dagegen keinen Einfluss auf die CpG-
induzierte, a-GalCer-abhédngige IFN-y-Produktion in NKT-Zellen (Abb. 9B).
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induzierte Aktivierung von
16 000+ * NKT-Zellen verantwortlich. A:
IFN=Y 12 000- Nach dem MACS-Prinzip wurden
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(pg/ml) selektioniert (s. Material und

8 0001 Methoden, S. 36); die PDC-
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unverdnderte PBMC desselben
Spenders wurden weiterverwendet.
Angereicherte NKT-Zellen wurden
PDC + + - innerhalb normaler PBMC (PDC+)

oder innerhalb PDC-depletierter

PBMC (PDC-) mit a-GalCer = ODN

B 2216 stimuliert. Nach zwei Tagen
Galcer T wurde IFN-y im Zellkulturiiberstand

a-laller g iiber ELISA gemessen (n=35). *
kennzeichnet (p<0,05). B:
Angereicherte NKT-Zellen in

n=»5
4 000

a-GalCer + ODN 2216

PBMC wurden mit a-GalCer =
a-GalCer + 2216 CM — ODN 2216 oder = von PDC nach
ODN 2216-Stimulation produzierten
o-GalCer + IFN-a. O 777777 16slichen Faktoren (2216 CM) Qder
[ . i * rekombinantem IFN-o stimuliert.
0 50 100 Nach zwei Tagen wurde CD69 auf
NKT-Zellen im Durchflusszytometer

CD69 MFI bestimmt (n=2).

n=2

55



ERGEBNISSE Teil I

a-GalCer
A [ o-Gaicer + ODN 2216 B

4 12

IFN-y IFN-y

Fold Fold 8

Increase 2 Increase

n=2 n=5

0- 0 -
+ Anti-Typ-I-IFN . - + + + Anti-IL-12 = - + +

Abb. 9: Die CpG-induzierte, a-GalCer-abhiingige NKT-Zell-Aktivierung ist abhingig
von Typ-I-IFN, nicht von IL-12. Angereicherte NKT-Zellen in PBMC wurden mit a-GalCer +
ODN 2216 stimuliert, jeweils in An- oder Abwesenheit blockierender Antikorper gegen (A) Typ-I-
IFN (n=2) bzw. (B) IL-12 (n=5). Nach zwei Tagen wurde IFN-y im Kulturiiberstand tiber ELISA
gemessen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Vielfaches (Fold-Increase) der Stimulation mit o.-
GalCer (a-GalCer=1). * kennzeichnet (p<0,05).

Diese Ergebnisse belegen, dass die Wirkung von CpG-ODN auf die a-GalCer-spezifischen NKT-
Zellen zumindest teilweise iiber die von der PDC produzierten 18slichen Faktoren vermittelt wird.
Dariiber hinaus wird damit deutlich, dass IFN-a/f ein essenzieller Faktor fiir die CpG-induzierte

Aktivierung von NKT-Zellen ist.

Da MDC iiber die Présentation von a-GalCer eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von
NKT-Zellen iibernehmen, sollte auch der Einfluss CpG-induzierter Zytokine (2216 CM) auf MDC
untersucht werden. Inkubation von isolierten MDC mit 2216 CM fiihrte zu einer Aufregulation der
Aktivierungsmarker CD80, CD86 und CD40 (CD86 und CD40 nicht abgebildet) und des
Reifemarkers CD83 auf MDC (Abb. 10). Stimulation mit rekombinantem IFN-a zeigte ein
dhnliches Ergebnis, jedoch etwas schwiécher als bei 2216 CM. Dieses Ergebnis weist darauf hin,
dass MDC in Gegenwart CpG-induzierter 18slicher Faktoren verbesserte Antigen-prisentierende

Féhigkeiten besitzen.

Die von PDC auf CpG-A-Stimulation produzierten 19slichen Faktoren, insbesondere Typ-I-IFN,
verstirken die a-GalCer-spezifische NKT-Zellaktivierung demnach iiber zwei Wege: (i) direkt
durch Aktivierung der NKT-Zellen; (ii) indirekt durch Aktivierung der MDC, die als Konsequenz
verbesserte Antigen-prasentierende und kostimulatorische Fahigkeiten als APC gegeniiber NKT-

Zellen erlangt.
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Abb. 10: Die nach CpG-Stimulation induzierten loslichen Faktoren bewirken eine
Aktivierung und Ausreifung von MDC. MDC wurden nach dem MACS-Prinzip isoliert (s.
Material und Methoden, S. 36). Isolierte MDC wurden mit den von PBMC nach ODN 2216-Stimulation
produzierten loslichen Faktoren (2216 CM) oder mit rekombinatem IFN-a (5000 U/ml) stimuliert.
Nach 13 Stunden wurde die Expression von CD80 und CD83 auf MDC im Durchflusszytometer
bestimmt. Die prozentualen Anteile von CD80*/CD83* MDC eines reprasentativen Spenders (von n=3)

sind abgebildet.

3.4.3 Steigerung der Antigen-spezifischen IFN-y-Produktion in NKT-Zellen durch
direkten Zell-zu-Zell-Kontakt zwischen NKT-Zellen und PDC

Die Depletion der PDC hatte gezeigt, dass PDC die CpG-induzierte Immunstimulation auf NKT-

Zellen tibertragen (Abb. 8A). CpG-induzierte, von der PDC produzierte 16sliche Faktoren
bewirkten die Aufregulation von CD69 auf NKT-Zellen (Abb. 8B). Erstaunlicherweise konnten
jedoch weder CpG-induzierte 16sliche Faktoren (2216 CM) noch rekombinantes IFN-a die Ag-

abhéngige IFN-y-Produktion in NKT-Zellen verstirken (Abb. 11). Dennoch muss das von PDC

a-GalCer

a-GalCer + ODN 2216

a-GalCer +2216 CM ||

a-GalCer + IFN-o. 7))

0 1 000 2 000
IFN-y
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Abb. 11: CpG-induzierte
losliche Faktoren sind nicht
ausreichend, um die Antigen-
abhiingige IFN-y Produktion in
NKT-Zellen zu verstirken.
Angereicherte NKT-Zellen in
PBMC wurden mit a-GalCer =
ODN 2216 oder = von PDC nach
ODN 2216-Stimulation produzierten
loslichen Faktoren (2216 CM) oder
+ rekombinantem IFN-a stimuliert.
Nach zwei Tagen wurde IFN-y im
Kulturiiberstand iiber ELISA
gemessen (n=3).
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produzierte IFN-a/p an der CpG-vermittelten Steigerung der IFN-y-Produktion in NKT-Zellen
beteiligt sein, da Typ-I-IFN-blockierende Antikdrper die IFN-y-Expression in NKT-Zellen bei
CpG-Stimulation hemmten (Abb. 9A).

Folglich ist die CpG-induzierte, Ag-spezifische IFN-y-Produktion in NKT-Zellen abhéngig von
Typ-I-IFN, das von CpG-aktivierten PDC produziert wird. IFN-a und andere CpG-induzierte
16sliche Faktoren reichen jedoch alleine nicht aus, um die IFN-y-Produktion in NKT-Zellen mit a-
GalCer synergistisch zu steigern. Offenbar wird neben 16slichen Faktoren ein zusétzlicher Stimulus
fiir die CpG-vermittelte Verstarkung der a.-GalCer-abhingigen IFN-y-Produktion in NKT-Zellen
benodtigt. Neben 16slichen Faktoren konnte direkter Zell-zu-Zell-Kontakt mit der CpG-aktivierten
PDC die Aktivierung der NKT-Zelle verstarken. Um dies ndher zu untersuchen, wurden NKT-
Zellen in einem Transwell-Kokultur-System innerhalb PDC-depletierter PBMC durch eine 0,2um-
Membran von PDC getrennt. Auf diese Weise war der Austausch 16slicher Faktoren zwischen
NKT-Zellen und PDC méglich, nicht jedoch ihr direkter Zell-zu-Zell-Kontakt. CpG-Stimulation
steigerte in den Transwells - wie in den Kontroll-Wells - die Ag-abhéngige CD69-Expression auf
NKT-Zellen (Abb. 12A). Nur unter den Bedingungen, die einen Zellkontakt von PDC mit NKT-
Zellen erlaubten (Kontroll-Wells), wurde dagegen eine Steigerung der a-GalCer-abhéngigen [FN-
y-Induktion in NKT-Zellen durch CpG-Stimulation beobachtet, nicht in den Transwells (Abb.
12B).

o-GalCer
A | | o-GalCer + ODN 2006 B
B «-Gaicer + ODN 2216
CD69-
PE 2 IFN-y 41
Fold Fold
Increase 1 Increase 5.
n=3 n=3
0 0
Kontrolle Transwell Kontrolle Transwell

Abb. 12: Die CpG-induzierte, a-GalCer-abhingige IFN-y-Produktion in NKT-Zellen setzt
direkten Zell-zu-Zell-Kontakt zwischen NKT-Zellen und PDC voraus. Nach dem MACS-
Prinzip wurden PDC aus PBMC positiv selektioniert (s. Material und Methoden, S. 36); isolierte PDC und
PDC-depletierte PBMC-Fraktion wurden weiterverwendet. Angereicherte NKT-Zellen in PDC-
depletierten PBMC wurden in die untere Kammer, isolierte PDC in die obere Kammer einer Transwell-
Kulturplatte gegeben. Die beiden Kammern der Transwells waren durch eine 0,2um-Membran
voneinander getrennt. Die Zellen wurden mit a-GalCer = CpG-ODN stimuliert. Als Kontrolle wurden alle
Zellen zusammen ohne Membraneinsatz in demselben Volumen und mit denselben Stimuli inkubiert.
Nach zwei Tagen wurde CD69 auf NKT-Zellen untersucht ((A), n=5) und IFN-y im Kulturiiberstand {iber
ELISA gemessen ((B), n=3). Die Ergebnisse sind dargestellt als Vielfaches (Fold Increase) der
Stimulation mit a-GalCer alleine (a-GalCer = 1).
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Diese Daten weisen darauf hin, dass die von der PDC nach CpG-Stimulation produzierten 16slichen
Faktoren die CD69-Expression auf NKT-Zellen Ag-abhéngig verstérken; die CpG-vermittelte, Ag-
abhingige IFN-y-Produktion in NKT-Zellen ist zwar abhéngig von Typ-I-IFN, benétigt jedoch
einen zusitzlichen Stimulus, der offenbar iiber direkten Zellkontakt zwischen NKT-Zellen und

CpG-aktivierten PDC vermittelt wird.
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Teil II: Etablierung eines nicht-humanen Primatenmodells fiir priklinische Studien

mit CpG-ODN

3.5 Detektion von Rhesus-Immunzellen aus dem peripheren Blut von Rhesusaffen

Die Erkennung von CpG-ODN ist speziesabhidngig. Insbesondere die Unterschiede in der
Verteilung von TLR9 in Maus und Mensch schrinken die Ubertragbarkeit der Daten aus murinen
CpG-Studien auf das humane System stark ein (s. 1.7.5). Fiir die priklinische Untersuchung der
immunstimulatorischen Aktivitét sowie der Toxizitdt von CpG-ODN hat daher die Etablierung
eines nicht-humanen Primatenmodells sehr hohe Bedeutung. In Zellkultur-Experimenten mit
mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut von Rhesusaffen (Rhesus-PBMC) sollte zunéchst
untersucht werden, ob die beiden distinkten humanen CpG-Typen A und B in vitro jeweils dieselbe

immunstimulierende Aktivitdt im Rhesusaffen besitzen wie im Menschen.

Fiir die Untersuchung der Aktivitit von CpG-DNA im Rhesusaffen mussten zunéchst folgende
Methoden etabliert werden: (i) Isolation von Rhesus-PBMC aus 3-10 ml frischem peripheren
Rhesus-Blut; (ii) Detektion verschiedener Populationen von Rhesus-Immunzellen durch Anfarbung
im Durchflusszytometer; (iii) Detektion von Rhesus-Zytokinen iiber ELISA. Vor diesen
Experimenten mussten die Expression der Oberflichenantigene auf Rhesus-Immunzellen
untersucht und die Kreuzreaktivitit humaner fluoreszenzmarkierter Antikérper und ELISA-
Antikdrper mit Rhesus-Oberfldchenantigenen bzw. Rhesus-Zytokinen getestet werden (s. Material
und Methoden). Im Hinblick auf die Aktivitit von CpG-DNA im nicht-humanen Primaten

interessierten besonders Existenz und Funktion der PDC in Rhesusaffen.

Die PBMC-Priparation aus peripherem Rhesusblut wurde dem Protokoll zur Generierung humaner
PBMC weitgehend angeglichen. Die PBMC-Ausbeute aus 3-10 ml frischem Rhesusblut entsprach
den Erfahrungswerten aus humanem Frischblut, nimlich mindestens 1 Millionen PBMC pro ml
Blut. Morphologische Erscheinung (mikroskopische Betrachtung, Forward/Sideward-Scatter-
Charakteristika im Durchflusszytometer), Oberflichenantigen-Expression und Frequenz aller
untersuchter Populationen von Rhesus-Immunzellen entsprachen den Charakteristika der
entsprechenden humanen Zellpopulationen. Spezifische Oberflichenantigen-Expression und
Frequenz der untersuchten Rhesus-Immunzellen sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Rhesus-PDC
konnten anhand derselben Oberflichenantigene wie im humanen System nachgewiesen werden (lin°
/HLADR'/CD123", Abb. 13). Ihr Anteil in PBMC (0,5%) entsprach in etwa der Frequenz humaner
PDC im peripheren Blut. Wie in humanen PDC induzierte Stimulation mit CpG-ODN die
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Expression kostimulatorischer und Antigen-priasentierender Molekiile auf Rhesus-PDC (nicht

abgebildet).
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Abb. 13: Detektion von PDC im peripheren Rhesus-Blut. Rhesus-PBMC wurden mit lin"'™¢,
anti-HLADR™" und anti-CD123"" gefirbt. Der Prozentsatz von lin/HLADR'/ CD123" Rhesus-
PDC wurde im Durchflusszytometer bestimmt. Der Dot Plot zeigt die PDC-Fiarbung eines
représentativen Rhesusaffen.

Tab. 4: Oberflichenantigen-Expression und Frequenz von Rhesus-Immunzellen im

eripheren Rhesus-Blut

Immunzellen Spezifische Frequenz in Rhesus-PBMC (%) = SEM
Oberflichenantigene

Monozyten CD14"/HLADR" 5,8+ 04 (n=8)

B-Zellen CD20'/HLADR" 13,9 + 2,3 (n=8)

NK-Zellen CD3/CD16" 4,9 +0,5 (n=8)

CD4" T-Zellen CD3"/CD4" 41,1 = 2,1 (n=6)

CDS8" T-Zellen CD3"/CD8" 20,3 +2 (n=8)

PDC lin/HLADR/CD123" 0,5+0,1 (n=7)

3.6 Immunstimulatorische Aktivitit von CpG-A und -B im nicht-humanen

Primaten

Um die Aktivitdt humaner CpG-ODN in Rhesusaffen zu untersuchen, wurden Rhesus-PBMC in
Gegenwart von CpG-A bzw. CpG-B zwei Tage lang kultiviert. Anschliefend wurden die
Kulturiiberstinde zur Bestimmung von Zytokinen geerntet und die verschiedenen Rhesus-

Immunzellen auf Expression von Aktivierungsmarkern untersucht.

3.6.1 CpG-A: IFN-o-Induktion und Aktivierung von Monozyten

Zur Bestimmung von Rhesus-IFN-a in den Kulturiiberstinden von CpG-stimulierten Rhesus-
PBMC wurde ein humaner IFN-a-ELISA verwendet, der etwa 20% Kreuzreaktivitit mit Rhesus-
IFN-a besitzt (Angabe der Firma PBL, Brunswick, USA). Das bedeutet, die detektierten IFN-a.-
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Werte reprasentieren hochstens ein Fiinftel des in Wirklichkeit produzierten Rhesus-IFN-a. CpG-A
ODN 2216 induzierte hohe Mengen an IFN-a innerhalb von Rhesus-PBMC, wihrend CpG-B eine
schwache, aber signifikante [IFN-a-Produktion bewirkte (Abb. 14A).

Humane Monozyten exprimieren kein TLR9 und reagieren als isolierte Zellpopulation nicht auf
CpG-Stimulation. Innerhalb von PBMC werden humane Monozyten durch CpG-Stimulation
sekundér - tiber IFN-a produziert von PDC - aktiviert, was sich anhand der Expression von
Aktivierungsmarkern und Antigen-présentierender Molekiile auf ihrer Oberflidche nachweisen ldsst.
Beide CpG-Typen induzierten auf Rhesus-Monozyten eine signifikante Aufregulation des antigen-
prasentierenden Molekiils MHC-II (Abb. 14B). Nur CpG-A fiihrte zu einer verstirkten Expression
des kostimulatorischen Molekiils CD86 auf Rhesus-Monozyten.

3.6.2 CpG-B: Priferentielle Aktivierung von Rhesus-B-Zellen

CpG-B bewirkt eine starke B-Zell-Aktivierung im humanen System, gekennzeichnet durch die
Aufregulation kostimulatorischer Molekiile auf der Zelloberfldche sowie die Produktion hoher
Mengen an IL-6. Ubereinstimmend mit den Erkenntnissen aus dem humanen System wurden in
Kulturiiberstinden von CpG-stimulierten Rhesus-PBMC hohe Mengen an IL-6 nach Stimulation
mit CpG-B (ODN 2006) detektiert, wihrend CpG-A (ODN 2216) nur sehr wenig IL-6 induzierte
(Abb. 14C). Die Untersuchung von Aktivierungsmarkern (CD40, CD80, CD86) und dem Antigen-
préisentierenden Molekiil MHC-II auf B-Zellen zeigte, dass CpG-B B-Zellen in Rhesusaffen sehr
stark aktiviert, deutlich stirker als CpG-A, welches die Oberflichenmarker auf B-Zellen im
Vergleich zur Mediumkontrolle nur gering nach oben modulierte (Abb. 14D).

Aus den Zellkultur-Experimenten mit Rhesus-PBMC geht hervor, dass die beiden distinkten
humanen CpG-Typen jeweils eine vergleichbare immunstimulatorische Aktivitit im Rhesusaffen
wie im Menschen besitzen, die sich anhand der im humanen System etablierten Nachweismethoden
untersuchen lisst: CpG-A zeichnet sich in erster Linie durch eine starke IFN-a-Induktion in PDC
aus, wodurch sekundir andere Immunzellen, wie Monozyten, aktiviert werden; CpG-B induziert
nur wenig I[FN-o und aktiviert vor allem B-Zellen zur Aufregulation von kostimulatorischen
Molekiilen und zur Produktion von IL-6. Der Rhesusaffe ist somit offenbar ein ausgezeichnetes
Primatenmodell fiir préklinische Studien mit CpG-ODN. Die Austestung der CpG-Wirkung im
Rhesusaffen wird einerseits tierexperimentelle Daten hervorbringen, die besser auf das humane
System iibertragbar sind und erlaubt andererseits die Untersuchung von Krankheiten innerhalb der

Primaten-Spezies (z.B. HIV), fiir die es keine geeigneten Mausmodelle gibt.
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Abb. 14: Vergleich der immunstimulatorischen
Aktivitiit von CpG-A und CpG-B im Rhesusaffen.
Rhesus-PBMC  wurden zwei Tage lang in An- bzw.
Abwesenheil von CpG-ODN kultiviert. Am Tag 2 wurde der
zellfreie Kulturitberstand zur Bestimmung von Zytokinen
geerntet. Die Zellen wurden auf Cberflichenexpression von
Aktivierungsmarkern untersucht. A: IFN-a im Kulturtiberstand
(n=13), B: Expression von MHC-II und CD86 auf Rhesus-
Monozyten (#=8). C: IL-6 im Kulturiberstand (n=5);, D:
Expression von CD40, CD86, CD80 und MHC-II auf Rhesus-
B-Zellen (n=8). - Die FErgebnisse sind dargestellt als
Mittelwerte = SEM. * bzw. ** kennzeichnen (p<0,05) bzw.
(p<0,01).
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3.7 Invivo-Untersuchung der Adjuvans-Eigenschaften von CpG-A und CpG-B bei
einer Hepatitis B-Vakzinierung im Rhesusaffen

In fritheren Vakzinierungsstudien mit Affen wurde bereits beschrieben, dass CpG-B ODN 2006 als
potentes Adjuvans in der Lage ist, die Bildung einer spezifischen humoralen Immunantwort in
Primaten zu verstirken (Davis, 2000; Hartmann, 2000). Zu Beginn dieser Arbeit gab es jedoch
noch keine Studie, in der die Adjuvans-Aktivitdten der beiden humanen CpG-Typen A (ODN
2216) und -B (ODN 2006) in Primaten miteinander verglichen wurden.

In Kooperation mit dem Deutschen Primatenzentrum (DPZ) in Gottingen wurde eine
Vakzinierungsstudie mit Rhesusaffen durchgefiihrt, in der die Adjuvans-Aktivititen von CpG-A
und CpG-B bei einer Hepatitis B-Vakzinierung erstmals miteinander verglichen wurden. Die
Kontrollgruppe erhielt nur den Engerix B-Impfstoff (10 ug Eng.B w/o ODN). Die anderen beiden
Gruppen wurden mit Engerix B (10 ug) plus jeweils 250 ug CpG-B bzw. CpG-A geimpft. Die
Affen wurden im Abstand von vier Wochen zweimal geimpft (d0 + d28). Jede Gruppe setzte sich
aus zwei Versuchstieren zusammen (n=2 pro Gruppe). Zur Uberpriifung des Impferfolges wurden
die Antikorpertiter gegen das Hepatitis B-Oberflachenantigen (anti-HBs-AK-Titer) im Plasma der
geimpften Tiere bestimmt. Ein anti-HBs-Titer >10 mIU/ml im Plasma von Primaten korreliert mit

einer Seroprotektion gegeniiber einer HBV-Infektion (Hadler, 1986; Davis, 2000).

Vier Wochen nach der ersten Impfung waren die anti-HBs-AK-Titer im Plasma der Tiere in den
CpG-Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhéht (10- bis 20-fach héhere Titer in
den CpG-Gruppen als in der Kontrollgruppe; Abb. 15A) und lagen weit iiber dem protektiven
Antikorpertiter von 10 mIU/ml. Die AK-Titer in der Kontrollgruppe erreichten dagegen in Woche
4 nicht die Hohe protektiver Titer. Im Durchschnitt lagen die AK-Titer der beiden Tiere aus der
CpG-A-Gruppe in Woche 4 etwas hoher als die der CpG-B-Gruppe, wobei jedoch nur eines der
beiden Tiere der CpG-B-Gruppe eine schwichere AK-Antwort als die CpG-A-Tiere zeigte
(Einzeltierdaten nicht abgebildet). Studien mit hoheren Fallzahlen als »=2 miissen folgen, um eine
mogliche Uberlegenheit von CpG-A gegeniiber CpG-B in der Induktion einer spezifischen
humoralen Immunantwort zu belegen. Nach der zweiten Impfung waren die Antikorpertiter in allen
Gruppen stark erhoht (anti-HBs-AK-Titer Woche 6 (mIU/ml): CpG-A-Gruppe: 625 = 287; CpG-B-
Gruppe: 3626 + 3384; Kontroll-Gruppe: 2831 = 2193 [Mittelwerte + Streubereich]). Der hohe
Streubereich weist darauf hin, dass die AK-Titer innerhalb einer Gruppe stark schwankten. CpG-

ODN wurden gut vertragen, es wurden keine Toxizitét und Nebenwirkungen beobachtet.
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Abb. 15: Beide CpG-Typen verstirken die Effektivitiit einer Hepatitis B-Vakzine.
A: Vier Wochen nach der ersten Hepatitis B-Vakzinierung wurden anti-HBs-Antikorper-Titer
im Plasma der geimpften Affen bestimmt. Die Titer sind angegeben als Milliinternationale
Einheiten pro ml (mIU/ml). Protektive anti-HBs-Antikdrper-Titer liegen bei = 10 mIU/ml. B:
Jeweils vor den beiden Impfungen (d0+d28) sowie an den angegebenen Zeitpunkten wurde IP-
10 im Plasma der geimpften Affen im ELISA bestimmt (n=2 Affen pro Gruppe). - Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + Streubereich [range].

Um den immunpotenzierenden Effekt von CpG-DNA in Form eines klinischen Monitorings in vivo
verfolgen zu kdnnen, wurde ein Plasma-Parameter gesucht, der wihrend einer CpG-Behandlung
mit der Immunstimulation durch CpG-DNA korreliert. Den Affen wurde zu den angegebenen
Zeitpunkten Blut abgenommen (d0 vor Impfung, d1, d3, d28 vor Boost, d29, d31) und daraus durch
Zentrifugation das Plasma gewonnen. Die Plasmaproben der geimpften Affen wurden zunichst auf

IFN-o untersucht. Weder bei der CpG-Gruppe noch bei der Kontrollgruppe war im Plasma zu den
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angegebenen Zeitpunkten IFN-a nachweisbar (Daten nicht abgebildet). Aus in vitro-Versuchen ist
bekannt, dass CpG-ODN iiber I[FN-a das Chemokin IP-10 induzieren (Blackwell, 2003), das
CXCR3-exprimierende, aktivierte T-Zellen anlockt. Daher wurde das Plasma der geimpften Tiere
anschliefend auf IP-10 untersucht. Beide CpG-Typen fiihrten zu einem schnellen, etwa gleich
starken Anstieg des Plasma-IP-10 (Abb. 15B). Im Gegensatz dazu blieb das Plasma-IP-10 in den
Kontroll-Tieren konstant niedrig. Die IP-10-Werte im Plasma der CpG-geimpften Tiere waren
jeweils an den Tagen nach den beiden Impfungen (d1 und d29) maximal erhoht und fielen bereits
in den folgenden zwei Tagen wieder auf die Ausgangswerte zuriick (d3 bzw. d31). Nach der
zweiten Impfung lagen die Plasma-IP-10-Werte bei den CpG-geimpften Tieren noch etwas hoher
als nach der ersten Vakzinierung, aufgrund der niedrigen Fallzahl war dieser Unterschied jedoch
nicht statistisch signifikant. Die hoheren IP-10-Werte nach der zweiten Impfung beruhten

moglicherweise auf einer Voraktivierung der Zellen.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass sowohl CpG-B als auch CpG-A im Primaten potente Adjuvans-
Eigenschaften besitzen, da sie die Bildung spezifischer Antikorper auf ein Immunogen verstarken.
Die systemische Wirksamkeit einer intramuskuldren CpG-Behandlung lésst sich durch den Anstieg
des Plasma-IP-10 belegen. In einer eigenen vorausgegangenen Studie, in der Affen Tetanustoxoid
plus CpG-ODN mukosal auf die Tonsille appliziert worden war, entwickelten die Affen keine
spezifische humorale Immunitét gegen Tetanustoxoid. In Korrelation dazu wurde kein Anstieg des
Plasma-IP-10 gemessen. Offenbar bewirkte die tonsillire CpG-Applikation keine systemische
Immunstimulation (eigene Daten, Manuskript in Vorbereitung). Die Bestimmung des Plasma-IP-10
nach CpG-Behandlung ist somit offenbar gut geeignet, die systemische Immunstimulation durch
CpG-ODN im Rahmen eines klinischen Monitorings zu iiberpriifen. Dariiber hinaus konnte man

die IP-10-Bestimmung nach CpG-Gabe moglicherweise fiir Dosis- bzw. Toxizitétstest verwenden.

3.8 Hemmung der Wirkung von CpG-ODN durch humane Blutbestandteile

In den bisher dargestellten in vitro-Experimenten wurde die immunstimulatorische Wirkung von
CpG-ODN ausschlieBlich innerhalb von humanen oder Rhesus-PBMC untersucht. In den
Plasmaproben der CpG-geimpften Affen war kein IFN-a nachweisbar. Es ist nicht bekannt, ob die
in vivo-Aktivitdt von CpG-ODN im Blut (nach intravendser Gabe) der in vitro-Aktivitit entspricht.
Um eine intravendse Applikation von CpG-ODN in vitro zu simulieren, sollte untersucht werden,
ob die immunstimulatorische Wirkung von CpG-ODN auch in Vollblut iiber Zytokine bzw.
Chemokine nachweisbar ist. Dazu wurde humanes Spenderblut zwei Tage lang in Anwesenheit von
CpG-ODN in vitro kultiviert. Als Kontrolle wurden von jedem Spender PBMC isoliert und zwei
Tage lang in RPMI-Vollmedium mit CpG-ODN inkubiert. PBMC wurden in einer Konzentration

von 1 Mio/ml in Kultur gegeben. Das entspricht erfahrungsgemill der PBMC-Konzentration in
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Vollblut. Nach zwei Tagen wurden die Zellen abzentrifugiert und der zellfreie Uberstand auf IFN-

o und IP-10 untersucht.

Wie erwartet, induzierte die Stimulation mit CpG-A in PBMC sehr hohe Mengen an IFN-a,
wiahrend CpG-B kaum IFN-a induzierte (Abb. 16A). In Vollblut war dagegen nach Stimulation mit
CpG-A kein IFN-a messbar (Abb. 16A). CpG-A und CpG-B induzierten innerhalb von PBMC sehr
hohe Mengen an IP-10, wobei CpG-A noch eine sehr viel hohere IP-10-Produktion bewirkte als
CpG-B (CpG-B: 2116 + 413 pg/ml; CpG-A: 29821 + 12606 pg/ml; n=2; Abb. 16B). In Vollblut
induzierte CpG-B im selben GroBlenbereich IP-10 wie in PBMC, wihrend CpG-A sehr viel weniger
IP-10 induzierte als in PBMC (CpG-B: 3257 + 2901 pg/ml; CpG-A: 4783 £ 3765 pg/ml; n=2).
Dennoch konnte die immunstimulatorische Wirkung beider CpG-Typen iiber IP-10 auch im

Vollblut sehr gut nachgewiesen werden.

Offenbar inhibieren bestimmte Blutbestandteile die IFN-a- und IP-10-Produktion bei CpG-
Stimulation in Vollblut. Besonders stark wirkt sich das auf IFN-a aus, das in Vollblut nach CpG-
Stimulation gar nicht mehr nachweisbar ist. Um den inhibierenden Effekt von Blutbestandteilen auf
die IFN-a-Produktion néher zu untersuchen, wurden PBMC mit ansteigenden Zusidtzen von
autologem Plasma in Anwesenheit von CpG-ODN inkubiert. Als Kontrolle dienten erneut PBMC
jeweils derselben Spender in RPMI-Vollmedium ohne Plasmazusatz. In Anwesenheit von 10%
Plasma war die IFN-a-Produktion bereits sehr stark reduziert (Abb. 16C). Plasma-Anteile von 50
und 100% inhibierten die IFN-o-Produktion vollstindig. Ansteigende Zusétze von Serum

inhibierten ebenfalls die IFN-a-Produktion von PBMC nach CpG-Gabe (Daten nicht abgebildet).

Die inhibierende Wirkung von - offenbar 16slichen - Blutbestandteilen auf die IFN-a-Produktion
von PBMC sollte weiter untersucht werden. Man kann spekulieren, dass bestimmte Enzyme, die
die Oligonukleotide und/oder die induzierten Zytokine sehr rasch abbauen, fiir die verringerte IFN-
a-Produktion im Blut verantwortlich sind. Um die Einfliisse von hitzelabilen Proteinen im Serum
auf die IFN-a-Produktion zu untersuchen, wurde das Serum zunéchst erhitzt (1h, 56 °C), bevor es
in Anteilen von 100 bzw. 50vol% zusammen mit PBMC und CpG-A in Kultur gegeben wurde.
Zum Vergleich wurde von jedem Spender nicht erhitztes Serum unter denselben Bedingungen
angesetzt. Wihrend in Anwesenheit von 100vol% nicht-behandeltem Serum kein IFN-o messbar
war (Abb. 16D), konnte in Anwesenheit von 100vol% erhitztem Serum IFN-a nachgewiesen
werden. Noch deutlicher war dieser Effekt, wenn PBMC mit nur 50vol% Serum inkubiert waren:
Die IFN-o-Produktion von PBMC in Gegenwart von 50vol% erhitztem Serum erreichte annéhernd
den Groflenbereich, den man in PBMC ohne Serumzusatz innerhalb von RPMI-Vollmedium

erwartet. In Gegenwart von 50vol% unbehandeltem Serum war dagegen kaum IFN-o messbar.

67



ERGEBNISSE Teil II

Diese ersten Versuche beziiglich der Aktivitdt von CpG-ODN in Vollblut bzw. in Gegenwart von
Plasma bzw. Serum weisen darauf hin, dass eine intravendse CpG-Gabe ganz entscheidend durch
physiologische Faktoren beeinflusst und eventuell beeintriachtigt werden kann. Dariiber hinaus

lassen diese Daten annehmen, dass hitzelabile Enzyme die IFN-o-Produktion im Blut verhindern.
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3.9 Untersuchung der antiviralen Aktivitit von CpG-induzierten loslichen
Faktoren gegeniiber Simian Immunodeficiency Virus (SIV)

Bei Virusinfektion oder Stimulation mit CpG-DNA produzieren PDC hohe Mengen an Zytokinen
und Chemokinen, insbesondere die antiviral wirksamen Typ-I-Interferone (Chehimi, 1989;
Fitzgerald-Bocarsly, 1993). In der Literatur gibt es Hinweise, dass IFN-a. die Replikation von HIV
bzw. SIV, einem HIV-Modell im Rhesusaften, in vitro (Agy, 1995) und die Replikation von HIV
in vivo (Mildvan, 1996; Lapenta, 1999; Haas, 2000; Emilie, 2001; Hatzakis, 2001) inhibiert.

Basierend auf diesen Daten sollten in Zellkultur-Experimenten mit einer SIV-permissiven CD4" T-
Zelllinie, SIV und Kulturiiberstinden von CpG-stimulierten Rhesus-PBMC folgende Fragen
beantwortet werden: 1) Konnen Kulturiiberstdinde von Rhesus-PBMC nach CpG-Stimulation
(=CpG-induzierte 18sliche Faktoren) eine SIV-permissive humane CD4" T-Zell-Linie vor einer
Infektion mit SIV schiitzen? 2) Hat CpG-A aufgrund seiner starken Typ-I-IFN-Induktion stirkere
antivirale Eigenschaften als CpG-B? 3) Zeigt rekombinantes IFN-a eine vergleichbare antivirale

Aktivitiat wie CpG-DNA?

Eine SIV-permissive, humane CD4" T-Zell-Linie (C8166) wurde nur mit dem Retrovirus SIV
(Virusstamm: SIVmac239), oder mit SIV plus Rhesus-Kulturiiberstinden von CpG-A- bzw. CpG-
B-stimulierten Rhesus-PBMC (=CpG-conditioned medium; CpG-CM), oder mit SIV plus
rekombinantem humanen [FN-a kultiviert. Nach einer Woche wurden die T-Zellen geerntet und
auf einer Well-Platte fixiert, anschlieBend ihre Zellwand permeabilisiert und SIV intrazelluldr
durch Anfarbung nachgewiesen (genaue Beschreibung der Methode, s. 2.8). Virus-infizierte Zellen

wurden im Lichtmikroskop als dunkel-violett identifiziert, nicht infizierte Zellen als ungefarbt und

hell.

Die Abbildungen in 17A zeigen die T-Zellen bei allen Versuchsbedingungen nach Inkubation mit
SIV (Virustiter 10 Mio/ml). T-Zellen, die eine Woche lang nur mit dem Virus inkubiert wurden
(SIV alleine), waren fast ausnahmslos violett gefarbt, also SIV-infiziert (Abb. 17A, links oben).
Typische Synzytium-Formationen von virusinfizierten T-Zellen waren bei starkerer VergroBBerung
erkennbar (Abb. 17B). T-Zellen, die mit SIV in Anwesenheit von 2216 CpG-CM kultiviert wurden,
zeigten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine deutlich verminderte Anzahl an virus-
infizierten T-Zellen (Abb. 17A, links unten). Die Inkubation mit SIV und rekombinantem IFN-a
reduzierte ebenfalls im Vergleich zur Kontrolle die Infektion der T-Zellen mit SIV (Abb. 17A,
rechts unten). Die antivirale Aktivitdt von IFN-a war vergleichbar mit der von 2216 CpG-CM.
Uberraschenderweise zeigte 2006 CpG-CM die hochste antivirale Aktivitit (Abb. 17A, rechts
oben), deutlich stérker noch als 2216 CpG-CM und rekombinantes IFN-a..
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Abb. 17: Untersuchung der antiviralen Aktivitit von CpG-induzierten léslichen
Faktoren in einem SIV-Assay. (A) Eine SIV-permissive T-Zelllinie wurde mit SIV alleine, SIV
plus 2216 CpG-CM, SIV plus rekombinantem IFN-a bzw. SIV plus 2006 CpG-CM sieben Tage lang
kultiviert. Der Virustiter betrug bei den abgebildeten Bedingungen 10™ Mio/ml. Nach einer Woche
wurden die SIV-infizierten T-Zellen angefirbt und der Anteil SIV-infizierter T-Zellen durch
Auswertung im Lichtmikroskop in 10-facher (x10) Vergroferung untersucht. SIV-infizierte T-Zellen
sind dunkelviolett bis braunlich geférbt; nicht infizierte T-Zellen sind ungefarbt und hell. (B) Typische
Synzytium-Formationen virus-infizierter T-Zellen. SIV alleine in 40-facher (x40) VergroBerung im
Lichtmikroskop aufgenommen.
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Um die antivirale Wirkung einer Behandlung quantitativ erfassen zu konnen, wurde die Methode
von Reed & Muench (Reed, 1938) angewendet. Mithilfe dieser ldsst sich fiir jede Behandlung der
Virustiter berechnen, ab dem eine Infektion der T-Zellen erfolgt (s. 2.8). Je effektiver eine
Behandlung SIV hemmen kann, desto hohere Virustiter sind erforderlich, um eine T-Zelle zu
infizieren. Die quantitative Auswertung ergab, dass der Virus ohne Behandlung bereits bei einem
Titer von 10 Mio/ml infektiés war. In Gegenwart von CpG-CM bzw. rekombinantem IFN-o
wurde der Virustiter, ab dem T-Zellen infiziert wurden, in hohere Bereiche verschoben (2216 CpG-
CM: 107 Mio/ml; IFN-a:: 10™° Mio/ml; 2006 CpG-CM: 1077 Mio/ml). Die quantitative
Auswertung verdeutlicht die Uberlegenheit von 2006 CpG-CM in der SIV-Inhibition.

Aus diesen Daten geht hervor, dass sowohl CpG-Kulturiiberstinde von Rhesuszellen als auch
rekombinantes IFN-a. die Infektion von CD4" T-Zellen mit SIV hemmen. CpG-B-Kulturiiberstéinde
konnten T-Zellen besonders effektiv vor einer SIV-Infektion schiitzen. Moglicherweise inhibieren
CpG-A und CpG-B iiber verschiedene Mechanismen die Infektion der T-Zellen mit SIV: CpG-A
primér {ber seine hohe IFN-a-Induktion, CpG-B eventuell iiber andere 16sliche Komponenten, die

bisher noch nicht bekannt sind.
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4 DISKUSSION

4.1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Stimulation humaner NKT-Zellen mit CpG-ODN und a-GalCer

PBMC aus dem peripheren Blut gesunder Spender enthalten durchschnittlich 0,2%
CD3'/Vo24/VB11" NKT-Zellen. Um humane NKT-Zellen isoliert zu untersuchen, wurde eine
MACS-basierte Methode entwickelt, die es ermoglichte, NKT-Zellen aus dem peripheren Blut
aufzureinigen. Eine Analyse der Expression der Toll-like Rezeptoren 1-10 in NKT-Zellen zeigte
ein dhnliches TLR-Expressionsmuster wie in NK-Zellen und T-Zellen mit einer geringen bis
fehlenden Expression von TLR9, dem Rezeptor fiir CpG-ODN. Dementsprechend wiesen
aufgereinigte NKT-Zellen keine Sensitivitit gegeniiber CpG-ODN auf. Im Gegensatz zur
fehlenden Wirkung auf isolierte NKT-Zellen induzierten CpG-ODN in Mischzellkulturen von
PBMC und angereicherten NKT-Zellen eine Teilaktivierung von NKT-Zellen (CD69, IFN-y).
Kostimulation mit dem spezifischen Glykolipid-Antigen a-GalCer und CpG-ODN verstéirkte
synergistisch die Antigen-spezifische CD69-Expression und IFN-y-Synthese in NKT-Zellen im
Vergleich zu a-GalCer alleine. Der Typ-I-IFN induzierende ODN-Typ CpG-A zeigte einen stérker
aktivierenden Effekt auf NKT-Zellen als CpG-B.

B-Zellen und PDC sind die einzigen Zellen in humanen PBMC, die TLR9 exprimieren und somit
CpG-ODN direkt erkennen. NKT-Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen a-GalCer nur, wenn es
ihnen von APC im Kontext von CD1d préasentiert wird. Zunédchst wurde vermutet, dass die CpG-
Zielzellen B-Zellen oder PDC CD1d tragen und somit dieselbe Zelle in der Lage ist, NKT-Zellen
das Antigen a-GalCer iiber CD1d zu présentieren und durch Erkennung von CpG-ODN die
Antigen-spezifische Aktivierung der NKT-Zellen zu verstirken. Die Analyse der CD1d-Expression
zeigte jedoch, dass in PBMC weder PDC noch B-Zellen oder Monozyten, sondern ausschlieBlich
myeloide DC CD1d exprimieren. In funktionellen Studien wurde bestétigt, dass die a-GalCer-

induzierte Aktivierung von NKT-Zellen von der Anwesenheit CD1d-tragender MDC abhingig ist.

Die CpG-vermittelte Wirkung auf NKT-Zellen wurde aufgehoben, wenn PDC aus einer Kokultur
von NKT-Zellen und PBMC depletiert wurden. Die CpG-ODN erkennende Zelle (PDC) und die -
GalCer présentierende Zelle (MDC) sind somit nicht identisch. Bisherige Arbeiten, die die
sekundire Aktivierung anderer Immunzellen durch CpG-aktivierte PDC beschreiben, lieBen

annehmen, dass MDC oder NKT-Zellen iiber die von CpG-stimulierten PDC sezernierten 16slichen
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Faktoren aktiviert werden und dadurch die Antigen-spezifische Aktivierung von NKT-Zellen CpG-
vermittelt gesteigert wird. In der Tat bewirkten CpG-induzierte 16sliche Faktoren (Uberstand von
CpG-stimulierten PDC) eine Aufregulation von CD69 auf NKT-Zellen und eine Expression
kostimulatorischer Molekiile auf MDC. Experimente mit blockierenden Antikorpern zeigten, dass
die CpG-vermittelte Verstirkung der Antigen-spezifischen IFN-y-Produktion in NKT-Zellen Typ-
[-IFN-abhéngig ist. CpG-induzierte 19sliche Faktoren alleine reichten jedoch nicht aus, um die Ag-
spezifische IFN-y-Produktion in NKT-Zellen CpG-vermittelt zu steigern. Daher wurde vermutet,
dass neben loslichen Faktoren direkter Zellkontakt zwischen NKT-Zellen und PDC fiir die
Induktion von IFN-y in NKT-Zellen durch die CpG-stimulierte PDC notwendig ist. Dies konnte

schlieBlich in Transwell-Versuchen funktionell bestitigt werden.

Obwohl PDC also kein CDI1d fiir die Pridsentation des spezifischen Antigens a-GalCer
exprimieren, fiihrt ein direkter Zellkontakt zwischen CpG-stimulierter PDC und NKT-Zelle im
Zusammenspiel mit Typ-I-IFN zu einer verstirkten IFN-y-Synthese in NKT-Zellen. Diese
Ergebnisse belegen, dass die PDC in der Lage ist, Ag-unabhingig die Effektorfunktion von NKT-

Zellen tUiber direkte und indirekte Mechanismen zu steuern.

Untersuchung der immunstimulatorischen Wirkung von CpG-A und CpG-B in einem nicht-

humanen Primatenmodell

In einem nicht-humanen Primatenmodell, dem Rhesusaffen, zeigten die beiden distinkten humanen
CpG-Typen eine vergleichbare Aktivitit wie im Menschen: CpG-A induzierte hohe Mengen an
IFN-o und aktivierte Monozyten; CpG-B zeigte eine wesentlich schwéchere IFN-a-Induktion,

dafiir jedoch eine sehr starke B-Zellaktivierung.

Beide CpG-Typen, A und B, verstirkten in vivo im Rhesusaffen die Effektivitét einer Hepatitis B-
Vakzine. Bereits nach einer Vakzinierung lagen die Antikorpertiter der mit Engerix B plus CpG
ODN-geimpften Affen weit iber dem protektiven Titerbereich (>10 mIU/ml). Im Gegensatz dazu
wurde bei der Kontrollgruppe (Engerix B w/o ODN) nach einer Impfung kein seroprotektiver
Antikorpertiter erreicht. Als Zeichen der systemischen Immunaktivierung durch CpG-ODN wurde
im Plasma der Affen beider CpG-Gruppen jeweils unmittelbar nach den beiden Impfungen ein
Anstieg des inflammatorischen Chemokins IP-10 nachgewiesen. In der Kontrollgruppe wurde

dagegen kein Anstieg des Plasma-IP-10 nach den Impfungen beobachtet.

IFN-a konnte weder im Plasma der CpG-geimpften Affen noch in Vollblut-Assays nach CpG-
Stimulation in vitro nachgewiesen werden. Die Produktion des Chemokins IP-10 war in vitro nach
CpG-Stimulation in Vollblut - im Vergleich zu RPMI-Kulturmedium - deutlich vermindert, jedoch
im Gegensatz zu Typ-I-IFN nach Stimulation mit beiden CpG-Typen noch gut nachweisbar.
Autologe Plasma- oder Serumzusitze hemmten die CpG-abhédngige IFN-a-Produktion in PBMC.
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Durch Hitzeinaktivierung des Serums war IFN-a nach CpG-Stimulation wieder nachweisbar.
Folglich sind hitzelabile Blutbestandteile, moglicherweise Nukleasen, die CpG-ODN enzymatisch
abbauen, fiir die Inhibition der CpG-vermittelten Immunstimulation in Vollblut verantwortlich. Da
sich IP-10 auch noch in Gegenwart von Blutbestandteilen gut nachweisen lésst, ist dieses CpG-
induzierte Chemokin ein wertvoller Messparameter, um die systemische Immunstimulation durch

CpG-ODN in vivo tiberpriifen zu konnen.

Untersuchungen der antiviralen Aktivitit von CpG-ODN gegeniiber Simian immunodeficiency
virus zeigten, dass CpG-induzierte 16sliche Faktoren (Kulturiiberstinde von CpG-stimulierten
Rhesus-PBMC) eine antivirale Wirkung gegeniiber SIV haben. Im Vergleich zur Kontrolle (SIV
w/0 CpG-ODN) schiitzten CpG-induzierte 16sliche Faktoren SIV-permissive T-Zellen vor einer
SIV-Infektion. AuBler dem von PDC bei CpG-Stimulation produzierten IFN-a sind offenbar noch
andere durch CpG-induzierte 16sliche Faktoren an der antiviralen Wirkung beteiligt, da das
schwach IFN-a induzierende CpG-B einen stirkeren Schutz vor der Virus-Infektion bewirkte als

CpG-A oder rekombinantes IFN-a.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

4.2.1 Aktivierung von NKT-Zellen durch CpG-aktivierte PDC

Kokultur angereicherter NKT-Zellen mit autologen PBMC

Die Entwicklung einer Methode zur Isolation von NKT-Zellen aus PBMC iiber magnetisch
markierte Antikdrper gegen die spezifische a-Kette des TCR erméglichte erstmals das Arbeiten
mit frischen humanen NKT-Zellen (Abb. 4B). In bisherigen Arbeiten mit humanen NKT-Zellen
wurden meist NKT-Zelllinien verwendet, die man z.B. in Gegenwart Antigen-prasentierender
Zellen, des spezifischen Antigens a-GalCer und bestimmter Zytokine (IL-2 (Brossay, 1998) oder
IL-7 und IL-15 (van der Vliet, 2001)) generierte. Die in vitro-Expansion einer Zelllinie birgt das
Risiko, dass die Eigenschaften der neu generierten Zelllinie nicht mehr den urspriinglichen,
physiologischen entsprechen. Daher ist zur Untersuchung der physiologischen Funktion von NKT-

Zellen das Arbeiten mit frisch isolierten NKT-Zellen besser geeignet.

NKT-Zellen wurden in Kokultur mit autologen PBMC mit CpG-ODN und a-GalCer stimuliert.
Die Gegenwart der PBMC war aus zwei Griinden notwendig: (1) Da NKT-Zellen selbst kein TLR9
exprimieren, mussten die CpG-Targetzellen B-Zellen und PDC, die als einzige im humanen System
TLRY exprimieren und CpG-DNA direkt erkennen (Hornung, 2002), anwesend sein. (2) NKT-
Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen a-GalCer, wenn dieses CD1d-gebunden von APC
prasentiert wird (Brossay, 1998; Spada, 1998). Folglich miissen CD1d-tragende APC im System

présent sein.

Um die Aktivierung der seltenen NKT-Zellen besser darstellen zu konnen, wurden diese zunichst
aus frisch priparierten PBMC isoliert und dann in einem Verhiltnis von ca. 1:10 wieder zu
autologen PBMC gegeben, so dass ihre Frequenz in PBMC gegeniiber den physiologischen
Bedingungen ca. 20- bis 40-fach erhoht war. Es ist zu iiberlegen, ob dieser Versuchsansatz mit
einer unphysiologisch hohen NKT-Zellpopulation innerhalb von PBMC (bis zu 10% NKT-Zellen
in PBMC) geeignet ist, die physiologische Funktion der NKT-Zellen zu untersuchen, oder ob in
diesem Setting moglicherweise Effekte von NKT-Zellen verfilscht werden. In Vorversuchen mit
normalen PBMC (ca. 0,2% NKT-Zellen) war jedoch eine entsprechende NKT-Zellaktivierung
durch Stimulation mit CpG-ODN und a-GalCer beobachtet worden, sowohl auf Einzell-Ebene im
Durchflusszytometer (CD69), als auch auf Zytokinebene (IFN-y; Daten nicht abgebildet). Nach

diesen ersten Experimenten in normalen PBMC ging man zu einem Versuchsansatz mit
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angereicherten NKT-Zellen in PBMC iiber, um die Aktivierung der seltenen NKT-Zellen besser

darstellen zu konnen.

Die Messung von Zytokinen, z.B. IFN-y, aus PBMC-Kulturiiberstdnden im ELISA detektiert das
gesamte von PBMC wéhrend einer Kultur sezernierte IFN-y. Demgegeniiber kann man im
Durchflusszytometer Zytokine durch intrazellulire Anfarbung auf Einzelzell-Ebene nachweisen
und dadurch den Produzenten genau festlegen. Eine intrazellulire Zytokinmessung in NKT-Zellen
war aufgrund folgender methodischer Schwierigkeiten nicht durchfiihrbar: Erstens unterliegen
NKT-Zellen nach Stimulation zu einem groflen Prozentsatz dem sogenannten "Activation-induced
cell death". Daher ist die NKT-Zellpopulation ein bis zwei Tage nach Stimulation oft drastisch
reduziert. Zweitens fiihrt die im Rahmen der Intrazelluldrfirbung durchgefiihrte Fixation und
Permeabilisation der Zellen zu einer Herunterregulation oder Schidigung des TCR von NKT-
Zellen, so dass die detektierten Zytokine nicht mehr NKT-Zellen zugeordnet werden konnen. Im
vorliegenden Modell sprechen jedoch zwei Griinde dafiir, dass das in den Kulturiiberstdnden im
ELISA detektierte IFN-y von NKT-Zellen stammt: In den Kulturiiberstdinden von angereicherten
NKT-Zellen innerhalb von PBMC wurden sehr hohe Mengen an IFN-y nach CpG-Stimulation
gemessen, wenn (1) mit dem NKT-Zell-spezifischen Antigen a-GalCer kostimuliert wurde (Abb.
6C) und (2) wenn die Frequenz der NKT-Zellen innerhalb von PBMC durch MACS-Anreicherung
erhoht war (Abb. 6E). Daraus ist ersichtlich, dass das in den Kulturiiberstinden im ELISA
bestimmte IFN-y nicht von anderen IFN-y-produzierenden Zellen innerhalb von PBMC stammt

(z.B. NK-Zellen oder konventionellen T-Zellen), sondern von a.-GalCer-spezifischen NKT-Zellen.

TLR-Expression in NKT-Zellen und CpG-Sensitivitdt

Die Erkennung Pathogen-assoziierter molekularer Strukturen - wie CpG-DNA - iiber die Toll-like
Rezeptoren vermittelt dem Vertebraten-Immunsystem ein Gefahrensignal und initiiert als
Konsequenz eine Immunantwort (Akira, 2001; Hemmi, 2000). Als Antigen-prasentierende Zellen
tibernehmen dendritische Zellen eine entscheidende Schliisselfunktion in der Induktion einer T-
Zell-vermittelten Immunitét. Daher ist nicht verwunderlich, dass dendritische Zellen eine besonders
hohe TLR-Expression aufweisen, wihrend T-Zellen und NK-Zellen kaum TLR exprimieren (Krug,
2001b; Hornung, 2002). Bisher ist nur von B-Zellen und PDC bekannt, dass sie TLR9 exprimieren
und dadurch direkt durch CpG-DNA stimuliert werden konnen.

Die Untersuchung der TLR-Expression in NKT-Zellen zeigte, dass NKT-Zellen kein TLR9
exprimieren, dafiir in geringem Ausmafl TLR1 und 5 (Abb. 5). Konventionelle T- und NK-Zellen
haben ein ganz dhnliches TLR-Expressionsmuster wie NKT-Zellen. Beide weisen eine niedrige
bzw. fehlende TLR-Expression auf und exprimieren nur marginale Mengen an TLR9 (Hornung,

2002). In NK-Zellen wird TLR1 am hdchsten exprimiert, daneben in geringem Mall TLR2, 3, 5
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und 6. TLR1 wird auch in den meisten anderen Immunzellen exprimiert (neben NK-Zellen, auch in
Monozyten, B-Zellen, MDC und PDC) (Krug, 2001b; Hornung, 2002). In T-Zellen ist die TLR-
Expression noch schwiécher ausgeprégt als in NK-Zellen. Im wesentlichen ist nur TLRS in T-Zellen
nachweisbar, eventuell auf sehr niedrigem Niveau noch TLR1. TLRS, die Erkennungsstruktur fiir
Flagellin (Hayashi, 2001), wird auBer in a/p T-Zellen und NK-Zellen auch in Monozyten und
MDC exprimiert.

Somit teilen humane NKT-Zellen mit NK-Zellen und o/p T-Zellen die insgesamt sehr niedrige
TLR-Expression, das Fehlen von TLR9 und damit verbunden die fehlende CpG-Sensitivitit.
Dariiber hinaus tragen NKT-Zellen die beiden TLR (lund 5), die auch in NK- (TLR1) bzw. a/f T-

Zellen (TLRS5) am stirksten exprimiert werden.

Das TLR-Expressionsprofil von NKT-Zellen wurde iiber deren mRNA erstellt und nicht auf
Protein-Ebene tiberpriift. Grundsétzlich ist zu bedenken, dass sich die Protein-Expression von der
mRNA einer Zelle unterscheiden kann. Man konnte sich z.B. vorstellen, dass die mRNA von
Proteinen mit einer sehr langen Lebensdauer nicht zu jedem Zeitpunkt exprimiert wird. Die bisher
in unserer Arbeitsgruppe erhobenen mRNA-Daten zur TLR-Expression von humanen Immunzellen
korrelieren jedoch sehr genau mit den in vitro erhobenen funktionellen Daten, d.h. mit der
Sensitivitdt gegeniiber TLR-Liganden (Hornung, 2002). Basierend auf diesen Vorarbeiten kann
man davon ausgehen, dass die TLR-Expression auf mRNA-Ebene gut mit der auf Protein-Ebene

korreliert.

Eine erst kiirzlich ver6ffentlichte Publikation von Caramalho und Mitarbeitern deutet darauf hin,
dass die geringe, aber konsistente Expression von TLR in Effektorzellen, wie NK-Zellen und T-
Zellen, funktionelle Relevanz haben konnte (Caramalho, 2003). Caramalho et al. wiesen TLR4 in
regulatorischen T-Zellen der Maus nach und bestétigten dessen Funktionalitit in vitro und in vivo.
Die regulatorische Aktivitéit der T-Zellen wurde in vivo durch den PAMP-Stimulus (LPS) verstérkt.
Offensichtlich unterscheiden sich T-Zellen in ihrem TLR-Expressionsprofil in Abhéngigkeit von
ihrem Differenzierungsstadium, da TLR4 nur auf regulatorischen, nicht auf naiven T-Zellen
nachgewiesen wurde. Die Daten von Caramalho et al. lassen vermuten, dass PRR - bisher als
priméres Tool von APC verstanden - auch die Aktivitdt von Effektorzellen regulieren kdnnen.
Moglicherweise kann durch Ligation von PRR auf Effektorzellen in spéteren Stadien einer

Immunantwort die zelluldre Immunitit moduliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden NKT-Zellen vor der mRNA-Extraktion fiir die TLR-
Bestimmung ohne exogenen Stimulus fiir drei Stunden inkubiert (s. 2.5 nach (Hornung, 2002)). In
der Literatur ist beschrieben, dass NKT-Zellen - dhnlich regulatorischen T-Zellen - nach
Aktivierung immunmodulierende Eigenschaften iibernehmen koénnen (zusammengefasst in

(Taniguchi, 2003), s. 1.6.4). Im Hinblick auf die von Caramalho ver6ffentlichten Daten wire die
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Untersuchung differenzierter NKT-Zellen - z.B. nach Aktivierung durch ihr spezifisches
Glykolipid-Ag bzw. nach Isolation aus einem Pathogeschehen - von Interesse. Mdglicherweise
verdndert sich die TLR-Expression in NKT-Zellen ebenfalls im Laufe ihrer Differenzierung. Durch
die TLR-Expressionsanalyse von NKT-Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien lieen sich
moglicherweise Riickschliisse auf deren Funktion in physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen ziehen.

CD1d-Expression im Menschen

CD1-Proteine sind $2-Mikroglobulin ($2m)-assoziierte Transmembran-Molekiile, die strukturelle
Verwandtschaft mit MHC-Molekiilen besitzen (Janeway, 2001). CD1-Proteine auf APC binden
Lipid- und Glykolipid-Antigene und prisentieren diese T-Zellen. Im Gegensatz zu MHC-
Molekiilen unterliegen CD1-Molekiile keinem Polymorphismus, sondern sind monomorph. Zwei
Gruppen von CD1-Proteinen werden unterschieden: Gruppe 1 (CDla-c) und Gruppe 2 (CD1d).
CD1-Proteine der Gruppe 1 kdénnen durch Fremdantigen-Pridsentation spezifische T-Zellen
aktivieren und eine adaptive zellvermittelte Immunantwort initiieren. Demgegeniiber nehmen
CD1d-Proteine funktionell wahrscheinlich eher eine Zwischenstellung zwischen angeborener und
erworbener Immunitét ein: CD1d-restringierte T-Zellen produzieren bei Erkennung ihres Antigens
sehr hohe Mengen an Zytokinen und verstirken dadurch indirekt die Ausbildung einer Immunitét

(Dascher, 2003).

Die Erkennung von a-GalCer durch NKT-Zellen ist CD1d-restringiert (Kawano, 1997). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das CD1d-Expressionsprofil in frisch isolierten humanen PBMC
unterschiedlicher gesunder Spender untersucht. Damit sollte die Fragestellung beantwortet werden,
welche APC-Populationen im peripheren Blut NKT-Zellen das CDIld-restringierte
Glykolipidantigen a.-GalCer préasentieren konnen. Ausschlielich myeloide DC exprimierten in
PBMC CD1d und die Depletion der MDC fiihrte konsequenterweise zu einem Verlust der Antigen-
spezifischen Aktivierung von NKT-Zellen (Abb. 7A+B). Beide CpG-Zielzellen, PDC und B-
Zellen, konnen somit aufgrund fehlender CD1d-Expression die Antigen-spezifische Stimulation

von NKT-Zellen nicht iiber eine verstiarkte Antigen-Prisentation erhdhen.

Erste Berichte iiber das CD1d-Expressionsprofil im Menschen deuten darauf hin, dass CD1d-
Proteine im Organismus sehr verbreitet in verschiedenen Geweben und auch auf Nicht-
Immunzellen exprimiert werden (Exley, 2000). So wurde CDId unter anderem im
Gastrointestinaltrakt, in der Leber, Haut und Niere nachgewiesen, innerhalb der jeweiligen Gewebe
meist auf Epithelzellen (Canchis, 1993). Exley berichtete iiber eine hohe CD1d-Expression auf
Thymozyten von Kindern (Exley, 2000). Im Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit ist in anderen Veroffentlichungen eine CD1d-Expression auf humanen B-Zellen und

Monozyten aus dem peripheren Blut gesunder Spender beschrieben worden (Exley, 2000; van der
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Vliet, 2001). Auch T-Zellen sollen schwach CD1d" sein (van der Vliet, 2001). Gerlini und
Mitarbeiter wiesen CD1d auf dermalen DC aus gesunder Haut nach (Gerlini, 2001). In derselben
Arbeit berichteten die Autoren iiber Unterschiede in der CD1d-Expression auf monoDC in
Abhéngigkeit von den Kulturbedingungen. Wihrend monoDC in Gegenwart von autologem
Plasma CD1d exprimierten, induzierte die Gegenwart von FCS eine Herunterregulation von CD1d.
Colgan und Mitarbeiter berichteten vor kurzem, dass 16sliche Darmbestandteile von gesunden
Freiwilligen in vitro CD1d auf Epithelzellen induzierten (Colgan, 2003). Die Autoren
identifizierten HSP110 als funktionelle Hauptkomponente der CDld-induzierenden
Darmbestandteile und vermuteten, dass iiber CD1d-Molekiile mukosale Entziindungsprozesse des
Darms reguliert werden. Bisher ist nicht bekannt, welche Funktionen CD1d-Molekiile - neben der

Bindung von Fremdantigen auf APC - auf epithelialen Zellen oder T-Zellen haben konnten.

Im Gegensatz zu Berichten aus der Literatur wurde in der vorliegenden Arbeit bei keinem der
untersuchten Spender (n=5) CD1d auf B-Zellen oder Monozyten nachgewiesen. Die Ursache fiir
die Diskrepanz zwischen den Daten konnte sein, dass die CDIld-Expression einem
Regulationsmechanismus unterliegt und vom Differenzierungsstadium bzw. Aktivierungsgrad einer

Zellpopulation abhingig ist.

Die neusten Ergebnisse von Colgan et al. weisen sehr eindrucksvoll darauf hin, dass die Expression
von CD1d einer Regulation unterworfen ist (Colgan, 2003). Neben Stressfaktoren, wie HSP110,
konnten auch andere (patho-)physiologische Faktoren die CD1d-Expression regulieren. Auch
Kulturbedingungen beeinflussen offenbar die Expression von CDI1d (Gerlini, 2001). Dariiber
hinaus wirkt sich wahrscheinlich der Differenzierungsgrad einer Zelle auf die CD1d-Expression
aus. Nach eigenen Versuchen ist die CD1d-Expression auf in vitro-generierten monoDC von ihrem
Differenzierungsgrad abhéngig. Unreife monoDC exprimierten kein CD1d, erst ausgereifte
monoDC waren CD1d". Auf B-Zellen und PDC verinderte sich das CD1d-Expressionsmuster
durch Stimulation mit CpG-ODN innerhalb von 48 Stunden jedoch nicht. Den Literaturdaten
zufolge kann man vermuten, dass exogene FEinfliisse fiir die Unterschiede im CD1d-
Expressionsprofil dieser Arbeit im Vergleich zu fritheren Publikationen verantwortlich sind. Die
starke Regulation von CDI1d macht offenbar eine Verallgemeinerung der Ergebnisse
problematisch. In der vorliegenden Arbeit bestétigt jedoch die Depletion der MDC und der daraus
resultierende Verlust der NKT-Zell-Aktivierung durch das CD1d-restringierte Ag die funktionelle

Relevanz des erhobenen CD1d-Expressionsprofils.

Die NKT-Zelle als eine besonders CpG-sensitive Zelle?

Bisher war bekannt, dass bei mikrobieller Infektion bzw. bei CpG-Stimulation NK-Zellen, y/6 T-
Zellen und Memory-T-Zellen innerhalb von PBMC fiir die frithe IFN-y-Produktion in der ersten

Phase einer Immunreaktion verantwortlich sind (Rothenfusser, 2001). Diese Arbeit zeigt, dass auch
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NKT-Zellen bei CpG-Stimulation sofort IFN-y produzieren konnen. Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass NKT-Zellen unter physiologischen Bedingungen in der ersten Phase einer Immunreaktion

aktiviert werden und Effektorfunktionen iibernehmen.

NKT-Zellen sind voraktivierte Memory-T-Zellen, die eine Spezifitit fiir das Glykolipid-Antigen o.-
GalCer besitzen. Aufgrund der fehlenden TLR9-Expression reagieren NKT-Zellen nicht direkt auf
CpG-Stimulation. Innerhalb von PBMC werden NKT-Zellen jedoch durch CpG-Stimulation ohne
Anwesenheit ihres spezifischen Antigens aktiviert (s. CD69-Expression, [FN-y-Produktion; Abb.
6B+C). Andere Memory-T-Zellpopulation, wie die y/0 T-Zellen, werden ebenfalls ohne zusétzliche
Antigen-Stimulation innerhalb von PBMC durch CpG-ODN aktiviert (Rothenfusser, 2001). Naive
a/f T-Zellen reagieren dagegen nur in Gegenwart ihres spezifischen Antigens innerhalb von

PBMC auf CpG-Stimulation (zusammengefasst in (Krieg, 2002)).

Inzwischen ist bekannt, dass das von PDC bei CpG-Stimulation produzierte Typ-I-IFN selektiv
Memory-T-Zellen aktiviert (Tough, 1996; Zhang, 1998; Sprent, 2000; Rothenfusser, 2001). Die
Arbeitsgruppe von Minnel demonstrierte kiirzlich, dass CpG-induziertes Typ-I-IFN die
zytotoxische Effektorfunktion von murinen NK-Zellen und NKT-Zellen aktiviert (Hafner, 2001).
IFN-o kann entweder direkt Memory-T-Zellen aktivieren oder in APC die Freisetzung von IL-15
induzieren - ein Zytokin, das ebenfalls selektiv Memory-T-Zellen stimuliert (Zhang, 1998; Sprent,
2000). Das starke Ansprechen von NKT-Zellen auf CpG-induzierte Zytokine passt damit gut in das
Konzept der - im Vergleich zu naiven T-Zellen - verstirkten Steuerung von Memory-T-Zellen

durch Zytokine.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine klare Thl-Differenzierung der NKT-Zellen durch CpG-
Stimulation bewirkt (Abb. 6C). Diese Beobachtung stimmt mit den Erkenntnissen aus fritheren
CpG-Studien iiberein, dass die CpG-induzierten proinflammatorischen Zytokine - insbesondere
IFN-o/p, TNF-o und IL-12 - eine Immunantwort in Th1-Richtung lenken (zusammengefasst in

(Krieg, 2002)).

Unterschiede zwischen CpG-A und CpG-B in der Aktivierung von NKT-Zellen

CpG-A und -B induzieren in humanen PBMC ein unterschiedliches Aktivierungsmuster
(zusammengefasst in (Rothenfusser, 2003)). CpG-A induziert in PDC sehr hohe Mengen an Typ-I-
IFN (Krug, 2001a). Vergleichbar hohe Mengen an IFN-a/f werden in PDC bei einer
Virusinfektion produziert. Uber die Induktion von IFN-a/p kommt es zu einer starken Aktivierung
von NK-Zellen und Memory-T-Zellen (Rothenfusser, 2001). Monozyten entwickeln unter dem
Einfluss von Typ-I-IFN einen DC-artigen Phénotyp (Krug, 2003a). In funktionellen
Untersuchungen zeichneten sich die CpG-A-induzierten monoDC dadurch aus, dass sie selektiv die

Proliferation von CD8" Effektor-Memory-T-Zellen fordern, wihrend das Priming naiver T-Zellen
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nicht gesteigert wird. Myeloide DC reifen in Gegenwart von CpG-A-induziertem Typ-I-IFN aus
(Abb. 10).

Im Gegensatz zu CpG-A induziert CpG-B nur sehr geringe Mengen bzw. gar kein Typ-I-IFN in
PDC (Krug, 2001a). Konsequenterweise kommt es durch CpG-B zu keiner Aktivierung von
Effektorlymphozyten (wie NK-Zellen und Memory-T-Zellen) oder myeloiden Zellen (wie
Monozyten und MDC). CpG-B fiihrt stattdessen zu einer sehr starken B-Zellaktivierung und zu
einer phinotypischen Ausreifung der PDC, gekennzeichnet durch eine verbesserte Uberlebensrate
sowie durch die Expression von Aktivierungs- und Reifemarkern auf beiden CpG-Zielzellen

(zusammengefasst in (Rothenfusser, 2003)).

Ahnlich wie in friitheren Studien mit y/d T-Zellen, NK-Zellen und CD8" Memory-T-Zellen
(Rothefusser, 2001; Rothenfusser, 2003) wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die Expression
von CD69 als auch die Produktion von IFN-y in NKT-Zellen durch CpG-A mehr gefordert als
durch CpG-B. Auch der synergistische Effekt von CpG-A und a-GalCer war groBBer als der von
CpG-B/a-GalCer. Dadurch wurde die Thl-Differenzierung der NKT-Zellen ebenfalls durch CpG-
A/a-GalCer stiarker gefordert als durch CpG-B/a-GalCer (Abb. 6A-C).

Eine definitive Erklérung fiir die funktionellen Unterschiede der beiden CpG-Klassen A und B gibt
es bis dato noch nicht. Obwohl beide CpG-Klassen iiber TLR9 in B-Zellen und PDC erkannt
werden, 16sen sie eine qualitativ unterschiedliche Aktivierung beider Zelltypen aus. Besonders
markant ist der Unterschied in der PDC-Aktivierung durch CpG-A und CpG-B. Stimulation mit
CpG-A 16st eine massive IFN-a-Produktion in PDC aus; CpG-B hat fast keine IFN-a induzierende
Wirkung, aber fordert stirker als CpG-A Uberleben und Ausreifung der PDC. Die kiirzlich von
Kerkmann et al. verdffentlichten Daten weisen darauf hin, dass CpG-A und CpG-B
unterschiedliche Signalkaskaden aktivieren (Kerkmann, 2003). Denkbar ist, dass Unterschiede in
der Erkennung, Aufnahme und/oder Bindung an den Rezeptor fiir die unterschiedliche biologische

Aktivitdt von CpG-A und CpG-B verantwortlich sind.

Neuste Experimente zur Strukturaufklirung der CpG-ODN mithilfe Rasterkraftmikroskopie und
Gelelektrophorese geben Hinweise darauf, dass CpG-A im Gegensatz zu CpG-B hohermolekulare,
partikeldhnliche Strukturen ausbildet (Kerkmann et al., 2003, unveroffentlichte Daten).
Verantwortlich fiir die Komplexbildung von CpG-A sind wahrscheinlich die beiden Poly-G-Enden
und die zentrale Palindromsequenz, die iiber intra- und intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander assoziieren. Auf diese Weise schliefen sich viele CpG-
A-Molekiile zu partikuliren Komplexen zusammen. Derartige Strukturmotive (Poly-G-Enden,
Palindrom) fehlen in CpG-B, welches nachweislich in Form von Monomeren vorliegt. Die IFN-a-
Induktion in PDC durch CpG-A ist von den hohermolekularen Strukturen abhingig, da bei Verlust
der Komplexbildung (Modifikation der Poly-G-Enden bzw. der Palindromsequenz, Zerstdrung der
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Wasserstoffbriickenbindungen durch Erhitzen) die IFN-a-Produktion abfillt. Partikelstruktur in
Kombination mit CpG-Motiven scheinen wichtige Charakteristika von CpG-A zu sein, die dafiir
verantwortlich sind, dass speziell dieser ODN-Typ hohe Mengen an IFN-a und andere Faktoren in
PDC induziert, die zu einer Aktivierung von NKT-Zellen fiihren.

4.2.2  Mechanismen der CpG-induzierten NKT-Zell-Aktivierung

(1) Losliche Faktoren

Die Depletion der PDC in einer Kokultur von NKT-Zellen und PBMC fiihrte zu dem
Verschwinden der CpG-vermittelten Wirkung auf NKT-Zellen (Abb. 8A). Somit wird die CpG-
induzierte Aktivierung der NKT-Zelle durch PDC vermittelt. Uberstinde von CpG-A- stimulierten
PDC induzierten die Aufregulation von CD69 auf NKT-Zellen sowie die Aktivierung und
Ausreifung der MDC (Abb. 8B+10). Mehrere, voneinander unabhingige Ergebnisse deuten darauf
hin, dass innerhalb der CpG-induzierten Kulturiiberstinde Typ-I-IFN ein wesentlicher Mediator der
CpG-Wirkung auf NKT-Zellen ist: (i) Rekombinantes IFN-a induzierte eine dhnlich hohe
Expression von CD69 auf NKT-Zellen wie CpG-A selbst und CpG-Uberstéinde (Abb. 8B). (ii) Das
stark [FN-a-induzierende CpG-A aktivierte NKT-Zellen stérker als CpG-B (Abb. 6A-C). (iii) Eine
Kombination Typ-I-IFN blockierender Antikorper hemmte die Aktivierung der NKT-Zellen durch
CpG-A (Abb. 9A).

In zahlreichen fritheren Arbeiten ist die aktivierende Wirkung von Typ-I-IFN auf
Effektorlymphozyten, wie NK-Zellen und Memory-T-Zellen, beschrieben worden (Tough, 1996;
Zhang, 1998; Sprent, 2000; Rothenfusser, 2001). Sowohl in murinen CD8" T-Zellen und NK-
Zellen steigert IFN-a die Zytotoxizitdt (Biron, 1998; Biron, 2001). In einer kiirzlich von der
Arbeitsgruppe um Mainnel durchgefiihrten Studie bewirkte die Injektion von CpG-ODN eine
Riickbildung von experimentellen Lungen- und Lebermetastasen in Méusen (Hafner, 2001). Dieser
CpG-Effekt war in NK-/NKT-Zell-defizienten Mausen (NK-/NKT-Zell-depletiert bzw. 2M-
defizient) und in Typ-I-IFN-Rezeptor Knock-out Mausen aufgehoben. Folglich aktiviert CpG-
induziertes Typ-I-IFN die zytotoxische Effektorfunktion von murinen NK-Zellen und NKT-Zellen.

CpG-Uberstinde bzw. rekombinantes IFN-o. verstirken auch Aktivierung und Ausreifung der
MDC - der APC fiir NKT-Zellen im peripheren Blut (Abb. 10). Vermutlich bewirken die
aktivierten MDC eine verstirkte a-GalCer-abhingige Aktivierung der NKT-Zellen. Somit wirkt
Typ-I-IFN wahrscheinlich zweifach stimulierend auf die NKT-Zelle (i) direkt und (ii) indirekt {iber
die MDC.
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Neben IFN-a konnten andere, durch IFN-a induzierte Faktoren die Aktivierung der NKT-Zellen
verstiarken, die aufler von der PDC selbst auch von sekundir aktivierten anderen Immunzellen
gebildet werden konnten. IL-15 wird von APC in Gegenwart von IFN-a produziert und aktiviert
selektiv Memory-T-Zellen, nicht naive T-Zellen (Zhang, 1998; Sprent, 2000). In einer kiirzlich von
unserer Arbeitsgruppe verdffentlichten Arbeit wurde IL-15 auf mRNA-Ebene in monoDC nach
CpG-Stimulation nachgewiesen (Krug, 2003a). In der Literatur ist beschrieben, dass IL-15 in vitro
die Entwicklung und Proliferation von NKT-Zellen verstarkt (van der Vliet, 2001; Ohteki, 2002).
Folglich kann man annehmen, dass im vorliegenden Modell CpG-aktivierte PDC Typ-I-IFN
ausschiitten und APC daraufhin IL-15 produzieren, das NKT-Zellen mitaktiviert.

Die Blockierung von IL-12 zeigte, dass die CpG-vermittelte Wirkung im vorliegenden Modell
nicht tiber IL-12 vermittelt wird (Abb. 9B). Diese Beobachtung ldsst sich damit erkldren, dass im
humanen System - im Gegensatz zum murinen System - durch CpG-ODN kaum IL-12 induziert
wird. Dies beruht im wesentlichen auf der fehlenden CpG-Sensitivitdt myeloider Zellen im
humanen System, den hauptséchlichen IL-12-Produzenten. Lediglich in Gegenwart von CD40L
produzieren PDC nach CpG-Stimulation geringe Mengen an I1L-12 (Krug, 2001b).

Da Typ-I-IFN eine Schliisselrolle wéihrend viraler Infektionen spielt und auch NKT-Zellen als
Effektorlymphozyten durch Typ-I-IFN aktiviert werden, l4sst sich spekulieren, dass NKT-Zellen

eine physiologische Funktion in der antiviralen Abwehr iibernehmen.

(2) Zellkontakt-abhdingige Faktoren

Mehrere Beobachtungen in dieser Arbeit deuten darauf hin, dass nicht allein IFN-a fiir die CpG-
induzierte Ag-unabhéngige Aktivierung von NKT-Zellen verantwortlich ist: (i) CpG-B war CpG-A
in der Aktivierung von NKT-Zellen zwar unterlegen, bewirkte aber ebenfalls eine signifikante
Verstiarkung der a-GalCer-spezifischen Aktivierung von NKT-Zellen. Aufgrund der fehlenden
bzw. sehr geringen IFN-a-Induktion in PDC durch CpG-B kann dessen aktivierender Effekt auf
NKT-Zellen nicht allein auf Typ-I-IFN zuriickgefiihrt werden. (ii) Ldsliche Faktoren alleine -
rekombinantes IFN-a oder CpG-Kulturiiberstinde - konnten die a-GalCer-abhéngige IFN-y-
Produktion in NKT-Zellen nicht steigern (Abb. 11). (iii) In Transwell-Experimenten verstiarkten
CpG-ODN die CD69-Expression auf NKT-Zellen, jedoch nicht die Antigen-spezifische IFN-y-
Produktion in NKT-Zellen (Abb. 12).

Demnach ist die CpG-vermittelte Steigerung der IFN-y-Produktion in NKT-Zellen zwar von Typ-I-
IFN abhéngig, setzt jedoch noch ein weiteres, von der PDC ausgehendes Aktivierungssignal
voraus. Weil dieses zweite Signal den NKT-Zellen nicht in Form I&slicher CpG-Uberstinde bzw.
durch eine semipermeable Membran in Transwells libermittelt werden kann, wurde angenommen,

dass die Effektorfunktionen von NKT-Zellen iiber direkten Zellkontakt mit PDC gesteigert werden.
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Damit wiirde die Steigerung der IFN-y-Produktion in NKT-Zellen durch CpG-ODN iiber zwei
verschiedene Mechanismen vermittelt: (i) PDC-produzierte 16sliche Faktoren, insbesondere [FN-
a/f und (i) direkten Zellkontakt zwischen NKT-Zelle und CpG-stimulierter PDC. In der Literatur
sind einige Oberflichenmolekiile beschrieben, die an einer solchen Zellkontakt-abhéngigen
Interaktion zwischen DC und NKT-Zellen beteiligt sein konnten. So untersuchten Ikarashi et al. in
vitro die molekulare Wechselwirkung zwischen murinen DC und NKT-Zellen (Ikarashi, 2001).
Ihre Ergebnisse er6ffnen neue Einblicke in die Regulation der Effektorfunktionen von NKT-Zellen
durch zellulédre Interaktion mit DC. Nach Ikarashi verhindert ein konstitutiver hemmender Einfluss
der DC auf NKT-Zellen, wahrscheinlich iiber H-2D/Ly49-Molekiile vermittelt, die Aktivierung der
NKT-Zellen. In Gegenwart von Stress-Signalen (z.B. LPS) werden DC aktiviert und reifen aus. Die
phénotypische Ausreifung der DC (MHC-II"" CD80", CD86, CD40") initiiert einen
aktivierenden Signalweg zwischen DC und NKT-Zelle iiber B7/CD28-Molekiile, der den
hemmenden H-2D-abhingigen Einfluss auf NKT-Zellen iibertrifft. Die kontaktabhidngige
Stimulation der NKT-Zelle iiber B7/CD28-Interaktion fiihrt zu der Ausschiittung hoher Mengen an
IFN-y durch die NKT-Zelle.

Dieser von Ikarashi postulierte Mechanismus beziiglich der Interaktion zwischen murinen DC und
NKT-Zellen kdnnte auch in dem vorliegenden Modell zwischen NKT-Zellen und CpG-aktivierten
PDC in Betracht gezogen werden. Durch CpG-Stimulation reift die PDC funktionell und
phinotypisch aus und ist somit in der Lage, iiber kostimulatorische Molekiile mit anderen
Immunzellen in Wechselwirkung zu treten. Dadurch kdnnte ein moglicher inhibitorischer

Signalweg in der NKT-Zelle durchbrochen und deren Effektorfunktionen verstarkt werden.

Neben der B7/CD28-Interaktion werden dem Ox40/0Ox40L-Signalweg wahrend einer T-Zell/DC-
Wechselwirkung wichtige regulatorische Funktionen zugeschrieben (Chen, 1999; Weinberg, 1998;
Maxwell, 2000). Die Expression von Ox40 bzw. Ox40L ist auf humanen NKT-Zellen bzw. PDC
bisher noch nicht untersucht worden. Moglicherweise spielt dieser Signalweg jedoch auch im

vorliegenden Modell eine Rolle bei der PDC-NKT-Zell-Interaktion.

Es ist beschrieben, dass NKT-Zellen - analog konventionellen o/ T-Zellen - nach der Erkennung
ihres spezifischen CD1d-gebundenen Antigens das kostimulatorische Molekiill CD40-Ligand
(CD40L) hochregulieren (Kitamura, 1999; Tomura, 1999). Uber CD40/CD40L-Molekiile treten
NKT-Zellen und Ag-prasentierende DC anschlieend in direkte zellulire Wechselwirkung
miteinander. CD40/CD40L-Interaktion zwischen aktivierten T-Zellen und DC induziert
Aktivierung und Reifung der DC, regt diese zur IL-12-Sekretion an und vermittelt das fiir DC
notwendige zweite kostimulatorische Signal zum T-Zell-Priming. Offenbar leisten NKT-Zellen
nach a-GalCer-Erkennung somit eine Art "T-Zell-Hilfe" fiir MDC, indem sie deren Ausreifung

und Fahigkeit zum Priming verstirken. Auf diesem Mechanismus konnten die in der Literatur
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beschriebenen guten Adjuvanseigenschaften von a-GalCer beruhen (Gonzalez-Aseguinolaza,

2000; Gonzalez-Aseguinolaza, 2002).

Eine Interaktion tiber CD40/CD40L-Molekiile konnte im vorliegenden Modell nicht nur zwischen
NKT-Zelle und Ag-préasentierender DC (MDC) stattfinden, sondern auch zwischen NKT-Zelle und
PDC, die nach selektiver Aktivierung durch CpG-ODN eine hohe CD40-Expression aufweist.
Fraglich ist jedoch, ob eine solche Interaktion die Effektorfunktionen von NKT-Zellen verstirken
kann. Nach den bisherigen Erkenntnissen 16st der CD40/CD40L-Signalweg vor allem eine
Aktivierung in Richtung der DC aus. Nach Ikarashi trdgt der CD40/CD40L-Signalweg - im
Vergleich zum B7/CD28-Pfad - nur marginal zur Uberwindung des inhibitorischen H-2D-
Einflusses und zur Aktivierung von NKT-Zellen bei (Ikarashi, 2001).

Ahnlich wie NK-Zellen exprimieren auch NKT-Zellen eine Reihe von NK-Rezeptoren, wie
NKRP1A (=CD161, (Loza, 2002)) und besonders NKG2D (Vivier, 2002). NKG2D ist der
aktivierende Rezeptor fiir das MHC class I like molecule MICA (MHC class I-related chain A), das
bei verschiedenen Formen von zelluldrem Stress (z.B. Hitze, oxidativer Stress) an der Oberflache
von Zellen erscheint. Neben MICA wurden MICB und ULBP1-3 als Liganden fiir NKG2D
identifiziert (Vivier, 2002). Interessanterweise induziert IFN-a die Expression der Liganden
MICA/B auf DC (Jinushi, 2003). MICA und B sind fiir die Aktivierung von NK-Zellen
verantwortlich, da durch Maskierung von MICA/B mithilfe von Antikorpern die DC-abhingige
NK-Zell-Aktivierung verschwindet. Die Ligation von NKG2D auf NK-Zellen triggert dabei vor
allem deren zytotoxische Aktivitit, aber auch die Zytokinproduktion (Wu, 2000; Pende, 2001; Ho,
2002). In yd T-Zellen verstdrkt die Erkennung von MICA durch NKG2D deren Antigen-spezifische
Effektorfunktion (Das, 2001). Dieses Prinzip ist auch fiir CD8" T-Zellen, die NK-Rezeptoren (wie
NKG2D) nach Aktivierung aufregulieren, beschrieben (Bauer, 1999; Speiser, 1999; Groh, 2001;
Kambayashi, 2000).

Im Gegensatz zu NK-Zellen und CD8" T-Zellen ist fiir NKT-Zellen die Funktion der
unterschiedlichen NK-Rezeptoren bei der Steuerung ihrer Effektorfunktionen bisher wenig
untersucht worden. Im vorliegenden Modell konnte jedoch die Ausschiittung von Typ-I-IFN durch
CpG-aktivierte PDC eine verstirkte Expression von MICA/B auf der PDC bewirken. Dies konnte
iiber anschlieBende kontaktabhéngige Interaktion zwischen NKG2D auf der NKT-Zelle und
MICA/B auf der PDC zur beobachteten Verstiarkung der Effektorfunktion von NKT-Zellen fiihren.

Grundsitzlich sollte bei der Untersuchung kontaktabhéangiger Einfliisse beriicksichtigt werden, dass
Transwellexperimente eine in vivo-Situation nur begrenzt nachstellen kénnen. Wird durch
Trennung von Zellen mithilfe einer semipermeablen Membran nicht derselbe Effekt beobachtet wie
in den Kontroll-Wells, so konnten theoretisch zwei unterschiedliche Schliisse daraus gezogen

werden: (i) Eine gegenseitige Aktivierung zwischen den Zellpopulationen erfordert direkten
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Zellkontakt iiber Oberflichenmolekiile. (ii) Fiir die Aktivierung der Zellen werden besonders hohe
Konzentrationen 16slicher Mediatoren, z.B. IFN, bendtigt, welche sich nur bei enger rdumlicher
Nihe beider Zellpopulationen ergeben. Die Notwendigkeit einer rdumlichen Néhe ist somit nicht
unbedingt gleichbedeutend mit einem direkten Zellkontakt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine
kontaktabhidngige Interaktion zwischen PDC und NKT-Zelle nicht funktionell nachgewiesen
werden. Erst eine Maskierung von Oberflichenmolekiilen mithilfe von spezifischen Antikérpern
konnte einen eindeutigen Beweis fiir eine zellkontakt-abhdngige Interaktion zwischen beiden
Zellpopulationen liefern. Die aktuelle Literatur liefert jedoch gute Hinweise dafiir, dass aktivierte
DC Effektorlymphozyten, wie NKT-Zellen, iber Chemokine anlocken (Krieg, 2002; Loetscher,
1998; Kim, 2002) und iiber kontaktabhidngige Interaktion regulieren (Ikarashi, 2001; Loza, 2002;
Vivier, 2002). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen somit die Existenz eines

solchen Mechanismus.

Antigen-unabhdngiger Boost durch die PDC

Fasst man die Ergebnisse von Teil I dieser Arbeit zu einem Modell zusammen, konnte folgendes
Zusammenspiel zwischen NKT-Zellen, MDC und PDC stattfinden (Abb. 18): NKT-Zellen
erkennen iiber ihren TCR CD1d-gebundenes a-GalCer, das ihnen von MDC présentiert wird.
NKT-Zellen treten darauthin iiber CD40/CD40L-Interaktion in direkten Zellkontakt mit MDC,
worauf Aktivierung und Reifung der MDC gefordert werden (Abb. 18, ©). PDC koénnen das
Glykolipid-Antigen a-GalCer aufgrund fehlender CD1d-Expression nicht présentieren. Durch
Stimulation mit CpG-ODN werden PDC zur Ausreifung und zur Produktion von IFN-o und
anderer inflammatorischer Zytokine und Chemokine angeregt. Das von PDC produzierte Typ-I-
IFN verstiarkt die Aktivierung von NKT-Zellen und MDC (Abb. 18, @). CpG-aktivierte PDC
nehmen iiber Oberflichenmolekiile direkten Zell-zu-Zell-Kontakt mit NKT-Zellen auf, wodurch
deren Effektorfunktionen und Thl-Differenzierung verstirkt werden (Abb. 18, ®).

Verallgemeinert man die Ergebnisse dieser Arbeit zur Interaktion von PDC und NKT-Zellen, so
lasst sich die Hypothese aufstellen, dass CpG-aktivierte PDC voraktivierte T-Zellen liber Zytokine
und iiber Antigen-unabhidngigen direkten Zell-zu-Zell-Kontakt stimulieren und dadurch die
Antigen-spezifische Aktivierung und Thl-Differenzierung der T-Zellen verstirken konnen. Neuere
Daten unserer Arbeitsgruppe weisen in diese Richtung: In Gegenwart von CpG-aktivierten PDC
produzierten CD8" T-Zellen bei simultaner TCR-Ligation und Kostimulation {iber anti-CD3/CD28-
Beads hohe Mengen an IFN-y. Separierte man die CpG-aktivierten PDC von den CD8" T-Zellen in
einem Transwell, verschwand die CpG-induzierte Steigerung der IFN-y-Produktion in den T-Zellen
(Prell, D. und Hornung, V., 2003, unverdffentlichte Daten). Offenbar vermitteln PDC auch

voraktivierten CD8" T-Zellen einen Antigen-unabhiingigen, Zellkontakt-abhingigen Boost. Diese
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Daten weisen darauf hin, dass NKT-Zellen kein funktionell separater Zelltyp sind, sondern

modellhaft einen Subtyp voraktivierter T-Zellen darstellen.

@

IFN-a J

CTHGL
CD28/B7-Molekiile?

Ox40/0Ox40L?
CD40/CD40L?
NKG2D/MICA/B?
Va24/Vpll
TCR

NKT-Zelle

Abb. 18: Interaktion zwischen NKT-Zelle und den beiden distinkten DC-Typen MDC und
PDC. MDC exprimieren das MHC-I-dhnliche Molekiil CD1d und prasentieren NKT-Zellen das
Glykolipid-Antigen a-GalCer. Nach Erkennung ihres spezifischen Antigens regulieren NKT-
Zellen CD40-Ligand hoch. MDC und a-GalCer-aktivierte NKT-Zelle treten iiber CD40/CD40L-
Molekiile in direkte Wechselwirkung miteinander (1), wodurch die MDC ein kostimulatorisches
Signal zum Priming von T-Zellen empfangt. CpG-Stimulation fiihrt zur Aktivierung und
Ausreifung der PDC sowie zur Ausschiittung hoher Mengen an Typ-I-IFN durch die PDC (2).
IFN-o/p verstirkt die Aktivierung von NKT-Zellen und MDC. Uber direkten Zell-zu-Zellkontakt
zwischen NKT-Zelle und PDC werden die Effektoreigenschaften der NKT-Zelle verstarkt und
ihre Differenzierung in Richtung Th1 festgelegt (3).

Neubewertung der DC-Funktion von plasmazytoiden DC: Das Prime-Boost-Modell

Erst vor vier Jahren wurde die plasmazytoide DC als identisch mit der Typ-I-Interferon
produzierenden Zelle (IPC) charakterisiert, die bei viraler Infektion hauptséchlich fiir die hohe
Produktion von IFN-o/f verantwortlich ist (Cella, 1999; Siegal, 1999). Aufgrund des Fehlens von
Lineage-Oberflichenmarkern (CD3, CD14, CD56, CD19), der Expression von MHC-II-
Molekiilen, ihrer Eigenschaft, auf mikrobielle Stimulation einen DC-dhnlichen Phénotyp
anzunehmen und ihrer Fihigkeit, naive allogene CD4" T-Zellen zur Proliferation zu bringen,

wurden PDC als ein dendritischer Zelltyp klassifiziert (Colonna, 2002).

PDC unterscheiden sich morphologisch, phénotypisch und funktionell grundsitzlich von

klassischen DC, den myeloiden dendritischen Zellen. Wahrend MDC eine Vielzahl mikrobieller
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Stimuli, wie z.B. Endotoxin erkennen konnen (breites TLR-Muster), exprimieren PDC nur TLR7
und 9. Bisher ist mikrobielle DNA (DNA mit CpG-Motiven, viral oder bakteriell) der einzige
molekular definierte Stimulus, der durch die PDC erkannt wird und zur Produktion von IFN-a
sowie zur Ausreifung der PDC fiihrt. Im Gegensatz zu MDC besitzen PDC nicht die Fahigkeit zur
Phagozytose (unpublizierte Daten, Hartmann et al.). Dieser Befund hat die Klassifizierung der PDC
als eine dendritische Zelle im Sinne einer Antigen-priasentierenden Zelle in Frage gestellt. Die
einzige Situation, in der die Prisentation eines exogenen Antigens durch die PDC bislang
nachgewiesen werden konnte, war bei Infektion der PDC mit einem Virus (Fonteneau, 2003):
Influenza Virus-infizierte PDC waren in der Lage, virale Antigene zu prisentieren und CD4" und
CDS8" Influenza-spezifische T-Zellen zu aktivieren. Dariiber hinaus waren PDC nur dann in der
Lage, naive T-Zellen in vitro zu primen, wenn sie mit kurzen Peptidfragmenten gepulst wurden, die
direkt auf MHC-Molekiile auf der Zelloberfliche geladen werden konnen (Salio, 2003). Daher
bleibt fraglich, ob PDC die Fahigkeit zur Antigen-Aufnahme und Prozessierung besitzen. In einer
kiirzlich von Krug et al. veroffentlichen Arbeit wurde gezeigt, dass PDC - im Gegensatz zu MDC -
naive T-Zellen nicht primen konnen (Krug, 2003b). PDC induzierten jedoch die Expansion und

Differenzierung von Antigen-erfahrenen T-Zellen in Richtung Th1-Effektorzellen.

In dem vorliegenden Modell kénnen PDC aufgrund der fehlenden Expression von CDI1d das
spezifische Antigen fiir NKT-Zellen nicht prisentieren. Dennoch fiihrte ein direkter Zellkontakt mit
der natiirlichen Memory-T-Zelle im Zusammenspiel mit Typ-I-IFN zu einer Amplifikation deren
Effektorfunktion und Th1-Differenzierung. Setzt man diese Ergebnisse in den weiteren Kontext der
Frage, welche Funktion PDC im Vergleich zu MDC in der Aktivierung von T-Zellen haben, konnte
man folgendes DC-Modell ableiten, das MDC und PDC distinkte Funktionen zuweist und das man
als Prime-Boost-Modell bezeichnen konnte (Abb. 19): MDC, die im unreifen Zustand starke
Phagozytose-Aktivitit besitzen, nehmen exogenes Antigen auf, prozessieren dieses und
préasentieren Antigen-Fragmente fiir T-Zellen. Naive T-Zellen erkennen ihr spezifisches, von MDC
prasentiertes Antigen und expandieren selektiv (Priming, Abb. 19, ®). Die Stimulation z.B. mit
CpG-ODN oder die Erkennung von Viren aktiviert PDC zur Ausreifung (Aufregulation
kostimulatorischer Molekiile) und zur Produktion hoher Mengen an Typ-I-IFN sowie anderer
Zytokine und Chemokine. IFN-a/f verstirkt Antigen-unabhédngig die Proliferation und
Differenzierung der bereits Antigen-aktivierten T-Zellen und fiihrt zu einer erhdhten Aktivierung
und Ausreifung von MDC (Abb. 19, @). Dariiber hinaus treten aktivierte PDC {iber
Oberflachenmolekiile in direkten Zellkontakt mit den durch die MDC voraktivierten T-Zellen und
verstirken dadurch die Aktivierung und Th1-Differenzierung der T-Zellen (Boost, Abb. 19, ®).

Nach diesem Modell ist es eine besondere Funktion von PDC, die Antigen-spezifische Aktivierung
von Memory-T-Zellen oder von gerade geprimten T-Zellen zu verstirken und ihre Differenzierung

in Richtung Thl-Effektorzellen festzulegen. Damit wird postuliert, dass das Immunsystem durch
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funktionell unterschiedliche DC reguliert wird, die jeweils unterschiedliche Aufgaben beziiglich

des Primings und der Differenzierung naiver bzw. Memory-T-Zellen tibernehmen kénnen.

PDC
TLR9

‘_,_— CpG-DNA
A\ >

CD28/B7-Molekiile?
Ox40/0Ox40L?
CD40/CD40L?
NKG2D/MICA/B?

®

Boost

A AA
1 P> | —} Thi
o Aﬁﬁ

Naive T-Zelle

Abb. 19: Neues DC-Modell: MDC und PDC iiben distinkte DC-Funktionen gegeniiber T-
Zellen aus ("Prime-Boost-Modell'). MDC phagozytieren, prozessieren und présentieren exogenes
Antigen. Naive spezifische T-Zellen erkennen ihr Antigen und expandieren klonal (=Antigen-spezifisches
Priming durch die MDC (1)). CpG-aktivierte PDC verstirken Aktivierung der MDC und der voraktivierten
T-Zellen durch die Ausschiittung von Typ-I-IFN (2). Dariiberhinaus tritt die CpG-aktivierte PDC mit den
geprimten T-Zellen iiber kostimulatorische Oberflichenmolekiile in direkten, Antigen-unabhédngigen
Zellkontakt. Dadurch wird die Antigen-spezifische Aktivierung der T-Zellen verstirkt (=Antigen-
unabhingiger Boost durch die PDC) und ihre Differenzierung in Richtung Thl festgelegt (3).

Verstdrkter Adjuvans-Effekt auf Effektor-T-Zellen durch Kombination von CpG-ODN und
a-GalCer

Durch die Adjuvans-Kombination CpG-ODN/a-GalCer kénnte die Bildung spezifischer Effektor-
T-Zellen im Rahmen einer Immunisierung gegen ein beliebiges Fremdprotein verstirkt werden.
Aus den ersten beiden Modellen ergibt sich folgendes Konzept fiir die Adjuvanskombination CpG-
ODN/a-GalCer (Abb. 20): Nach Erkennung von a-GalCer auf MDC aktivieren NKT-Zellen MDC
iiber CD40/CD40L-Wechselwirkung (s. Abb. 20, ®). Durch diese "T-Zell-Hilfe" gegeniiber der
MDC liefern NKT-Zellen das kostimulatorische Signal, das MDC zum Priming naiver T-Zellen
befdhigt. CpG-aktivierte PDC unterstiitzen Aktivierung und Ausreifung der MDC durch
Ausschiittung inflammatorischer Zyokine, z.B. IFN-o/f (Abb. 20, @). Die aktivierten, reifen MDC
konnen dadurch naive T-Zellen gegen ein parallel aufgenommenes Fremdantigen verstarkt primen

(Abb. 20, ®). CpG-aktivierte PDC treten mit den durch MDC voraktivierten T-Zellen iiber
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Oberflichenmolekiile in direkten Zellkontakt, wodurch die Funktion und Thl-Differenzierung der

T-Zellen verstirkt werden (Abb. 20, @).

NKT-Zelle

MDC
/ CD28/B7-Molekiile?
! Ox40/0x40L?

@ & vica @ @/CD40/CD40L?
Priming } Boost VKGZDMICA/B?
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Abb. 20: Adjuvanskombination CpG-ODN/a-GalCer verstirkt die spezifische
zellulire Immunitidt. NKT-Zellen erkennen o-GalCer, das CD1d-gebunden von MDC
prasentiert wird. Aktivierte NKT-Zellen interagieren liber CD40/CD40L mit MDC und
verstdrken deren Priming-Féhigkeit (1). CpG-aktivierte PDC schiitten hohe Mengen an Typ-I-
IFN aus, das NKT-Zellen und MDC aktiviert und deren Ausreifung fordert (2). Die auf diese
Weise voraktivierten MDC haben verstirkte Primingfahigkeiten gegeniiber naiven T-Zellen.
Treffen MDC auf ein neues Immunogen, aktivieren sie verstirkt Ag-spezifische naive T-
Zellen (3). AnschlieBend konnen CpG-aktivierte PDC mit den voraktivierten T-Zellen in
direkten Zellkontakt treten und deren Aktivierung und Thl-Differenzierung verstirken (4).

4.2.3 Anwendung humaner CpG-ODN in einem nicht-humanen Primatenmodell

Etablierung eines Primatenmodells im Rhesusaffen fiir prdklinische Studien mit CpG-ODN

CpG-ODN mit optimal immunstimulatorischen Eigenschaften im murinen System (sogenannte
murine CpG-ODN) wirken nur schwach immunstimulatorisch im Menschen (Hartmann, 2000).
Daher wurden fiir die Anwendung im Menschen spezielle CpG-ODN entwickelt, die im humanen
System eine starke Immunstimulation bewirken (sogenannte humane CpG-ODN). Die Ubertragung
von Daten aus murinen CpG-Studien auf den Menschen wird auch dadurch erschwert, dass die
Verteilung von TLRY (und damit die CpG-Sensitivitit) in murinen und humanen Immunzellen

unterschiedlich ist (s. 1.7.5). Aufgrund dieser speziesspezifischen Unterschiede eignen sich aufler
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der Maus auch andere verbreitete Tiermodelle (z.B. Ratte) nicht fiir die Austestung humaner CpG-
ODN. Préklinische Untersuchungen der Wirksamkeit und Toxizitdit humaner CpG-ODN miissen

daher in einem nicht-humanen Primatenmodell, wie z.B. dem Rhesusaffen, erfolgen.

Die in vitro-Untersuchung der Wirkung humaner CpG-ODN in PBMC von Rhesusaffen zeigte,
dass sowohl CpG-A als auch CpG-B in Rhesus-PBMC jeweils potente immunstimulatorische
Aktivitdt besitzen. Dabei induzierten die beiden distinkten CpG-Typen unterschiedliche
Immunantworten. CpG-A induzierte hohe Mengen an IFN-a, wodurch indirekt Monozyten und
andere Immunzellen (T-Zellen, NK-Zellen) aktiviert wurden (Abb. 14A+B). CpG-B aktivierte
praferentiell B-Zellen (Proliferation, Aufregulation von Aktivierungsmarkern, IL-6-Ausschiittung;
Abb. 14C+D) und induzierte die Ausreifung der plasmazytoiden DC. Entsprechende Versuche mit
CpG-ODN in humanen PBMC liefern identische Ergebnisse: CpG-A aktiviert PDC zur massiven
IFN-a-Produktion, wodurch myeloide Zellen und Effektorzellen sekundér aktiviert werden (Krug,
2001a). Aufgrund der schwachen IFN-a-Induktion in PDC durch CpG-B werden andere
Immunzellen durch CpG-B deutlich schwicher aktiviert als durch CpG-A. CpG-B bewirkt in erster
Linie eine sehr starke Aktivierung der B-Zelle (Krieg, 1995); daneben fordert CpG-B Uberleben
und Ausreifung der PDC (Krug, 2001b).

Bisher hatte niemand Existenz und Funktion der plasmazytoiden DC im Rhesusaffen untersucht.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmals PDC im peripheren Blut von Rhesusaffen
nachgewiesen werden (Abb. 13). Rhesus-PDC exprimieren dieselben Oberflichenantigene wie
humane PDC (lin/HLADR/CD123"). In Rhesusaffen wurde eine dhnliche PDC-Frequenz wie im
Menschen (0,2-0,4% im humanen peripheren Blut (Rothenfusser, 2002)) nachgewiesen.

Das Aktivierungsmuster in Rhesus-PBMC nach CpG-Stimulation weist darauf hin, dass der
Rhesusaffe dieselben CpG-Zielzellen wie der Mensch besitzt: Die hohe IFN-a-Induktion in
Rhesus-PBMC durch CpG-A deutet auf eine selektive Aktivierung der PDC durch diesen CpG-Typ
hin; die starke Aktivierung von Rhesus-B-Zellen durch CpG-B weist darauf hin, dass Rhesus-B-
Zellen CpG-ODN direkt erkennen. Im Gegensatz zum murinen System induziert CpG-Stimulation
in Rhesus-PBMC keine Ausschiittung von IL-12 (eigene Beobachtungen und Kommunikation mit
Arthur Krieg). Daraus kann man schlieBen, dass myeloide Zellen, die hauptséchlichen 1L-12-
Produzenten, im Rhesusaffen nicht direkt durch CpG-ODN stimuliert werden. Das entspricht der
Situation im humanen System, da humane myeloide Zellen ebenfalls kein TLR9 exprimieren und

konsequenterweise nicht direkt durch CpG-ODN aktiviert werden (Krug, 2001b).

SchlieBlich ist die Aktivitdt von CpG-ODN in humanen PBMC und in Rhesus-PBMC nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ zu beurteilen: Werden die CpG-Zielzellen in Rhesusaffen durch
CpG-ODN genauso stark aktiviert wie humane Zellen? Auf den ersten Blick ist die IFN-a- und IL-
6-Auschiittung in Rhesus-PBMC nach CpG-Stimulation jeweils niedriger als in humanen PBMC.
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In Rhesus-PBMC induzierte ODN 2216 durchschnittlich 320pg/ml IFN-a (s.Abb 14A). In
humanen PBMC liegen die IFN-a-Messwerte nach Stimulation mit ODN 2216 mindestens 10-fach
hoher (ca. 5000pg/ml (Hartmann, 2003)). Die Kreuzreaktivitdt des humanen IFN-a-ELISA mit
Rhesus-IFN-a soll laut Hersteller 20% betragen (PBL, New Brunswick, USA). Die Messwerte von
Rhesus-IFN-a nach Stimulation mit CpG-A liegen jedoch noch deutlich unter 20% der
entsprechenden humanen Messwerte. Nach Stimulation mit ODN 2006 wurden in Rhesus-PBMC
durchschnittlich 340pg/ml IL-6 gemessen (s.Abb. 14C). In humanen PBMC induziert ODN 2006
etwa 1000pg/ml IL-6 (Hartmann, 2003). Die Kreuzreaktivitdt des IL-6-ELISA mit Rhesus-1L-6 ist
bisher nicht bestimmt worden. Nach den durchgefiihrten Messungen kann man nicht beurteilen, ob
Rhesus-PBMC auf Stimulation mit humanen CpG-ODN weniger Zytokine produzieren als humane
PBMC oder ob die Messwerte der Rhesus-Zytokine aufgrund einer geringen Kreuzreaktivitit der
humanen ELISA-Antikorper niedriger sind als in humanen PBMC. Diese Frage kann erst dann
geklart werden, wenn speziespezifische Mess-Systeme zur Verfiigung stehen, mit denen Rhesus-

Zytokine exakt quantifiziert werden konnen.

Zusammenfassend ist der Rhesusaffe aus folgenden Griinden ein sehr gutes Modell zur
Untersuchung der Aktivitdt humaner CpG-ODN: (1) Optimal immunstimulatorische humane CpG-
ODN zeigen auch eine sehr starke Aktivitdt im Rhesusaffen. (2) Beide CpG-Typen, CpG-A und -B,
induzieren in Rhesus-PBMC jeweils ein identisches Aktivierungsmuster wie in humanen PBMC.
(3) Anders als in der Maus sind die CpG-Zielzellen im Rhesusaffen dieselben wie im humanen

System.

Adjuvans-Wirkung von CpG-A und CpG-B im Rhesusaffen

Die in vivo-Untersuchung der Adjuvans-Wirkung von CpG-ODN im Rhesusaffen zeigte, dass
sowohl CpG-A als auch CpG-B die Antigen-spezifische humorale Immunantwort auf eine

Hepatitis B-Vakzine verstirken (s. Abb. 15A).

In fritheren Studien ist CpG-B bereits als Adjuvans in Mausen (Chu, 1997; Weiner, 1997; Davis,
1998; Moldoveanu, 1998) und nicht-humanen Primaten (Jones, 1999; Davis, 2000; Hartmann,
2000) eingesetzt worden. In Méausen induzierte die Kombination von CpG-B mit Hepatitis B-
Oberflachenantigen (HBsAg) eine verstirkte humorale und zellvermittelte Immunitét, die nach
einer geringeren Anzahl von Dosen als in der Kontroll-Gruppe erreicht wurde (Davis, 1998). In
Orangutans, die ohne CpG-Zusatz nicht auf eine HBs-Vakzine ansprachen (sog. Non-Responder),
wurde durch Kombination von HBs-Ag mit CpG-B die Hyporesponsivitdt {iberwunden und ein

spezifischer Impfschutz gegen Hepatitis B induziert (Davis, 2000).

Zu Beginn dieser Arbeit waren die Adjuvanseigenschaften der beiden distinkten CpG-Typen A und

B weder in der Maus noch im Primaten miteinander verglichen worden. Der in dieser Studie
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verwendete Impfstoff Engerix-B induziert die Bildung spezifischer Antikorper gegen HBsAg
(Anti-HBs-Antikorper). Ein Anti-HBs-Antikorpertiter von mindestens 10mIU/ml korreliert mit
einem Schutz vor einer HBV-Erkrankung (Hadler, 1986; Davis, 2000). Zur Induktion eines
ausreichenden Impfschutzes werden fiir die meisten Individuen drei hintereinander folgende Dosen
von Engerix B innerhalb von sechs Monaten benétigt. Diese Arbeit zeigt, dass beide CpG-Typen in
Kombination mit Engerix B verabreicht bereits nach einer einmaligen Impfung Serum-Antikérper
im protektiven Titerbereich induzieren. In der Kontrollgruppe (Engerix B w/o CpG ODN) reichte
eine einmalige Impfung nicht aus, um Anti-HBs-Antikorpertiter iiber 10mIU/ml zu induzieren. In
beiden CpG-Gruppen waren die AK-Titer im Vergleich zur Kontroll-Gruppe etwa 10- bis 15-fach
erhoht. Im Gegensatz dazu wurde die Bildung spezifischer T-Zellen durch CpG-ODN in der
vorliegenden Studie nicht gefordert: In einem Proliferationsassay, in dem Rhesus-PBMC der
geimpften Affen mit Hepatitis B-Ag in vitro restimuliert wurden, kam es weder in PBMC der
beiden CpG-Gruppen noch in PBMC der Kontrollgruppe zu einer verstédrkten Proliferation
Hepatitis B-spezifischer T-Zellen (Daten nicht gezeigt; Proliferationsassay durchgefiihrt von R.
Ignatius/P. Renner Viveros, Institut f. Med. Mikrobiologie und Infektionsimmunologie, Charité,
Berlin). Daraus wird ersichtlich, dass das Priming Hepatitis-B-spezifischer T-Zellen durch CpG-
ODN nicht gefoérdert wurde. Nach dem oben diskutierten Prime-Boost-Modell konnte die fehlende
direkte Aktivierung der MDC durch CpG-ODN ein Grund dafiir sein, warum in der vorliegenden
Studie nach CpG-Gabe die T-Zellimmunitét nicht verstirkt wurde. In zukiinftigen Studien konnte
getestet werden, ob die Adjuvans-Kombination CpG-ODN/a-GalCer die Primingféhigkeit der
MDC und die spezifische T-Zell-Antwort synergistisch verstarkt.

In einer kiirzlich von der Arbeitsgruppe um Klinman verdffentlichten Studie verstiarkten beide
CpG-Typen A und B (in seiner Studie mit D=A und K=B benannt) jeweils die spezifische
humorale Immunantwort auf eine Alum-haltige Ovalbumin (OVA)-Vakzine im Rhesusaffen
(Verthelyi, 2002). Dariiber hinaus erhohten beide CpG-Typen in Kombination mit einer Alum-
haltigen, hitzeinaktivierten Leishmania-Vakzine (CpG-A bzw. -B + Alum + HKLV) im Vergleich
zur Kontrolle (Alum + HKLV) die Zahl Leishmania-spezifischer, IFN-y-produzierender T-Zellen.
Bei in vivo-Provokation der geimpften Tiere mit Leishmania-Erregern beobachtete man jedoch nur
bei den Tieren aus der CpG-A-Gruppe (CpG-A + Alum + HKLV) eine starke Reduktion der
charakteristischen Hautldsionen einer Leishmaniose. Im Gegensatz dazu waren die Hautldsionen in
den Tieren der CpG-B-Gruppe (CpG-B + Alum + HKLV) und Kontrollgruppe (Alum + HKLV w/o
CpG ODN) in gleichem MaB vergroflert (Verthelyi, 2002). Die Arbeitsgruppe von Klinman schloss
daraus, dass CpG-A im Primaten aufgrund der hohen IFN-a-Induktion in PDC besser geeignet ist
als CpG-B, um eine Thl-gerichtete Immunantwort zu verstirken. - Das Ergebnis des
Proliferationsassays in der Verthelyi-Studie ist deutlich besser als das in der vorliegenden Hepatitis

B-Studie, in der keiner der beiden CpG-Typen die spezifische zelluldre Immunitét verstarkte.
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Offensichtlich sind Leishmania-Antigene bessere T-Zell-Antigene als Hepatitis B-Ag, d.h. besser

geeignet, um in Kombination mit CpG-ODN eine spezifische T-Zellantwort zu induzieren.

In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie und in der Verthelyi-Studie verstirkte CpG-
A in Rhesusaffen mindestens genauso effektiv die humorale Immunantwort auf eine Vakzine wie
CpG-B. Diese Ergebnisse erscheinen zunichst erstaunlich, da CpG-B in vitro sehr viel stirker B-
Zellen aktiviert als CpG-A, welches priferentiell PDC zur IFN-a-Produktion aktiviert. Aktuelle
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen jedoch, dass CpG-aktivierte PDC die B-Zellaktivierung
iiber zwei Mechanismen steigern konnen, iiber (i) IFN-a-Ausschiittung und (ii) direkten
Zellkontakt mit der B-Zelle (Poeck, 2003 in press). Daraus folgt, dass PDC nach Erkennung von
CpG-A die B-Zellaktivierung und konsequenterweise die humorale Immunantwort sehr effektiv

uber direkte und indirekte Mechanismen verstirken konnen.

Der Adjuvanseffekt von CpG-ODN héngt ganz wesentlich von dem Applikationsweg ab, iiber den
CpG-ODN verabreicht werden. Wie die vorliegende Arbeit und die Verthelyi-Studie zeigen,
verstirken CpG-ODN bei intramuskulérer (i.m.; vorliegende Hepatitis B-Studie) bzw. subkutaner
(s.c.; (Verthelyi, 2002)) Applikation im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe die Immunisierung
gegeniiber einem spezifischen Antigen. Demgegeniiber wurde nach mukosal-tonsilldrer oder nach
intravenoser (i.v.) Gabe einer CpG-basierten Vakzine in Rhesusaffen keine systemische
Immunreaktion erreicht (eigene Daten und Kommunikation mit A. Krieg). Nach Inhalation einer
CpG-basierten Vakzine war nach einer Lavage der Lunge lediglich eine lokale Aktivierung der
Immunzellen durch CpG-ODN nachweisbar, nicht jedoch eine systemische Immunreaktion
(Kommunikation mit A. Krieg). Die Griinde fiir die fehlende CpG-Wirkung bei i.v.- und mukosaler
CpG-Applikation sind bisher nicht genau geklart. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
mit Vollblut und Serum bzw. Plasma geben Hinweise darauf, dass Blutbestandteile die CpG-
Wirkung inhibieren konnen (s. Abb. 16A-D). Moglicherweise werden CpG-ODN im Blut durch
korpereigene Nukleasen rasch abgebaut, bevor sie eine umfassende systemische Immunreaktion
initiieren konnen. Die Stabilitdt der CpG-ODN kann offenbar durch Hitzeinaktivierung der
Blutbestandteile erhoht werden (s. Abb. 16D). Dies deutet darauf hin, dass hitzelabile Enzyme aus
dem Blut, méglicherweise Nukleasen, CpG-ODN rasch inaktivieren. Diese Erkenntnisse haben
moglicherweise wichtige Konsequenzen fiir die Auswahl eines geeigneten Applikationsweges von

CpG-basierten Vakzinen sowie fiir die Entwicklung galenischer CpG-Zubereitungen.

Bisher gab es keinen in vivo-Serumparameter, mit dessen Hilfe die immunstimulatorische Wirkung
von CpG-ODN nach intramuskuldrer CpG-Impfung auf systemischer Ebene iiberpriift werden
konnte. I[FN-o. war im Plasma der CpG-geimpften Affen nicht nachweisbar. Dafiir waren
wahrscheinlich (1) die geringe Kreuzreaktivitit des humanen IFN-a-ELISA und (2) die hemmende

Wirkung von Plasmabestandteilen verantwortlich. Aus in vitro-Experimenten ist bekannt, dass
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CpG-Stimulation die Produktion des Chemokins IP-10 induziert (Krug, 2001b; Blackwell, 2003).
Der Grofiteil von IP-10 wird nicht von PDC selbst produziert, sondern von myeloiden Zellen. Das
von PDC auf CpG-Stimulation produzierte IFN-a regt z.B. Monozyten zur Produktion von IP-10
an (Blackwell, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals demonstriert, dass die
intramuskulidre CpG-Gabe mit einem systemischen Anstieg des Serum-IP-10 korreliert (Abb. 15B).
Dieser Befund ist umso wertvoller, wenn man bedenkt, dass die CpG-Wirkung in Gegenwart von
Blutbestandteilen inhibiert wird und auch die IP-10-Produktion in Vollblut im Vergleich zu
Kulturmedium stark reduziert ist (s. Abb. 16B). Offenbar ist IP-10 ein sehr sensitiver
Messparameter, d.h. bereits geringe CpG-Mengen reichen aus, um gut messbare IP-10-Werte zu
induzieren. Zukiinftig konnte die Bestimmung des Plasma-IP-10 zur Uberpriifung der

immunstimulatorischen Aktivitit therapeutisch eingesetzter CpG-ODN genutzt werden.

4.2.4 Die Rolle der PDC in der antiviralen Immunabwehr und CpG-basierte
Therapieansitze gegen SIV bzw. HIV

Antivirale Wirkung CpG-induzierter l6slicher Faktoren

Das Simian immunodeficiency virus im Rhesusaffen ist derzeit das beste HIV-Modell in einem
nicht-humanen Primaten (Johnson, 1992). Vorbereitend fiir die Entwicklung einer CpG-basierten
Vakzine gegen HIV sollte untersucht werden, ob die beiden CpG-Typen eine direkte antivirale
Wirkung gegeniiber SIV haben und welches der beiden ODN-Typen (A oder B) hierbei potenter
ist. Beide CpG-Typen konnten die SIV-Infektion von CD4" T-Zellen maBgeblich reduzieren (Abb.
17). Kulturiiberstinde von CpG-B schiitzten T-Zellen iiberraschenderweise noch effektiver vor
einer Infektion mit SIV als Uberstéinde des Typ-I-IFN induzierenden ODN 2216 (CpG-A) oder
rekombinantes IFN-a. Folglich tragen neben Typ-I-IFN noch andere CpG-induzierte 16sliche
Faktoren - Zytokine und/oder Chemokine - zu der antiviralen Wirkung von CpG-ODN bei.
Mogliche Mechanismen des in dieser Arbeit beobachteten antiviralen Effekts von CpG-
Kulturiiberstdnden konnten sein: (i) Direkte Hemmung der Virusreplikation (durch Zytokine oder
durch Initiation bestimmter Signalkaskaden); (ii)) Hemmung des Virus-Eintritts in die T-Zelle (z.B.
durch Herunterregulation von Chemokin-Rezeptoren auf der T-Zelle); (iii) Stirkung der
wirtseigenen Abwehrmechanismen (Induktion von Wachstums-/Uberlebensfaktoren bzw.
Zytokinen und Chemokinen in der T-Zelle); (iv) Kompetitive Hemmung des Viruseintritts iiber
Chemokinrezeptoren durch Chemokine (z.B. Rantes, wird von PDC produziert (Fong, 2002) und
bindet an CCRS5).

Die plasmazytoide DC ist die primédre Zielzelle von CpG-DNA im Vertebraten. Da PDC bei viraler

Infektion bzw. CpG-Stimulation hohe Mengen an inflammatorischen und antiviralen Substanzen
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produzieren, kann man annehmen, dass die CpG-induzierten 18slichen Faktoren, die in dem

vorliegenden Modell die Replikation von SIV inhibierten, von der PDC stammen.

Rolle der PDC bei Virusinfektionen

Die PDC wurde erst vor kurzem als ein neuer dendritischer Zelltyp identifiziert, der wahrscheinlich
eine Schliisselrolle in der antiviralen Immunabwehr spielt. PDC sind fiir die Produktion hoher
Mengen der antiviralen Zytokine IFN-o/f bei viraler Infektion verantwortlich (Fitzgerald-
Bocarsly, 1993; Cella, 1999; Siegal, 1999). PDC exprimieren nur ein restringiertes Repertoire an
Toll-like Rezeptoren, darunter TLR9, wodurch sie mikrobielle CpG-Motive erkennen (Krug,
2001b). Bisher ist CpG-DNA das einzig definierte molekulare Muster, das die PDC stimuliert. Eine
aktuelle Veroffentlichung von der Arbeitsgruppe um Ruslan Medzhitov demonstriert, dass Herpes
simplex Virus 2 (HSV-2) iiber die in der viralen DNA enthaltenen CpG-Motive via TLR9 von
murinen PDC erkannt wird (Lund, 2003). Diese Daten weisen darauf hin, dass DNA-Viren
hauptsédchlich durch die Erkennung von CpG-Motiven in der viralen DNA durch PDC detektiert
werden. Synthetische CpG-ODN imitieren in PDC offenbar einen Virusstimulus und induzieren als

Konsequenz maximale Mengen an IFN-a und IFN-f in PDC (Krug, 2001a).

Dysfunktion der PDC bei HIV-Infektion

In der Literatur gibt es Berichte, dass es wéhrend einer HIV-Infektion zu einem progressiven
Verlust der beiden distinkten DC-Typen, MDC und PDC, kommt (Donaghy, 2001; Feldman, 2001;
Soumelis, 2001; Chehimi, 2002; Barron, 2003). PDC von HIV-Patienten produzieren bei Virus-
Stimulation in vitro weniger IFN-o und haben in Mixed Lymphocyte Reactions (MLR) verminderte
T-Zell-stimulatorische Eigenschaften im Vergleich zu PDC gesunder Spender (Feldman, 2001;
Chehimi, 2002; Donaghy, 2003). Bei intrazelluldrer Anfarbung von IFN-a in PDC nach in vitro-
Stimulation mit HSV-1 wurde nachgewiesen, dass PDC von HIV-Patienten auf Einzelzellebene
weniger IFN-a produzieren als PDC gesunder Spender (Feldman, 2001). Demnach basiert die
verminderte I[FN-a-Produktion in HIV-Patienten auf (i) einem Frequenzverlust und (ii) einer
Dysfunktion der PDC. Neben dem CD4 Rezeptor exprimieren PDC auch die Chemokinrezeptoren
CCRS5 und CXCR4, iiber die HIV in eine Zelle eintritt (Barron, 2003). Den neusten Arbeiten
zufolge konnen PDC von HIV infiziert werden (Patterson, 2001; Soumelis, 2002; Donaghy, 2003).
Die Berichte aus der Literatur lassen vermuten, dass HIV-infizierte PDC wegen der verminderten
Fahigkeit, IFN-a zu produzieren sowohl ihre direkten antiviralen Eigenschaften als auch ihre T-
Zell-stimulatorischen Fihigkeiten verlieren. Verschiedene Studien zeigen, dass rekombinantes
IFN-a die Replikation von Retroviren, einschlieBlich HIV und SIV, in vitro (Agy, 1995) und die
Replikation von HIV in vivo (Mildvan, 1996; Lapenta, 1999; Haas, 2000; Emilie, 2001; Hatzakis,
2001) hemmt. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die reduzierte IFN-a-Produktion der PDC von
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AIDS-Patienten mit Krankheitsprogression und der Entwicklung opportunistischer Infektionen

korreliert (Soumelis, 2002; Barron, 2003).

Einsatzméglichkeiten von CpG-ODN bei SIV/HIV

Viren entwickeln vielseitige Mechanismen, um einer antiviralen Immunantwort des Wirtes zu
entkommen. Dabei unterdriicken Viren z.B. die Erkennungsmechanismen oder Signalwege, die zur
IFN-Produktion bzw. zur biologischen Aktivitdt von IFN fithren (z.B. PKR = double-stranded
RNA-activated protein kinase). In HIV-Patienten kommt es zu Frequenz- und Funktionsverlusten
der PDC, was wahrscheinlich zu den gravierenden Immundefekten dieser Patienten beitrdgt. Indem
HIV PDC infiziert und deren Funktion schwécht, inhibiert HIV den Hauptspieler der antiviralen
Immunabwehr. Die Erhaltung bzw. die Verstdrkung der PDC-Funktion durch CpG-ODN konnte
umgekehrt eine Abwehr gegen HIV bewirken. Nach dem bisherigen Erkenntnisstand ergeben sich
folgende Ansatzmdglichkeiten fiir CpG-ODN in der HIV-Therapie:

(1) Direkte antivirale Wirkung: CpG-induzierte 18sliche Faktoren konnten T-Zellen vor einer
Infektion mit SIV schiitzen. Rekombinantes IFN-o hemmt die Replikation von SIV und HIV in
vitro und die Replikation von HIV in vivo. CpG-ODN kénnen daher wahrscheinlich auch die
Infektion der PDC mit SIV/HIV hemmen und somit Frequenz und Funktion der PDC in HIV-
Patienten erhalten. Dadurch wiirde die Produktion von IFN-a und weiterer antiviraler Faktoren in
PDC von HIV-Patienten wiederhergestellt bzw. bewahrt. Die direkte antivirale Wirkung der von
PDC auf CpG-Stimulation produzierten 18slichen Faktoren konnte auch die Replikation von
anderen opportunistischen Viren in HIV-Patienten hemmen (z.B. HHV-8 (Humaner Herpes Virus

8), CMV).

(2) Verbesserung des Impferfolges bei immunsupprimierten Patienten: CpG-ODN koénnen den
Impferfolg einer Vakzine (Responderrate) in immunsupprimierten Patienten verbessern. In einer
von der Firma Coley durchgefiihrten Vakzinierungsstudie wurden 38 HIV-Patienten mit einer
Alum-haltigen Hepatitis B-Vakzine (Engerix B) geimpft. Die Hélfte der Patienten erhielt zusétzlich
zu Engerix B CpG-ODN (CpG 7909). 89% der HIV-Patienten aus der CpG-Gruppe (Eng.B + CpG)
entwickelten protektive anti-HBs-AK-Titer (=10 mIU/ml), dagegen nur 42% der HIV-Patienten aus
der Kontroll-Gruppe (Eng.B w/o CpG). Die Antikorpertiter der HIV-Patienten aus der CpG-
Gruppe waren zudem signifikant hoher als die der Kontrollgruppe (Presseinformation der Fa. Coley

Pharmaceutical Group, USA v. 13.02.2003).

(3) Prophylaktische Vakzine gegen HIV: Um die Ausbreitung von AIDS bekdmpfen zu konnen,
werden effektive Vakzinestrategien gegen HIV gesucht. Inzwischen geht man davon aus, dass nur
eine ausreichend starke zelluldre Immunitit, insbesondere HIV-spezifische CD8" CTL, HIV unter

Kontrolle halten kénnen (Letvin, 2002). Der erste Teil dieser Arbeit untersucht den Mechanismus
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der CpG-induzierten Verstirkung einer Ag-spezifischen T-Zellantwort. CpG-aktivierte PDC
verstidrkten durch 16sliche Faktoren, v.a. Typ-I-IFN, und durch direkten Zellkontakt mit
voraktivierten T-Zellen Ag-unabhingig die spezifische T-Zell-Aktivierung (Boost). Damit leisten
CpG-aktivierte PDC optimale Adjuvanseigenschaften, um eine T-Zellantwort auf ein bestimmtes
Immunogen zu verstirken. Verthelyi et al. zeigten erstmals in einem Primatenmodell, dass CpG-A
in Kombination mit einem starken T-Zell-Antigen die Bildung einer Thl-Immunantwort sehr
effizient verstirken kann (Verthelyi, 2002). Diese Daten stimmen optimistisch, dass eine CpG-
basierte Vakzine gegen SIV bzw. HIV die Entwicklung spezifischer CTL gegen SIV/HIV fordern

konnte.

(4) Therapeutische Vakzinierung gegen HIV: Zusétzlich zu einer prophylaktischen Vakzine kdnnte
man versuchen, eine CpG-basierte therapeutische Vakzine gegen HIV zu entwickeln, um bereits
HIV-infizierte Patienten therapieren zu kdnnen. Fiir den Einsatz von CpG-ODN als Adjuvans bei
einer therapeutischen HIV-Vakzine sprechen (i) die antivirale Aktivitit CpG-induzierter 16slicher
Faktoren gegeniiber SIV sowie (ii) die Aktivierung wichtiger Immunzellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems durch CpG-ODN, insbesondere spezifischer Effektor-T-Zellen. Diese
Eigenschaften einer CpG-basierten therapeutischen HIV-Vakzine konnten bewirken, dass (i)
Uberleben und Funktion der PDC und anderer wichtiger Immunzellen erhalten und (ii) die

Entwicklung einer HIV-spezifischen T-Zell-Immunitét verstarkt werden.

Damit er6ffnen sich vielversprechende immuntherapeutische Ansitze fiir CpG-ODN bei SIV- bzw.

HIV-Infektionen.
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4.3 Zukunft einer CpG- und a-GalCer-basierten Vakzine

CpG-ODN: Verbesserte Adjuvanseigenschaften gegentiber dem Standard Alum

Bis heute ist Alum (Aluminiumhydroxid) weltweit das einzig zugelassene Adjuvans. Beide
distinkten CpG-Typen, A und B, verstirkten in dieser Arbeit die spezifische IgG-Antwort auf eine
Alum-haltige Hepatitis B-Vakzine. CpG-ODN wurden von den Affen in der vorliegenden Studie
und auch in ersten klinischen Studien sehr gut vertragen (Verthelyi, 2002). Die Ergebnisse der
bisher durchgefiihrten Rhesusaffen-Studien (diese Arbeit, Fa. Coley Pharmaceutical Group
(Wellesley, MA, USA), (Verthelyi, 2002)) sind wahrscheinlich auch fiir die Hepatitis B-Impfung
im Menschen von Bedeutung: CpG-ODN koénnten (1) die Anzahl der Impfungen reduzieren, die
notwendig sind, um einen Impfschutz zu erreichen und (2) eine Immunisierung von Non-
Respondern ermoglichen. Ad (1): Die Reduktion der Anzahl an Vakzinierungen hat aus
sozialokonomischen Griinden hohe Bedeutung. Eine Immunisierung der Bevolkerung kdnnte damit
effektiv, kostengiinstiger und so schnell wie moglich durchgefiihrt werden. Ad (2): Bei jungen,
gesunden Erwachsenen liegt der Non-Responder-Anteil nach dreimaliger HBs-Impfung bei <5%
(Davis, 2000). Andere Non-Responder sind immunsupprimierte Patienten. Die kiirzlich von der
Firma Coley durchgefiihrte Vakzinierungsstudie mit HIV-Patienten demonstriert, dass CpG-ODN
in Kombination mit einer Alum-haltigen Hepatitis B-Vakzine die Immunisierung
immunsupprimierter Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Alum-haltige HBs-Vakzine ohne
CpG) ermoglichen bzw. maligeblich verstiarken (Presseinformation der Fa. Coley Pharmaceutical

Group, USA v. 13.02.2003).

Gerade fiir die Entwicklung neuer Vakzine gegen heutzutage schnell kursierende, schwer
behandelbare Epidemien (HIV, SARS (Severe acute respiratory syndrome)) ist die Einfiihrung
eines Adjuvans mit verbesserten T-Zell-stimulatorischen Eigenschaften von groflem Interesse. Bis
vor kurzem gab es nur Hinweise aus murinen Studien, dass CpG-ODN die Entwicklung einer Thl-
Immunantwort inklusive spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten verstarken (Maurer, 2002;
Miconnet, 2002). Wegen der speziesspezifischen Unterschiede in der Wirkung von CpG-ODN in
Maus und Mensch konnte man von den murinen Daten nicht auf die CpG-Wirkung im Primaten
schlieBen. Die Studie von Verthelyi et al. bestétigt erstmals in einem Primatenmodell (Rhesusaffe),
dass CpG-ODN in Kombination mit einem T-Zell-Antigen die Entwicklung einer Th1-gerichteten

Immunantwort verstiarken konnen (Verthelyi, 2002).
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Kombinierter Einsatz von a-GalCer und CpG-ODN in der Immuntherapie

Bisher wurde das NKT-Zell-spezifische Antigen a-GalCer nur in Mausstudien eingesetzt. In der
Maus zeigte der Einsatz von a-GalCer in der Krebstherapie, bei Autoimmunerkrankungen und bei
der Behandlung von Infektionen sehr vielversprechende Ergebnisse (s. 1.6.4 u. 1.6.6). Fiir den
klinischen Einsatz von a.-GalCer erscheint die Kombination mit einem Thl-Adjuvans wie CpG-
ODN aus verschiedenen Griinden sinnvoll: (i) Im Menschen kommen im Vergleich zu der Maus
wesentlich geringere prozentuale Anteile von NKT-Zellen vor (Biron, 2001). Durch Kombination
von a-GalCer mit CpG-ODN konnte man die Antigen-spezifische Aktivierung der NKT-Zellen
verstidrken, so dass trotz der sehr niedrigen NKT-Zell-Frequenz eine effektive Immunantwort
induziert wird; (ii) Studien in der Maus haben gezeigt, dass hohe Dosen an a-GalCer hepatotoxisch
wirken (Osman, 2000). Durch Kombination mit einem Adjuvans, wie CpG-ODN, koénnte die o.-
GalCer-Dosis so gering wie moglich gehalten werden, um die Gefahr toxischer Nebeneffekte zu
minimieren; (iii) als ThO-Zellen konnen NKT-Zellen je nach umgebendem Milieu und Art des
Stimulus in Thl- oder Th2-Richtung differenzieren (Godfrey, 2000). Diese Eigenschaft der NKT-
Zellen eroffnet einerseits sehr breite immuntherapeutische Eingriffsmoglichkeiten, birgt
andererseits jedoch die Gefahr, dass NKT-Zellen nicht immer in die erwiinschte Richtung aktiviert
werden. So gibt es in der Literatur Berichte, dass NKT-Zellen die Entwicklung von
Autoimmungeschehen fordern bzw. eine antitumorale Immunantwort hemmen konnen (Kaneko,
2000; Takeda, 2000; Terabe, 2000). CpG-ODN induzierte in Kombination mit a-GalCer eine
starke Thl-gerichtete Aktivierung der NKT-Zellen. Durch die Kombination von a-GalCer mit
CpG-ODN wiirde eine a-GalCer-basierte Immuntherapie demnach gut steuerbar und konnte eine

effizientere Th1-gerichtete Immunantwort gegen Tumore und intrazelluldre Erreger induzieren.

Aktivierung von dendritischen Zellen mithilfe von Immunadjuvantien

Das effektive Priming von Antigen-spezifischen CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten mithilfe
einer prophylaktischen oder therapeutischen Vakzine ist eine der grolen Herausforderungen in der
immunologischen Forschung. Ag-spezifische CTL konnen korpereigene Zellen - Tumorzellen oder
Zellen, die mit einem Virus oder intrazellulirem Bakterium infiziert sind - eliminieren. Die
Effektivitidt von Adjuvantien, eine spezifische T-Zellantwort zu fordern, hangt wahrscheinlich ganz
wesentlich davon ab, ob diese die Aktivierung und Ausreifung von DC induzieren und somit das
Priming von T-Zellen verstdrken kdnnen. CpG-ODN und a-GalCer sind jeweils effektive Thl-
Adjuvantien, die die Entwicklung Ag-spezifischer CTL beschleunigen (Gonzalez-Aseguinolaza,
2002; Maurer, 2002; Miconnet, 2002). Obwohl sich die Erkennungsmechanismen von a-GalCer
und CpG-DNA im Vertebraten-Immunsystem grundlegend unterscheiden, sind die anschlieenden
Effekte der beiden Immunadjuvantien sehr dhnlich: Beide aktivieren DC, wobei CpG-DNA direkt
iber TLR9 von PDC erkannt wird; a-GalCer stimuliert dagegen primér MDC {iiber zelluldre
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Interaktion zwischen a-GalCer-aktivierten NKT-Zellen und MDC. Nach Stimulation mit CpG-
DNA und a-GalCer fiihrt die DC-Aktivierung im weiteren Verlauf der Immunantwort zu einer
Verstiarkung der spezifischen zelluldren und humoralen Immunitit (Gonzalez-Aseguinolaza, 2002;
Verthelyi, 2002). Diese Arbeit zeigt, dass durch Kombination beider Substanzen in vitro eine Th1-
gerichtete Immunantwort mafgeblich verstéirkt wird und beschreibt die molekularen Mechanismen,
die dem Synergismus beider Adjuvantien zugrunde liegen. Damit bildet diese Arbeit die rationale
Basis fiir den kombinierten Einsatz von CpG-ODN und a-GalCer zur Verstarkung einer Thl-
gerichteten Immunantwort. In in vitro- und in vivo-Modellen muss nun die Effektivitit dieser
Adjuvanskombination iiberpriift und hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Ag-spezifische CTL zu
induzieren, weiter untersucht werden. Nach den Erkenntnissen aus dieser Arbeit er6ffnet die
Adjuvanskombination CpG-ODN/a-GalCer vielversprechende Moglichkeiten fiir die Entwicklung
von prophylaktischen und/oder therapeutischen Vakzine gegen intrazelluldre Erreger - wie Viren

und Bakterien - sowie zur Bekdmpfung von Tumoren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

CpG-haltige DNA wird in Vertebraten von Zellen des angeborenen Immunsystems als molekulares
Muster eines mikrobiellen Erregers erkannt und 16st als Konsequenz eine Immunreaktion aus. In
Vakzinierungsstudien in Maé&usen und Primaten verstirkten synthetische CpG-haltige
Oligonukleotide (CpG-ODN) als Adjuvans die spezifische humorale und zelluldire Immunitat.
Natiirliche Killer T(NKT)-Zellen sind voraktivierte Memory-T-Zellen mit angeborener Spezifitit
fiir das CD1d-restringierte Glykolipid-Antigen a.-Galaktosylceramid (o-GalCer). Ahnlich wie
Natiirliche Killer-Zellen werden NKT-Zellen in der Initialphase einer Immunantwort aktiviert und
induzieren durch Zytokinausschiittung sekundédr die Aktivierung anderer Immunzellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems. In einer murinen Vakzinierungsstudie war berichtet
worden, dass a-GalCer die spezifische zelluldire Immunantwort auf eine Malaria-Vakzine verstérkt.
Vorbereitend fiir die Kombination von CpG-ODN und a-GalCer zur Verstirkung der spezifischen
zelluldren Immunitdt wurde in Teil I dieser Arbeit die Wirkung der gleichzeitigen Gabe beider
Adjuvantien anhand der Aktivierung humaner NKT-Zellen untersucht. Ziel dabei war es auch,
grundlegende Erkenntnisse liber die Mechanismen der Interaktion zwischen plasmazytoiden DC

und T-Zellen zu gewinnen.

Als voraktivierte Memory-T-Zellen wurden NKT-Zellen innerhalb von PBMC bereits ohne
Anwesenheit ihres spezifischen Antigens durch CpG-ODN stimuliert. Kostimulation mit CpG-
ODN plus a-GalCer verstirkte synergistisch die Effektorfunktion von NKT-Zellen und ihre
Differenzierung in Richtung Thl. Der Typ-I-Interferon induzierende ODN-Typ CpG-A aktivierte
NKT-Zellen stirker als CpG-B. Experimente zur Kldrung des Mechanismus, der dem Synergismus
zwischen CpG-ODN und a-GalCer zu Grunde liegt, ergaben, dass plasmazytoide DC, die iiber
Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) CpG-Motive direkt erkennen, die CpG-vermittelte Aktivierung auf
NKT-Zellen iibertragen. Nur myeloide DC konnen NKT-Zellen im peripheren Blut das Glykolipid-
Antigen a-GalCer CD1d-gebunden prisentieren. Folglich ist die CpG-ODN erkennende Zelle
(plasmazytoide DC) nicht mit der a-GalCer présentierenden Zelle (myeloide DC) identisch. Die
CpG-vermittelte Aktivierung von NKT-Zellen war abhingig von Typ-I-Interferon. Die Steigerung
der IFN-y-Produktion in NKT-Zellen durch CpG-Stimulation benétigte jedoch zusétzlich zu Typ-I-
Interferon noch einen weiteren Stimulus von der plasmazytoiden DC, der nicht in Form 16slicher
CpG-induzierter Kulturiiberstinde oder durch eine semipermeable Membran in Transwells
vermittelt werden konnte. Dies macht wahrscheinlich, dass plasmazytoide DC die Aktivierung der
NKT-Zellen iiber Typ-I-Interferon und einen Zellkontakt-abhéngigen Mechanismus Antigen-

unabhéngig steigern.
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Aufgrund der Spezies-spezifischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch hinsichtlich der
TLR9-Expression und der Aktivitit von CpG-ODN koénnen CpG-ODN mit optimal
immunstimulatorischer Aktivitit im Menschen (sog. Aumane CpG-ODN) nicht in einfachen
Tiermodellen (Maus, Ratte) ausgetestet werden. Daher wurde in Teil II dieser Arbeit zunéchst
untersucht, ob die zwei verschiedenen CpG-Typen A und B in vitro auf Rhesusaffen-Immunzellen
vergleichbar immunstimulatorisch wirken wie auf humane Immunzellen. Dariiber hinaus sollte in
einer Vakzinierungsstudie in Rhesusaffen in vivo untersucht werden, ob beide CpG-Typen die
Immunisierung durch eine Hepatitis B-Vakzine verstirken. Vorbereitend fiir die Entwicklung einer
CpG-basierten Vakzine gegen Simian immunodeficiency virus (SIV), einem HIV-Modell im
Rhesusaffen, wurde untersucht, ob die von Rhesus-Immunzellen bei CpG-Stimulation produzierten

16slichen Faktoren T-Zellen in vitro vor einer Infektion mit SIV schiitzen.

CpG-A und -B zeigten jeweils eine starke immunstimulatorische Wirkung auf periphere
Blutlymphozyten von Rhesusaffen. Das in Rhesus-Immunzellen durch CpG-ODN induzierte
Aktivierungsmuster (IFN-a, IL-6, IP-10, CD80, CD86 etc.) entsprach dem im humanen System
und wies darauf hin, dass der Rhesusaffe dieselben CpG-Zielzellen wie der Mensch besitzt (B-
Zelle und plasmazytoide DC). Erstmals wurden in dieser Arbeit plasmazytoide DC im peripheren
Blut von Rhesusaffen nachgewiesen. Frequenz und in vitro-Funktionen von plasmazytoiden
Rhesus-DC entsprachen denen humaner plasmazytoider DC. Trotz unterschiedlicher
immunologischer Eigenschaften verstirkten beide CpG-Typen A und B als Adjuvantien im
Rhesusaffen in vivo die spezifische humorale Immunantwort auf eine Alum-haltige Hepatitis B-
Vakzine. Die systemische Immunstimulation durch CpG-ODN spiegelte sich in vivo in einem
kurzfristigen Anstieg des Plasma-IP-10 (interferon-inducible protein-10) in den CpG-geimpften
Affen wider. Dennoch wurde weder in den CpG-geimpften Affen noch in den Kontrolltieren eine

spezifische T-Zellantwort gegen Hepatitis B-Virus induziert.

Kulturiiberstinde von CpG-stimulierten Rhesus-Immunzellen und rekombinantes IFN-a
inhibierten die Infektion einer CD4" T-Zelllinie mit SIV. CpG-B-Kulturiiberstéinde schiitzten T-
Zellen iiberraschenderweise noch effektiver vor einer Infektion als rekombinantes [FN-o oder
Uberstinde von dem stark Typ-I-Interferon induzierenden CpG-A. Folglich sind in dem
vorliegenden Modell neben IFN-o. vermutlich noch andere CpG-induzierte 16sliche Faktoren

(Zytokine, Chemokine) an der Hemmung der Infektion durch SIV beteiligt.

Teil I dieser Arbeit bildet die rationale Basis fiir den kombinierten Einsatz von CpG-ODN und a-
GalCer zur Verstirkung einer Thl-gerichteten Immunantwort. In in vitro- und in vivo-Modellen
muss nun die Effektivitdt dieser Adjuvanskombination tliberpriift und hinsichtlich ihrer Fahigkeit,
Antigen-spezifische CD8" zytotoxische T-Zellen zu induzieren, weiter untersucht werden. Dariiber

hinaus trigt dieser Teil der Arbeit zu einem neuen Verstindnis der plasmazytoiden DC als
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speziellem DC-Subtyp bei, der innerhalb des Immunsystems die Aktivierung von Memory-T-
Zellen Antigen-unabhéngig regulieren kann. Teil /I dieser Arbeit bestétigt anhand von in vitro- und
in vivo-Untersuchungen, dass der Rhesusaffe ein ideales Primatenmodell fiir préklinische Studien
mit humanen CpG-ODN ist. Im Rahmen einer Vakzinierungsstudie im Rhesusaffen wurde
nachgewiesen, dass CpG-ODN eine spezifische Immunisierung im Primaten mal3geblich verstirken
konnen. Mit dem Nachweis, dass CpG-induzierte 16sliche Faktoren die Infektion von T-Zellen mit
SIV effektiv hemmen, erdffnen sich vielversprechende Perspektiven fiir die Entwicklung einer

CpG-basierten prophylaktischen und/oder therapeutischen Vakzine gegen SIV und HIV.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACAID
ADCC
Ag

AIDS
APC
B7.1/B7.2
B 16
BDC
BDCA-1/-4
C26

CD
cDNA
CFA

CM

CpG
CpG-DNA
CpG-ODN
CTL

DC

DNA
DPZ

ds RNA
EDTA
ELISA
FACS
FCS
FITC
a-GalCer
GMCSF
GPI
HBsAg
HBV
HIV

HLA
HSP

Anterior-chamber-associated immune deviation
Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity
Antigen

Acquired immunodeficiency syndrome

1.) Antigen-prisentierende Zelle; 2.) Allophycocyanin
Kostimulatorische Molekiile (CD80 bzw. CD86)
Murine Melanom-Zelllinie B 16

Blood dendritic cell

Blood dendritic cell antigen-1/ -4

Murine Kolonkarzinom-Zelllinie C 26

Cluster of differentiation

Komplementire DNA

Complete Freund's adjuvant

Conditioned medium = Kulturiiberstinde von aktivierten Zellen
Cytosin-Phosphat-Guanosin

CpG-haltige DNA

CpG-haltige Oligodesoxynukleotide
Zytotoxische CD8" T-Zellen

Dendritische Zelle

Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
Deutsches Primatenzentrum

doppelstrangige RNA
Ethylendiaminotetraessigsdure

Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescence-activated cell sorting

Fetales Kéilberserum

Fluorescein-Isothiocyanat

a-Galaktosylceramid

Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
Glykosylphosphatidylinositol

Hepatitis B-Oberflachenantigen

Hepatitis B-Virus

Human immunodeficiency virus

Human leukocyte antigen

Hitzeschock-Protein
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IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IP-10 Interferon-inducible protein-10
IPC Interferon-a-produzierende Zelle
LAM Lipoarabinomannan

LPS Lipopolysaccharid

mAb Monoklonaler Antikdrper
MACS Magnetic activated cell sorting
MALP-2 Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2kDa
MDC Myeloide dendritische Zelle
MFI Mittlere Fluoreszenzintensitit

MHC-I/ MHC-Il  Major histocompatibility complex I/ Il

MIP-1 Macrophage inflammatory protein-1
NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NKT-Zellen Natiirliche Killer T-Zellen
NOD-Miuse Nonobese diabetic-Mause

ODN Oligodesoxynukleotide

PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PBS Phosphate buffered saline

PDC Plasmazytoide dendritische Zelle

PE Phycoerythrin

PerCP Peridin-Chlorophyll-Protein

Poly-G Poly-Guanosin

PRR Pattern recognition receptor

SARS Severe acute respiratory syndrome
SEM Standard error of mean

SIV Simian immunodeficiency virus

TCR T-Zell-Rezeptor

TDT Terminale Desoxynukleotid-Transferase
TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor
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