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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 CpG-Oligonukleotide

1.1.1 CpG-Oligonukleotide als Gefahrensignal flir das Immusystem

Die Proteinsynthese der Zellen basiert auf derdbhisselung des zellularen Genoms,
kodiert in der Desoxyribonukleinsdure (DNA). Langeit wurde die DNA nur als ein
solcher Informationsspeicher angesehen bis im I8¢ Tokunaga entdeckte, dass ihr
auch eine immunstimulierende Wirkung zukommt [Tohkga, 1984]. Diesem Befund
ging die Entdeckung von Coley im Jahre 1891 vordass sich ein Sarkom nach einer
bakteriellen Infektion im Bereich des Tumors zutiitdet [Coley, 1991]. Er generierte
bakterielle Lysate aus Streptokokkus und Serratchhegann diese Lysate in die Nahe
von Tumoren zu injizieren. Bei einem Teil der Paies beobachtete er auch hier eine
Ruckbildung des Tumors. Erst ein knappes Jahrhurggeiter trennte Tokunaga die
verschiedenen Fraktionen eines bakteriellen Ly§@€% = Bacillus Calmette-Guerin)
auf und stellte fest, dass bakterielle DNA fur di@mmunmodulierenden Effekte ver-
antwortlich ist. 1992 wies Yamamoto Unterschiedkté@eller DNA zu der von Ver-
tebraten nach, die die immunstimulatorische Aldivinicht erbrachte [Yamamoto,
1992].

Arthur Krieg konnte 1995 die immunstimulatorisché&kting bakterieller DNA zurlck-
fuhren auf ein zentrales Cytidin-Guanosin-Dinukigotlas in einen bestimmten Basen-
kontext eingebettet ist (CpG-Motiv, p steht flureeiRhosphat-BindundKrieg, 1995].
Ein solches CpG-Motiv besteht mindestens aus ekmge von 6 Basen (z.B.
5...GACGTT...3"). Es war bereits bekannt, dass in ebraler DNA die statistische
Verteilung zwei aufeinanderfolgender Basen von 1@&dir das Motif C-G nicht zutraf,
sondern diese Basenfolge nur mit einer Haufigkeit & zu 60 zu finden ist. Hinzu
kommt, dass bakterielle DNA am Cytidin nicht metéstl ist. Die DNA von Vertebra-
ten hingegen ist am Cytidin meist methyliert. Di&efunde lassen darauf schliel3en,
dass bakterielle DNA durch das Vorhandensein vanaihylierten CpG-Motiven vom
vertebralen Immunsystem als ein Gefahrensignalnetkeverden kann. In den letzten
Jahren ist es gelungen, synthetische Oligodeoxgotikle (ODN) mit CpG-Motiven
herzustellen, die die gleiche immunstimulatoristiiekung wie bakterielle DNA ha-
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1 EINLEITUNG

ben. Die Hypothese, dass das CpG-Motif fur die imstimulatorische Wirkung ver-

antwortlich ist, konnte nun auch mit nicht-verunigier DNA belegt werden.

Um synthetische Oligonukleotide in klinischen Sardeinsetzen zu kbnnen, musste ein
Weg gefunden werden, den raschen Abbau durch Negdezu verhindern. Dies gelang
Uber eine Phosphorothioat-Modifikation des DNA-Gesi Ein nicht an der Bindung
beteiligtes Sauerstoffatom der Phosphatgruppe wduileh ein Schwefelatom ersetzt.
Dies verbesserte die Stabilitdt der Oligonukleotidd fligte ihnen dartiber hinaus eine

eigene immunstimulatorische Komponente hinzu [KriE206].

1.1.2 Modulation des Immunsystems durch verschiedenartig€pG-Klassen

Durch Modifikation der die CpG-Dinukleotide flankenden Basen lassen sich
CpG-ODN mit unterschiedlicher Wirkung erstellensiiBr sind drei Typen von ODN

bekannt, die sich hinsichtlich der Wirkung auf itielzellen unterscheiden.

1. CpG-Typ A-ODN ist charakterisiert durch poly-GuameEnden und eine Pa-
lindromsequenz (spiegelbildliche Sequenz um eirtrakas CpG-Dinukleotid), die
weitere CpG-Dinukleotide enthalt. Es wird vermutdgss durch gegenseitige
Anlagerung der ODN uber ihre poly-G-Enden und Rmbmsequenzen partiku-
lare Strukturen entstehen [Hartmann, 2000; Kerkma@@5]. Dadurch werden sie
von ihrer Zielzelle, der plasmazytoiden dendritetizelle (PDC), als virusartig
erkannt. Dieses ODN zeichnet sich durch seine Kkahigus, eine sehr hohe In-
terferone-Produktion in PDCs zu induzieren und somit eineuSinfektion zu
imiteren. Dem folgt eine Aktivierung und InterfergsProduktion (IFNy) von
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) ungd T-Zellen. Im humanen System ist
CpG-ODN 2216 am wirksamsten, im murinen System eswsich CpG-ODN
1585 hinsichtlich der Aktivierung von NK-Zellen alsrksamer.

2. CpG-Typ B-ODN bewirkt eine Aktivierung und Ausreify der PDCs, ist aber
nicht befahigt, hohe Dosen an IFNzu induzieren. Die Zielzelle fur CpG-Typ B-
ODN st die B-Zelle, die dadurch zur Proliferationd Sekretion hoher Mengen
an Interleukin-10 (IL-10) und IL-6 angeregt wirderRer wird vermehrt IL-12

synthetisiert, wodurch eine bakterielle Infektiomtiert wird. Wie auch bei PDCs
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1 EINLEITUNG

werden auf B-Zellen Aktivierungsmarker wie CD80 u@®86 verstarkt expri-
miert. AuRerdem wird nach CpG-B-Zugabe ein verliege Uberleben der
B-Zellen in Kultur beobachtet. Besonders wirksant i1 Menschen das
CpG-ODN 2006, in der Maus das CpG-ODN 1826 [Ba2@d1].

3. CpG-Typ C-ODN zeichnen sich durch vereinigte Eighasten von CpG-Typ A-
und Typ B-ODN aus [Hartmann, 2003b]. Sie besitzen, ECGTCG’-Motiv am
5-Ende und eine zentrale Palindrom-Sequenz wie -CpA-ODN. Dadurch
werden sowohl B-Zellen aktiviert, als auch PDCs IEN-a-Produktion angereqgt.

Bislang fehlen Belege fur die Wirksamkeit im murnngystem.

1.1.1 CpG-ODN wird von einemToll-like-Rezeptor erkannt

Das Immunsystem lasst sich in zwei Komponentenrtailien. Das angeborene Immun-
system bietet eine unspezifische Abwehr gegenibendorganismen. Ihm unterglie-
dert sind Abwehrzellen wie Monozyten, Makrophaged DNK-Zellen sowie zellunab-
hangige Faktoren wie das Komplementsystem. Die [zorgae Immunantwort erfolgt
bei Kontakt mit Fremdantigen sehr schnell und Viasst die beteiligten Zellen, Anti-
gen zu phagozytieren, Entziindungsmediatoren ausiiten und das Antigen zu pra-
sentieren. Die beiden letzten Mechanismen dienen,ddas erworbene Immunsystem

bei seiner antigenspezifischen Immunantwort zurstiiezen.

Erworbene Immunitat ist die zweite Komponente damdmnen Immunsystems. |hm
sind hauptséchlich B- und T-Lymphozyten untergliedBurch somatische Rekombi-
nation und zufallige Mutationen exprimiert jedesie Zellen einen strukturell einzigar-
tigen Rezeptor, der spezifisch fur die ErkennungeseAntigens ist. Die Vielfalt dieser
antigenerkennenden Rezeptoren im menschlichen Kd@pso grol3, dass fir nahezu
jedes Antigen ein erkennender Lymphozyt existigei. Kontakt mit ,seinem* Antigen
beginnt der Lymphozyt zu proliferieren und fuhrtalz&hin seine spezifische Effektor-
funktion aus. Es entsteht eine Vielzahl von Klordie,das Antigen spezifisch erkennen
und bekampfen kénnen. Da die Entwicklung dieser iimamtwort jedoch bis zu funf
Tage dauern kann, ist das Einspringen des angefotermunsystems wéahrend dieser
Periode unerlasslich.
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Das entwicklungsgeschichtlich wesentlich altereednagene Immunsystem bedient sich
bei der Erkennung von Pathogenen sogenamatern recognition receptorPRR).
Diese sind keimbahnkodierte Rezeptoren, die denelfdraben, dass sie genetisch an
die nachfolgende Generation weitergegeben werdgR. étkennen pathogenassoziierte
molekulare Musterpathogen-associated molecular patte(fRAMPS)), die im Wirts-
organismus nicht vorkommen. Eine Klasse dieser FdRRI Toll-like-Rezeptoren
(TLRs). Dem Toll-Protein wurde urspriinglich einellBon der Abwehr von Infektio-
nen in der Drosophila-Fliege zugeschrieben. Beilysen des menschlichen Genoms
wurde ein homologer Rezeptor gefunden, der mit TbR4eichnet wurde. Bald darauf
wurden weitere TLRs gefunden wie der TLR2, der Rexefir Peptidoglykan, TLR4,
der Rezeptor fur Lipopolysaccharide (LPS) und deR9, der Rezeptor fir bakterielle
DNA und CpG-ODN. Gabe von CpG-ODN ldste in TLROideinten Mausen keine
inflammatorische Reaktion aus. Ebenso blieb begreioxischen Dosis von CpG-ODN

bei diesen Mausen ein Effekt aus.

Im humanen System ist TLR9 bisher nur auf PDCsRuZetllen nachgewiesen worden.
Im murinen System befindet sich TLR9 jedoch zuséizhuch auf Monozyten und
Makrophagen. Die Unterschiede in der Aktivierbarkdgr Zellen in beiden Systemen
miissen berticksichtigt werden bei der EvaluierungUteertragbarkeit vom murinen

auf das humane System.

1.2 Dendritische Zellen

1.2.1 Myeloide dendritische Zellen

Myeloide dendritische Zellen (MDC) sind aus Knocmamk stammende Leukozyten,
die darauf spezialisiert sind, Antigen aufzunehnzenprozessieren und den T-Zellen zu
prasentieren. Im unreifen Stadium fungieren sig@aripheren Gewebe als Wachter des
Immunsystems, indem sie standig Antigen aus derdlnngg aufnehmen. Kontakt mit
mikrobiellen Produkten oder Gewebeschaden verandassur Migration in den drai-
nierenden Lymphknoten. Auf der Oberflache der Dd&n(@ritischen Zellen) werden die
antigenen Produkte nach Prozessierung in Peptideajor histocompatibility complex

(MHC) Molekilen prasentiert. Durch gleichzeitige ¢hoegulierung von kostimulatori-
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1 EINLEITUNG

schen Molekulen wird eine effektive Interaktion miiZellen ermdglicht. Die nun rei-
fen DCs sind befahigt, im Lymphknoten eine Immumamt durch T-Zellen zu induzie-

ren, die das Oberflachenantigen spezifisch erkennen

Jedoch sind DCs auch befahigt, Immuntoleranz zuzeiden. Hierbei muss zentrale
von peripherer Toleranz unterschieden werden. DCFhymus Uberprifen dort gebil-
dete T-Zellen auf ihre Spezifitat zur Antigenerkeng und leiten bei T-Zellen, die po-
tenziell korpereigenes Antigen erkennen, die Apsptein. DCs des Thymus unter-
scheiden sich von DCs der Peripherie. Sie werdervaulauferzellen des Thymus ge-
bildet und reifen und sterben im Thymus. Aul3erdstnhire Fahigkeit zur Migration
eingeschréankt, da ihre Aufgabe weniger die SuclieAufnahme von Fremdantigen ist,
sondern die Prasentation von Eigenantigen. Doch &8s der Peripherie missen be-
fahigt sein, Toleranz zu induzieren, da jede Aumahvon Fremdantigen gleichzeitig
mit der Aufnahme grol3er Mengen an Eigenantigenezgéht. Ob eine DC Toleranz
oder Immunitat induziert, hangt von ihrem Aktiviaggrad ab [Steinman, 2003]. Voll-
standig aktivierte DCs beenden die Antigenaufnalume spezialisieren sich auf die
Prasentation des Antigens. Deshalb exprimierenhsiee Mengen an MHC-II und
kostimulatorischen Molekulen, auf denen die Pepgjdbunden sind. Toleranzinduzie-
rende DCs sind ebenfalls reife, aber inaktive Disgscent DE Sie sind fahig, Anti-

gen aufzunehmen und exprimieren nur geringe MeagevHC-II.

Antigenprasentierende Zellen (APC) prasentierentgedich exogenes antigenes Pep-
tid auf MHC-II Molekllen, wohingegen endogenes geti (Eigenkomponenten oder
Virusmaterial) auf MHC-1 Molekiilen prasentiert wirdber einen bisher unbekannen
Mechanismus kénnen DCs diese Eigenschaften tegwaisgehen. Durch Kreuz-Pré-
sentation kann somit exogenes Antigen auf MHC-I ékdlen prasentiert werden
[Kurts, 2001; Belz, 2002]. Damit kann beispielsweeigine antivirale, zytotoxische
T-Zell-Antwort induziert werden, ohne dass die ABIbst vom Virus infiziert ist. Au-
Rerdem kann Toleranz hergestellt werden Uber fremAsigen, das auf MHC-1l Mole-
kulen prasentiert wird. Wahrscheinlich sind Fehkionen im zuletzt genannten Me-

chanismus fir die Entstehung von Allergien veramtirad.

Gefahrensignaledénger signals bezeichnen die immunstimulierenden Signale, die

ausgehen von Gewebeschaden und mikrobiellen StwwialiCpG-ODN, doppelstran-
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1 EINLEITUNG

gige virale Ribonukleinsdure (RNA), LPS oder Hi&ehock-Proteine. DCs kénnen
eine Vielzahl dieser Signale mittels PRR erkender3erdem sind sie in der Lage, zwi-
schen Gewebeschaden, der durch den normalen Pdme&poptose ausgeldst worden
ist, und Nekrose zu unterscheiden. In beiden Falled Antigen der toten Zellen auf-
genommen und prozessiert, aber nur Antigen ausotisinem Material aktiviert die
DCs. Durch oben beschriebene Funktionen bilden 8@s Schnittstelle zwischen an-
geborenem Immunsystem (Antigenerkennung mitteleiigmsh konservierter PRR) und
erworbenem Immunsystem (Prasentation von MHC-llugelenem Antigen und Er-
kennung durch T-Zell-Rezeptoren).

Abhangig von der Art des Antigens kdnnen DCs eirdelfer-Zell 1 (Ty1) oder eine
Tu2-Antwort induzieren. Durch verschiedene Zytokine W.-12p70 oder IL-4 kdnnen
CD4 T-Zellen zur Produktion weiterer Zytokine veemst werden. J1-Zellen produ-
zieren grofRe Mengen an IFNdNd unterstiitzen eine Makrophagen-vermittelte mimu
antwort, wahrend g2 Zellen charakteristischerweise IL-4, IL-5 und 1D-produzieren

und die Funktion von eosinophilen Granulozyten Mastzellen unterstitzen.

1.2.2 Plasmazytoide dendritische Zellen

PDCs sind charakterisiert durch Produktion grol3entyen an Typ I-Interferon (IFMN-
und IFN{). Typ I-Interferone sind bekannt fir ihre immunmédorischen, antitumo-
ralen und zellwachstumshemmenden Eigenschaftenit&mmd PDCs wichtige Mit-
spieler in der Abwehr von Virusinfektionen und aretePathogene. Nach Antigenauf-
nahme migrieren PDCs in den drainierenden Lymphdmaond sezernieren IFd-Da-
durch werden unreife T-Zellen dazu veranlasst, etannlL-12-Rezeptoren zu expri-
mieren. Dies bewirkt eine Sensitivierung fur IL-Ti3s von MDCs und PDCs gebildet
wird [Hochrein, 2001; Krug, 2001; Dalod, 2002]. héhigkeit von PDCs zur Stimula-
tion allogener T-Zellen ist geringer als bei MD@ognstra, 2003], sie kdnnen aber
durch Aktivierung mit CpG-ODN, CD40-Ligand und GMSE (granulocyte-macro-
phage colony stimulating factor T-Zell-stimulierendes Potential entfalten [Bsnd,
2002]. Auf diesen Reiz hin kénnen sie eing2dmmunantwort induzieren [Eb-
ner, 2002].
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1.3 Therapie von kolorektalen Karzinomen

1.3.1 Bisher verwendete Therapieansatze

Das kolorektale Karzinom gehdrt zu den haufigstalignen Krebserkrankungen in
Deutschland und ist die zweithaufigste Krebstodsmthre in Deutschland. In den
meisten Fallen erfolgt die Diagnose erst sehr $prénéres Ziel der Therapie bei kolo-
rektalen Karzinomen ist die moglichst vollstandigperative Entfernung. Abhangig
vom Tumorstadium und der operativen Technik entelitlsich aber in 10 bis 30 % der
Falle lokoregionale Tumorrezidive. In den meistéfién ist postoperativ eine Chemo-
therapie indiziert. Der Wirkstoff 5-Fluorouracil-@J) - als Monotherapeutikum oder
spater in Kombination mit Folinsaure (5-FU/FA) ldeite Gber 30 Jahre lang den Stan-
dard in der Darmkrebstherapie. Erst in den letd@men wurden neue Therapiemdg-
lichkeiten mit einer Reihe neuer, hochwirksamer stazen geschaffen. So werden
jetzt die Wirkstoffe Oxaliplatin und Capecitabine der Darmkrebsbehandlung einge-
setzt. Gute Erfolge werden auch mit Irinotecanieinte In Kombination mit 5-FU ein-
gesetzt, werden mit den neuen Medikamenten deugsteigerte Ansprech- und Tu-
morrickbildungsraten beobachtet [Cunningham, 20@d[Rerdem verlangerten sich die
Uberlebensraten auch in fortgeschrittenen Erkraggstadien bei verbesserter Lebens-
qualitat. Doch trotz der Fortschritte, die im Bereder Chemotherapie des kolorektalen
Karzinoms gemacht worden sind, ist eine kurativerapie von bereits metastasierten
Tumoren (UICC Stadium IV) nicht mdglich. Die 5-Jasiiberlebensrate bei Kolonkar-
zinomen liegt fur dieses Stadium nur bei 5 %, fiér Stadien | bis 11l zwischen 80 und
45 %.

Allerdings wurden auch Falle von spontaner Tumagsgjon beschrieben. Das Im-
munsystem ist also maf3geblich an der Tumorabwehbilige wird aber oft von diesem
in eine Anergie versetzt. Neue Immuntherapiemodsiid zur Zeit in klinischer Erpro-
bung. Ein Beispiel ist Bevacizumab [Salesi, 20@3r monoklonale Antikorper, der
sich gegen den von Tumoren gebildeten vaskulareoteelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) richtet, hemmt die Angiogenese und damit damorwachstum sowie eine
Metastasierung. In Kombination mit intravenos applitem 5-Fluorouracil/Folinséaure
oder 5-FU/FS/Irinotecan hat es sich als hochwirksamledikament zur Erstbehand-

lung des metastasierten kolorektalen Karzinomsesmvi. Hierdurch kann die Uberle-
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benszeit um durchschnittlich finf Monate verlangeetrden. Eine weitere Moglichkeit
bietet die Blockade der Uber den EGF-Rezeptor wit@n Wachstumssignale. Dies ist
durch Bindung eines spezifischen Antikérpers wi¢uienab, der an die extrazellulare
Doméane des EGF-Rezeptors bindet, moglich [Cunnimgt2004]. Ebenfalls als wirk-
sam erwies sich Gefitinib, das die intrazellulayeoBinkinasedomane selektiv inhibiert
[Ogino, 2005].

Ein weiterer Ansatz ist die aktive spezifische Inmisterung mit autologen Tumorzel-
len. Hierbei wird angenommen, dass in gesundem Gewestimmte Antigene nicht
oder, im Vergleich zum Tumorgewebe, weniger statrieniert werden. Bei dieser
Therapie wird versucht, die Immunantwort gegen t@assoziiertes Antigen mit Adju-
vantien wie BCG zu stimulieren. Es wurde aus ema@domisierten Studie berichtet,
dass mit einer autologen Tumorzellvakzine postdper@ine signifikante klinische
Verbesserung fur Patienten mit Kolonkarzinomen ad&im Il erzielt werden konnte
[Hanna, 2001]. Dagegen zeigten Untersuchungen \amiddet al. an 412 Patienten mit
Kolonkarzinom (297 in Stadium I, 115 in Stadiun,lidass Injektionen mit autologen
Tumorzellen in Kombination mit BCG, beginnend i gerten Woche nach Tumorre-
sektion und dreimal wochentlich injiziert, keinegmifikante Verbesserung der
5-Jahrestberlebensrate mit sich brachten [Har@9O0R In diesen Untersuchungen
konnte nur ein langeres tumorfreies Intervall ndeln Tumorresektion nachgewiesen

werden.

1.3.2 Einsatz von Cyclooxygenase-2-Inhibitoren

Ursprunglich wurden nicht-steroidale AntirheumatikdSAR) zur Behandlung von
Schmerzen und Entziindungen in der Rheumatologges@tzt. NSAR wirken durch
Hemmung einer Cyclooxygenase, von der bis in dibeén 90er Jahre nur eine Isoform
bekannt war. Allerdings liel3 sich damals nicht &rlh, warum manche dieser Medi-
kamente starkere Nebenwirkungen mit sich brachterardere. Erst nach der Entde-
ckung eines zweiten Isoenzyms, das somit Cycloamxgge-2 (COX-2) genannt wurde,
konnten die unterschiedlichen Auswirkungen erkiagerden. Die COX-1 bewirkt die
physiologische Synthese von Prostaglandinen (P@s)allem in Magen, Niere und
Thrombozyten und wird konstitutiv exprimiert (Abb. Daher greifen Medikamente,

die dieses Enzym inhibieren, in die Schleimprodukides Magens und in die Gerin-
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nung ein. Die physiologische Expression von COX2niur auf wenige Gewebe wie
Magen-Darm-Trakt, Gehirn, Rickenmark, Niere undohtivozyten beschrankt. Infolge
von Entzindungsreizen, Schmerzreaktionen oder endéewebeschadigungen kann
die Expression von COX-2 innerhalb von wenigen 8&mbis auf das Hundertfache
ansteigen und produziert Prostaglandine im Rahnwen Bntziindungsreaktionen [Fu,
1990; Gierse, 1996]. Verantwortlich fur diesen Aewgtsind unter anderem proinflam-
matorische Zytokine wie TNE; IL-1, IL-6 und IL-8. Mit der Produktion neuer litdi-

toren, die spezifisch die COX-2 hemmen, ist es mbgdie inflammatorisch hervorge-
rufene Prostaglandinproduktion zu unterbinden uine physiologische Prostaglan-

dinproduktion in Magen und Thrombozyten unbeeirsiusi lassen.

Phospholipid

l PhospholipaseA
Arachidonséure

l Cyclooxygenase
Prostaglandin &

l Peroxidase

Prostaglandin K

Malondialdehyd // \\ Thromboxan,A
PGD;

PG

PGE PGk,

Abb. 1: Biosynthese von ProstaglandineArachidonsaure wird aus Phospholipiden
durch die Phospholipase,Abgespalten. COX-1 und COX-2 haben eine Cycloexyge
nase- und Peroxidase-Aktivitat. Uber zwei Reaksohstte wird PGH gebildet, das
durch spezifische Isomerasen in zahlreiche Eikas@nemgewandelt werden kann. Als

eines der Wichtigsten gilt das Prostaglandi{ftach Howe et al [Howe, 2001]).
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Bereits in vielen Studien konnte der Effekt von NS/ der Tumorpréavention und
-entstehung demonstriert werden. Ursachlich higdtivor allem eine Uberexpression
von COX-2 im Tumorgewebe - bei kolorektalen Karzomem sogar in tber 80 % der
Falle [Eberhart, 1994; Sano, 1995]. So zeigtenreaitile epidemiologische Studien,
dass regelmaRige Einnahme von NSAR die Mortaldaégsivon Kolonkarzinomen
senkte [Thun, 1991; Giovannucci, 1994]. Weiteredf& belegten, dass NSAR effektiv
die Rickbildung bereits bestehender Polypen beFderiliaren Adenomatdsen Polipo-
sis Coli (FAP) induzieren [Giardiello, 1993]. Auche Spiegel von PGHEn karzino-
mattsem Kolongewebe sind signifikant erhoht im VW&ol zu normalem Darmgewebe
[Bennett, 1977; Rigas, 1993]. Haufig korrelieremdte COX-2-Expression und er-
hohte PGESpiegel im Gewebe mit TumorgroRe, erhéhter p53resgion, verstarkter
Invasivitat, erhdhtem metastatischem Potential @lamorzellen sowie mit einer
schlechteren klinischen Prognose [Fujita, 1998;nCR801a]. Die COX-2-spezifischen
Effekte sind in Tabelle 1 dargestellt.

Es wird angenommen, dass es Tumoren unter anderath die Produktion von PGE
ermaoglicht wird, sich suffizient vor dem Immunsysteu schutzen, da PGEine im-
munsupprimierende Wirkung vor allem auf APCs au$ivdts wurde gezeigt, dass eine
physiologische PGEKonzentration ausreicht, damit Darmpolypen miteenDurch-
messer bis zu 1 mm heranwachsen kdnnen. Fir Polyteeinem Durchmesser von
mehr als 1 mm sind allerdings erhohte B®&rte und damit eine Uberexpression von
COX-2 notwendig [Takeda, 2003]. Manche Effekte &wlproliferation, verminderte
Apoptosefahigkeit, Stimulierung der AngioneogengseéfReres invasives Zellwachstum
und vermehrte Produktion von Mutagenen sind hingeder direkten Wirkung der
COX-2 zuzuschreiben. Zellen mussen sich an eine @@kerexpression adaptieren,
da eine erhdhte Konzentration von COX-2 den Zellrylstoppt [Trifan, 1999]. Ver-
mutlich kénnen sich Zellen durch eine genetischerdnderung (p53-Mutation,
HER-2/neu-Expression) an diese Anforderungen aepasSomit unterliegen sie den
mutagenen Eigenschaften der COX-2. COX-2-Inhibiioadlein bewirken keine Tu-
morheilung, kénnen aber die Wirkungen antitumoraksamer Substanzen wie Zyto-

statika, CpG-ODN usw. verstéarken.
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Tabelle 1: Direkte und indirekte durch COX-2 verreatte Effekte

System Wirkung
Zellproliferation - Durch PGEund PGFE proliferativer Effekt auf Endo- und Epithel-
zellen

- Indirekte Wirkung durch die Steigerung der Traniggion von
Aromatasen- Ostrogen als anaboles Hormon wird vermehrt gebil-
det

Apoptose - Verminderung der Apoptose
- Senkung der Konzentration von Arachidonsauréplgptosein-
duktor

- Verzogerung des Zellzyklus

Angiogenese - Steigerung der Produktion von VEGF, bFGF, TGRDGF, En-
dothelin-1- proangiogenic factors
- Thromboxan A (TXA,) vermittelt die Wanderung von mikro-

vaskularen, endothelialen Zellen

Invasivitéat - Zusammenhang zwischen Invasivitat bzw. AnzahiMetastasen
und der Prostaglandinproduktion/COX-2-Expressiai fenignen
Tumoren kein COX-2 nachweisbar)

- Steigerung von Enzymen, die die Basalmembraretzass kbnnen

Immunsystem (durch | - Antiproliferativer Effekt auf B- und T-Zellen

PGE vermittelt) - Hemmung der Synthese von z. B. IL-12, TNFE-Steigerung von
IL-10

- Verringerung der zytotoxischen Aktivitat von Nkelten

- Hemmung der Antigenprozessierung von DCs, Toleratstehung

Mutagenitat - Durch PGR Hemmung der zellularen Differenzierung (P&&nn
direkt im Kern die Gentranskription modulieren)
- Malondialdehyd (MDA) als Substrat des P&kt ein potentes

Mutagen
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1.4  Fragestellung

1.4.1 Untersuchung der tumorinfiltrierenden Leukozyten

In der vorliegenden Arbeit soll zunachst unterswebiden, ob PDCs und MDCs in das
Tumorgewebe einwandern, und ob sich die Gabe vaa-GpPN in die lokale Umge-
bung des Tumors auf die Anzahl der DCs auswirkizdrhergehenden Studien konnte
gezeigt werden, dass die peritumorale Gabe von Op®&-eine wirkungsvolle Immun-
antwort auszulésen vermochte [Heckelsmiller, 2002Idine Depletion von
CD8 T-Zellen konnte den gegen den Tumor gerichtEféekt riickgangig machen. Da-
her kann von einer Beteiligung von zytotoxische#éllen an der Immunantwort aus-
gegangen werden. Da ferner anzunehmen ist, dasg-dedlen nach Stimulation mit
Antigen von DCsgeprimedwerden, soll aul3erdem die Anzahl von CD4 und CDS8
T-Zellen im Tumor vor und nach peritumoraler Applilon von CpG-ODN untersucht

werden.

1.4.2 Untersuchung der Immunzellenin vitro

Zunachst wird die Wirkung der verwendeten CpG-Qligideotide auf murine PDCs im
Hinblick auf die IFNe-Produktion untersucht. Die in den Tumor eingewaiahePDCs
kénnen ohne zusatzliche Stimulation mit CpG-ODNkeausreichende Immunantwort
induzieren. Eine Erklarung hierflr sind vom Tumeezernierte Mediatoren, die hem-
mend auf Immunzellen wirken. Um diesen humoralenflé&ss zu simulieren, wurden
die Effekte von Tumoruberstand auf murine PDCs uedkozyten aus der Milz hin-
sichtlich der Sekretion von IFM-1L-12p70 und IL-10 untersucht. Unter der Annahme,
dass PGEder wichtigste immunsupprimierende Mediator im Tuiberstand ist, wird
anschlieBend die Zugabe von BPGHE den Immunzellen mit der Wirkung des Tumor-
uberstands verglichen. Ein weiteres Ziel ist es, idlimunsuppressiven Eigenschaften
des Tumoriberstands durch Kultivierung der Tumdereimit einem COX-2-spezifi-
schen Inhibitor zu vermindern, der die ProduktiamnWwGE wirksam zu inhibieren

vermag.

-12-



1 EINLEITUNG

1.4.3 Therapie mit CpG-ODN und einem COX-2-Inhibitor im murinen

Kolonkarzinommodell

Nach den Ergebnissen vitro wird im Folgenden in einem murinen Tumormodell die
peritumorale Gabe von CpG-Oligonukleotiden mit ein€OX-2-Inhibitor kombiniert,
um die antitumoralen Eigenschaften des CpG-ODNeweiti verbessern. Hiermit wer-
den die vorhem vitro gemachten Erkenntnisse, dass COX-2-InhibitorerPdieluktion

von immunsuppressivem PGHhibieren kbnnen, im murinen System umgesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Mause und Haltungsbedingungen

Fir die Versuche wurden weibliche Balb/c Mauseeg eireit verbreitete Inzuchtlinie,
die eine ausgepragte;Z-Antwort zeigt, verwendet. Im Alter von 6 bis 8 @en wur-
den die Tiere von der Firma Harlan Winkelmann (Bert, D) bezogen und friihestens
nach einer einwdchigen Akklimatisierung fur die $ierhe herangezogen. Die Haltung
erfolgte in einem geschlossenen, den Hygieneanfenden entsprechenden Tierstall
im Universitatsklinikum. Die Betreuung sowie Futteg mit Pelletfutter und Wassad
libidum erfolgte durch ausgebildete Tierpfleger. In der &egurden maximal 6 Mause
pro Kafig gehalten. Der zwdlfstindige hell/dunkdhyhmus war mittels einer Zeit-
schaltuhr geregelt und, soweit moéglich, wurden Wehnge nur tagstber durchgefihrt.
Die durchschnittliche Lebenserwartung von weiblichBalb/c Mausen betragt bei kon-
ventionellen Bedingungen 575 Tage [Storer, 196@] unter SPFdqpecific pathogen
free) Bedingungen 816+32 Tage [Festing, 1971]. Die Maageichten dieses Alter
aber nicht, da sie nach Versuchsablauf getttet evurdlle durchgefuhrten Tierversu-

che wurden von der Regierung von Oberbayern gergghmi

2.2  Kulturmedien und Tumorzelllinie

2.2.1 Kulturmedien

Fur die Kultivierung der Tumorzelllinie wurdBulbecco's modified eagle medium
(DMEM High Glucose) von PAA (Pasching, AT) verwehdelr die Generierung von
PDCs wurde RPMI 1640 (Biochrom AG, Berlin, D) mid % fétalem Kélberserum
(FCS) von Biochrom verwendet. Beide Komponentemetign sich am besten fir die
Generierung von PDCs, da die Menge an Endotoxierwter Detektionsgrenze liegt.
Fur alle anderen Kulturen wurde RPMI 1640 von PAA &-CS von GibcoBRL (Pais-
ley, GB) verwendet. Jedem Kulturmedium wurden 1M mGlutamin, 100 IE/ml Pe-
nicillin und 100 pg/ml Streptomycin hinzugefugt. r2dermeidung unspezifischer Sti-
mulation der Zellen wurden ausschlief3lich endotasame Medien und Substanzen ein-
gesetzt. Um Komplementfaktoren zu inaktivieren, deudas verwendete FCS bei 56 °C
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fur 30 min hitzebehandelt. Fir die Injektion vonniarzellen in Mause wurde serum-
freies Hank’s Medium (HBSSHank’s balanced salts solutipnGibcoBRL) verwendet.

2.2.2 Tumorzelllinie und Gewinnung von Tumortberstand

Die verwendete Zelllinie C-26, eine murine Koloriiapmzelllinie, die urspriinglich
aus einer mit N-nitroso-N-methylurethan behandeBatb/c Maus gewonnen wurde,
wurde von Cell Lines Service (Heidelberg, D) bezodgie Zelllinie war wahrend der
gesamten Versuchsdauer mykoplasmenfrei. Die Zeliemlen bei 37 °C, 100 % Luft-
feuchtigkeit und einem CE&Gehalt von 5 % in einem Heraeus Brutschrank (Hesae
Hanau, D) kultiviert. Zur Gewinnung des Tumoriibensts wurden 2*10ml Zellen mit
oder ohne einen Cyclooxygenase-Hemmer fur 48 Stulkddiviert. Dazu wurde der
selektive COX-2-Hemmer NS-398 (Cayman Chemicals, W8A) in einer Konzentra-
tion von 10 uM eingesetzt. AnschlieRend wurde edifreie Uberstand entnommen und

fur weitere Versuche bei -20 °C aufgehoben.

2.3  Tumormodell

Zur Induktion von subkutanen Tumoren wurden noathinkonfluent wachsende Tu-
morzellen jeweils zweimal in der Kulturflasche miank’s Medium gewaschen, um
tote Zellen zu entfernen. Anschlieend wurden d@rolebenen adharenten Zellen mit
einem Zellschaber (Sarstedt, Newton, NC, USA) atiuest und bei 400 g fur 8 min in
Hank’s Medium abzentrifugiert (Multifuge 3 L-R, Herus, Hanau, D). Die Zellen wur-
den zwei Mal mit FCS-freiem Hank’s Medium gewaschen Substanzen mit immun-
stimulierender Wirkung, die sich in FCS-haltigem dilen befinden, zu entfernen. In
einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen geaadt mit Hank’s Medium auf
eine Konzentration von 1 x ¥énl lebenden Zellen eingestellt. Durch Trypanblaufa
bung konnte gezeigt werden, dass nach Ablosen elkgrzmehr als 90 % der Zellen
vital blieben. Um eine Verletzung der Tiere durcbmi2gungen zu vermeiden, wurden
die Mause kurzzeitig mit Isofluran betaubt. Wahreled Narkose wurden die Tumoren
durch Injektion von 2 x T0teilungsfahigen Tumorzellen, geldst in 200 pl s&reiem
Hank’s Medium, induziert. Bereits wenige Sekundexmder Injektion erwachten die

Mause, so dass eine Antagonisierung der Narko$e eiforderlich war.
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Die Tumorgréf3e (Lange der Tumoren in mm X Breitenim) wurde drei Mal wdchent-

lich mit einer Schubleere gemessen. Bei den indiezieTumoren war die Tiefenmes-
sung durch die GroRRenentwicklung im Laufe der Tpieraft nicht durchfiihrbar oder

hatte zu einer starken Belastung der Versuchsteféhrt. Daher wurde auf die Tie-
fenmessung und damit auf die Mdglichkeit einer Viodunfeststellung verzichtet. Als
Abbruchkriterien flr einen Versuch galten starkem@btsabnahme der Mause um
20 % des Korpergewichts innerhalb zweier aufeindotigender Messungen, starke
Verhaltensauffalligkeiten, sowie das UberschreitenTumorgrée von 400 nim

2.4  Verwendete therapeutische Mittel

2.4.1 Oligonukleotide

Alle CpG-Oligonukleotide wurden von Coley Pharmaaal Group (Wellesley, MA,
USA) zur Verfugung gestellt. Fiin vivo Applikation in Mausen wurde das Oligode-

oxynukleotid CpG 1826 5° TCC ATG ACG TTC CTG ACG BTverwendet.

Farin vitro Studien wurden folgende in Tabelle 2 aufgelist&le®-ODN verwendet:

Tabelle 2: Ubersicht iber die verwendeten CpG-ODBkoRe Buchstaben stellen Phospho-

rothioatbindungen dar, kleine Buchstaben steherPfiomsphodiesterbindungen am 3’ Ende.

Oligodeoxynukleotide Motive

CpG-ODN 1826 5 TCCATGACG TTCCTGACGTT 3

CpG-ODN 2216 5 GGg gga cgatcg tcG GGG Gg 3’

CpG-ODN 2006 STCGTCGTTTTGT CGTTTT GTC GTT 3
CpG-ODN M354 5 TCGTCGTTT TGT CGT TCG AAC GAC GTGAT 3’
CpG-ODN M362 5TCGTCGTCGTTC GAACGACGTTGAT 3
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Dabei handelt es sich bis auf CpG 2216 in alleteRd@im Oligonukleotide, die durch
Phosphorothioat-Bindungen stabilisiert wurden. BpiG 2216 handelt es sich um ein
Chimar, das nur am Ende PhosphorothioatgruppetzbeBie verwendeten ODN-L6-
sungen waren endotoxinfrei. Fur die Erstellung eifte20 mg/ml Stockldsung wurden
die ODN in TE-Puffer (Tris-Hydrochlorid-Ethylendiamtetraacetat-Puffer) geldst und
die genaue Konzentration an CpG-ODN mit Hilfe eirbstometers (Pharmingen Gene
Quant, Pharmingen, Heidelberg, D) ermittelt. Fig Anfertigung der Arbeitslésungen
wurde die Stocklosung auf 1 mg/ml nphosphate-buffered saling’BS, PAA) ver-
dunnt. Die Lagerung der Stammldsungen und aligretieArbeitslosungen erfolgte bei
-20 °C. Wenn nicht anders angegeben, wurde derefMigr 100 pl der Arbeitslésung
(=100 pg CpG-ODN/Maus) subkutan injiziert. Bei Amdengin vitro wurden die
ODN in einer Konzentration von 6 pg/ml eingesetzt.

2.4.2 Chemikalien

Um eine 1 mM Stammldsung von Prostaglandi(BEGE,; Sigma-Aldrich, Steinheim,
D) zu erhalten, wurde 1 mg in 2,84 ml Ethanol anfgamen. Bei Anwendung in Kul-
tur reichte die Konzentration von 50 nM bis 10 u¥m spezifisch die Cyclooxyge-
nase-2 zu hemmen, wurde fiir vitro Studien der stark lipophile COX-2-Inhibitor
NS-398 verwendet. Es wurde eine Stammlésung artggfendem 1 mg in 3180 pl
DMSO (Dimethyl-Sulfoxid, Sigma-Aldrich, Steinhein}) geldst wurden. Dies ent-
sprach einer 1 mM L6sung. In Kultur wurde NS-398 b@l M eingesetzt. Um zu ver-
hindern, dass den Mausen toxisch wirkendes DMSienf wird, wurde flrin vivo
Studien ein wasserloslicher COX-2-Inhibitor verwendDynastat 40 mg (Wirkstoff
Parecoxib) wurde freundlicherweise von Pharmacidafigen, D) zur Verfigung ge-
stellt. Das inaktiveProdrug Parecoxib-Natrium wurde intraperitoneal injizielach
Umwandlung in den aktiven Wirkstoff Valdecoxib ierdLeber gelangt es in den sys-
temischen Kreislauf. Eingesetzt wurde DynastatimereKonzentration von 1 mg/ml.
Eine Maus erhielt 100 pl (entspricht 100 ug Pargzdla) taglich ab dem Zeitpunkt

der Tumorinduktion.
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2.5 Leukozytengewinnung

2.5.1 Leukozytenaufbereitung aus Tumorgewebe

15 Tage nach Tumorinduktion wurde eine 6 bis 8 Véacalte Maus mit Isofluran be-
taubt und anschlieRend durch zervikale Exartikofatietotet. Nach Fixation der Maus
und Desinfektion des tumornahen Gebietes wurdeTderor entnommen und in ein
Gefal? mit Kulturmedium auf Eis gegeben. Nach wikdikem Waschen in serumfreiem
Hank’s Medium wurde das Tumorgewebe in einer Sciralel ml Medium zerkleinert.
Anschlie3end wurde das Tumormaterial in ein veisBblares Gefal3 gegeben und mit
1 ml Kollagenase A (Roche, Mannheim, D) vermisétilr diese Arbeitsschritte wurde
serumfreies Medium verwendet, um eine Inaktivierdeg Enzyme durch FCS zu ver-
meiden. In einem Brutschrank inkubierte das Gemiéc40-50 Minuten auf einer au-
tomatischen Wippe (Desaga DE24, Sarstedt-Gruppmbiecht, D). Nach Ablauf der
Zeit wurde das Tumormaterial in ein 70 um Zellsigalcon Cellstrainer, Becton
Dickinson, NJ, USA) uberfuhrt und durch abwechsetnderreiben des Gewebes am
Sieb und Nachspilen mit Medium zu einer Einzelasfiension verarbeitet. Zwei
Waschschritte wurden durchgefiihrt mit Zentrifugatioei 400 g fur 8 Minuten bei 4 °C
und anschlieendem Resuspendieren mit Medium. Nisch letzten Waschschritt
wurde das Zellpellet in 5 ml Kulturmedium resuspertdund eine Zellzdhlung wurde
durchgefuhrt. Die Leukozytenextraktion aus der Trrallsuspension erfolgte nach
dem Protokoll von Lympholyte-f1 (Cederlane, Ca, USA). Hierzu wurde die Zellsus-
pension auf 20 x Pml Zellen verdiinnt und maximal 6 ml davon wurderf 4 ml
Lympholyte-M geschichtet. Die Gradientenzentrifugaterfolgte bei 20 °C mit 1200 g
fur 20 Minuten. Der Leukozytenring, der sich an @amhichtgrenze gebildet hatte,
wurde mit einer Pipette abgenommen und zwei MalMatlium gewaschen. Eine er-
neute Zellzdhlung wurde durchgefuihrt und die Leykemzsuspension wurde fur die
Durchflusszytometrie auf eine Konzentration von Itkml Zellen gebracht.

2.5.2 Leukozytenaufbereitung aus Milzgewebe

Eine 6 bis 8 Wochen alte Maus wurde mit Isofluratdbbt und anschlielRend durch
zervikale Exartikulation getotet. Nach Fixation diésius und Desinfektion des Rumpfes

wurde ein Hautschnitt durchgefthrt und die Milzresmthmen. Nach der Entfernung von
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umliegendem Fettgewebe wurde das Organ in ein GefiRulturmedium auf Eis ge-
geben. Weitere Arbeiten wurden steril unter einearkidank mit laminarem Luftstrom
(LaminAir HB 2472 S, Heraeus, Miunchen, D) durchgefiiDie Milz wurde in ein
70 um Zellsieb Cellstrainel) gegeben. Durch Zerreiben der Milz mit der Pipeitel
Nachspulen mit 20 ml Medium wurden die Zellen ineenBlue capaufgefangen. Die
Zellsuspension wurde mit 400 g bei 4 °C zentrifugiend der Uberstand verworfen.
Durch Inkubation mit 5 ml Erythrozyten-Lysepuffédrtho-mune Lysereagenz in PBS,
Ortho-Clinical Diagnostics, Neckarsgmiind, D) fUM&uten wurden die Erythrozyten
lysiert. Die Reaktion wurde mit 30 ml PBS abgestoppd die Zellsuspension wurde
nach erneuter Zentrifugation auf eine Konzentration 20 x 1&/ml Zellen gebracht.
Die Leukozyten wurden mit Hilfe von Lympholyte-Msider Zellsuspension extrahiert.
Die somit gewonnene Leukozytensuspension wurdd auf/ml Zellen verdiinnt und

fur durchflusszytometrische Messungen oder wekerévierung verwendet.

2.6  Generierung von plasmazytoiden dendritischen Zelleraus Knochen-

mark

Sechs Wochen alte Mause wurden mit Isofluran betéatd anschlielRend durch zervi-
kale Exartikulation getdtet. Nach Fixation der Maugl Desinfektion der Hinterlaufe
mit Isopropanol wurden Femur und Tibia beidseigsgelegt. Das Femur wurde aus der
Huftpfanne luxiert und von der Tibia getrennt. Birochen wurden von umgebenden
Muskeln befreit und anschlieend in ein Gefa3 medMm auf Eis Gberfuhrt. Weitere
Arbeiten fanden unter einer sterilen Werkbank s Knochen wurden kurz in Etha-
nol getaucht und anschlieend in frisches MediulagieMit einer Schere wurden die
Kochen an beide Enden eroffnet. Mit etwa 5 ml Kuttadium pro Knochen wurden die
Knochenmarkzellen herausgespdilt und durch ein 4@glfsieb Cellstraine)) filtriert.
Schlief3lich wurde das Sieb mit 20 ml Medium nacpgégAbbildung 2).
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Abb. 2: Schema zur Gewinnung von plasmazytoidendtéischen Zellen.

Die somit erhaltene Zellsuspension wurde bei 4 9C4®0 g fir 8 Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Z##pevurde in 5 ml Erythrozyten-
Lysepuffer aufgenommen, um die verbliebenen Ergyien zu entfernen. Nach 5 Mi-
nuten wurde die Reaktion mit 30 ml PBS abgestopgtdie Zellsuspension wurde nach
erneuter Zentrifugation auf eine Konzentration &g x 16/ml Zellen gebracht. Hierzu
wurden RPMI mit 10 % FCS von Biochrom verwendet. Wim Ausdifferenzierung der
Vorlauferzellen zu PDCs zu erwirken, wurde rekorabier humaner Flt-3 Ligand (rh
FIt-3/FIk2 Ligand, NSO-derived, R&D Systems, MN, A)Sn einer Konzentration von
20 ng/ml zu der Zellsuspension zugegeben. Rekarestitwurde der Flt-3 Ligand laut
beiliegendem Protokoll mit PBS und 0,1 % humanemui®@albumin (Biotest Pharma,
Dreieich, D). Studien in unserem Labor haben engetlass auch bei murinen Zellen
der humane Ligand dem murinen Liganden Uberlegeis Zellen wurden in einer
Kulturflasche fur 9 Tage im Brutschrank kultivieAnschlie3end wurde die Reinheit
der PDCs durch Expression von Oberflachenmolekingtels Durchflusszytometrie
ermittelt. Die verbliebenen Zellen wurden je naardichsbedingung in der Gegenwart
verschiedener Stimuli fir weitere 48 Stunden imt8echrank kultiviert. Nach der Kul-
tivierung wurde der zellfreie Uberstand zur quatitien Ermittlung von Zytokinen

abgenommen.
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2.7 Messmethoden

2.7.1 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie mittels eiflesrescence-activated cell sorters
(FACS) beruht auf der Analyse von Streulicht- udoFeszenzsignalen einzelner Zel-
len. Die Zellen werden in einem laminaren FlUssiggsérom durch einen Laserstrahl
gefuhrt. Anhand der Absorption und Ablenkung desdra kann auf die Zellgrof3e und
—granularitat rickgeschlossen werden. Um Uber Glodneigenschaften Aufschluss
zu bekommen, werden Fluorochrom-gebundene Antikérpevendet, die spezifisch an
bestimmte Oberflachenmolekile binden. Die von zweischiedenen Laserstrahlen
(Argonlaser mit 488 nm, Diodenlaser mit 635 nm) exegten Farbstoffe emittieren
Lichtquanten, die nach Filterung durch ein Bandfiiéssvon unterschiedlichen De-
tektoren erfasst und analysiert werden. Die Flummes ist dabei proportional zur An-
zahl der pro Zelle gebundenen Antikoérper und damnitAnzahl der untersuchten Ober-
flachenmolekule. Die Auftrennung der verschiedeRkmreszenzintensitaten durch die
Lichtfilter gelingt nicht vollstandig, da sich di@pektren der eingesetzten Farbstoffe
zum Teil tberlappen. Diese Uberlappung kann alektreinisch kompensiert werden.
Ebenso kann mit Hilfe von Isotypen, unspezifischdeinde Antikdrper der jeweiligen
Farbe, die Signalverstarkung der einzelnen Kandlpisgtiert werden, dass sich Zellen
mit entsprechenden Oberflachenmerkmalen bzw. Edfien qualitativ und quantita-

tiv unterscheiden und vergleichen lassen.

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden an déefisorter FACS-Calibur

(Pharmingen/Becton Dickinson, Heidelberg, D) dusedffigrt. Fir FACS-Analysen

wurden 2 x 18 Zellen in 100 pl Medium fiir 30 Minuten auf Eis entichtausschluss

mit der im jeweiligen Protokoll angegebenen MengeAatikdrpern inkubiert und an-

schlieRend einmal mit 5 ml PBS gewaschen. Die fulga an Antikdrper gebundenen
Fluorochrome wurden verwendet: FITC (Fluoresceotysnat), PE (Phycoerythrin),
PerCP (Peridinin Chlorophyll-A-Protein) oder APdI@phycocyanin). Tabelle 3 liefert

eine Aufstellung der verwendeten Antikorper.
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Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikorperrfidie durchflusszytometrischen Messun-

gen

Antikorper Isotyp Herkunft

CD3 FITC 109G~ BD/Pharmingen
CD5 FITC 19Ga « BD/Pharmingen
CD19 FITC 19Ga« BD/Pharmingen
Pan-NK FITC IgM, BD/Pharmingen
CD4 FITC 19Ga« BD/Pharmingen
Ly6G/C PE 19Gp « BD/Pharmingen
CD45RA PE 19Go, « BD/Pharmingen
CD8a PE 19Ga,« BD/Pharmingen
CD11b PerCP 196 « BD/Pharmingen
CD3 PerCP 19G « BD/Pharmingen
CD11c APC 1gG-, BD/Pharmingen

Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramni@seest Software.

2.7.2 Quantitative Zytokinbestimmung aus Zellkulturiberstanden

Die Quantifizierung bestimmter Proteine in zellna Kulturiberstand erfolgte mittels
enzyme-linked immunosorbent as§ayISA). Hierzu wurden fur murines IFN-1L-10
und 1L12p70 die murinen OptEIA Kits von Becton Dicéon/Pharmingen gemalf3 den
beiliegenden Protokollen verwendet. Die Bestimmuog PGE im Uberstand erfolgte
mit dem PGE ELISA Kit von R&D Systems gemall dem beiligendenté&koll. Die
Quantifizierung ist aufgrund eines mitgeliefertetar®lards bekannter Konzentration

maglich.

IFN-a aus Uberstanden von PDC-Kulturen wurde tber essdinst etablierten ELISA

bestimmt, dessen Protokoll freundlicherweise Drbéttus Hochrein (Minchen, D) zur
Verfigung gestellt hat [O'Keeffe, 2003]. Die dafi@Zrwendeten Komponenten sind in
Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Auflistung der fir den murinen IFNa-ELISA verwendeten Substanzen

Komponenten Arbeitskonzentration Herkunft
Ratte-Anti-Maus IFNe. Monoklo- | 1 pg/ml PBL Biomedical Labs (Pis-
naler Antikdrper 50 pl/Well cataway, NJ, USA)
Hase-Anti-Maus IFNz Polyklo- 2 x 1G U/ml PBL Biomedical Labs
naler Antikdrper 50 pl/Well
Rekombinantes murines IF- 10° U/ml — 16 U/ml PBL Biomedical Labs

50 pl/Well
Esel-Anti-Hase IgG Peroxidase | 100 ng/ml Jackson ImmunoResearch
F(ab’) Fragment 50 ul/Well (West Grove, PA,USA)
TMB Substrat Set 100 ul/Wwell BD/Pharmingen

(San Jose, CA, USA)

Im Folgenden wird das Vorgehen zur Bestimmung vanimem IFNe beschrieben.

Am ersten Tag wurden 50 pl d€sptureAntikérpers in jedes Well der ELISA-Platte
(Nunc Maxisorp, Wiesbaden, D) gegeben. Um eineeseBindung des Antikdrpers an
die Oberflache der Wells zu gewéahrleisten, inkubielie Platte Gber Nacht bei 4 °C in

einer Kaltekammer.

Am nachsten Tag wurde der Inhalt der Wells abgdsethium nichtgebunde Antikoér-
per zu entfernen, wurden funf Waschschritte mi2g@ pl PBS mit 0,05 % Tween-20
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) durchgefiiAnschlielend wurden Stellen,
die eventuell nicht mit Antikorper benetzt warent 800 ul/WellBlocking-buffer(PBS
mit 10 % FCS) fur zwei Stunden bei 4 °C geblockacN funf weiteren Waschschritten
wurden jeweils 50 pl der Proben in entsprechenderdhnungen aufgetragen. In die
beiden ersten Reihen der Platte wurde der InterferS8tandard in absteigenden Kon-
zentrationen von 1000 U/ml— 0 U/ml zugegeben. Blatte inkubierte wieder tber

Nacht in der Kéaltekammer.

Am letzten Tag wurde nach finf Waschschritten desteRtions-Antikorper mit
50 ul/Well zugegeben und inkubierte fir drei Stundei 4 °C. Wieder wurden die

Wells funf Mal gewaschen, bevor der IgG-Peroxidasdundene Antikorper mit
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50 ul/Well fur drei Stunden hinzugegeben wurde. kim samtliche nicht-gebundenen
Bestandteile zu entfernen, wurden zehn Waschselhittchgefuhrt. Anschliel3end wur-
den jedem Well 100 pl des TMB Substrats hinzugegetéenn sich bei Raumtempe-
ratur die Farben in der Standard-Reihe optimal kit haben, wurde die Reaktion
mit 50 ul SO, abgestoppt und die Extinktion wurde im ELISA-Reddestimmt.

Alle spektrometrischen ELISA-Messungen erfolgtemém ELISA-Reader MRX (Dy-
natech Laboratories, San Diego, USA).

2.8 Statistische Analyse

Bei mehrfachen Versuchen wurden die Ergebnissardtsnetisches Mittel angegeben.
Zusatzlich wurde die Streuung der Werte jeweils Stisndardfehler der Mittelwerte
(standard error of meansSEM) dargestellt. Um die statistische Signifikaler Unter-
schiede einzelner Ergebnisse zu berechnen, wundevgsseitige Studentsche t-Test
fur paarige Stichproben parametrischer Verteilungegewendet. Statistische Signifi-
kanz wurde bei p-Werten p < 0,05 angenommen. Dibnerische Auswertung und
graphische Darstellung der Daten sowie die Berenfprder statistischen Signifikanz
erfolgte mittels des Programms Microsoft Excel (Mgoft Cooperation, CA, USA).
Die Auswertung der Signifikanz der Kaplan-Meier-tbbenskurven erfolgte mit dem
Logrank-Test mit Hilfe des Programms SPSS (SPSSIIndJSA).
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von dendritischen Zellen und T-Lymphozytemm Tumorge-

webe

Anfangliches Ziel dieser Arbeit war es, herauszigim, auf welche Weise peritumoral
appliziertes CpG-ODN wirkt. Studien meiner Vorgangkatten gezeigt, dass
CpG-ODN-Applikation in die unmittelbare Nahe vonbkutan induzierten Tumoren
einen hemmenden Effekt auf das Wachstum dieser famrmbat [Heckelsmiller,
2002b]. In diesen Versuchen konnte das Wachstumetdumoren funf Tage nach
deren Induktion mit einer wochentlichen Gabe vof@ 1§ CpG-ODN 1826 kontrolliert
werden. Die Etablierung einer Immunvakzine mit dédisthen Zellen und CpG-ODN
folgte und es konnten grof3e Tumoren damit kon&dllund zur AbstoRung gebracht
werden [Heckelsmiller, 2002a].

CpG-ODN wirkt Gber TLR9 auf dendritische Zellen. Bandritische Zellen eine durch
CD8 T-Zellen vermittelte zytotoxische Immunantwantluzieren kénnen, wurde zu-
nachst untersucht, ob im Tumor PDCs, MDCs, CD4 G8 T-Zellen vorkommen,

und ob CpG-ODN in dieser Zusammensetzung eine \derang bewirkt.

15 Tage nach Induktion eines Tumors mit der Tunitrae C-26 wurde M&ausen pe-
ritumoral 100 pg CpG-ODN 1826 injiziert. Nach wed&e neun Tagen fand eine zweite
Injektion von CpG-ODN statt. Ab diesem Tag wurden daei aufeinanderfolgenden
Tagen die Leukozytenpopulationen im Tumorgewebersotht (Schema siehe Abbil-
dung 3). Durch zweimalige Gabe von CpG-ODN konnte leangzeiteffekt (sieben
Tage) von einem Kurzzeiteffekt (24 bzw. 48 Stundda) Immunstimulation unter-
schieden werden. Da an Tag 0 entnommene Tumoregimualig neun Tage zuvor mit
CpG-ODN behandelt wurden, lasst sich hier der |&ngige Effekt des CpG-ODN
ermitteln. Die an Tag 1 und 2 entnommenen Tumorerd@n hingegen insgesamt zwei
Mal mit CpG-ODN behandelt und kénnen einen 24 Stundzw. einen 48 Stunden-
Effekt aufdecken.
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Tumarinduktion 1. CpG-Gahe 2. CpG-Gahe

| | | | | ’

I 18 24 24 26
Tag0 Tag1 Tag 2

Abb. 3: Versuchsschemalumoren wurden an Tag 15 mit CpG-ODN behandeltTAg 24
wurden 3 Mause geopfert und deren Tumoren auflierkozytenpopulationen hin untersucht.
Die Mause der anderen Gruppen wurden an diesemeiragweites Mal mit CpG-ODN behan-

delt und am darauffolgenden bzw. am 2. Tag getotet.

Da es zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung naghekeindeutig zuzuweisenden
Antikdrper gegen Oberflachenbestandteile von PD@sMDCs gab, erfolgte die Dar-
stellung der DC-Subtypen im FACS mittels Ausschdiesgnostik. Hierzu wurde eine
LineageMischung (Lin) hergestellt, die FITC-gebundene iRiitper gegen die Ober-
flachenmarker CD3, CD5, CD19 und Pan-NK enthielanit wurden T-Zellen,
B-Zellen und NK-Zellen markiert und anschlieRendates selektiert. PDCs wurden als
Lin", CD11b, CD45RA und CD11&", MDCs wurden als Lin CD118, CD45RA und
CD11¢"" identifiziert. Erst kiirzlich wurde ein muriner Akdrper 120G8 identifiziert,
der selektiv an PDCs bindet [Asselin-Paturel, 200&mit konnte in Zukunft die Dar-

stellung und Sortierung von murinen PDCs erheldidhichtert werden.

Nach Herstellen einer Einzelzellsuspension und démting von Tumorzellen und
Erythrozyten mittels Gradientenzentrifugation wuraie im Tumor vorliegenden Leu-
kozyten gewonnen. Im FACS wurde der prozentualeeibder zu untersuchenden Zel-
len zur gesamten Leukozytenpopulation untersudhte Ruantitative Anreicherung der
Zellen ist mit dieser Methode allerdings nicht zfassen, da das Verhaltnis der Menge
der Leukozyten zur Gesamtmenge der Tumorzellent mdiasst werden konnte. Der
Anteil der dendritischen Zellen innerhalb der Lexenpopulation ist mit weniger als
0,2 % sehr gering (Abb. 4). Die Anzahl der PDCs Tmmorgewebe an Tag O der
CpG-ODN-Gabe verglichen zur nicht mit CpG behamtelKontrollgruppe bleibt
gleich. Die Gabe von CpG-ODN neun Tage zuvor wsikh damit nicht mehr auf den
prozentualen Anteil der PDCs aus. Jedoch sinktndArgeil ein, respektive zwei Tage
nach CpG-Gabe kontinuierlich ab. Im Gegensatz zau BFIBCs ist der intratumorale
Anteil der MDCs in der Leukozytenpopulation mit vger als 0,02 % zu Beginn we-
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sentlich geringer und erhoht sich innerhalb vonnn&€agen nach peritumoraler CpG-
Gabe nicht signifikant. Keine Anderung ist zu emem wenn die Gabe von CpG 24
bzw. 48 Stunden zuvor erfolgte.

DCs [%]

0,2
0,15 ~
0,1+

0,05 -

Kontrolle Tag 0 Tag 1 Tag 2

m pDC O mDC

Abb. 4: DC-Subtypen im murinen Kolonkarzinom. Ma&ausen wurde subkutan ein Tumor mit
2*10° Zellen der Kolonkarzinomzelllinie C-26 induzieBiie erste CpG-Gabe erfolgte an Tag
15, die zweite Gabe an Tag 24 nach Tumorinduki#on.Tag der letzten CpG-Gabe (Tag 0)
bzw. an den beiden darauf folgenden Tagen wurdeidmoren entnommen und Einzelzellsus-
pensionen hergestellt. Die DCs wurden im FACS adltharakteristischer Oberflachenmarker

nachgewiesen. Gezeigt werden Daten aus jeweil&Bh#imgigen Experimenten.

Es ist bekannt, dass murine und humane DGsvo undin vitro nach Kontakt mit Tu-
moren inaktiviert und in einen unreifen Zustandse¢rt werden [Vicari, 2002]. Die
vorliegenden Daten zeigen jedoch, dass bereits Gpa Gabe sowohl PDCs als auch
MDCs im Tumorgewebe vorliegen. DCs prasentierenigem auf MHC-Molekilen.
Daraufhin werden CD4 T-Zellen aktiviert und beginmait der Sekretion von Zytoki-
nen, die entweder eineyI-gerichtete oder {R-gerichtete Immunantwort induzieren.
Auch CD8 T-Zellen sind an der antitumoralen Immunenmt beteiligt, da sie antigen-
spezifisch eine Zelllyse bewirken kénnen. Nachdesreggt werden konnte, dass DCs
im Tumor existieren, sollte untersucht werden, abhadie Effektorzellen, die durch

DCs aktiviert werden, nach CpG-Gabe vermehrt inTemor migrieren.
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An Tag 0 ist der Anteil der CD4 und CD8 T-Zellent meniger als 2 % der Leukozyten
sehr gering. Die Wirkung der CpG-Gabe ist nach §efaim Vergleich zur Kontroll-
gruppe nahezu unverandert. Doch 24 bzw. 48 Stunden CpG-Gabe findet eine rela-
tive Anhaufung beider Zellpopulationen statt (ABph. CD4 T-Zellen erreichen einen
Anteil von bis zu 20 % an Tag 2, die Zahl der CD&dllen bleibt mit 13 % etwas
niedriger. Dies lasst den Schluss zu, dass CpG-QidN Einwanderung von

T-Lymphozyten zu bewirken vermag. Dieser Effekfestoch nur kurzwéhrend.

T-Zellen [%]
50 -

40 -
30 -

20 A

10 A

B —— T

Kontrolle Tag 0 Tag 1l Tag 2

m CD4 o CD8

Abb. 5: T-Zell-Subtypen im murinen KolonkarzinomM&usen wurde subkutan ein Tumor mit
2*10° Zellen der Kolonkarzinomzelllinie C-26 induzieBiie erste CpG-Gabe erfolgte an Tag
15, die zweite Gabe an Tag 24 nach Tumorinduki#don.Tag der letzten CpG-Gabe (Tag 0)
bzw. an den beiden darauf folgenden Tagen wurdeifainoren entnommen und Einzelzellsus-
pensionen hergestellt. Mittels Gradientenzentrifiggawurden die Leukozyten extrahiert. Die
CD4 und CD8 T-Zellen wurden im FACS anhand charatiecher Oberflachenmarker nach-
gewiesen und deren prozentualer Anteil an der Leyteopopulation bestimmt. Gezeigt werden

Daten aus jeweils 3 unabhangigen Experimenten.
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3.2 Wirkung von CpG-Oligonukleotiden auf murine plasmazstoide

dendritische Zellen

Da PDCs die wichtigsten Produzenten von lieNind und dieses eingyI-vermittelte
Immunantwort induziert, die effektiv in der Bekdmp§ von Tumoren ist, soll in den
folgenden Versuchen zunachst untersucht werdenefem sich die Zugabe verschie-
dener Stimuli auf die IFN-Produktion auswirkt. Nach einem neuen Verfahrenden
PDCs aus Knochenmarkzellen mit Hilfe des Wachstwmmsbns Flt-3 Ligand erzeugt
[Gilliet, 2002]. Zur Bestimmung des Anteils an PDi@ger Kultur wurden 2*10Zel-
len entnommen und fir die Untersuchung im FACS @iD11c(APC)- und
CD45RA(PE)-Antikorpern gefarbt. In Vorstudien zeigtich, dass der Grof3teil der ge-
wonnenen Zellen CD11c exprimiert und die Verungaing mit nicht-dendritischen
Zellen sehr gering ist. Daher wurde auf eine Anféh anderer Zellen wie nach der
oben beschriebenen Methode verzichtet, um Kompensainstellungen mit hohem
Zellverlust am FACS zu minimieren. Da zu dem Zaitguder Versuchsdurchfiihrung
noch keine Mdglichkeit zur optimalen AufreinigungrdZellen erhéltlich war, ist die
Population der PDCs vermischt mit MDCs (Abb. 6k dich gleichzeitig ausdifferen-
ziert haben, jedoch nicht an der IfeNProduktion beteiligt sind.

1000 ; 10%

800 ;
10 MDC FDC

- Coilc 2"'
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Abb. 6: Reinheit der PDCs. Nach Kultivierung der Knochenmarkzellen einer Mdiis 9
Tage mit FIt-3 Ligand wurden 2*¥@ellen fur die Darstellung des Anteils der PDCsder
Kultur entnommen. Insgesamt wurden 16.320 Ereignyggzahlt, davon ist eine Population mit

8356 Zellen abgrenzbar (G1). Bei Auftragen gegenBiC-Marker lassen sich die PDCs ein-
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deutig von den MDCs unterscheiden. Der PDC-Anteitlan Zellen betragt hier 23,7 % (G2).

Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel (n=1).

Zur Untersuchung der Wirksamkeit verschiedener OfdMden diese mit 6 pg/ml zu-
gegeben und IFN-aus den Uberstianden gemessen (Abb. 7). Wie atchubganen
PDCs induziert CpG-ODN 2216 mit 844 U/ml die hoensKonzentrationen an IFi-
Die CpG-Typ B-ODN induzieren weitaus weniger lleNwobei die murine Variante
CpG-ODN 1826 die PDCs zu einer doppelt so hohe8 Wnl) IFN-a-Produktion ver-
anlasst wie das humane ODN 2006 (49 U/ml). Die CYpDN M384 und M362 regen
PDCs zur Produktion nur geringer Mengen an kMNn (100 U/ml, 58 U/ml bzw.
87 U/ml). Da auch bei murinen PDCs CpG-ODN 2216gti#3te Auswirkung auf die
IFN-a-Produktion hat, werden weitene vitro Studien vornehmlich mit diesem ODN
durchgefuhrt.

IFN-alpha [U/ml]
1200 -

**

1000 -
800 -
600 -
400 +

**

200 +

N —— ﬁ — 1 —

Medium 2216 1826 2006 M384 M362

Abb. 7: Wirkung verschiedener CpG-Oligonukleotideufain vitro generierte PDCsKno-
chenmarkzellen aus Tibia und Femur der Mause wurdir20 ng/ml Flt-3 Ligand fur 9 Tage
kultiviert. Anschlie3end wurden jeweils 6 pg/ml tidgenden CpG-ODN fir 48 h zugegeben:
2216, 1826, 2006, M384 und M362. Die zellfreien fstésmde wurden entnommen und IEN-
wurde mit Hilfe eines ELISA nachgewiesen. Gezedgtlen Daten aus jeweils 4 unabhangigen

Experimenten (** = p < 0,01 gegeniber Medium).

-30-



3 ERGEBNISSE

3.3  Wirkung von Tumortberstand und Prostaglandin E, auf murine

plasmazytoide dendritische Zellen

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht dem, inwiefern sich der therapeuti-
sche Effekt des CpG-ODN noch verbessern lasst.dntralen Blickpunkt steht darin
die Rolle der Cyclooxygenase und einer seiner vgstén Metabolite, Prostaglan-

din E, in der Tumorentstehung.

Da APCs eine wichtige Rolle in der antitumoralenmiumantwort zukommt und sie
Haupteffektorzellen der CpG-ODN-vermittelten inflavatorischen Wirkung sind, soll
im Folgenden die Wirkung von tumorsezernierten Kyten auf diese Zellen unter-
sucht werden. Einer C-26-Zelllinie wurde zellfrefermortiberstand (TU) entnommen,
nachdem sie fir 48 h mit 10 uM NS-398 oder dessisuhgsmittel Ethanol als Kon-
trolle inkubiert wurde. PDCs wurden generiert undr f48 h koinkubiert mit
CpG-ODN 2216 und 10 % TumorUberstand. Als ZeichemAktivitat der PDCs wurde
IFN-o. im Uberstand gemessen. CpG-ODN 2216 induziert egridligngen an IFNx
(Abb. 8). Die zusatzliche Gabe von 1 uM NS-398kKamtrolle fir direkte, unspezifi-
sche Effekte des COX-2-Hemmers wirkt sich kaumda@flFN-o-Produktion der PDCs
aus. Wird dem Medium der PDCs 10 % Tumoruberstagefzigt, ist der aktivierende
Effekt des CpG-ODN deutlich abgeschwécht (35,6 % ldentrollwertes). Wurde der
TU allerdings in Anwesenheit von NS-398 produziisttdessen immunsupprimierende
Wirkung vermindert. Die Aktivierbarkeit der PDCsrdh CpG-ODN konnte teilweise

(auf 55 % des Kontrollwertes) wiederhergestelltdeer.
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IFN-alpha [U/ml] *
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Abb. 8: Tumoriberstand hemmt die CpG-induzierte Buktion von IFN-a in murinen
PDCs.Knochenmarkzellen aus Tibia und Femur der Mausedemumit 20 ng/ml FIt-3 Ligand
fur 9 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die &eliiir 48 h ohne Stimulus, mit CpG 2216 und
entweder mit 1 uM NS-398 oder 10 % Tumortberstakdhiert. Die Generierung des Tumor-
Uberstands erfolgte in Anwesenheit von 10 uM NSe@@8 nur dessen Losungsmittel Ethanol
in gleicher Menge. Ein muriner IFM-ELISA wurde mit den zellfreien Uberstanden durehge
fuhrt. Gezeigt werden Daten aus jeweils 3 unablgemiExperimenten (* = p <0,05; ** =

p <0,01).

Da der COX-2-Hemmer vor allem die Produktion vomdaglandin E unterbindet,
lasst sich der hemmende Einfluss des TU auf PDE€saMem auf dieses Zytokin zu-
rackfuhren. Um diesen Effekt zu untersuchen, wuek®mbinantes PGHnN verschie-
denen Konzentrationen zu CpG-ODN 2216-stimulier®iDCs gegeben und wieder
IFN-a als Zeichen der Aktivitat herangezogen (Abb. 9).ezkennen ist eine inhibitori-
sche Wirkung des Prostaglandins, die bereits iaresehr geringen Konzentration von
50 nM stark die Produktion von IFd-beeinflusst. Hohere Mengen senken die sezer-
nierte IFNe Menge auf bis zu 10 % des Ausgangswertes, bisubgefahr 500 nM
PGE die maximale Inhibition erreicht ist.
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IFN-alpha [U/ml]
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Abb. 9: Prostaglandin Ehemmt die CpG-induzierte Produktion von IFM-n murinen PDC.
Knochenmarkzellen aus Tibia und Femur der Mausedaumit 20 ng/ml Flt-3 Ligand fur
9 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellén48 h ohne Stimulus, mit CpG 2216 und
Prostaglandin & in ansteigenden Konzentrationen inkubiert. Ein imerr IFN-o-ELISA wurde

mit den zellfreien Uberstanden durchgefiihrt.

PDCs sind befahigt in groBen Mengen IENU produzieren. Dessen antivirale Wir-
kung besteht unter anderem darin, in Zellen dieré&gion von MHC-I-Oberflachen-
molekilen zu bewirken. Damit spielt es eine wichtiolle in der Abwehr von Tumo-
ren. Tumoren, die kein MHC-I exprimieren, sind vainer zytotoxischen
CD8 T-Zellantwort weitgehend geschutzt. Zellen dageborenen Immunsystems wie
NK-Zellen und Makrophagen, vermdgen solche Zellearzteilweise zu erkennen und
zu lysieren. Doch eine effektivere Wirkung geht vob8 T-Zellen aus, da diese anti-
genspezifisch eine gegen den Tumor gerichtete Wglantfalten konnen. Dazu bendti-
gen sie allerdings die Expression von Antigen atf@®4l-Molekilen der Tumorzellen.

Diese kann durch IFN-hervorgerufen werden.
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3.4 Wirkung von Tumortberstand und Prostaglandin E, auf murine

Leukozyten aus der Milz

3.4.1 Wirkung von Tumoriberstand auf die Produktion von Interferon-y und
Interleukin-12p70 in murinen Leukozyten aus der Milz

IL-12 ist ein Zytokin, das von B-Zellen, Makrophagend dendritischen Zellen gebil-
det wird und auch als NK-Zell-aktivierender Faktmzeichnet wird [Reis e Sousa,
1997; Banchereau, 1998]. Es vermittelt die Entwiokl von CD4 T-Zellen zu
Tyl-Zellen und stimuliert T-Lymhozyten und NK-Zellerur Synthese von IFN-
IFN-y veranlasst eine Hochregulierung von MHC-Molekuler induziert ebenfalls
eine Tyl-gerichtete Immunantwort. Die Vermutung solltethggt werden, dass Tumo-
ren die Fahigkeit besitzen, die Synthese von Zykizu hemmen um damit eine pa-

rakrine Aktivierung des Immunsystems zu unterbinden

Im folgenden Versuch wurden Leukozyten aus der Mila Balb/c-Mausen gewonnen
und 48 h mit 10 bzw. 20 % Tumoriberstand inkubigm,dessen Effekte auf gemischte
Leukozytenpopulationen zu untersuchen. CpG 2216irkewlie Produktion grof3er
Mengen an IFNg, die durch Zugabe von NS-398 nicht beeinflussdwikbb. 10 A).
Wird zu Beginn der Kultivierung 10 % des Mediumst mumoriberstand ersetzt, ist
eine Hemmung der IFN-Produktion erkennbar (62,3 % des Ausgangswerias)ch
Erh6hung der Konzentration des Tumoriberstand2@96 des Volumens, ist dieser
Effekt noch zu steigern (19,7 % des Ausgangsweri¥sirde der Tumoriberstand in
Anwesenheit von NS-398 generiert, ist dessen Hergnawrh die murinen Leukozyten
abgeschwacht. Die Fahigkeit des CpG-Typ B-ODN 1828;y in Leukozyten zu indu-
zieren, ist im Vergleich zu CpG 2216 geringer (Ab®.B). Doch auch die stimulie-
rende Wirkung von CpG 1826 kann durch Tumorubedstarmindert werden. Auch
hier ist eine Verminderung der IFNProduktion in Abh&ngigkeit der Konzentration
des Tumoriberstands erkennbar. Die hemmende Wirdeagmit NS-398 generierten

Tumoriberstands ist geringer.
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Abb. 10: Tumortberstand hemmt die CpG-induzierteoBuktion von IFN-y in Leukozyten

aus der Milz.Leukozyten wurden aus muriner Milz gewonnen und8ih ohne Stimulus, mit
CpG 2216 (A) oder CpG 1826 (B) und entweder miMLINS-398 oder 10 bzw. 20 % Tumor-
Uberstand inkubiert. Die Generierung des Tumorliaads erfolgte in Anwesenheit von 10 uM
NS-398 oder nur dessen Lésungsmittel Ethanol iclige Menge. Ein muriner IFN-ELISA

wurde mit den zellfreien Uberstanden durchgefiBezeigt werden Daten aus jeweils 6 unab-

hangigen Experimenten (* = p < 0,05; *** = p < 0,09.

Im Hinblick auf die Unterdrickung eineryI-Immunantwort wurde desweiteren die
Produktion von IL-12p70 bestimmt. Hier zeigten sétinlich Effekte wie bei der Mes-
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sung von IFNy. CpG 2216 induziert grof3e Mengen an IL-12p70 (AtdbA). Die Sek-

retion dieses Zytokins wird in ahnlichem Mal3e durEbmoriberstand gehemmt
(65,6 % des Ausgangswertes). Die Erhéhung des l8rdai Tumoruberstand auf 20 %
hemmt die Sekretion von IL-12p70 aber nur noch 367 % des Ausgangswertes.
CpG 1826 vermag im Vergleich zu CpG 2216 eine gemn@ Ausschittung von
IL-12p70 zu induzieren, doch die Effekte bei Kokudrung mit Tumoruberstand sind
ahnlich (Abb. 11 B) wie bei dem CpG-Typ A-ODN. 106 hemmen die Produktion
von IL-12p70 um 30 %, die Verdopplung der MengeTahauf 20 % vermindert die

IL-12p70-Produktion nur um weitere 6 %.
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Abb. 11: Tumoriberstand hemmt die CpG-induzierteoBluktion von IL-12p70 in Leukozyten
aus der Milz. Leukozyten wurden aus muriner Milz gewonnen und8th ohne Stimulus, mit
CpG 2216 (A) oder CpG 1826 (B) und entweder miMINIS-398 oder 10 bzw. 20 % Tumor-
Uberstand inkubiert. Die Generierung des Tumortitaeds erfolgte in Anwesenheit von 10 uM
NS-398 oder nur dessen Losungsmittel Ethanol iticlgge Menge. Ein muriner IL-12p70-
ELISA wurde mit den zellfreien Uberstanden durciigef Gezeigt werden Daten aus jeweils 6

unabhangigen Experimenten (** = p < 0,01; *** = p @,001).

3.4.2 Wirkung von Tumortberstand auf die Produktion von Interleukin-10 in

murinen Leukozyten aus der Milz

IL-10 gilt als immunsupprimierendes Zytokin [Ludewil995; Chouaib, 1997; Vicari,
2002]. Es unterbindet die Entwicklung von T-ZelianTy1-Zellen und wirkt somit an-
tagonistisch zu IFN- und IL-12p70. Es kann von Monozyten, Makrophagemw u
T-Zellen gebildet werden und induziert eine humgeichtete T,2-Immunantwort. Im
Immunsystem herrscht ein Gleichgewicht zwischgh-gerichteter und J2-gerichteter
Immunantwort. Je mehr dieses Gleichgewicht durclokdge wie IL-10 oder PGE
zugunsten einer jR-Immunantwort verschoben ist, desto schwierigéress diesen
Zyklus zu unterbrechen, da die jeweiligen Zytokiieer Regelmechanismen ihre Wir-

kung verstarken und unterhalten.
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Es wurde untersucht, ob P&HBie Sekretion von IL-10 fordert und damit immun-
supprimierende Eigenschaften hervorruft. Die Ulderdé der Milz-Leukozyten wurden
wie oben beschrieben gewonnenen und auf IL-10 sutét. CpG-ODN 2216 als Initi-
ator einer T, 1-lmmunantwort vermochte nur geringe Mengen an 0Lzli induzieren

(Abb. 12 B). Tumoriberstand hemmte die durch CpB52aduzierte Produktion von
IL-10 auf 58,7 % (10 % TU) bzw. 43,3 % (20 % TUpdsusgangswertes. Die Generie

rung von Tumoriberstand in Anwesenheit eines Cyglgenase-2-Inhibitors zeigte

einen signifikanten weiteren Rickgang der IL-10eRitdion verglichen zum reinen
Tumorlberstand. Ebenso zeigt sich ein Untersch&dVierwendung von CpG 1826
(Abb. 12 B). Die gemessen IL-10-Konzentration lagghCpG 1826 deutlich hoher als
bei CpG 2216. Auch hier hatte die Anwesenheit v&@1398 wiahrend der TU-Generie-
rung einen verstarkenden Effekt auf die Hemmundldé&O-Produktion.

A
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Abb. 12: Tumoriberstand hemmt die CpG-induzierteoBuktion von IL-10 in Leukozyten
aus der Milz. Leukozyten wurden aus muriner Milz gewonnen und8th ohne Stimulus, mit
CpG 2216 (A) oder CpG 1826 (B) und entweder miMINIS-398 oder 10 bzw. 20 % Tumor-
Uberstand inkubiert. Die Generierung des Tumortitaeds erfolgte in Anwesenheit von 10 uM
NS-398 oder nur dessen Ldsungsmittel Ethanol iiclgbe Menge. Ein muriner IL-10-ELISA
wurde mit den zellfreien Uberstanden durchgefiBezeigt werden Daten aus jeweils 6 unab-

hangigen Experimenten (* = p < 0,05; * =p < 0,0¥* = p < 0,001).

3.5  Wirkung von Prostaglandin E, auf murine Leukozyten aus der Milz

3.5.1 Wirkung von Prostaglandin E, auf die Produktion von Interferon-y und

Interleukin-12p70 in murinen Leukozyten aus der Milz

Aufgrund der Erkenntnisse, dass ProstaglandiralE hauptsachliches Produkt des
Cyclooxygenase-Stoffwechsels anfallt, wurde untrsuob die oben beschriebenen
Effekte des Tumoriberstands mit rekombinantem P@dthgestellt werden kdnnen.
Hierzu wurden wieder murine Leukozyten aus der Mjgvonnen und fur 48 h mit
CpG 2216 (Abb. 13 A) oder CpG 1826 (Abb. 13 B) iblent. Zusatzlich wurde in auf-
steigenden Konzentrationen von 500 nM bis 10 uMsfaglandin k& zugegeben. Bei
der darauf folgenden quantitativen Messung von jFalis dem zellfreien Uberstand
fiel auf, dass bereits Mengen von 500 nM B@i IFN< Produktion stark hemmen.

Hohere Konzentrationen von Pg¥erstarkten diese Wirkung kaum mehr. Eindrtcklich
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ist der Effekt fir CpG-ODN 1826. Hier geht die IFNRroduktion bis auf weniger als

10 % zurtick.
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Abb. 13: Prostaglandin Ehemmt die CpG-induzierte Produktion von IFNW4in Leukozyten
aus der Milz.Leukozyten wurden aus muriner Milz gewonnen und8ih ohne Stimulus, mit
CpG-ODN 2216 (A) oder CpG-ODN 1826 (B) und aufsteiten Konzentrationen von P&GE
inkubiert. Ein muriner IFNELISA wurde mit den zellfreien Uberstanden durciige. Ge-
zeigt werden Daten aus jeweils 6 unabhangigen Hxgerten (** = p < 0,01).
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Bei der quantitativen Analyse von IL-12p70 aus déberstand zeigte sich mit 500 nM
PGE ebenfalls ein erheblicher Riickgang der CpG-veettéh IL-12p70-Produktion

um 64,8 % (CpG 2216, Abb. 14 A) bzw. 50,2 % (Cp@a,8Abb. 14 B). Auch hier

konnte mit ansteigenden Konzentrationen kein tihaeer Effekt des PGEyezeigt wer-

den. Dies deutet auf eine bereits maximale Hemmadeg Zytokinproduktion mit

500 nM PGE hin.
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Abb. 14: Prostaglandin Ehemmt die CpG-induzierte Produktion von IL-12p70 Leukozy-

ten aus der Milz. Leukozyten wurden aus muriner Milz gewonnen und4firh ohne
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Stimulus, mit CpG-ODN 2216 (A) oder CpG-ODN 182p6uidd aufsteigenden Konzentrationen
von PGE inkubiert. Ein muriner 1L-12p70-ELISA wurde mitdeellfreien Uberstanden durch-

gefuihrt. Gezeigt werden Daten aus jeweils 6 unabigé@m Experimenten (** = p < 0,01).

3.5.2 Wirkung von Prostaglandin E; auf die Produktion von Interleukin-10 in

murinen Leukozyten aus der Milz

Wie bei IFNy und IL-12p70 wurde die durch CpG 2216 induziertedBktion von
IL-10 in Kokultur mit PGE untersucht (Abb. 15 A). 500 nM PG der Kultur verur-
sachten einen Rickgang der IL-10-Produktion um 3@di&Verdopplung der Konzen-
tration von PGEauf 1 uM senkte die IL-10-Produktion um weitere%a3H6here Kon-

zentrationen konnten diesen Effekt nicht mehr éeksn.

Im Gegensatz zu CpG 2216 war fur CpG 1826 eine WEdpdler IL-10-Produktion zu
beobachten (Abb. 15 B). Mit einer Konzentration ve00 nM PGE in der Kultur
konnte die IL-10-Menge um 18,7 % erhoht werden. &aer drastischen Steigerung

der PGE-Konzentration auf 10 uM wurde ein signifikanterstieg um 32,1 % erreicht.
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Abb. 15: Prostaglandin Ehemmt die CpG 2216-induzierte Produktion von IL-1&ber stei-
gert die CpG 1826-induzierte Produktion von IL-16 Leukozyten aus der MilzZ_eukozyten
wurden aus muriner Milz gewonnen und fur 48 h otienulus, mit CpG 2216 (A) oder
CpG 1826 (B) und aufsteigenden Konzentrationen R@, inkubiert. Ein muriner IL-10-
ELISA wurde mit den zellfreien Uberstanden durchigef Gezeigt werden Daten aus jeweils 6
unabhangigen Experimenten (A: ** = p < 0,01; ** p < 0,001; B: * =p < 0,05 im Vergleich
zu ,CpG 1826%).

3.6  Messung von Prostaglandin Eim Tumoruberstand

In der Literatur wird beschrieben, dass TumorzeR¥nstaglandin Ebilden kénnen
[Falkowski, 2003]. Unter anderem haben COX-2-Infoil@n eine direkte zytotoxische
Wirkung auf Tumorzellen. Doch eine weitere wichtiMyrkung ist die Inhibierung der
Produktion von PGE Um zu testen, ob die vorliegende Tumorzelllini2&CPGE se-
zerniert, wurde eine quantitative P&Bestimmung mittels eines ELISA durchgefiihrt.
Hierfir wurde der bisher verwendete Tumoruberstaerdvendet. Wahrend die Kulti-
vierung der Tumorzellen ohne COX-2-Inhibitor fur A&hohe Werte an PGHiefert
(18,8 ng/ml PGB, wird bei Kultivierung dieser Tumorzellen mit dgd®©X-2-Inhibitor
NS-398 nur eine geringe Menge an B@Emessen (1,2 ng/ml PgEAbb. 16). Die
Hemmung der in den Tumorzellen vorliegenden Cygjgexase-2 bewirkt somit auch
eine Hemmung der PGEProduktion. Da in den oben beschriebenen Versuaedn

freier Tumoritberstand verwendet wurde, konnen eimrhenden Effekte des Tumor-
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Uberstands und die bedingte Umkehrung des Effelkitshd Kokultur mit NS-398
grof3tenteils auf die Wirkung von PgEuriickgefihrt werden. Dies konnte durch die
alleinige Gabe von rekombinantem PQEnd seiner, dem Tumoriberstand ahnlichen,

Auswirkungen auf murine Leukozyten belegt werden.
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0. [ I
Tumorlberstand Tumorlberstand mit 10pM NS-398

Abb. 16: Die PGE-Produktion von Tumorzellen kann mit NS-398 inhibiewerden. Tumor-
zellen wurden fur 48 h in Anwesenheit von 10 uM3Bi&oder dessen Loungsmittel Ethanol in
gleicher Menge inkubiert. Im zellfreien Uberstandrde PGE quantitativ mit Hilfe eines
ELISA nachgewiesen. Gezeigt sind die Werte am iBeidps fur die Versuche verwendeten

Tumoriberstands (n=1).

3.7  Wirkung von intraperitoneal verabreichtem Parecoxib in Kombina-
tion mit CpG-Oligonukleotiden in einem murinen Kolonkarzinom-
Modell

Nach den Erfolgernn vitro sollte nun die Kombination von peritumoral apm@izem

CpG-ODN und einem COX-2-Inhibitor erprobt werder©OXG2-Inhibitoren sind stark
lipophile Substanzen. Um eine toxische Wirkung tuein lipophiles Losemittel wie
Ethanol oder DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) zu vermeidemyrde der hydrophile, was-
serlosliche COX-2-Inhibior Dynastat verwendet. Dgtad wird in seiner inaktiven

Form Parecoxib-Natrium appliziert und in der Lekardem lipophilen, aktiven Meta-
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boliten Valdecoxib metabolisiert. Von dort erreidfdldecoxib tGber den Blutweg den

gesamten Korper.

Mausen wurde ein Tumor mit der Tumorzelllinie CQfbkutan in die rechte Flanke
induziert. Ab dem Tag der Tumorinduktion wurde Dstad taglich intraperitoneal ap-
pliziert. Die Messung der TumorgroRe erfolgte aly T4. Ab diesem Tag wurde die
wochentliche, peritumorale Applikation von CpG 18#&onnen. Gewicht und Tumor-

grof3e der Mause wurden drei Mal pro Woche erhoben.

Alle Mause der untherapierten Kontrollgruppe vetsta zwischen Tag 23 und Tag 25
nach Tumorinduktion (Abb. 17). Dies zeigt das agginee Wachstum dieser Zelllinie.
Der Tumor wuchs innerhalb von drei Wochen auf ednechschnittliche Grof3e von
117 mnf an. In der Gruppe, die mit Dynastat behandelt wumuchs der Tumor im
Durchschnitt so schnell wie in der Kontrollgrupgb. 18). Jedoch befanden sich die
Mause in einem wesentlich besseren Allgemeinzustamdi zeigten dadurch einen
Uberlebensvorteil. Die erste Maus starb an TagiB9|etzte an Tag 46 nach Tumorin-
duktion. Alleinige Gabe von Dynastat hatte keinanfliss auf die Geschwindigkeit
des Tumorwachstums. Durch verschiedene Mechanismerschmerzunterdriickung,
Hemmung des infiltrativen Wachstums oder der Matstung konnte aber die Le-
benserwartung der Mause verglichen mit der unbedlerdGruppe signifikant verbes-
sert werden (p = 0,003).
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Abb. 17: Uberleben der tumortragenden Mause  M&usen wurde subkutan ein Tumor
induziert. Dieser wurde ab dem Tag der Tumorinaduktinit 0,1 mg/d Dynastat und/oder ab
Tag 14 nach Tumorinduktion mit 100 pg/Woche CpG 1B2rapiert. In den Gruppen, die mit

CpG 1826 therapiert wurden, Uberlebte jeweils dit@us bis Abschluss des Experiments an

Tag 100. Gezeigt werden Daten aus jeweils 5 unaigé&n Experimenten.

Die peritumorale Gabe von CpG ist bereits in umsek@bor untersucht worden. Bei
Beginn der Therapie um den Tag 5 nach Tumorindaktionnte eine vollstandige Tu-
morregression gezeigt werden. Bei Verzogerung tesapiebeginns ist es schwieriger,
das Wachstum der Tumoren zu kontrollieren. In dredéersuch sollte die alleinige
Gabe von CpG mit der kombinierten Gabe von CpG Dydastat verglichen werden.
Daher wurde der Beginn der CpG-Therapie auf Tagalth Tumorinduktion gelegt, um
eine komplette Regression der Tumoren zu vermeithehdamit eine Unterscheidung

der beiden Therapieformen zu ermdglichen.

In der CpG-therapierten Gruppe wuchs der Tumorlidbutangsamer als in der Kon-
trollgruppe. Die erste Maus verstarb am Tag 39eBfiaus konnte trotz des spéaten Be-
ginns der CpG-Therapie komplett den Tumor abstaffehwies eine Lebenserwartung
von mehr als 100 Tagen auf. Ebenso konnte in dep& mit der Therapiekombination
aus CpG und Dynastat eine Maus als geheilt begtgtdrden. Im Durchschnitt ent-
sprach die Lebenserwartung der Tiere der letztggranGruppe denen der mit CpG-
therapierten Gruppe. Eine Steigerung der Lebensamgkonnte somit durch zuséatzli-

che Gabe eines COX-2-Hemmers nicht erreicht werBem.durchschnittliche Grolle
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des Tumors in dieser Gruppe war stets kleinerralder zugehdorigen Kontrollgruppe

mit alleiniger CpG-Therapie. Dieser Effekt zeigigeh keine statistische Signifikanz.

TumorgréRe [mm2]
350 -

300 4

250 +

200 4
150 +

} p=0,20

100 +

14 19 24 29 34 39
Tage nach Tumorinduktion

Kontrolle —a— 1826 Dynastat —a— Dynastat + 1826

Abb. 18: Verlauf der TumorgroRe  Mausen wurde subkutan ein Tumor induziert. Dieser
wurde ab dem Tag der Tumorinduktion mit 0,1 mg/dd3yat und/oder ab Tag 14 nach Tu-
morinduktion mit 100 pg/Woche CpG 1826 therapiggtie Kurve ist bis zum Ableben der ers-
ten Maus in der jeweiligen Gruppe dargestellt. Ggzeerden Daten aus jeweils 5 unabhangi-

gen Experimenten.
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4 Diskussion

4.1  Nachweis von dendritischen Zellen und T-Zellen im imorgewebe

4.1.1 Diskussion der angewandten Methoden: Tumorzellaufbeitung

Um die eingewanderten Leukozyten aus dem Tumorgewebisolieren, wurde der
Tumor zerkleinert und durch Kollagenase angedaigts Prleichterte die Extraktion der
Zellen, die zum Teil an dem Tumorgewebe adhariefén die Aufreinigung der Leu-
kozyten mittels Gradientenzentrifugation war esrl#sslich, eine homogene Einzel-
zellsuspension einzusetzen, da ein Verklumpen d#erZ eine Anderung der mittleren
Dichte nach sich gezogen hatte und somit entwetdnt-leukozytéare Zellen an der
Grenzschicht hdngen geblieben waren oder verklurbetkozyten durch die Grenz-
schicht zentrifugiert worden wéaren. Daher wurdesueht, die Agglutination der Zellen
durch Zugabe von Ethylendiamintetraacetat (EDTA)veuamindern, was weitgehend
befriedigende Ergebnisse lieferte. In einem Teil \dersuche waren noch geringe Spu-
ren von Tumorzellen in der zu untersuchenden Leytkopopulation vorhanden. Diese
Zellen konnten allerdings im FACS durch FS@n{ard scattey und SSC gide scatter
grof3tenteils von der Population der Leukozytennsotégeden werden.

4.1.2 Plasmazytoide dendritische Zellen liegen im Tumorgeebe vor und verlas-

sen diesen nach lokaler Stimulation mit CpG-Oligonkleotiden

Der Nachweis der Existenz von PDCs und MDCs im Tubestatigt Vermutungen,
dass diese Zellen zwar im Tumor prasent sind, aberdiesem in einen Zustand der
Anergie versetzt werden. Bei der Immuntherapie ereWorganger war es notwendig
CpG-ODN in die den Tumor tragende Flanke zu injeaie um eine gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort zu erhalten [HeckelsmilR302b]. Es ist dem Immunsystem
also mdoglich, den Tumor zu bekadmpfen, sobald esalsnlokale Infektion erkennt.
Durch Simulieren einer Infektion durch die Applikat von CpG-ODN in seine direkte
Umgebung wird die Bek&dmpfung des Tumors erst eritliigl Die Applikation von

dendritischen Zellen alleine in den Tumorrandbéréieeb ohne Erfolg.
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In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigtemrdass PDCs in humanen Kopf-
und Hals-Tumoren zu finden sind [Hartmann, 200&a.war nicht moglich, die tu-
morinfiltrierenden PDCs mit Hilfe von CpG zur Prddion von IFN-a anzuregen. Dar-
Uber hinaus zeigten diese PDCs eine herabreguliém®9-Expression. PDCs aus dem
drainierenden Lymphknoten konnten allerdings du€@t zur Produktion von IFN-
stimuliert werden. In der vorliegenden Arbeit kangezeigt werden, dass nach Setzen
eines immunstimulatorischen Reizes die PDCs niohtumor verbleiben, sondern aus
dem Tumor abwandern. Wahrscheinlich beginnen sob méontakt mit einer ausrei-
chenden Menge an Antigen in den Lymphknoten zu ierigm, um in den T-Zell-Ge-
bieten groRe Mengen an IFNzu produzieren [Cella, 1999]. Nach Stimulation WG

ist ihre Aufgabe die Aktivierung anderer Immunzellein Richtung einer
Tul-Immunantwort im Lymphknoten [Boonstra, 2003]. Abbwesenheit mikrobieller
Stimuli wie CpG unterstutzen PDCs die Entwickluegulatorischer T-Zellen und wir-
ken bei der Entwicklung eineryZ-Antwort mit. Dies kdnnte auch im Tumorgewebe
der Fall sein, weshalb es fir Tumoren sinnvoll FEDCs zu rekrutieren und damit eine

effiziente Immunantwort zu unterdriicken [Liu, 20@@u, 2001].

Wie auch in einigen anderen Studien zeigen digegehden Daten, dass bereits ohne
CpG-Gabe MDCs im Tumorgewebe vorliegen. Es wirdrdlhgs kontrovers diskutiert,
ob die Einwanderung von MDCs in den Tumor mit eingositiven Effekt belegt ist
[Furihata, 1993; Ishigami, 1998; Hillenbrand, 199@er mit einem negativen Verlauf
korreliert [Thurnher, 1996]. Bell et al zeigten,sdaunreife MDCs im Tumorgewebe
eines Mammakarzinoms vorliegen, wahrend reife adtévierte MDCs sich im Rand-
bereich des Tumors gruppierten [Bell, 1999; Suz2G2].

Aufgrund des ungehemmten Wachstums einiger Tumariendem in dieser Arbeit
verwendeten C-26-Modell ist anzunehmen, dass in denor eingewanderte APCs
ihre immunstimulierenden Féahigkeiten verloren habéicari et al zeigten in einem
ahnlichen Ansatz, dass MDCs in einem induzierteB66Fumor vorliegen, aber nur
geringe Mengen oder gar kein CD40, CD86 und MH@&xprimieren [Vicari, 2002].
Diese inaktiven DCs waren refraktar gegeniber Sétimn mit LPS, IFNy und CD40-
Ligand. Um diese DCs in einen aktivierten Zustandangen, war es notwendig, $e
vivo gleichzeitig mit lokal appliziertem CpG und systsoh verabreichtem Anti-IL-10-

Rezeptor Antikérper zu stimulieren. Der Tumoribemst der verwendeten Zelllinie
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enthielt in hohen Mengen IL-10, was die Notwendigkier Kombination des Anti-
IL-10-Rezeptor Antikdrpers mit der CpG-vermitteltémmunstimulation erklart. In
unserem Modell zeigte sich allerdings bei nahenallausen eine vollstdndige Tu-
morregression nach alleiniger peritumoraler Gabe €pG-ODN. Eine Uberprifung
der von uns verwendeten Zelllinie C-26 und einerzElizellsuspension eines primaren,
in der Maus gewachsenen Tumors zeigte zudem keickeweisbaren Mengen an IL-10
(Daten nicht gezeigt). Ferner muss erwahnt werdass in unserem Modell die CpG-
Therapie zwei Tage friher begann und die Mengevedasendeten CpG 20-fach héher
war als in der Studie von Vicari und Mitarbeitern.

Die Hemmung einer tumorgerichteten Immunantwordvadurch den Tumor selbst er-
reicht, indem eine Anergie von tumorspezifischeZellen und dendritischen Zellen
induziert wird. Dieser Mechanismus imitiert die &@nzinduktion in peripherem Ge-
webe, bei der dendritische Zellen eine mal3geblRbke spielen. Sofern die DC nicht
durch Fremdantigen aktiviert wird, nimmt sie st@n@elbstantigen aus toten oder
apoptotischen Zellen auf und prasentiert sie deBellen [Steinman, 2003]. Bei
T-Zellen, die auf das Selbstantigen reagieren, Wpdptose eingeleitet. Erst der Kon-
takt mit gréReren Mengen Fremdantigen oder daseBetines Entzindungsreizes akti-
viert die DC und unterbricht ihre tolerogenen Eggraften.

Die Toleranz des Immunsystems gegenuber den Tunt@witken diese sowohl durch
geringe Expression von MHC-Oberflachenmolekilegs,aalch durch die Ausschittung
von Tyl-hemmenden Zytokinen wie IL-6, M-CSF [Menetriert@a 1998], VEGF
[Gabrilovich, 1996], IL-10 [Kim, 1995; Allavena, 28], ProstaglandinEund TGF
[Tada, 1991; Alleva, 1994; Chouaib, 1997]. Die kyte und kontaktabhangige Im-
munsuppression einiger Tumoren erklart auch dielrgse meiner Vorganger, warum
die alleinige Injektion von dendritischen Zellenden Tumorrandbereich ohne Erfolg
blieb. Erst die Injektion von CpG-ODN in die direki&dhe des Tumors setzt einen un-
spezifischen Entzindungsreiz. Damit verlieren di€sDhre regulatorischen Eigen-

schaften und nehmen die Funktion von aktiven AREs a
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4.1.3 T-Zellen wandern nach lokaler CpG-Applikation in das Tumorgewebe ein

Im Lymphknoten aktivieren dendritische Zellen T{2al mittels IFNe und IL-12
(PDCs) und Antigenpréasentation auf MHC-II (MDCs).der Arbeit von Heckelsmiller
et al blieb nach Depletion der CD8 T-Zellen deitanmorale Effekt des CpG-ODN aus.
Demnach ist es wichtig, dass die durch DCs aktieerytotoxischen T-Zellen in den
Tumor gelangen. Nach Untersuchung des Tumors auharaensein von CD4 und
CD8 T-Zellen trifft dies fur beide Zelltypen zu (Bb19). Bis zum zweiten Tag nach
CpG-Gabe steigt die Anzahl beider T-Zell-Subtypemmtkuierlich an. Da murine
T-Zellen kein TLR9 exprimieren, sind sie nicht ¢ieméren Effektorzellen der CpG-
Therapie. Vielmehr ist die Aktivierung durch detnidiche Zellen notwendig, um eine
antitumorale Immunantwort zu induzieren. Zum eirstrie Produktion von IFN-und
IL-12p70 in PDCs fur die Aktivierung von CD8 T-ZeH verantwortlich. Dies ist
gleichbedeutend mit einer Induktion eingflTAntwort [Boonstra, 2003]. Andererseits
exprimieren murine MDCs im Gegensatz zu humanen BBBenfalls TLR9. Daher
muss davon ausgegangen werden, dass auch sie afireler durch CpG-ODN vermit-
telten Aktivierung der T-Zellen beteiligt sind.

Lymphknoten

Aktivier‘[e.

T-Zelle

3
Reife DC

Unreife pDiC

cpG

Abb. 19: Nach Setzung des immunstimulatorischen Reizeslsn@pG-ODN (1) wird die un-

reife PDC aktiviert, woraufhin sie in den drainiegien Lymphknoten migriert (2). Dort prasen-
tiert sie fremdes Antigen und aktiviert damit urdederem CD4 und CD8 T-Zellen (3). Diese
verlassen daraufhin den Lymphknoten und wandeffrumorgewebe ein, welches sie als fremd

erkennen und abbauen kénnen (4). Nach einiger féitder Tumor mit Hilfe verschiedener
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immunsupprimierender Zytokine die T-Zellen wiedeginen inaktiven Zustand versetzt (5). Sie

verlassen den Tumor und migrieren wieder in denghimnoten.

Die sezernierten Zytokine der durch DCs aktivier@d4 T-Zellen vermitteln je nach
Art der Stimulation eine J1- oder eine §2-Antwort. Damit wird ihnen eine wichtige
Rolle in der Tumorabwehr zugeschrieben, da siehgf&ind, ihrerseits CD8 T-Zellen
zu aktivieren [Hung, 1998; Nishimura, 1999]. Diegederum wirken zytotoxisch und
verstarken die tumorgerichtete Immunantwort durobdBktion diverser Zytokine wie
IL-2, IL-4, IL-12, IFN-y und TNFe (Tumornekrosefaktos-) [North, 1996; Delespesse,
1997].

4.2  Wirkung von CpG-Oligonukleotiden auf murine plasmaztoide

dendritische Zellen

4.2.1 Diskussion der angewandten Methoden: Kultivierung en plasmazytoiden

dendritischen Zellen und muriner Interferon-a-ELISA

Die Generierung von PDCs wurde das erste Mal vas@ret al beschrieben [Brasel,
2000]. Die Differenzierung der Knochenmark-Vorldufdlen in PDCs erfolgte durch
Stimulation mit FIt-3 Ligand, einem Wachstumsfakior hamatopoetischen System.
Wahrend Beschreibungen anderer Arbeitsgruppen proake Anteile der PDCs von
bis zu 50 % beschrieben [Gilliet, 2002], fiel diehdurchgefuhrte Knochenmarkkultur
meist mehr zugunsten der MDCs aus. Der Anteil d¥C®schwankte zwischen 20 und
35 % der Zellen.

Bei der Generierung der PDCs aus Vorlauferzellen Kdeochenmarks spielt die Be-
schaffenheit des Kulturmediums eine wichtige Roem einen dirfen nur Kompo-
nenten mit geringster Endotoxinbeimengung verwemagtlen, da jede Form von En-
dotoxin (vornehmlich LPS) die Entwicklung von PDi@mmmt und gleichzeitig die Ent-
stehung von MDCs férdert. Zum anderen scheint leeiRDC-Kultivierung die Ver-
wendung des richtigen FCS von grol3em Stellenwersein, da es chargenabhangig
uber den Erfolg der Kultur entscheiden kann. Veesndgen der Kulturbedingungen

wie das Benutzen von Medium und FCS anderer Firomah Zusatze wie Glucose,
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Ethanol oder L-Glutamat zur Kultur erbrachten aliegs keine signifikanten Unter-
schiede. Dies zeigt, dass das System zur Genegi@ammurinen PDCs sehr empfind-

lich gegentber dulReren Einflissen ist.

Trotz der verhaltnismalRiig geringen Anzahl von PxCder Kultur war jedoch die De-
tektion von murinem IFNt moglich. Zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Vetseic
war kein kommerzieller IFN-ELISA erhéltlich. Daher musste die Zusammenstegllun
der verwendeten Stoffe nach einem Protokoll voidéthrein erfolgen. Aufgrund des
verwendeten Standards wurde die Menge an dRN-Units/ml angegeben. Unter Be-
riicksichtigung der Aktivitat des verwendeten Stadslavon 4,3 x 1DU/ml ergeben
sich fur 100 Units eine Menge von 23,3 ng/ml. Damduziert CpG-ODN 2216 in
2*10° Zellen eine Menge von 197 ng/ml IRN-Verglichen mit IFNe-ELISAs im hu-
manen System sind diese Werte extrem hoch (durohiich 4-8 ng/ml IFNe. aus
2*10° humanen PDCs [Hartmann, 2003b]).

Dieser Effekt kdnnte auf eine PDC-MDC-Interaktionrickzufiihren sein. Murine
MDCs exprimieren, im Gegensatz zu humanen MDCsnfable TLR9 und sprechen
damit direkt auf CpG-ODN an. Die gleichzeitige Akd¢irung von MDCs durch
CpG-ODN bewirkt die Sekretion verschiedener Zytekimie IFN+y, die ihrerseits auf
die PDCs stimulierend wirken und so die PDC-vemttigt IFN-u-Sekretion potenzieren

kdnnen.

4.2.2 CpG-Typ A-ODN induziert gro3e Mengen an Interferon- in murinen

plasmazytoiden dendritischen Zellen

Im humanen System existieren drei verschiedenesEtayon Oligonukleotiden, die
Immunzellen auf unterschiedliche Weise stimulietdamane PDCs und B-Zellen sind
die einzigen Immunzellen, die TLR9 exprimieren wanit direkt auf CpG-ODN an-
sprechen. CpG-Typ A-ODN wie CpG 2216 stimulieremnetmlich PDCs zur Produk-
tion von IFN«, was zu starker Aktivierung und IFNProduktion durch NK-Zellen und
vd T-Zellen fuhrt. Die Zielzelle von CpG-Typ B-ODN &iCpG-ODN 2006 ist vor-
nehmlich die B-Zelle, die zur Ausreifung und Immioilinsynthese aktiviert wird.
Allerdings bewirken CpG-Typ B-ODN auch ein verlartge Uberleben und die Ausrei-

fung von PDCs. Eine Zwischenstellung nehmen die TypDN ein, die sowohl PDCs
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zur Produktion von IFNe stimulieren als auch B-Zellen zur Ausreifung zadphazel-

len aktivieren [Hartmann, 2003b].

Die Wirksamkeit verschiedener CpG-ODN wurde aufimem PDCs in Kultur unter-
sucht. CpG 2216 induziert gro3e Mengen an murifélid. Dies entspricht den Beo-
bachtungen im humanen System. Das Motiv ,ATCGTC @®N 2216 ist fur die opti-
male Erkennung in humanen PDCs konzipiert. Allegdirbesitzt das murine CpG-
Typ A-ODN 1585 auch NK-Zell-aktivierende Eigensdeafund weist eine geringere
PDC-Stimulation als CpG 2216 auf [Ballas, 2001} QipG-Typ B-ODN wie 2006 und
dessen murine Form 1826 haben erwartungsgemalyeimgere Wirkung auf murine
PDCs. Das CpG-ODN 1826 weist eine andere Basenseqie CpG-ODN 2006 auf.
Dies bewirkt eine optimale Immunstimulation im nmean System und bewirkt nach-

weislich eine doppelt so hohe IFdNProduktion in PDCs.

Im Gegensatz zu Erkenntnissen aus dem humanemgiptét die groRe IFN-indu-
zierende Wirkung von Typ C ODN im murinen Systers.dddglicherweise muss, wie
bei den anderen CpG-ODN, eine optimale Sequen&tonulation des Immunsystems
der Maus gefunden werden. Es ist aber auch moglass Typ C-ODN aufgrund ver-
schiedener Einfliisse ihre charakteristische AKihviitn murinen System nicht entfalten
kénnen. Es bleibt zu testen, ob die B-Zell-aktigreten Eigenschaften dieser ODN auf
murine B-Zellen ebenfalls eingeschrankt sind, aiediese Oligonukleotide wie beim

Menschen auch B-Zellen in hohem MafRe aktivieremkon

4.3  Tumortberstand und Prostaglandin E schwéachen die Interferone-

Produktion in murinen plasmazytoiden dendritischenZellen

Heckelsmiller et al zeigten, dass die friihe CpGrape bei kleinen Tumoren die meist
vollstdndige Regression des Tumors bewirkt. Eineselionzept zur Generierung von
MDCs in vitro und deren Ausreifung durch Zugabe von bestrahliemorzellen und
CpG-ODN wurde fur die Behandlung von grofRen Tumcegtabliert und erfolgreich
getestet [Heckelsmiller, 2002a]. Die Ubertragbdrkeif das humane System ist aller-
dings nicht ohne Weiteres moglich, da die Beharglkon Tumoren im Menschen sich

als schwieriger erweist [Trefzer, 2001]. Daher veerdinterschiedliche Verfahren er-
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probt, um die Wirksamkeit von CpG-ODN im menschéinlSystem zu verbessern und
durch niedrigere Dosierung toxische Nebenwirkunganminimieren. Verschiedene
Studien beschrieben eine Verbesserung des immunatonischen Effekts von
CpG-ODN durch Kombination mit Toxinen, Antikbrpeoder Chemotherapie [Vicari,
2002; Ishii, 2003; van Ojik, 2003; Weigel, 2003j.der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression von Cyclooxygenase-2 in Tumorzellen derdEffekt von Prostaglanding
eines seiner wichtigsten Produkte, in der Entstghumd Abwehr von Tumoren unter-

sucht.

Viele Tumoren exprimieren verstarkt Cyclooxygendsein Enzym, dessen Expression
im Menschen erst durch Wachstumsfaktoren, Tumorptoran, Zytokine, Karzino-
gene und andere Faktoren heraufreguliert wird. dfeeslene Studien zeigten, dass die
Expression von COX-2 mit starkerer Invasivitat desnors und einer erniedrigten Le-
benserwartung des Patienten korreliert [Sheeh&9;1Stoehimacher, 2003]. Im Uber-
einstimmung mit diesen Ergebnissen vermindert egelmalige Einnahme von COX-
Inhibitoren das Tumorwachstum und wirkt praventiif die Entstehung von Neopla-
sien [Church, 2003; Rahme, 2003].

Da dendritischen Zellen eine wichtige Funktion ar dbwehr von Tumoren zukommt,
wurde von Sharma et al untersucht, ob die COX-2r&sgion sich hemmend auf die
immunstimulatorischen Eigenschaften der MDCs augW8harma, 2003]. Tatsachlich
geht die erhéhte COX-2-Expression mit einem inakewn Phanotyp, verminderter Fa-
higkeit zur Antigenprasentation und verringerteodktion von proinflammatorischen
Zytokinen einher. Ferner konnte dies auf eine vénmeeProduktion von PGEzuriick-

gefuhrt werden. Da der antitumorale Effekt von GPON vor allem mit der Aktivie-

rung von PDCs und deren Fahigkeit, hohe MengerFahal zu bilden, zu begrinden
ist, wurde untersucht, welche kontaktunabhangigékwkigen Tumoren auf diese Zell-

population haben.

Tumorlberstand der Zelllinie C-26 hat einen stagknimenden Effekt auf die PDC-
vermittelte IFNe-Produktion. Um zu testen, ob dieser Effekt auf Aidivitat der

Cyclooxygenase-2 zurtickzuftihren ist, wurde den Tasiten zu Beginn der Kultivie-
rung der COX-2-Inhibitor NS-398 zugegeben. Der hemde Effekt des TU auf die

IFN-a-Produktion lieR sich dadurch teilweise abschwackiedoch lie? sich die im-
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munsupprimierende Wirkung des TumorlUberstands niolistandig aufheben, was
durch das Vorhandensein von COX-2-unabhéngigenoFaktwie TGH oder VEGF

zu erklaren ware.

Prostaglandin Eist das Hauptprodukt der Cyclooxygenase-2. UnéerAdhnahme, dass
das Zytokin fur die immunmodulatorischen Eigenstdrafdes Tumortberstands malf3-
geblich verantwortlich ist, wurde rekombinantes RG& murinen, mit CpG aktivierten
PDCs gegeben. Es zeigte sich ein stark inhibitbeis&ffekt auf die Produktion von
IFN-a, der mit der PGEKonzentration korrelierte. Es ist bereits bekamass PGE
die MHC-II-Expression auf MDCs reduziert, wodurokreh stimulatorisches Potential
gegenuber T-Zellen vermindert ist [Harizi, 2001jteressanterweise wurde beschrie-
ben, dass die DC-Kultur endogen gebildetes P&thielt, das von DCs gebildet wor-
den sein musste. Erfolgreiche Hemmung der PB&®Bduktion durch Indomethacin
legte den Verdacht nahe, dass COX-1 fur dessenuRtiod verantwortlich war und
demonstriert die Eigenschaften der COX-1 lasisekeeping enzymiBie Zugabe des
COX-2-spezifischen Inhibitors NS-398 zu den MDGHldie IL-12-Produktion anstei-
gen. In einer anderen Publikation zeigten Harizletlass die PGEvermittelte Inhibie-
rung der DCs und deren Produktion von IL-12 dutcli® vermittelt ist [Harizi, 2002].

Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, &S durch die Induktion von
IL-10 in Monozyten und die Inhibition der Synthesm bioaktivem IL-12p70 die Im-
munantwort in eine J2-Antwort wandelt [Groux, 1998; Kalinski, 2001]. & ist in
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit gewonneEegebnissen, da die Unterdrii-
ckung einer f1-Antwort mit verminderter Sekretion von IFNeinhergeht. Ob PGE
einen direkten Effekt auf PDCs hat oder ob die Hamgnder von MDCs produzierten
Zytokine einen negativefeedback loopuslost, konnte nicht beantwortet werden, da
Methoden zur Aufreinigung und Trennung beider Zadplationen nicht zur Verfigung

standen.
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4.4  Die Wirkung von Tumortberstand und Prostaglandin E, auf murine

Leukozyten aus der Milz

4.4.1 Tumortberstand und Prostaglandin EE hemmen die CpG-induzierte
Produktion von Interferon-y und Interleukin-12p70 in murinen Leukozyten

aus der Milz

Bei der immunologischen Erkennung von Tumoren uimdlen Infektionen wird eine
Tyl-gerichtete Immunantwort ausgeldst. Daran sine afirelzahl von Immunzellen
beteiligt. PDCs wandern nach Antigenkontakt in desinierenden Lymphknoten und
produzieren IFNx und IL-12. Erkenntnisse, dass IL-12 wichtig fle dintitumorale
Immunantwort ist, wurden unter anderem von Meldral@ewonnen, die DCs mit ei-
nem fur IL-12 kodierenden Adenovirus transfizieaibbkn. Diese DCs waren durch die
endogene Zytokinproduktion in der Lage, den Tumoksam zu bekampfen [Melero,
1999]. Aufgrund seiner Fahigkeit, die Ausdifferarzing von CD4 T-Zellen in
Tyl-Zellen zu bewirken und wirkungsvoll NK-Zellen alktivieren, ist IL-12 wichtig
fur die Initiation einer tumorgerichteten Immunaottv Es wird hauptséachlich von
B-Zellen, Makrophagen und PDCs gebildet und bewirkt T-Lymphozyten und
NK-Zellen die Sekretion von IFN- Dieses wirkt wiederum stimulierend auf andere
Immunzellen wie Monozyten, die daraufhin aktiviertrden und sich in Makrophagen
ausdifferenzieren. Aktivierte Makrophagen sezemmerihrerseits Mediatoren wie
TNF-o, IFN-y und IL-12.

Es ist jedoch bekannt, dass Makrophagen nebenzfitetoxischen Eigenschaften auch
einen immunsupprimierenden Einfluss auf T-LymphenyfVaresio, 1980] und NK-
Zellen [Young, 1986] haben. Dieser Effekt ist untanderem auf sezerniertes
Prostaglandin und IL-10 aus Makrophagen zurlckzefithPGE ist ein potenter In-
duktor von IL-10, das von einer Vielzahl von Zellere Monozyten, Makrophagen und
T-Zellen gebildet wird. Wie PGEinhibiert auch IL-10 die Produktion von IL-12 in
dendritischen Zellen und vermindert deren stimuiathes Potential [Fiorentino,
1991]. Durch diese Mechanismen wird der normalesevsich selbst verstarkende Pro-

zess der Initiation eineryL-Immunantwort durchbrochen.
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Es wurde untersucht, ob wichtige inflammatoriscly¢okine wie IFNy und IL-12p70
durch Mediatoren im Tumoriberstand vermindert seedrwerden. Ohne Stimulation
mit CpG-ODN waren in der Gesamtzahl der Milzzellenne Mengen an IFN-und
IL-12 detektierbar. Um messbare Werte dieser Zy#kiu erhalten, war die Stimula-
tion mit CpG-ODN notwendig. CpG 2216 stimulierteldieukozyten zur Produktion
dieser beiden Mediatoren weitaus mehr als CpG 1BR&: ist in Ubereinstimmung mit
den charakteristischen Eigenschaften der beidegp@likleotide. CpG 2216 als starker
Initiator einer {1-Immunantwort ist befahigt, die ProduktionIFstimulierender Zyto-
kine wie IFNy und IL-12 zu bewirken. CpG 1826 besitzt eine sathese
Tyl-stimulierende Komponente. Erwartungsgemafd hemuamhofiberstand die Pro-
duktion beider Zytokine nach Stimulation mit CpGLB2oder CpG 1826. Dass der Ef-
fekt zum grol3ten Teil auf die COX-2-abhangige Pktidm von PGE zurlckzuflhren
ist, zeigt die geringere supprimierende Wirkung des NS-398 kultivierten Tumor-
Uberstands. Ferner zeigte sich eine von der Koretéont des verwendeten Tumoriber-
stands abhangige Immunsuppression. Da die ZellerinaltnismaRig viel Kulturme-
dium gehalten wurden, ist die Konzentration der Mexaen wahrscheinich deutlich
geringer als im lebenden Tumorgewebe. Deshalbnaireehmen, dase vivo die Pro-
duktion von IFNy und IL-12 von tumorinfiltrierenden Leukozyten nabekomplett

gehemmt wird.

Zur Bestatigung der Vermutung, dass die beobachtefiekte auf den wichtigsten Me-
diator der Cyclooxygenase-2 zuruckzufihren sindrdeUPGE in ansteigenden Kon-
zentrationen zu den Milz-Leukozyten gegeben. Wirenutet sind die Mengen an IFN-
und IL-12 in der Kultur nach Zugabe von PGOEermindert. Allerdings lasst sich, im
Gegensatz zum Tumoriberstand, kein titrierbarezkEffeigen. Dies kann daran liegen,
dass die geringste verwendete Menge an A®E 500 nM bereits an alle Rezeptoren

gesattigt gebunden ist.

Es besteht die Moglichkeit, dass geringe Mengel?@k, die Sekretion weiterer im-
munmodulatorischer Mediatoren (endogenes PEE10) bewirken, die die immun-
supprimierende Wirkung potenzieren. Allerdings #eidie Arbeitsgruppe um Chen,
dass CpG-ODN Milz-Leukozyten ebenfalls zur B&Hoduktion aktiviert [Chen,
2001b]. AuRerdem wurde durch CpG die Expression @Q@X-2-mRNA fnessenger

Ribonukleinsaure) und COX-2-Protein in den Leukemybewirkt. Dies wurde auf die
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CpG-bedingte Aktivierung von NkB (Nuclear factorxB) zurtickgefiihrt, das die In-
duktion von COX-2 bewirkt. Damit werden messbarenlyen an PGEIn der Milz-
Leukozytenpopulation gebildet. Dieses endogen iedie PGE schwacht die Wir-
kung von CpG-ODN ab und reguliert so dessen pranimfhatorische Effekte.

4.4.2 Tumoruberstand und Prostaglandin E, haben gleichgerichtete Effekte mit
CpG 2216, jedoch entgegengesetzte Effekte mit Cp@26 bezuglich der In-

terleukin-10-Produktion in murinen Leukozyten aus der Milz

CpG-ODN 2216 bewirkt in Milz-Leukozyten eine maRigeisschittung von IL-10.
Durch die Zugabe von 10 % Tumoriberstand wird diel0-Produktion signifikant
gehemmt. Da die Zugabe von NS-398 zu den Tumoreeliesen Effekt weiter ver-
starkt, kann die Hemmung der IL-10-Produktion nialiein auf PGE zurlickgefuhrt
werden. Die Zugabe des COX-2-Inhibitors zu den Tiaeiten bewirkt eine geringere
Menge an PGEim Tumoriberstand. Da jedoch gezeigt wurde, da&ssits geringe
Mengen von PGEdie IL-10-Produktion hoch signifikant vermindenst es wabhr-
scheinlich, dass andere Mediatoren im Tumorubedstsa IL-10-Produktion mitbeein-
flussen und die Wirkung von Prostaglandin iinterstitzen. Die Mdoglichkeit, dass
PGE in den Leukozyten unabhangig von COX-2 gebildetiykonnte durch die Ver-

suche von Chen et al ausgeschlossen werden.

Die verminderte IL-10-Produktion nach P&Hiugabe steht zunéchst im Widerspruch
zur synergistischen Funktion von P&ilnd IL-10. Aman et al haben jedoch herausge-
funden, dass IFN-die Produktion von IL-10 in CD4 T-Zellen und Moryben bewir-
ken kann [Aman, 1996]. Da PDCs die hauptsachlidPerduzenten von Typ I-Interfe-
ronen sind, kommt ihnen damit zupIFstimulierenden Funktion zusétzlich eine Rolle
in der Ty2-Immunantwort zu. Feng et al zeigten, dass diesiekt auf CD4 T-Zellen
beschrankt ist [Feng, 2002]. Typ I-Interferone siieren die IL-10-Produktion in akti-
vierten T-Zellen, aber hemmen die IL-10 mRNA undtBin-Produktion in Makropha-

gen.

In dieser Arbeit ist gezeigt worden, dass Prostafitak, die IFN-o-Produktion in
PDCs hemmt. Aufgrund dieser Fakten ist der kontsw&ffekt von Prostaglandin auf

die IL-10-Produktion in Leukozyten aus der Milz etklaren. Die verminderte IFd-
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Produktion durch PGEbewirkt eine geringere IL-10-Produktion in CD4 &#én. Ob-
wohl Harizi et al die immunstimulatorische Kompoteeron Prostaglandin,BEvor al-
lem auf die Induktion von IL-10 zurickfuhrten [Hari2002], konnte die Arbeitsgruppe
um Kuroda einen direkten, von IL-10 unabhangigeiel&Efvon PGE nachweisen [Ku-
roda, 2000]. PGEvermittelte Inhibierung von IFN-in Milzzellen konnte nicht durch
Blockade von IL-10, IL-4 oder TGB-mittels Antikbrper aufgehoben werden. Aul3er-
dem wurde gezeigt, dass die Hemmung von {Fbdrch PGE in Milzzellen aus
Balb/c-Méausen starker als bei anderen Mausstam@®rBl/6, C3H/HeN) war. Dieser
Effekt war durch verminderte IL-12p70-Produktiorrclu antigenprasentierende Zellen
zu erklaren. Wahrend in dieser Studie die Leukaozyberch SAC (Staphylococcus au-
reus Cowan-l) stimuliert wurden, konnte in der wegénden Arbeit ein vergleichbarer
Effekt mit CpG-ODN gezeigt werden. Da der Tumor@lend einen Anteil von 10 % in
den verwendeten Leukozyten-Uberstanden hat, wadeeisbar, dass vom Tumor se-
zerniertes IL-10 die gemessenen IL-10-Werte beagssflhatte. Dies konnte jedoch aus-

geschlossen werden, da kein IL-10 im Tumortberstiektierbar war.

Mit CpG 1826 ergeben sich nach Zugabe von 10 % Tubsystand zur Leukozyten-
kultur vergleichbare Ergebnisse wie fur CpG 2218erflings ist darauf hinzuweisen,
dass - beziglich der Produktion von IL-10 - die igkéit von CpG 1826 die des
CpG 2216 Ubertrifft. Daflr ist die starker ausgepea Aktivierbarkeit einer
Th2-Antwort durch CpG-Typ B-Oligonukleotide verantwlimh. CD4 T-Zellen werden
nach Kontakt mit CpG-ODN 1826 aktiviert und produen vermehrt J2-Zytokine
wie IL-10. Der hemmende Effekt des Tumoriberstakmisnte in den Versuchen mit
CpG 1826 mit dem COX-2-spezifischen Inhibitor NSB3@rstarkt werden. Dies deutet
darauf hin, dass die Hemmung der IL-10-Produktimhmtnausschliel3lich auf Produkte
der COX-2 zurlckzufuhren ist. Vielmehr zeigen diatéh mit CpG 2216, dass eine
Zugabe des COX-2-Inhibitors alleine bereits eimgnifikante Hemmung der IL-10-
Produktion bewirkt. Da diese Beobachtung mit Cp@6Lggdoch nicht gemacht werden
konnte, lasst sich die IL-10-Verminderung durch alieinige Anwesenheit des NS-398
nicht ausreichend erklaren. Vielmehr mussen node@im Tumoruberstand enthal-

tene Mediatoren wie TGB-oder IL-6 daflr verantwortlich sein.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit CpG 2216 bewi@& in Kombination mit
CpG-ODN 1826 eine geringgradige Erhéhung der ILPtOduktion. Diese ist jedoch
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erst ab einer Menge von 10 uM P&Hdignifikant. CpG 1826 bewirkt in PDCs eine ge-
ringere Sekretion von Typ I-Interferonen und indwuizidariber hinaus verstarkt eine
Tn2-gerichtete Immunantwort. Damit ist der entgegeetgee Effekt zum CpG 2216 zu
erklaren. CD4 T-Zellen werden durch Kombination v@GE, und CpG-Typ B-ODN
zur Synthese J2-stimulierender Zytokine angeregt. Die Fahigkeitr €CpG-Typ B-
ODN, in PDCs die IFNx-Produktion zu induzieren, ist deutlich geringem@anit ist

auch der immunsupprimierende Effekt von B@Hf die PDCs deutlich geringer ausge-

pragt.

4.5 Prostaglandin E, befindet sich in groRen Mengen im Tumoruber-

stand

Die bisher gewonnenen Ergebnisse gingen von dealme aus, dass P&GHEn Tu-
moruberstand vorkommt. Dartber hinaus wurde voraetgt, dass die Tumorzelllinie
das Enzym COX-2 heraufreguliert hat. Den Nachwars COX-2-Protein und von
COX-2-kodierender mRNA in der Tumorzelllinie C-2@echten Falkowski et al [Fal-
kowski, 2003]. Ferner wurde der zytotoxische Effe&h Diclofenac, einem unspezifi-
schen Cyclooxygenase-Hemmer, auf die Zelllinie tsuteht. In grol3en Mengen von bis
zu 1000 uM Diclofenac in der Zellkultur zeigte sein zytotoxischer Effekt des Cyclo-
oxygenase-Hemmers und eine Hemmung des Tumorzedh$tams. Dieser Effekt

wurde auch in einer anderen Studie beschriebenifiig, 2000].

Da verschiedene COX-2-Hemmer eine unterschiedligy®etoxizitat aufweisen und
diese auch in nicht-COX-2-exprimierenden Tumorze#h zu beobachten ist, konnte
aber eine COX-2-vermittelte Abhangigkeit des zytsohen Effektes ausgeschlossen
werden. In der oben angefihrten Studie wurden ttragende M&use mit Celecoxib,
einem spezifischen COX-2-Inhibitor, behandelt. Viar die Behandlung mit Celeco-
xib das Tumorwachstum verminderte, zeigten sich keene zytotoxischen Effekte auf
gesundes Darmgewebe. AuRerdem waren die gemesBkEsamaspiegel von Celecoxib
mit 1,5 - 3,5 uM zehnfach niedriger als die Konzatbn, bei der ein zytotoxischer
Effekt auf die Tumorzellen beobachtet wurde. Daiseidossen Williams et al, dass die

antitumoralen Effekte von COX-2-Inhibitoren nichifahre direkte Zytotoxizitat, son-

-61-



4 DISKUSSION

dern auf eine Beeinflussung der Interaktion von drrellen und umgebenden Gewebe

zuriickzufihren ist.

Die 1G5 (mittlere inhibitorische Konzentration) flr deneggischen COX-2-Inhibitor
NS-398 wurde bezuglich der Hemmung der Cyclooxygerfamit 1,77 UM angegeben.
Daher wurde mit 10 uM NS-398 in der Tumorzellkulaine Konzentration gewahlt,
die geringe zytotoxische Effekte mit sich brindieadie COX-2 in Tumorzellen effek-
tiv hemmt. Die Messung von PGEn Tumoriberstand ergab ohne Zugabe von NS-398
Werte im Bereich von 18 ng/ml. Die Zugabe von N8-38nkte die PGEProduktion
der Tumorzellen um rund 85 %. Sombroek et al untdrten die Eigenschaften von
Tumoriberstand, der aus primaren Tumoren stamnuabp8ek, 2002]. Die Arbeits-
gruppe konnte zeigen, dass Prostanoide die doreirder Rolle in den Schutzmecha-
nismen priméarer Tumoren bilden, wahrend Tumorzedih die Fahigkeit zur Sekretion
weitgehend verloren haben. Die Ergebnisse in ddiegenden Arbeit weisen hingegen
darauf hin, dass Tumorzellen einer Zelllinie durchan der Lage sind, Prostaglandin in
hohen Mengen zu sezernieren. Die Hemmung dieseetB®k durch NS-398 ist darauf
zuruckzufiihren, dass P@kon der in C-26-Zellen verstarkt exprimierten CQXge-
bildet wird.

4.6  Invivo-Anwendung von Cyclooxygenase-2-Inhibitoren

In unserer Arbeitsgruppe konnten mit der alleinigeritumoralen Applikation von
CpG-ODN erfolgreich Tumoren zur Regression gebraadiden. Allerdings war der
antitumorale Effekt beschrénkt auf kleine Tumor&a die C-26-Zellen eine sehr
schnell wachsende Tumorzelllinie sind, konnte nerau sieben Tage nach Tumorin-
duktion eine vollstdndige Remission der Tumorerient werden. Um zu testen, ob die
Koadministration des COX-2-Inhibitors Parecoxib W&rkung von CpG 1826 verstar-
ken kann, wurde daher erst 14 Tage nach der Injekter Tumorzellen mit der CpG-
Therapie begonnen. Innerhalb dieser Zeitspanras{Tumorwachstum soweit fortge-
schritten, dass CpG alleine keine vollstandige Beglon des Tumors bewirken konnte,
was ansonsten einen zusatzlichen antitumoralektaften Parecoxib verdeckt hatte.
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Dennoch zeigten sowohl in der mit CpG behandeltenpfe als auch in der Gruppe,
die kombiniert mit CpG und Parecoxib behandelt veujdweils eine Maus eine kom-

plette Regression des Tumors.

Hinsichtlich der TumorgroR3e weist die Behandlung Rarecoxib keinen Vorteil zur
unbehandelten Gruppe auf. Die TumorgroRe nimmtinvaer Kontrollgruppe stetig zu.
Da die Mause, die versterben, meist den groRtenofumder Gruppe tragen, wirde
mit dem Tod jeder Maus die Kurve der Tumorgro3eslelibhen Schwankungen unter-
liegen. Deshalb wurden die Werte nur bis zum Tod jdeveils ersten Maus einer
Gruppe angezeigt. Das Tumorwachstum der Gruppenmdi CpG behandelt wurden,
ist im Vergleich zu ihren beiden Kontrollgruppenutieh geringer. Allerdings zeigt
sich im Hinblick auf die Tumorgrdol3e kein deutlich&rteil der kombinierten Therapie
im Vergleich zur Monotherapie mit CpG. Obwohl dierke der Gruppe, die mit CpG
und Parecoxib behandelt wurde, kontinuierlich uwker Gruppe der nur mit CpG be-
handelten Mause liegt, liel3 sich keine statistissigmifikanz zwischen beiden Gruppen
ermitteln. Es wurden Nachversuche unter den sd@ehngungen durchgefihrt. Doch
auch nach Erhohung der Anzahl der Mause auf 1@puppe zeigte sich, dass der Un-

terschied zwischen den beiden Gruppen nicht skgmifiist.

Im Gegensatz dazu werden in der Literatur teilwerseblich positivere Effekte fur die
Therapie mit COX-2-Inhibitoren beschrieben [Willig2000; Yao, 2003]. Allerdings
handelt es sich in unserem Kolonkarzinom-Modell Tiomoren, die aufgrund ihres
schnellen und invasiven Wachstums schwerer als Temiangsam wachsender Zellli-
nien zu therapieren sind. Bei Williams und Mitatbe beispielsweise konnte das Tu-
morwachstum noch mit Beginn der Therapie nach 3femaach Tumorinduktion kon-
trolliert werden, wahrend in unserem Modell dietlare Lebenserwartung der unbe-

handelten Mause nach Tumorinduktion nur zwischearD30 Tage betragt.

Der COX-2-Inhibitor Dynastat wurde aufgrund seitgdrophilen Eigenschaften ge-
wahlt. Dies ermdglicht die leichte Applikatiam vivo und ermdglicht, im Gegensatz zur
oralen Verabreichung im Futter, die Kontrolle derabreichten Menge. Das Prodrug
Parecoxib wird in der Leber zu Valdecoxib tber Ciom P450 (CYP) aktiviert. Da

auch viele Tumoren CYP exprimieren, werden neuguambral wirkende Substanzen

erprobt, die direkt im Tumorgewebe aktiviert werd@&mnen [Oyama, 2004]. Der Vor-
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teil dieser Substanzen ware, dass der aktive Wiikdirekt im Tumorgewebe gebildet
wirde und niedrigere Gesamtmengen bendtigt wirdentoxische Konzentrationen
vor Ort zu erzielen. Ob die Tumorzelllinie C-26 diendtigten Enzyme CYP2D6 und
CYP2C19 exprimiert, ist nicht untersucht worden.

Wird die Wirkung der COX-2-Inhibition beziiglich déberlebens der Mause betrach-
tet, so ist fur die mit CpG behandelten Gruppem kéiterschied erkennbar. Im Gegen-
satz zum Verlauf der Tumorgrél3e stellt sich allegdifir die Gruppe, die nur mit Dy-
nastat behandelt wurde, ein signifikanter Uberlelerteil gegeniiber der unbehandel-
ten Kontrollgruppe heraus (p = 0,003).

Dynastat wird vornehmlich in der Schmerztherapigeavandt. Ob es auch geeignet ist,
tumoreigene COX-2 zu inaktivieren, ist nicht gekl&iverse Studien zeigten recht un-
terschiedliche Eigenschaften der einzelnen COXHbitoren. So unterscheiden sich
beispielsweise Celecoxib und Rofecoxib hinsichtlibher Wirkung auf kolorektale

Adenome und Karzinome [Rahme, 2003]. Auch das axtsthe Potential der beiden
COX-2-Hemmer Celecoxib und SC-58125 weist Unteesihiauf, wie Williams et al in

oben beschriebenen Versuchen demonstrieren kongeist moglich, dass Parecoxib

nicht optimal die Cyclooxygenase-2 in Tumoren hemixenn.

Aul3erdem ist es moglich, dass die Menge des vemtendVirkstoffes zu gering ge-
wahlt wurde. Einem Menschen von durchschnittlickk§aorpergewicht (KG) werden
als Schmerztherapie ca. 0,5 mg/kg KG Dynastat gierh Eine Maus mit durch-
schnittlich 25 g Korpergewicht erhielt 4 mg/kg KG@bwohl die Menge knapp das
10-fache der empfohlenen Menge zur Schmerzthetsgireg, ist es moglich, dass zur
unterstitzten Krebstherapie die Konzentration na@ekentlich hdher gewéhlt werden
muss.In vitro Versuche hinsichtlich PGHEProduktion waren aufgrund der Inaktivitat
desProdrug Parecoxib nicht méglich. Nachdem das Uberlebemdebynastat behan-
delten Gruppe aber erheblich verlangert war, kaavod ausgegangen werden, dass
Dynastat eine Rolle in der Tumorabwehr spielt. WeicArt diese Effekte sind, bleibt

weiter abzuklaren.
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5 Zusammenfassung

Die Therapie von subkutan gesetzten Tumoren auKdkEmkarzinom-Zelllinie Co-
lon-26 bei Mausen mit CpG-ODN lieferte erfolgveesgrende Ergebnisse, die die
Frage aufwarfen, ob CpG-ODN direkt auf tumorinitende Leukozyten wirkt. Die
Analyse der intratumoral vorkommenden dendritiscBelien ergab, dass bereits ohne
Stimulation mit CpG-ODN PDCs im Tumor vorliegen.eDApplikation von CpG be-
wirkt Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen dassafsvinden der DCs, was mit
einer Abwanderung dieser Zellen in den drainierandgmphknoten zu erklaren ist.
Bei Untersuchung der CD4 und CD8 T-Zellen im Turkonnte gezeigt werden, dass
die Gabe von CpG einen deutlichen Anstieg in d&ferkommen verursacht. Der im-
munstimulatorische Reiz ist notwendig, um die Einderung der T-Zellen zu initiie-

ren.

Der Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Klassen Oligonukleotiden auf mu-
rine PDCs erbrachte, dass CpG-Typ A-ODN, wie im solfichen Modell, hohe Men-
gen an IFNe in PDCs zu induzieren vermag. CpG-Typ B-ODN inéozh nur geringe
Mengen an IFNx. Im Gegensatz zu den Wirkungen von CpG-Typ C-OBNumanen
System werden murine PDCs zur Sekretion nur geriNgmgen an IFNx aktiviert.

Zur Untersuchung der Wirkung von tumorsezernieiadiatoren auf murine Zellen
wurde Tumoriberstand in 10 bzw. 20 %-iger Konzeiunain den Kulturen eingesetzt.
Auf PDCs hemmte Tumoriberstand die durch CpG iredteziProduktion von IFN=
Die Koinkubation der Tumorzellen mit einem COX-Zibitor konnte die immun-
supprimierende Wirkung des Tumoriberstands jedaphifi&ant reduzieren. Die allei-
nige Zugabe des COX-2-Inhibitors zu den PDCs Hagieen signifikanten Einfluss auf
die IFN-o-Produktion.

Aufgrund der Vermutung, dass Pg#er hauptsachlich vorkommende Faktor im Tu-
moriUberstand ist, wurde P@ih verschiedenen Konzentrationen zu den PDCs hinzu
gegeben. Hier fand sich ebenfalls eine der PK&hzentration entsprechende Hem-
mung der IFNe-Produktion.

-65-



5 ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl fur IFNy als auch fur IL-12p70 in Leukozytenkulturen ausimer Milz zeigte
sich bei Koinkubation der Leukozyten mit CpG undrituiiberstand eine starke Ver-
ringerung der Sekretion. Die gleiche Wirkung erhtacdie Zugabe von exogenem
PGE zu den Kulturen. Generierung des TumoriberstamdsAnwesenheit eines
COX-2-Inhibitors zeigte eine signifikante Abschwénly der hemmenden Wirkung des

Tumoriberstands.

Die Produktion des antiinflammatorischen Zytokihs1D wurde daraufhin in Milz-

Leukozyten untersucht. Entgegen der Vermutung, @assoriberstand die Produktion
des immunsupprimierenden Zytokins IL-10 bewirkemrki&, zeigte sich eine signifi-
kante Hemmung der CpG-vermittelten IL-10-Produkti@th Zugabe von Tumoriber-

stand zu den Leukozyten.

Im letzten Abschnitt wurden die Erkenntnisse dewvg@@enen Daten auf ein subkuta-
nes Tumormodell in der Maus Ubertragen. Die Appidravon Dynastat, einem inji-

zierbaren, wasserléslichen COX-2-Hemmer, verbess#id Lebenserwartung der tu-
mortragenden M&use im Vergleich zur Kontrollgruppee zuséatzliche Gabe von Dy-
nastat zur CpG-Therapie konnte aber das UberlekerMduse im Vergleich zu der

Gruppe, die nur CpG-ODN erhielt, nicht beeinflussen

Schlussfolgerung

Die in vitro Experimente zeigen, dass ein COX-2-spezifischaibltor die immun-
suppressive Wirkung des Tumoriiberstands signifikaniindern kann. Die Ubertra-

gung dieser Erkenntnisse auf ein murines Kolonkarnmodell kann jedoch die anti-

tumoralen Eigenschaften des CpG-ODN nicht weitebessern.
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Verzeichnis der Abktrzungen und Akronyme

Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

APC
APC
Balb/c
CD
CpG
DC
DMEM
DNA
EDTA
ELISA
FA
FACS
FCS
FIt-3 Ligand
FITC
FS
5-FU
GM-CSF
HBSS
IE

IFN
19G
IgM

IL

KG

Lin
LPS
M-CSF
MDA
MDC
MHC
MRNA

Antigenprésentierende Zelle

Allophycocyanin

Bagg albino/c: Albinomaus mit eingeschr&nki,1-Immunantwort
Cluster of differentiationDifferenzierungsantigene
Cytosin verbunden mit Guanin Uber eine Phdsphaindung
Dendritische Zelle

Dulbecco's modefied eagles medium
Desoxyribonukleinsaure
Ethylenediaminetetraacetic acid

Enzyme-linked immunosorbent assay

Folinséure

Fluorescence activated cell sorter

Fotales Kalberserum

Fms-like tyrosine kinase-3
Fluorescein-Isocyanat

Folinsaure

5-Fluorouracil
Granulozyten-Makrophagen-koloniestimuliemigdaktor
Hank’s balanced salts solution

Internationale Einheiten

Interferon

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin

Korpergewicht

Lineage ,Abstammung*

Lipopolysaccharid
Makrophagen-koloniestimulierender Faktor
Malondialdehyd

Myeloide dendritische Zelle

Major histocompatibility complex

Messenger ribonucleic acid
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Verzeichnis der Abktrzungen und Akronyme

NF-«xB Nuclear factor kappa B

NK-Zellen  Natirliche Killerzellen

ODN Oligodeoxynukleotid

p Statistische Wahrscheinlichkeitskonstante
PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PBS Phosphate-buffered saline

PDC Plasmazytoide dendritische Zelle

PE Phycoerithrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll-A-Protein

PG Prostaglandin

PGE Prostaglandin £

PRR Pattern recognition receptor

RNA Ribonukleinsaure

SEM Standard error of means

SPF Specific pathogen free

TGF Transforming growth factof

Tul CD4 T-Zellen zur Unterstitzung einer zytotoxechmmunantwort
Th2 CD4 T-Zellen zur Unterstitzung einer humoralemunantwort
TLR Toll-like receptor

TNF-o Tumor-Nekrose-Faktax-

TU Tumoruberstand

U Units, Einheiten
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