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1. Einleitung



2 Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen

Tumorerkrankungen stellen in einer technisch hochentwickelten Industrienation wie der
Bundesrepublik Deutschland im 21. Jahrhundert die zweithdufigste Todesursache dar
(26% aller Sterbefdlle, Quelle: Statistisches Bundesamt Deutschland, Sterbefélle
2007). Global betrachtet spielen Tumorerkrankungen jedoch eine untergeordnete Rolle,
da weltweit Infektionen flur die meisten Todesfélle verantwortlich sind.
Interessanterweise lassen sich beide Erkrankungsgruppen auf ein zumindest partielles
Versagen des Immunsystems zurtlickfliihren, dessen Funktionen in zwei gro3e Bereiche
aufgeteilt wird. Zum einen schitzt das Immunsystem den eigenen Kérper vor
eindringenden Mikroorganismen und zum anderen dient das Immunsystem der
Erkennung und Unterscheidung von nativen und verdndert kérpereigenen Zellen.
Spezifische Oberflaichenmolektile an der Zellmembran kérpereigener Zellen fungieren
dabei als Erkennungsmerkmal fuir das Immunsystem. Neben kérperfremden Zellen wie
beispielsweise Bakterien und Parasiten werden auch pathologisch verédnderte eigene
Zellen, etwa Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen, als nicht kérpereigen betrachtet.
Eine Tumorzelle entsteht aus einer kérpereigenen Zelle, die sich beispielsweise infolge
einer Mutation in den Regulationsgenen des Zellzyklus durch ein verstérktes
Zellwachstum auszeichnet. Durch das mutierte Genom der Tumorzelle verdndert sich
auch ihr Proteinexpressionsprofil, was sich unter anderem in einer verdnderten
Expression von Oberflachenmolektilen auf der Zellmembran widerspiegeln kann. So
kann eine Tumorzelle als verédndert erkannt und vom Immunsystem bekdmpft werden.
Doch da Tumorzellen auch Mechanismen entwickeln um dieser Immunantwort zu
entkommen, ergeben sich komplexe Wechselwirkungen des Tumors mit dem
Immunsystem. Durch Erforschen dieser Mechanismen und Wechselwirkungen
entstehen Angriffspunkte fiir eine antitumorale Therapie, was das hohe Potential der
Immuntherapie bei der Behandlung von Tumoren erkldrt. Die vorliegende Arbeit
versucht einen Beitrag zum Verstadndnis der Immuntherapie mit Liganden von Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) zu leisten und somit der Weiterentwicklung dieses

Therapieansatzes hilfreich zu sein.
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1.2 Die Komponenten des Imnmunsystems

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Urspriinglich hat sich das Immunsystem entwickelt um Infektionen erkennen und
bekdmpfen zu kénnen. Dabei besteht es bei Vertebraten aus einer angeborenen und
einer erworbenen Komponente. Das angeborene Immunsystem ist der evolutionéar
dltere Teil und bedient sich mehrerer Familien von Rezeptoren, die sogenannte
pathogen-assoziierte Moleklle erkennen. Zu diesen pattern-recognition-Rezeptoren
gehdéren beispielsweise TLRs, nucleotide-binding oligomerization domain (NOD),
Mannoserezeptoren, retinoic-inducible gene 1 (RIG-1) &hnliche Proteine und Typ-C
lectine wie dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-
integrin (DC-SIGN). Eine Aktivierung dieser Rezeptoren flihrt unter anderem zur
Synthese bestimmter Zytokine, die flir eine Verhinderung der Infektionsausbreitung
bendtigt werden. Manchmal vermag das angeborene Immunsystem alleine eine
Infektion zu bekdmpfen, allerdings wird dabei keine Gedéchtnisantwort dieser

Immunreaktion gebildet, da es daftir der Zellen des erworbenen Immunsystems bedarf.

1.2.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem reift erst im Laufe des Lebens zu seiner vollen
Funktionsfahigkeit heran. Es besteht aus hochentwickelten B- und T-Zellen, die
spezifisch Eindringlinge und Gefahren fiir den Kérper bekdmpfen. Zudem bilden diese
Zellen Gedéachtnisfunktionen aus um Schutz vor einer Reinfektion bieten zu kénnen.
Das erworbene Immunsystem kann nochmals in eine humorale und eine zelluldre
Komponente unterteilt werden. B-Zellen sind mit ihrer Antikérperbildung
hauptverantwortlich flir die Induktion einer humoralen Immunantwort. Die zelluldre
Antwort des erworbenen Immunsystems hingegen wird mafBgeblich von antigen-
spezifischen T-Zellen getragen, die es vermégen mit intrazelluldren Erregern infizierte

Zellen abzutoten.
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1.3 Zellulare Grundlagen der Tumorimmunologie

1.3.1 Antitumorale Effektorzellen
1.3.1.1 Zusammenspiel von dendritischen Zellen und T-Zellen

Dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation von Immunitat und
Toleranz (Liu et al., 2001; Steinman et al., 2003; Steinman and Nussenzweig, 2002)
und sind wichtige Zellen flir die Immuntherapie von Tumoren (Steinman, 2001;
Steinman and Dhodapkar, 2001). Sie exprimieren klassischerweise das
Oberflachenantigen Cluster of differentiation 11¢c (CD11c¢) und kénnen in myeloide
dendritische Zellen (mDCs) und plasmozytoide dendritische Zellen (pDCs) unterteilt
werden. Bei der Maus kdénnen dendritische Zellen im Gegensatz zum Menschen

zusétzlich CD4- und / oder CD8-positiv sein.

Unreife dendritische Zellen entwickeln sich im Knochenmark und sind anschlieBend
ubiquitdr im nichtlymphatischen Gewebe verteilt, wo sie Antigene aufnehmen und
prozessieren (Cella et al., 1997; Schuler et al., 1997). Dabei weisen dendritische Zellen
die besondere Féhigkeit der Kreuzprasentation auf (Huang et al., 1994; Sigal and
Rock, 2000; Yewdell et al., 1999). Darunter versteht man den Mechanismus
antigenprdsentierender Zellen exogene Antigene auf ihrem major histocompatibility
complex | (MHC-I-Komplex) prdsentieren und somit eine Immunantwort dagegen
auslésen zu kdénnen. Da die Kreuzprasentation von Selbstantigenen zu
Autoimmunerkrankungen flihren wirde, sind zusétzlich Gefahrensignale wie
mikrobielle Produkte und inflammatorische Zytokine nétig um dendritische Zellen zu
aktivieren. Nach dieser Aktivierung durchlaufen dendritische Zellen eine Reifung, was
sich durch die vermehrte Expression von MHC-Komplexen und kostimulatorischen
Molekllen wie CD80 und CD86 auf der Zellmembran auszeichnet (Banchereau and
Steinman, 1998). Im Anschluss an ihre Reifung wandert die dendritische Zelle zu den
T-Zell-Arealen sekundérer lymphatischer Organe, wo sie dann als professionelle
antigenprasentierende Zelle naive T-Zellen aktiviert (Schuler et al., 1997). Diese
Migration dendritischer Zellen in tumordrainierende Lymphknoten und ihre dortige
Interaktion mit zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen ist wichtig um eine antigen-
spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort in vivo zu induzieren (Bousso and Robey,
2003; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2002; Rennert et al., 2001). T-Zellen besitzen

als Erkennungsmerkmal das Oberfldichenantigen CD3 und exprimieren abhéngig von
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ihrem Subtyp zuséatzlich CD4 (T-Helfer-Zellen) oder CD8 (zytotoxische T-Zellen). CD8-
positive T-Zellen sind Effektorzellen, die mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors MHC-I-
Komplexe erkennen und so antigenspezifisch zytotoxisch wirken kénnen. Dendritische
Zellen présentieren klassischerweise diesen CD8-positiven T-Zellen exogene Antigene
kreuz. Im Gegensatz zu dendritischen Zellen kénnen alle anderen kernhaltigen Zellen
des Koérpers nur zelleigene Antigene auf ihrem MHC-I-Komplex présentieren (Bevan,
1976; Heath and Carbone, 2001). Somit fungiert der MHC-I-Komplex auf den meisten
Zellen als Indikator dessen, was eine Zelle an Proteinen synthetisiert. Ist eine Zelle
gesund, so synthetisiert sie kérpereigene Proteine und présentiert diese auf ihrem
MHC-I-Komplex. Da in diesem Fall meistens zusétzliche immunologische
Gefahrensignale und kostimulatorische Moleklle fehlen, wird gegen dieses Antigen
Toleranz induziert. Im Falle einer Virusinfektion kann sich virales Genom in die
kérpereigene Desoxyribonukleinsdure (DNS) einbauen und so von der infizierten Zelle
kérperfremde Proteine synthetisiert und auf inrem MHC-I-Komplex prasentiert werden.
Im Falle zuséatzlicher Gefahrensignale kann die virusinfizierte Zelle direkt von CD8-
positiven T-Zellen erkannt und bekdmpft werden. Dieses Prinzip kann auch fir
Tumorzellen gelten wenn diese beispielsweise durch Mutationen in ihrem Gen- und
Proteinexpressionsprofil so verandert sind, dass sie kérperfremde Proteine auf ihrem
MHC-I-Komplex préasentieren und so vom Immunsystem angegriffen werden kénnen.
Tatsédchlich aber haben viele Tumoren Strategien entwickelt, mit Hilfe derer sie der
Erkennung durch das Immunsystem entkommen kdénnen. In diesem Sinne kann bei
Tumorzellen die Prasentation von Tumorantigenen auf MHC-Komplexen supprimiert
sein (Poggi and Zocchi, 2006; Schrier et al., 1983). Um aber auch eine zytotoxische T-
Zell-Antwort gegen Tumoren zu initiieren, die sich einer direkten Erkennung durch T-
Zellen entziehen, ist fir die Immuntherapie von Tumoren die Kreuzprasentation durch
dendritische Zellen wichtig (Huang et al., 1994; Sigal et al., 1999).

1.3.1.2 Nattdrliche Killerzellen

Fur die zellulare immunologische Tumorantwort werden neben zytotoxischen T-Zellen
auch aktivierte natirliche Killerzellen (NK-Zellen) verantwortlich gemacht (Kawarada et
al., 2001). So wachsen manche Tumoren in NK-Zell-depletierten Tieren schneller als in
Kontrollmdusen (Frey, 1996; Seaman et al., 1987). Zudem sind NK-Zellen flr die
Verhinderung einer metastatischen Streuung von Tumorzellen wichtig, da sie im Blut
zirkulierende Tumorzellen entfernen kénnen (Yang et al., 2006). Auch beim Menschen

konnte eine Relevanz von NK-Zellen flir eine Tumorkontrolle festgestellt werden (Hsia
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et al., 2005; Ishigami et al., 2000; Villegas et al., 2002). In Tumormausmodellen
stimuliert die Applikation des TLRS3-Liganden polyriboinosinic polyribocytidylic acid
(Poly(I:C)) die NK-Zell-Aktivitadt im Blut und in der Milz und flihrt zu einer Reduktion der
Tumorzellmasse und einer verminderten Anzahl von Metastasen (Talmadge et al.,
1985). NK-Zellen wurden zunédchst wegen ihrer Fé&higkeit Tumorzellen ohne
vorausgehende Sensibilisierung bekdmpfen zu kénnen entdeckt; sie erkennen und
bekdmpfen aber auch virusinfizierte Zellen (Biron et al., 1996; Moretta et al., 1996;
Trinchieri, 1989). Dabei erkennen sie den MHC-I-Komplex ihrer Zielzellen, was zu einer
Aktivierung oder Inhibition ihres zytolytischen Potentials flihrt (Karlhofer et al., 1992;
Raulet, 1992).

1.3.2 Tumorinduzierte Immunsuppression

1.3.2.1 Tumormilieu

Tumoren haben diverse Strategien entwickelt um einer Erkennung durch das
Immunsystem zu entkommen. So k6nnen Tumoren beispielsweise Uber Faktoren wie
Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) und transforming growth factor g (TGFp) ein immun-
suppressives Milieu induzieren (Ganss and Hanahan, 1998). Das Tumormilieu wird
unter anderem fir die erschwerte Induktion einer antitumoralen Immunantwort in
Mdausen mit groBem Tumor verantwortlich gemacht (Gabrilovich, 2004; Hontsu et al.,
2004; Yang et al.,, 2004). Im Rahmen dieses immunsuppressiven Tumormilieus ist
beispielsweise der Austritt von Immunzellen aus dem Blut in das Tumorgewebe
erschwert. In diesem Sinne werden im Tumorgewebe die endothelialen
Zelladhdsionsmoleklle intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), ICAM-2 und
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) vermindert exprimiert, was mit einer
geringeren Tumorinfiltration von Leukozyten und einer Tumorprogression assoziiert ist
(Bouma-ter Steege et al., 2004; Piali et al., 1995). Durch die chronische Sekretion
angiogenetischer Faktoren werden Endothelzellen im Tumorgewebe permanent
stimuliert, was die Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen inhibiert (Melder et al.,
1996; Zhang and Issekutz, 2001). Zudem kann ein rasches Tumorwachstum den
interstitiellen Druck im Gewebe erhéhen, was ein Kollabieren intratumoraler GefédBe
bedingt (Jain, 2003) und ebenfalls zu einer erschwerten Einwanderung von
Immunzellen in das Tumorgewebe fihrt. Das kénnte erkldren, warum es in manchen
Tumormodellen zwar Evidenz flir tumorspezifische T-Zellen gibt, es diesen jedoch nicht

gelingt den Tumor zu infiltrieren (Nguyen et al., 2002). Gleichzeitig beeinflusst das
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Tumormilieu die Sekretion von Chemokinen und die Expression endothelialer
Zelladhé&sionsmoleklile dahingehend, dass atypische und immunsuppressive T-Zellen
erleichtert ins Tumorgewebe infiltrieren kénnen (Enarsson et al., 2006; Kim et al., 2006;
Li et al., 2006). Doch selbst wenn es Immunzellen vermdgen den Tumor zu infiltrieren
sind sie haufig in ihrer Funktion eingeschrénkt. In diesem Sinne wurden sowohl in
humanen (Whiteside, 1998) als auch in murinen (Prevost-Blondel et al., 1998;
Sotomayor et al., 1999) Tumoren infiltrierende CD8-positive Lymphozyten gefunden,
die keine lytische Funktion zeigten. Intratumorale dendritische Zellen sind haufig unreif
und kénnen daher keine T-Zellen stimulieren (Gabrilovich et al., 1996; Menetrier-Caux
et al., 1998; Vicari et al.,, 2002b), weshalb viele intratumorale T-Zellen einen naiven
Phéanotypen aufweisen (Vermi et al., 2003). Somit stellt die inaddquate Tumorantigen-
Prdsentation dendritischer Zellen einen weiteren Mechanismus dar, mit dem der Tumor
eine Erkennung durch das Immunsystem verhindert (Coussens and Werb, 2002).
Zudem kann das immunsuppressive Tumormilieu dazu fluhren, dass dendritische
Zellen Antigene préasentieren, gegen die Toleranz anstatt Immunitdt induziert wird
(Steinman et al., 2003). Diese Induktion einer T-Zell-Toleranz ist eine weitere Erkldrung
fur die Unfahigkeit des Immunsystems solide Tumoren zu entfernen (Staveley-O'Carroll
et al., 2003; Staveley-O'Carroll et al., 1998; Ye et al., 1994).

1.3.2.2 Regulatorische T-Zellen

Die Aktivierung kérpereigener immunsuppressiv wirkender regulatorischer T-Zellen
(Tregs) ist ein weiterer wichtiger Mechanismus des Tumors eine Erkennung durch das
Immunsystem zu verhindern. Tregs sind eine Subpopulation CD4-positiver T-Zellen,
die im Thymus generiert werden und das Oberflaichenantigen CD25 exprimieren
(Shevach et al., 2001; Zou, 2006). Der Transkriptionsfaktor forkhead box protein 3
(Foxp3) ist ein spezifischer Marker flir diese Zellen (Hori et al., 2003). Tregs vermdgen
eine immunsuppressive Funktion auszuliben, mit Hilfe der sie die T-Zell-Antwort
sowohl in vitro als auch in vivo inhibieren (Piccirillo and Shevach, 2001; Suri-Payer et
al., 1998) und so Autoimmunerkrankungen verhindern kénnen (Asano et al., 1996;
Sakaguchi and Sakaguchi, 2005; Stephens and Mason, 2000; Taguchi and Takahashi,
1996). Umgekehrt erschwert die Stimulation von Tregs die Immuntherapie (Piccirillo
and Shevach, 2001; Shevach et al., 2001; Suri-Payer et al., 1998), da Tregs T-Zellen
und NK-Zellen supprimieren, die fur die antitumorale Immunantwort wichtig sind (Hori
et al.,, 2003; Knutson et al.,, 2007). So kann die Depletion CD4- und CD25-

doppeltpositiver T-Zellen durch anti-CD25-Antikérper das Wachstum verschiedener
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muriner Tumoren verlangsamen (Golgher et al., 2002; Jones et al., 2002; Tanaka et al.,
2002). Grundsatzlich steigt die Anzahl an Tregs wahrend des Tumorwachstums (Curiel
et al., 2004; Gabrilovich, 2004; Marshall et al., 2004).

1.4 Tumorimmuntherapie mit Liganden von Toll-like-

Rezeptoren

1.4.1 Die Familie der Toll-like-Rezeptoren

Um Infektionen erkennen zu kdénnen, bedient sich das angeborene Immunsystem
verschiedener Rezeptorfamilien, die hochkonservierte pathogen-assoziierte Molekdle
erkennen, die nicht von kdrpereigenen Zellen exprimiert werden (Creagh and O'Neill,
2006). Eine der am besten erforschten Gruppen solcher Rezeptorfamilien ist die
Familie der TLRs, von der beim Menschen zehn Rezeptoren identifiziert worden sind
(lwasaki and Medzhitov, 2004; Takeda et al., 2003). Jeder TLR hat sein eigenes Zell-
und Gewebeverteilungsmuster und bindet mehr oder weniger spezifisch ein pathogen-
assoziertes Moleklil, weshalb unterschiedliche Pathogenarten erkannt werden kénnen.
Nach Bindung eines pathogen-assoziierten Molektls kann der entsprechende TLR eine
Immunantwort des Wirtes induzieren (lwasaki and Medzhitov, 2004; Takeda et al.,
2003) und somit als Alarmsignal fir das Immunsystem fungieren. TLR4 beispielsweise
erkennt Lipopolysaccharide (LPS), Molekile, die nur von gramnegativen Bakterien
exprimiert werden. Nach Bindung von LPS ftihrt die Aktivierung von TLR4 zur Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine durch die Wirtszellen. Die erhéhte
Anfélligkeit TLR4-defizienter Mdause flir Infektionen mit gramnegativen Bakterien
(lwasaki and Medzhitov, 2004; Takeda et al., 2003) unterstreicht die wichtige Funktion

von TLRs im Rahmen der Immunabwehr.

1.4.2 Toll-like-Rezeptor 9

Um das Potential der TLRs flir die Tumortherapie ausnitzen zu kénnen, wurden fur
verschiedene TLRs bereits synthetische Agonisten entwickelt. Ein Vorteil der Therapie
mit TLR9-Liganden ist, dass TLR9 beim Menschen das schmalste Expressionsmuster
aller TLRs aufweist und somit die besten Voraussetzungen flir eine spezifische
Therapie bietet. Beim Menschen exprimieren nur B-Zellen und pDCs als einzige

Immunzellen im nicht aktivierten Zustand TLR9. Im Gegensatz zu dieser geringen
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Anzahl TLR9-exprimierender Zellen beim Menschen exprimieren bei Mdusen B-Zellen,
Monozyten und wahrscheinlich alle Subpopulationen dendritischer Zellen TLR9
(lwasaki and Medzhitov, 2004; Liu, 2005). Aus diesem Grund produziert das murine
Immunsystem nach Exposition mit TLR9-Agonisten andere Zytokine und Chemokine
als der humane Organismus. Dies erschwert die Ubertragung von Ergebnissen aus
Mausmodellen auf den Menschen und somit die Vorhersage von Effekten der TLR9-

Aktivierung beim Menschen.

1.4.2.1 CpG-Oligonukleotide als Toll-like-Rezeptor-9-Liganden

TLR9 erkennt unmethylierte Cytosin-phosphorothioat-Guanin-Oligodeoxynukleotide
(CpG-Dinuklectide, CpG), die relativ haufig in bakterieller und viraler genomischer DNS
vorkommen — im Gegensatz zum Genom von Vertebraten, wo diese Dinukleotide nur
wenig vorhanden und hé&ufig methyliert sind (Hemmi et al., 2000). Das CpG-Motiv
wurde 1995 erstmals beschrieben und im Jahr 2000 wurde TLR9 als Rezeptor flir CpG
festgestellt. Es gibt speziesspezifische Unterschiede in dem optimalen CpG-Motiv und
neben dem CpG-Motiv hdngt die immunstimulatorische Aktivitdt der Oligonukleotide
auch noch von anderen Faktoren wie beispielsweise dem Abstand der CpG-Motive
zueinander und der Anwesenheit anderer kurzer DNS-Sequenzen ab (Hartmann and
Krieg, 2000; Krieg et al., 1995; Yi et al., 1998). Da das Grundgerist nativer DNS aus
Phosphodiestern besteht, die in vivo sehr schnell von Nukleasen abgebaut werden,
wird fur experimentelle Untersuchungen in vivo meist synthetisches CpG verwendet,
welches ein nukleaseresistentes Grundgertst aus Phosphorthioat besitzt. Synthetische
Oligonukleotide, die ein oder mehrere unmethylierte CpG-Dinukleotide enthalten,
aktivieren TLR9 sowohl in vitro als auch in vivo und induzieren eine Immunantwort des

angeborenen und erworbenen Immunsystems.

1.4.2.2 Prinzip der Tumorimmuntherapie mit CoG-Oligonukleotiden als Toll-like-
Rezeptor-9-Liganden

Nach der Reifung dendritischer Zellen steigt ihre Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren
(Mellman and Steinman, 2001). TLR-Liganden flihren im Allgemeinen durch die
Induktion von Reifung dendritischer Zellen zur Aktivierung des Immunsystems (Akira et
al., 2001; Schnare et al., 2001). CpG im Speziellen induziert sowohl die Reifung

unreifer als auch die Aktivierung reifer dendritischer Zellen, die daraufhin Zytokine
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produzieren und zu funktionellen antigenprasentierenden Zellen werden (Sparwasser
et al., 1998). Zudem unterstiitzt CpG die Kreuzprasentation exogener Antigene auf
dem MHC-I-Komplex dendritischer Zellen (Datta et al., 2003). So kénnen dendritische
Zellen nach CpG-Applikation  Tumorantigene  kreuzprasentieren und in
tumordrainierenden Lymphknoten durch Interaktion mit zytotoxischen CD8-positiven T-
Zellen eine antigenspezifische zytotoxische T-Zell-Antwort induzieren. Die dort
aktivierten zytotoxischen T-Zellen wandern anschlieBend zum Tumor und bek&mpfen
diesen (Wakita et al.,, 2006). Somit flihrt die CpG-Gabe auch zu einer verstarkten
zytotoxischen CD8-positiven T-Zell-Aktivitdt (Liu et al., 1998; Roman et al., 1997;
Weiner et al., 1997), wobei die T-Lymphozyten nicht direkt von CpG aktiviert werden,
sondern nur indirekt tber die Reifung und Migration dendritischer Zellen (Hartmann et
al., 1999; Jakob et al., 1998; Krieg and Wagner, 2000; Sparwasser et al., 1998).

1.4.2.3 Erfolge der Tumorimmuntherapie mit CoG-Oligonukleotiden als Toll-like-
Rezeptor-9-Liganden

Die intratumorale Injektion von CpG vermittelt bei Mdusen mit relativ kleinen, subkutan
wachsenden Tumoren einen Tumorrlickgang (Baines and Celis, 2003; Carpentier et
al., 2000; Lonsdorf et al., 2003), wobei die intratumorale Gabe der systemischen
Applikation Uberlegen ist (Mastini et al., 2008). Allerdings sind Tumoren haufig flr eine
peritumorale CpG-Gabe schlecht zugédnglich, weshalb in diesen Féllen CpG
systemisch appliziert werden muss und so der Effekt einer Monotherapie mit CpG
vermindert ist. Vor kurzem konnte jedoch in einem Mausmodell gezeigt werden, dass
die systemische Gabe von in Liposomen eingebettetem CpG das Uberleben der Tiere
deutlich verldngert (Hamzah et al., 2009). Dabei waren die CpG-Liposomen mit einem
Peptid verbunden worden, welches zu einer spezifischen Anreicherung der CpG-
Liposomen im Tumorgewebe flihrte, womit der Effekt einer peritumoralen CpG-
Applikation imitiert werden konnte. Diese neue Methode weckt Hoffnungen auch beim
Menschen systemisch appliziertes CpG noch erfolgreicher einsetzen zu kénnen. Beim
Menschen aktiviert die Monotherapie mit TLR9-Agonisten NK-Zellen und induziert eine
T-Zell vermittelte Zytokinantwort bei Patienten mit B-Zell-Lymphomen (Friedberg et al.,
2005; Link et al., 2006). Objektive Antworten auf eine Monotherapie mit CpG wurden
auch bei einigen Patienten mit Melanomen (Pashenkov et al., 2006) und anderen
malignen Tumoren gesehen, allerdings ist die Haufigkeit objektiver Antworten relativ
gering. Daher ist nun der Fokus laufender klinischer Studien auf kombinierte Therapien

gerichtet mit dem Ziel die klinische Wirksamkeit der TLR9-Gabe zu erhéhen. Im
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Gegensatz zu kleinen Tumoren muss fur die AbstoBung groBer oder weniger
immunogener Tumoren die Gabe von CpG entweder mit einer Tumorimpfung oder mit
anderen effizienten antitumoralen Strategien kombiniert werden; dazu gehéren
beispielsweise monoklonale Antikérper (Davila et al.,, 2003; Vicari et al., 2002b;
Wooldridge et al.,, 1997), Angiogenese-Inhibitoren (Damiano et al., 2006),
Strahlentherapie (Mason et al., 2005), Chirurgie (Ohashi et al., 2006; Weigel et al.,
2003) und Chemotherapie (Balsari et al., 2004; Taieb et al., 2006; van der Most et al.,
2006).

1.4.2.4 Klinische Anwendung von CpG-Oligonukleotiden als Toll-like-Rezeptor-9-

Liganden beim Menschen

CpG wird derzeit beim Menschen in zahlreichen klinischen Studien der Phasen Il und
Il getestet (Krieg, 2007). Dabei wird es sowohl als Adjuvans zu Tumorvakzinen
(Injektion von Tumorantigenen) als auch in Kombination mit konventioneller
Chemotherapie und anderen Therapien untersucht. CpG wurde bereits erfolgreich als
Adjuvans von Impfungen gegen Infektionen wie beispielsweise Hepatitis B verwendet
(Cooper et al., 2004; Halperin et al., 2003). Tumorvakzine hingegen induzieren beim
Menschen trotz guter Ergebnisse in Mausmodellen nur selten objektiv messbare
klinische Antworten (Rosenberg et al., 2004), weshalb zuséatzliche Adjuvantien wie
beispielsweise inkomplettes Freud’'sches Adjuvans (IFA) verwendet werden. Die
Kombination von CpG und IFA konnte im Rahmen einer Tumorvakzine bei
Melanompatienten die Anzahl antigenspezifischer T-Zellen fast zehnfach erhdhen
(Speiser et al., 2005). Hinsichtlich der Kombination von Immun- und Chemotherapie
konnten zahlreiche Studien bei Madausen zeigen, dass Immuntherapien
Chemotherapeutika verstarken (Eralp et al., 2004; Machiels et al., 2001; Nowak et al.,
2003). Vielversprechende Ergebnisse bei Patienten in klinischen Studien der Phase Il
initiierten weitere klinische Studien zur Erprobung der Kombinationstherapie von CpG

und Chemotherapie.
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1.4.2.5 Sicherheit der Therapie mit CpG-Oligonukleotiden als Toll-like-Rezeptor-9-
Liganden

Neben seiner immunstimulatorischen Wirkung hat CpG auch eine Reihe von
Nebenwirkungen, die auf sein chemisches Grundgertst zurlickzuflihren sind (Levin,
1999; Monteith and Levin, 1999). Die haufigsten Nebenwirkungen beim Menschen
stellen unspezifische Reaktionen an der Einstichstelle wie beispielsweise Erythem und
Schwellung und systemische grippedhnliche Symptome dar. CpG induziert nicht
grundsétzlich Autoimmunitat, allerdings kann es im Mausmodell vorbestehende
Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes (Hasegawa and Hayashi, 2003)

und Multiple Sklerose (Ichikawa et al., 2002) aggravieren.

1.4.3 Toll-like-Rezeptor 3

Der TLR3-Ligand Poly(l:C) ist eine synthetische doppelstrdngige Ribonukleinsdure
(RNS) (Alexopoulou et al., 2001), die dendritische Zellen aktiviert und deren Reifung
induziert (Verdijk et al., 1999). Poly(l:C) war die erste doppelstrdngige RNS, die wegen
ihrer Fahigkeit immunstimulatorisches Typ-I-Interferon (Typ-I-IFN) zu induzieren
klinisch verwendet wurde (Robinson et al., 1976). Dabei wurde ihre potenzielle
therapeutische Funktion in Patienten mit Leukdmie und HIV-Infektion untersucht, doch
fihrte sie bei manchen Patienten zu toxischen Nebenwirkungen wie Schock,
Nierenversagen und Koagulopathien (Robinson et al., 1976). Modifikationen der
chemischen Struktur flhrten zu Poly I:C,,U, die mit einer verminderten Toxizitdt beim
Menschen assoziiert ist (Strayer et al., 1994). Bei Brustkrebspatientinnen konnte ein
Poly(l:C)-Analogon zusammen mit einer Radiotherapie im Vergleich zur
Chemotherapie das krankheitsfreie Uberleben verbessern und die Inzidenz von
Metastasen reduzieren (Laplanche et al., 2000). Diese Daten bieten eine Grundlage ftr
weitere Untersuchungen von auf doppelstrdngiger RNS basierenden Adjuvantien in der

Tumortherapie beim Menschen (Adams et al., 2005).

1.4.4 Toll-like-Rezeptor 4

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem auch flr die antitumorale
Wirkung von Chemotherapien und Bestrahlungen wichtig ist (Apetoh et al., 2007).
Dabei spielt TLR4 auf dendritischen Zellen eine entscheidende Rolle, da er das von

nekrotischen Tumorzellen sezernierte Alarmprotein high-mobility-group box 1 (HMGB1)
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bindet und anschlieBend so zu einer effizienten Prozessierung und Kreuzprédsentation
von Tumorantigenen beitrdgt, was in der Folge zu einer tumorspezifischen T-Zell-
Antwort fihrt. Patientinnen mit Brustkrebs, die ein funktionsloses TLR4-Allel tragen,
erleiden nach Chemo- oder Strahlentherapie schneller ein Rezidiv als Patientinnen mit
einem normalen TLR4-Allel (Apetoh et al., 2007). Dies unterstreicht die hohe Relevanz
von TLR4 im Rahmen einer antitumoralen Therapie und weckt Hoffnungen flir den
therapeutischen Einsatz von TLR4-Agonisten wie beispielsweise Monophosphoryllipid
A oder LPS. Monophosphoryllipid A wurde bereits als Adjuvans flir Vakzine entwickelt
(Baldridge et al., 2004).

1.4.5 Toll-like-Rezeptor 7

Der synthetische TLR7-Agonist Imiquimod wurde flir die topische Behandlung von
Genitalwarzen, aktinischen Keratosen und Basalzellkarzinomen entwickelt und von der
Food and Drug Administration (FDA, Arzneimittelzulassungsbehérde der USA)
zugelassen (Burns and Brown, 2005). Uber TLR7 kdnnen auBerdem einzelstréngige
RNS-Oligonukleotide, die ein bestimmtes immunstimulatorisches Motiv enthalten,
dendritische Zellen aktivieren, die Produktion von Interferon-a induzieren und eine
antigenspezifische T-Zell-Antwort auslésen (Bourquin et al., 2007; Hornung et al.,
2005). Ein entscheidender Unterschied von TLR7 im Vergleich zu TLR9 ist sein weites
Expressionsmuster auf humanen Immunzellen (Hornung et al., 2002), weshalb
Therapien mit TLR7-Agonisten beim Menschen héhere Effizienz zeigen kénnten als die
Behandlung mit TLR9-Agonisten. Aus diesem Grund stellt die Tumortherapie mit TLR7-

Agonisten einen vielversprechenden Ansatz dar.

1.5 Aufgabenstellung

Im Tumormausmodell erzielt die Monotherapie mit CpG einen T-Zell-vermittelten
Tumorriickgang (Baines and Celis, 2003; Lonsdorf et al., 2003), beim Menschen
jedoch ist eine Tumortherapie mit CpG hé&ufig ineffektiv. Es werden Hoffnungen daran
gesetzt, durch ein besseres Verstdndnis der Wirkmechanismen des CpG eine
Verbesserung des Therapieerfolges herbeizufiihren. Mit diesem Ziel sollte in der
vorliegenden Arbeit in verschiedenen murinen Tumormodellen der Tumorrlickgang
nach CpG-Applikation reproduziert und anschlieBend das Immunzellinfiltrat der

Tumoren histologisch und durchflusszytometrisch untersucht werden. Dabei wurde
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zum einen auf eine Charakterisierung intratumoraler Effektorzellen wie T-Zellen,
dendritische Zellen, NK-Zellen und mononukleédre Zellen und zum anderen auf eine
Beschreibung intratumoraler Suppressorzellen wie Tregs Wert gelegt. Zusétzlich wurde
Perforin als funktioneller Marker untersucht. AbschlieBend wurde eruiert, ob sich die
gewonnenen Ergebnisse Uber intratumorale T-Zellen und Tregs auch nach Therapie

mit anderen TLR-Liganden reproduzieren lassen.
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2. Material und Methoden
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2.1 Gerate, Chemikalien und Reagenzien

2.1.1 Geréte

Begasungsbrutschrank Heraeus (Hanau, D)

Bildgestaltung (lllustrator und Photoshop) | Adobe Systems (Mtinchen, D)

Datenverarbeitung (Microsoft Excel) Microsoft (UnterschleiBheim, D)
Durchflusszytometer (FACSCalibur) Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Eismaschine AF 200 Scotsman, Enodis (Herborn, D)
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 plus Zeiss (Jena, D)
Glas Pasteur Pipetten 150 mm John Poulten Ltd (Wertheim, D)
Konfokales Lasermikroskop LSM510

Zeiss
Axiovert 200M
Kryostat (Jung CM3000) Leica (Solms, D)
Lichtmikroskop (Axiovert 200M) Zeiss
Digitalkamera des Lichtmikroskops

Zeiss
(AxioCam MRm und AxioCam MRc5)
Membranpumpe Vacuubrand (Wertheim, D)
Neubauer Zdhlkammer Optik Labor Frischknecht (Balgach, D)
pH-Meter 330 WTW (Weilheim, D)

s Scaltec Instruments, Denver Instrument
Préazisionswaage
(Géttingen, D)

Schiuittler NeolLab (Heidelberg, D)
Sterilbank (Lamin Air HB 2448) Heraeus

Sterilbank (Mikroflow) Heraeus

Vortex Janke & Kunkel IKA-Labortechnik (Staufen, D)
Vortex Genie 2 Bender & Hobein (Zrich, S)

Waage Sartorius (Géttingen, D)
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Wasserbad

GFL (Burgwedel, D)

Wasser-Deionisierungsmaschine

(Reinstwasser-System Clear)

SG (Hamburg, D)

Zentrifuge Multifuge 3L-R

Heraeus

Zentrifuge Multifuge 4KR

Heraeus

Tabelle 1 Geréte

In der linken Spalte werden die Gerdte erwdhnt, in der rechten Spalte sind Name und Sitz der
herstellenden Firma vermerkt. (D, Deutschland).

2.1.2 Chemikalien

Aceton

Merck (Darmstadt, D)

Bovines Serum-Albumin (BSA)

Roth (Karlsruhe, D)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva (Heidelberg, D)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich (Seelze, D)

Erythrozytenlyse-Puffer

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Hémalaun Merck
Isofluran Abbott (Ludwigshafen, D)
Apotheke Klinikum Innenstadt (Mtinchen,
Isopropanol
D)
Natriumacid Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Roth
Natriumhydroxid Merck
Natriumnitrit Merck
Naphtol AS-Bi Phosphat Sigma-Aldrich
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich
Neufuchsin Sigma-Aldrich

Propidiumjodid

Becton Dickinson

Salzsduren (1- und 3- normale)

Apotheke Klinikum Innenstadt
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Tetramisolhydrochlorid

Sigma-Aldrich

To-Pro-3-lodid (Topro-3)

Molecular Probes, Invitrogen (Paisley,
UK)

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS) | Roth
Trypan-Blau Sigma-Aldrich
Trypsin PAA (Pasching, A)

Wasser, destilliertes

Braun (Kronberg, D)

Tabelle 2 Chemikalien

In der linken Spalte werden die Chemikalien erwahnt, in der rechten Spalte sind Name und Sitz
der herstellenden Firma vermerkt. (A, Osterreich, UK, Vereinigtes Kénigreich GroBbritannien

und Nordirland).

2.1.3 Materialien und Lésungen fir die Zellkultur

Als fertige L6sungen wurden verwendet:

Dulbecco’s modified eagle medium

(DMEM) ohne Glutamin, high glucose

PAA

Hanks  balanced salt solution (HBSS) mit

Kalzium und Magnesium

Gibco, Invitrogen

Phosphate-buffered saline (PBS) ohne

Kalzium und Magnesium

PAA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 Medium ohne Glutamin

Biochrom (Berlin, D)

Tabelle 3 Fertige L6sungen

In der linken Spalte werden die fertigen Losungen erwéhnt, in der rechten Spalte sind Name

und Sitz der herstellenden Firma vermerkt.

Als Zuséatze wurden verwendet:

Fétales Kalberserum* (FCS)

Gibco, Invitrogen (Paisley, UK)

L-Glutamin

PAA

Penicillin

PAA
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Streptomycin PAA

Tabelle 4 Zusétze fir Zellkultur

In der linken Spalte werden die Zuséatze erwdhnt, in der rechten Spalte sind Name und Sitz der
herstellenden Firma vermerkt.

*FCS wurde vor Gebrauch 30 Minuten im Wasserbad bei 56 ° C inaktiviert und in 50 ml
Réhrchen bei -20°C gelagert.

Aus den Fertiglésungen wurden folgende Medien selbst hergestellt:

100 1U/ml Penicillin, 100 pyg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin
und 10 Vol% FCS in RPMI 1640 Medium

RPMI-Vollmedium

100 1U/ml Penicillin, 100 pyg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin
und 10 Vol% FCS in DMEM Medium

DMEM-Vollmedium

Tabelle 5 Selbsthergestellte Medien

In der linken Spalte wird das hergestellte Medium erwéhnt, in der rechten Spalte sind die
einzelnen Bestandteile vermerkt.

Plastikmaterialien flir die Zellkultur wurden von den Firmen Barloworld Scientific
(Stone, UK), Sarstedt (Nimbrecht, D), Becton Dickinson (Heidelberg, D), Eppendorf
(Hamburg, D), ICN Biomedicals (Irvine, USA), Gilson (Den Haag, N), Greiner
(Frickenhausen, D) und Henke-Sass Wolf (Tuttlingen, D) bezogen.

2.1.4 Liganden fur Toll-like-Rezeptoren
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CpG 1826 Coley (Langenfeld, D)

5" TCCATGACGTTCCTGACGTT 3’

LPS Sigma-Aldrich
4-Amino-2-(Ethoxymethyl)-o,a- Alexis Biochemicals (San Diego, CA,
USA)

Dimethyl-1H-Imidazo[ 4,5-c]Quinoline-

1Ethanol (R848)

Poly(1:C) Invivogen (Toulouse, F)

Tabelle 6 Liganden fiir TLRs

In der linken Spalte werden die Toll-like-Rezeptor-Liganden erwéhnt, in der rechten Spalte sind
Name und Sitz der herstellenden Firma vermerkt. (F Frankreich, USA, Vereinigte Staaten von
Amerika).

2.1.5 Sonstige Reagenzien

DNase | Roche (Mannheim, D)

N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]- Roche
N,N,N-Trimethylammonium-
Methylsulfat (DOTAP) liposomal

transfection reagent

Kollagenase D Roche

Tabelle 7 Sonstige Reagenzien

In der linken Spalte werden die Reagenzien erwédhnt, in der rechten Spalte sind Name und Sitz
der herstellenden Firma vermerkt.

2.1.6 Materialien und Lésungen flr die Immunhistologie

Materialien fur die Immunhistologie:

Deckgléser 24x24 mm Menzel-Glédser (Braunschweig, D)

Eindeckmedium Immumount Thermo electron (Langenselbold, D)

Vector Laboratories (Orton Southgate,
UK)

Eindeckmedium Vectarshield
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Immersionsoél

Zeiss (Jena, D)

Objekttrager (SuperFrost) 25 x 75 x 1 mm

Menzel Glaser (Braunschweig, D)

Serum (Esel-, Maus- und Ziegenserum)

Chemicon (Hampshire, UK)

Tabelle 8 Materialien fiir Inmunhistologie

In der linken Spalte werden die Materialien erwdhnt, in der rechten Spalte sind Name und Sitz
der herstellenden Firma vermerkt.

Lésungen flr die Immunhistologie:

Alkalische Phosphatase (AP)-Puffer

100 mM TRIS und 100 mM

Natriumchlorid in destilliertem Wasser

Entwicklungspuffer

10 mM TRIS und 100 mM Natriumchlorid

in destilliertem Wasser

Neufuchsinlésung

5 g Neufuchsin—Pulver in 100 mI 2 N

Salzséure

TRIS-buffered-saline (TBS)-Puffer

10 mM TRIS und 150 mM Natriumchlorid

in destilliertem Wasser, pH 7,5

Tabelle 9 L6sungen fiir Inmunhistologie

In der linken Spalte wird die hergestellte Lésung erwdhnt, in der rechten Spalte sind die
einzelnen Bestandteile vermerkt.

2.1.7 AntikGrper

Immunhistologische primére Antikérper:

. Verdiin- | Verdiin-
Spezifi- Fixie- nung nung
pe: Spezies | Isotyp | Klon Firma rung in
tat Aceton (1:x) (1:x)
IHC IF
CD3 Ratte | IgG2a | KT3 | . Dako- Ja 1000 -
Cytomation
AbD
CD3 Ratte lgG2a | KT3 Ja 1000 300
serotec
Syr. 500 BD i
CD3e Hamster lgG2x A2 | Pharmingen Ja 50
CD4 Ratte lgG2ax T\g BioLegend Ja 3000 750
583- BD
CD8a Ratte lgG2ax 6.7 | Pharmingen Ja 100 -
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arm. BD
CD11c Hamster IgG1A | HL3 Pharmingen Ja 50 50
CD31 Rat IgG2ak “{fg BioLegend Ja 10000 -
cptos | 2™ IgG | 2E7 | BioLegend | Ja - 50
Hamster 9 9
RA3 BD
B220 Ratte IgG2ak -6B2 | Pharmingen Ja 3000 -
Cl: AbD
F4/80 Ratte IgG2b A3-1 serotec Ja 500 -
Foxp3 Ratte | IgG2ak F1J6§' eBioscience Ja - 30
BD
Ly-6G Ratte lgG2ak | 1A8 Pharmingen Ja 4000 -
KM ,
585 Kamiya
Perforin Ratte IgG2a (P1- Biomedical Ja 50 50
8) Company

Tabelle 10 Primére Antikérper fur die Immunhistologie
Abklrzungen: Arm = armenisch, IF = Immunfluoreszenz, IHC = Immunhistochemie, Ly-6G =
lymphocyte antigen 6 complex, locus G, Syr = syrisch. Falls keine Angabe lber eine bestimmte
Verdlinnung gemacht wird, liegen hierzu keine Erfahrungswerte vor, Verdlinnung in TBS.

Immunhistologische sekundére Antikérper und Reagenzien:

Spezies | anti Spezies Art Markierung Firma Verdunn-
ung (1:x)
) Jackson
Esel anti Ratte FF(ab )2 t Biotin Immuno 800
ragmen Research
. IgG1x und .. BD
Maus anti Hamster IgG2bx Biotin Pharmingen 300
IgG . Jackson
Maus anti Ratte Gesamt- Rhodamine Immuno 100
. Red X
molekdil Research
arm IgG Jackson
Ziege anti : Gesamt- Cy5 Immuno 50
Hamster .
molekdil Research
Fab Jackson
Ziege anti Maus keine Immuno 50
Fragment
Research
Fab Jackson
Ziege anti Ratte Biotin Immuno 200
Fragment
Research
) Jackson
Ziege anti Syr. F(ab’), Cy3 Immuno 600
Hamster | Fragment
Research
Jackson
Strept- i i i AP Immuno 1000
avidin
Research
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Strept-

L - - - Alexa 488 Invitrogen 300
avidin

Tabelle 11 Sekundére Antikérper und Reagenzien fiir Inmunhistologie
Abkurzungen: AP = Alkalische Phosphatase, Cy3 = Cyanin 3, Cy5 = Cyanin 5, F(ab’), =
variabler Teil eines Antikérpers, Fitc = Fluorescein-lsocyanat, H+L = heavy and light chains,
Verdlinnung in TBS.

Durchflusszytometrische Antikérper:

Spezifitét Spezies Isotype Klon Firma Markierung
Isotyp Ratte IgMx R4-22 BD FITC
Isotyp Ratte IgG1k R3-34 BD PE

arm.
Isotyp IgG1k A19-3 BD APC
Hamster
arm.
CD3e IgG1k 145-2C11 BD PE
hamster
CD11b Ratte IgG2bx M1/70 BD FITC
arm.
CD11c IgG1A2 HL3 BD APC
Hamster
CD49b Ratte IgMx DX5 BD FITC
B220 Ratte IgG2ak RA3-6B2 BD PE

Tabelle 12 Antikérper fiir die Durchflusszytometrie

Abkurzungen: APC = Allophycocyanin, BD = Becton Dickinson, FITC = Fluorescein-Isocyanat,
PE = Phycoerythrin.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellular-immunologische Methoden

2.2.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur von 37° C,
95% Luftfeuchtigkeit und einem 5%-igen CO,-Luftgemisch. Alle Experimente mit Zellen
wurden unter sterilen Bedingungen in einem Lamin Air Flow oder einer Mikroflow

durchgeftihrt.
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2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde der Trypanblauausschlusstest
durchgefiihrt. Dabei werden tote Zellen blau angefarbt, wohingegen lebende Zellen den
Farbstoff ausschlieBen. Durch Auszdhlen geeigneter Verdlnnungen werden die

Zellzahlen in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.1.3 Zelllinien

Fur die in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche wurden die murine Melanomlinie B16
(C57BL/6) und die murine Kolonkarzinomlinie C26 verwendet. Letztere wurde lber die
Firma Cell Lines Service (Heidelberg, D) bezogen und war ursprtinglich durch Injektion
kanzerogener Substanzen in eine Maus generiert worden (Griswold and Corbett,
1975).

2.2.1.4 Kultivierung der Tumorzellen

Die C26-Kolonkarzinomzelllinie wurde in DMEM-Vollmedium kultiviert und regelmé&Big
lichtmikroskopisch auf Anzeichen von Zelluntergang oder mikrobieller Verunreinigung
inspiziert. Dreimal wéchentlich wurden die Zellen gesplittet, wobei das Kulturmedium
abgeschittet und die adhérenten Zellen mit einem Zellschaber von der
Flaschenoberfliche gelést wurden. Danach konnten die Tumorzellen durch
mehrmaliges Splilen der Flasche mit Vollmedium geerntet werden. Nach Zentrifugation
(390 g, 7° C, 5 Minuten) wurden die Zellen zur Einzelzellsuspension durch eine 20-
Gauge-Kanlle (20G-Kantile) gezogen und im Verhdltnis 1:2 gesplittet. AbschlieBend
wurden die Zellen erneut in Kulturflaschen ausgesét und mit dem fiir die Flaschen
entsprechenden Volumen an Vollmedium versorgt. Vor geplanter Tumorinduktion
wurden die Zellen zusétzlich am Vortag gesplittet. Die B16-Zellen wurden auf gleiche
Weise kultiviert bis auf folgende Unterschiede im Ernten der Zellen: Nach Abschtitten
des Kulturmediums wurde die Flasche mit PBS gesplilt und 1-fach Trypsin auf die
Zellen pipettiert. Nach Schlitteln der Flache und Inkubation im Brutschrank flir einige
Minuten waren die adhédrenten Zellen von der Flaschenoberfliche geldést. Danach
konnten die Tumorzellen durch mehrmaliges Spllen der Flasche mit Vollmedium
geerntet und im Verhéltnis 1:4 gesplittet werden. Daraufhin wurden auch diese Zellen
erneut in Kulturflaschen ausgesédt und mit dem fur die Flaschen entsprechenden

Volumen an Vollmedium versorgt.
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2.2.2 Tierexperimentelle Methoden
2.2.2.1 Mduse und Haltungsbedingungen

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Mé&use wurden von der Firma Harlan
Winkelmann (Borchen, D) bezogen. Dabei handelte es sich um Weibchen des BALB/c-
und des C57BL/6-Stammes, weit verbreiteten Inzuchtlinien, mit einem Mindestalter von
vier Wochen. Die Mduse wurden mindestens eine Woche akklimatisiert, ehe sie flir
Versuche herangezogen wurden. Alle Tierversuche wurden im Tierstall der
Medizinischen Klinik Innenstadt durchgefiihrt, wobei maximal acht Mause je Kafig
gehalten wurden und mittels einer Zeitschaltuhr ein zwdlf-stiindiger Hell-Dunkel-
Rhythmus gewdhrt werden konnte. Alle Tierversuche waren von der Regierung von

Oberbayern genehmigt und unterlagen den Vorschriften des Tierschutzgesetzes.

2.2.2.2 Tumorinduktion

Fdr Tumorversuche mit der C26-Kolonkarzinomzelllinie wurden stets weibliche BALB/c-
Mdause verwendet, die mindestens finf Wochen alt waren. Die zu injizierenden
Tumorzellen wurden wie beim splitten geerntet, allerdings wurde die Flasche mit HBSS
gespllt. Nachdem die Zellen abzentrifugiert (300 g, 7° C, 7 Minuten) und durch eine
20G-Kantile gezogen worden waren, stellte man sie auf eine Konzentration von 1x10°
Zellen/ml HBSS ein. Jeder Maus wurden unter Kurzzeitbetdubung mit Isofluran
250.000 Tumorzellen subkutan in die rechte Flanke injiziert. Nach ungeféhr sieben
Tagen waren die Tumoren erstmals palpabel. Als MaB flr die TumorgréBe wurde
dreimal wdchentlich aus dem Produkt des langsten Tumordurchmessers und des
darauf senkrechten Durchmessers die Tumorfliche berechnet. Auf gleiche Weise
wurden Tumoren der B16-Melanomzelllinie induziert, allerdings wurden in diesem Fall
weibliche C57BL/6-M&use verwendet, die Tumorzellen in PBS geerntet und diese nach
der Zentrifugation nicht durch eine Kanltile gezogen. AuB3erdem wurden hierbei 1 Mio

Tumorzellen injiziert.

2.2.2.3 Stimulierung der Méuse mit Toll-like-Rezeptor-Liganden

Im Falle der Applikation von CpG bedeutete das die peritumorale subkutane Injektion
von 100 yg CpG in 100 uyl PBS. Poly(l:C) hingegen wurde in einer Menge von 250 ug

intraperitoneal injiziert. Die Stimulierung mit R848 erfolgte subkutan in die zum Tumor
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kontralaterale Seite mit 20 yg R848 in 100 ul 0,9%-iger Natriumchloridlésung. LPS
wurde mit 1% BSA versetzt und in einer Dosierung von 5 ug LPS in 100 yl 0,9%-iger
Natriumchloridlésung subkutan in die zum Tumor kontralaterale Flanke gespritzt. Die

Tiere wurden nur bei Bedarf betdubt.

2.2.2.4 Téten der Mduse und Organentnahme

Fir Versuchsbeendigungen oder zur Vermeidung unnétigen Leidens bereits
geschwéchter Mduse wahrend eines Versuches wurden die Tiere durch zervikale
Dislokation unter Isoflurananédsthesie getétet. AnschlieBend erfolgte bei Bedarf die

Entnahme von Milz und / oder Tumor.

2.2.3 Immunhistologische Methoden

2.2.3.1 Prdparation von Geweben fiir immunhistologische Farbungen

Nach dem Téten einer Maus wurde das gewlnschte Organ entnommen, in Alufolie
gewickelt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend konnte das
Gewebe bei -80° C gelagert werden. Zur histologischen Begutachtung wurden am
Kryostat (Kammertemperatur -25° C, Objekttragertemperatur -22° C) 5 ym dicke
Schnitte angefertigt. Diese wurden auf Objekttrdger aufgezogen und konnten dann
sofort geférbt oder wiederum bei -80° C zwischengelagert werden. Zwischengelagerte
Objekttrdger mussten zwei Stunden vor der Farbung aus dem Gefrierschrank

entnommen werden, um zuvor bei Raumtemperatur trocknen zu kénnen.

2.2.3.2 Immunhistochemie

Mittels Immunhistochemie kénnen Antigene auf Zellen oder im Gewebe durch an
Antik6rper gebundene Enzyme sichtbar gemacht werden. Bei der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Methode ist das Enzym Alkalische Phosphatase flr diese
chemische Farbreaktion verantwortlich. Die immunhistochemische Farbung begann mit
der Fixierung des Gewebeschnittes in Aceton flir zehn Minuten. AnschlieBend wurden
die Gewebe fir fliinf Minuten mit TBS benetzt und danach das TBS mit einer an eine
Membranpumpe angeschlossenen Pasteur-Pipette aus Glas abgesaugt. Nach
Absaugen des TBS wurde das Gewebe flir eine Stunde mit einem unkonjugierten

Primdrantikérper inkubiert, der flr das Antigen spezifisch war, das letzten Endes in
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dieser Férbung sichtbar gemacht werden wollte. Die verwendeten Priméarantikérper
wurden ihrer Konzentration entsprechend in TBS verdiinnt. Nach 60 Minuten wurde der
Primdrantikérper abgesaugt und das Gewebe dreimal mit TBS gewaschen.
AnschlieBend wurde fir 45 Minuten ein Biotinkonjugierter Sekundérantikérper
aufgetragen, der den F.-Teil des Primdrantikérpers bindet. Die Sekundéarantikérper
mussten spezifisch gegen den F.-Teil der Spezies gerichtet sein, aus der der
Primdrantikérper stammt. Alle Sekundérantikérper wurden in TBS mit 10% Serum der
Tierspezies, in der der Antikérper generiert wurde, verdliinnt, um unspezifische
Bindungen zu vermeiden. Das Serum war zuvor 1:10 in TBS verdiinnt worden. Nach
der Inkubation des Sekunddrantikérpers wurde dieser abgesaugt und das Gewebe
gewaschen und fur weitere 20 Minuten mit AP-konjugiertem Streptavidin inkubiert.
Streptavidin bindet dabei an Biotin. AnschlieBend wurde das Gewebe dreimal mit TBS
gewaschen und abschlieBend mit destillietem Wasser benetzt. Nun konnte der
Objekttrdger mit den Gewebeschnitten flir 20 Minuten auf einen Schilittler in eine mit

Alufolie umschlossene Kiivette mit Farbentwicklerldsung gestellt werden.

Diese Entwicklerldsung wurde auf einem Schdittler vor jeder Farbung neu hergestellt.
Daflir wurden 25 ml AP-Puffer und 70 ml Entwicklungspuffer in einem Becherglas
gemischt und unter dem Abzug 70 mg Levamisol hinzugegeben. Alle nun folgenden
Schritte wurden dann weiterhin unter dem Abzug vorgenommen: In einem Eppendorf-
Rohrchen wurden 40 mg Natriumnitrit erst mit 500 pl destilliertem Wasser und
daraufhin mit 200 yl Neufuchsinlésung bis zum Aufschdumen vermischt und in das
Becherglas zugegeben. Danach wurde in einem weiteren Eppendorf-Réhrchen 50 mg
Naphtol-AS-Bl-Phosphat mit 600 ul Dimethylformamid gemischt und ebenfalls in das
Becherglas pipettiert. AbschlieBend musste der pH-Wert mit Salzsdure auf 8,6 - 8,8
eingestellt werden. Nun konnte die L6sung in eine Kdvette filtriert und fur eine Farbung
verwendet werden. Nachdem die Gewebe 20 Minuten in der Entwicklerlésung geférbt
wurden, mussten sie mit destilliertem Wasser gewaschen, fir 20 Sekunden mit
Hamalaun gegengefarbt und gleich darauf fir einige Minuten mit Leitungswasser
gewaschen werden. Zum Schluss wurden die Objekttrdger mit einem wasserldslichen
Eindeckmedium (Immumount-Medium) eingedeckt und konnten nach ein paar Minuten

Trockenzeit unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden.

Zur Etablierung der immunhistochemischen Farbung flir die vorliegende Arbeit wurden

murine Milzen als Testorgane verwendet, da sie leicht verfligbar und zugleich reich an
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Immunzellen sind. Dazu wurde diversen Mdusen — unabhédngig von Mausstamm, Alter,
Geschlecht und Vorbehandlung — die Milz enthommen. Abbildung 1 zeigt beispielhaft
die Farbung muriner Milzen mit Antikérpern gegen CD3, CD4, CD8, CD11c, B220 und
Ly-6G. Dabei sind CD3, CD4 und CD8 typische Oberflichenmarker fiir T-Zellen,
wohingegen dendritische Zellen (ber ihren klassischen Oberflichenmarker CD11c
dargestellt werden. Mit B220 wurden B-Zellen und mit Ly-6G neutrophile Granulozyten
erfasst. Fur die Negativkontrolle wurden die Gewebe nur mit einem Sekundarantikérper
und Streptavidin geférbt. In den dargestellten Farbungen kdénnen die jeweiligen
Zellpopulationen in den flir sie typischen Arealen der Milz dargestellt werden: T-Zellen
ummanteln klassischerweise als periarterielle Lymphozytenscheide die Zentralarterien
der Milz und interagieren dort mit dendritischen Zellen. Die Lymphfollikel der Milz
hingegen, die sogenannten Milzknétchen, bestehen typischerweise aus B-
Lymphozyten. Periarterielle Lymphozytenscheide und Milzkn6tchen bilden zusammen

die weiBBe Pulpa der Milz.
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Farbung diverser Zellen in der Milz

cD3 | o CD4

CD8  Cle

e % & it
Nur Sekundarantikérper (Esel Nur Sekundarantikoérper (Maus
gegen Ratte) und Streptavidin gegen Hamster) und Streptavidin

Abbildung 1 Immunhistologische Féarbung diverser Immunzellen in murinen
Milzen

Gewebeschnitte muriner Milzen nach Farbung von CD3, CD4, CD8, CD11c, B220 und Ly-6G
und dazugehdrige Negativkontrollen. Positive Zellen erscheinen rot, Kerngegenfarbung erfolgte
mit Hdmalaun. Das geférbte Antigen ist unter dem jeweiligen Bild vermerkt. VergréBerung 200-
fach.
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2.2.3.3 Lichtmikroskopie und Quantifizierung von Immunzellinfiltraten in Tumorgewebe

Immunhistochemische Aufnahmen von Tumoren wurden unter dem Lichtmikroskop
beurteilt. Die Auszéhlung von Zellen erfolgte unter Verwendung eines 20-fach
vergréBernden Objektivs der numerischen Apertur 0,4 und eines 40-fach
vergréBernden Objektivs der numerischen Apertur 0,75. Als ,positiv wurde eine Zelle
betrachtet, wenn sich ihre Oberflachenfdrbung deutlich zirkuldr prasentierte und
gleichzeitig auf einen Kern bezog (Abbildung 2A). Es wurden nur Gesichtsfelder
ausgezéhlt, in denen reines Tumorgewebe ohne Nekrose- und Bindegewebeareale
vorzufinden war. In Abbildung 2B wird beispielhaft ein nekrotisches Tumorareal
gezeigt, das nicht ausgezéhlt wurde. In vielen erfolgreich therapierten Tumoren war es
auf Grund der geringen TumorgréBe nicht immer mdglich, eine gréBere Anzahl an
Gesichtsfeldern auszuzéhlen. Digitalisierte Aufnahmen wurden mit einer Digitalkamera

aufgezeichnet.
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A) Tumorgewebe
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(Anti-CD3 als Primarantikorper) Ratte) und Streptavidin

B) Nekrotisches Tumorgewebe

Abbildung 2 Immunhistochemische Farbungen von Tumoren

A: In Gewebeschnitten muriner Tumoren wurde das Antigen CD3 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hidmalaun gegengeférbt. Links dargestellt
sind intratumorale CD3-positive Zellen, der Pfeil markiert beispielhaft eine CD3-geférbte Zelle.
Rechts daneben wird die dazugehdrige Negativkontrolle gezeigt, bei der kein Primérantikérper
aufgetragen wurde. VergréBerung 400-fach. B: Gewebeschnitt eines murinen Tumors nach
Farbung mit CD3. Positive Zellen erscheinen rot, Kerngegenfarbung erfolgte mit Hamalaun. Es
wird ein Nekroseareal dargestellt, welches durch einen Pfeil verdeutlicht wird. VergréBerung
200-fach.

2.2.3.4 Immunfluoreszenz

Neben der Immunhistochemie, mit Hilfe derer man Antigene im Lichtmikroskop
erkennen kann, gibt es auch die Mdglichkeit Antigene im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar zu machen. Dafilr benétigt man die Immunfluoreszenz, bei der mit Antikérpern
gearbeitet wird, an die ein Fluorochrom gekoppelt ist. Fluorochrome sind Moleklile, die
in einer charakteristischen Wellenldnge leuchten, wenn man sie in einer flr sie
typischen Wellenldnge anregt. Das Vorgehen bei der Immunfluoreszenzférbung glich

dem der immunhistochemischen Féarbung bis zum Schritt des Primérantikérpers. Dann



32 Material und Methoden

wurden entweder Fluorochrom-gekoppelte oder Biotin-gekoppelte Sekundéarantikérper
verwendet. Im Falle des Einsatzes Fluorochrom-gekoppelter Sekundéarantikérper war
die Férbung dann nach dessen 45-minttiger Inkubation beendet. Die Biotin-
gekoppelten Sekundarantikérper hingegen mussten noch mit einem Fluorochrom-
gekoppelten Streptavidin abgegriffen werden. In beiden Féllen wurde das Gewebe
nach dem letzten Inkubationsschritt dreimal mit TBS gewaschen. Zur Farbung von
Zellkernen wurde das Gewebe anschlieBend fliir zehn Minuten mit TOPRO-3
gegengefarbt. TOPRO-3 wurde als 1 mM-Lésung in DMSO bei -20° C gelagert und vor
seiner Anwendung als Kernférbung im Verhéltnis 1:3 mit TBS verdtinnt. AbschlieBend
wurde das Gewebe wiederum dreimal mit TBS gewaschen und danach mit
Vectarshield Eindeckmedium eingedeckt. Danach wurden die Objekttrager bei -20° C
gelagert. Bei allen Immunfluoreszenzfarbungen musste darauf geachtet werden, dass
die Objekttrdger wahrend der Inkubation mit Fluorochromen mit Alufolie abgedeckt

wurden, um ein Ausbleichen der Fluorochrome zu verhindern.

Mit der Immunfluoreszenz kénnen auch zwei Antigene gleichzeitig sichtbar gemacht
werden. Dabei ist die Verwendung von Fluorochromen, die in verschiedenen
Wellenldngen leuchten, eine essenzielle Voraussetzung. Zudem mussen flir beide
Antigene Primdrantikérper unterschiedlicher Spezies verwendet werden. Flr diese
Doppelfarbung wurde das Gewebe gleichzeitig mit beiden Primarantikérpern inkubiert.
Nach dem Waschen wurden wiederum gleichzeitig zwei Sekundérantikérper
zugegeben, die gegen die jeweilige Spezies der Primarantikérper gerichtet sind. An
einen Sekundéarantikérper war bereits ein Fluorochrom gekoppelt. Der andere, Biotin-
konjugierte Sekundérantikérper wurde mit einem Fluorochrom-gekoppelten Streptavidin

abgegriffen, welches in einem weiteren Inkubationsschritt zugeftigt wurde.

Einen Sonderfall stellt die Doppelfarbung von zwei Antigenen dar, bei denen beide
Primdrantikérper aus der Ratte stammen. In diesem Fall kénnen F(ab)-Fragmente als
Abgreifsysteme verwendet werden. Dabei wurde das Gewebe zundchst nur mit einem
Primdrantikérper inkubiert und anschlieBend mit gegen Ratte gerichteten F(ab)-
Fragmenten aus der Ziege abgegriffen, an die ein Biotin gekoppelt ist. Wahrend der 20-
mindtigen Inkubation lagerten sich die F(ab)-Fragmente so komplett um den
Primdrantikérper, dass dieser spéter flir den gegen den zweiten Primdarantikérper
gerichteten Sekundérantikérper keine freien Bindungsstellen mehr aufwies.

AnschlieBend wurde das Biotin-konjugierte F(ab)-Fragment und somit das erste
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Antigen durch ein Fluorochrom-gekoppeltes Streptavidin sichtbar gemacht. Daraufhin
wurde das Gewebe mit dem zweiten Primédrantikérper aus der Ratte inkubiert und
anschlieBend mit einem gegen Ratten-IgG gerichteten Fluorochrom-gekoppelten
Sekundérantikérper abgegriffen. Hierbei bestand nun keine Gefahr mehr, dass auch
der erste Primdrantikérper erkannt wird, da dieser durch die bereits gebundenen F(ab)-
Fragmente abgeschirmt war. Eine weitere Besonderheit bei dieser Farbung war, dass
das gesamte Gewebe unmittelbar nach der Fixierung mit 10%-igem Ziegenserum (in
TBS verdinnt) geblockt wurde (30 Minuten). Dies dient der Herabsetzung
unspezifischer Bindungen der Sekundédrantikérper. Weiterhin gilt es bei der
beschriebenen Methode Kreuzreaktionen des in der Ziege generierten und gegen
Ratten-IgG gerichteten F(ab)-Fragments zu verhindern. Daher musste endogenes
Maus-IgG zusétzlich fur zwei Stunden mit gegen Maus gerichteten F(ab)-Fragmenten
aus der Ziege geblockt werden. AnschlieBend konnte dann die Inkubation mit dem
ersten Primdrantikérper beginnen. Mit der F(ab)-Fragment-Methode konnte Gewebe
auch dreifach gefarbt werden, wobei das dritte Antigen von einem Primérantikrper
abgegriffen werden musste, der nicht aus der Ratte kam. Dieser Primérantikérper

wurde dann zusammen mit dem zweiten Primédrantikérper aus der Ratte inkubiert.

2.2.3.5 Konfokale Lasermikroskopie

Durch konfokale Lasermikroskopie wird das von Fluorochromen emittierte Licht in
digitale Signale umgewandelt, so dass ein Bild entsteht, in dem die zuvor mit
Antikérpern geférbten Antigene farbig erscheinen. Bei Verwendung verschiedener
Fluorochrome ist es notwendig, diese in ihren unterschiedlichen Wellenlédngen
anzuregen, damit sie in den fur sie typischen Farben leuchten. In diesem Fall kénnen
mehrere Antigene gleichzeitig dargestellt werden. Da aufgrund der im Mikroskop
vorhandenen Lochblende immer nur emittiertes Licht einer ganz bestimmten Ebene
erfasst wird, bezeichnet man diese Form der Mikroskopie als konfokal. So ermdglicht
es diese Methode verschiedene Ebenen beispielsweise einer einzigen Zelle zu

untersuchen.
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2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (englisch flow cytometry” oder fluorescence-
activated cell sorting, FACS) k6nnen Oberfldchenantigene von Zellen dargestellt und
quantifiziert werden. Dazu werden diese Antigene mit Antikérpern geférbt, an die ein
Fluorochrom gebunden ist. AnschlieBend werden die Zellen in einem laminaren
Fliissigkeitsstrom einzeln hintereinander durch einen Laserstrahl geftihrt. Dabei flihren
Zelleigenschaften wie GréBe und intrazelluldre granuldre Bestandteile zu einer
Lichtstreuung, die von Detektoren erfasst wird. Das Licht, welches in der
Verlaufsrichtung des Laserstrahls streut, wird als Vorwdrtsstreulicht (englisch forward
scatter, FSC) bezeichnet und wird durch die Gr6Be der beleuchteten Zelle bestimmt.
Das seitlich abgelenkte Licht wird Seitwértsstreulicht (englisch side scatter, SSC)

genannt und entsteht durch die intrazelluldre Granularitét der Zelle.

Zellpopulationen  kénnen  bereits anhand dieser beiden  Eigenschaften
durchflusszytometrisch unterschieden und dann spezifisch hinsichtlich ihrer
Fluoreszenzeigenschaften untersucht werden. Dabei regen zwei Laserstrahlen
(Anregungswellenldnge 488 nm und 635 nm) das Antikérper-gebundene Fluorochrom
zur Emission von charakteristischen Lichtquanten an, die daraufhin von Detektoren
erfasst werden. Die Fluoreszenz ist dabei proportional zur Anzahl der je Zelle
gebundenen Antik6érper und damit zur Anzahl der markierten Antigene. Eine Zelle kann
mit verschiedenen Fluorochromen, die in unterschiedlichen Farben leuchten, markiert
sein. Filter trennen das gesammelte Licht nach Wellenldngenbereichen auf und lenken
es zu den entsprechenden Detektoren. So kdnnen die Signale verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe bei einer Mehrfachfdrbung getrennt aufgenommen und
ausgewertet werden. Allerdings kénnen die Lichtfiter die verschiedenen
Fluoreszenzintensitdten nicht vollstdndig auftrennen, da sich die Spekiren der
eingesetzten Farbstoffe zum Teil tberlappen. Diese Uberlappungen kénnen jedoch
elektronisch kompensiert werden. Hierzu werden bei jedem Versuch Kontrollproben
hergestellt, bei denen jeweils nur eine Oberflaicheneigenschaft mit einem bestimmten
Fluorochrom angefarbt ist, wéhrend die anderen Fluorochrome, gebunden an

geeignete unspezifisch bindende Isotypen-Antikérper, als Negativkontrolle dienen.



Material und Methoden 35

2.2.4.2 Gewinnung einer Einzelzellsuspension aus murinen Tumoren ftr

durchflusszytometrische Untersuchungen

Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspensionen wurden die Tumoren in einer Petrischale
mechanisch mit Skalpellen zerkleinert und anschlieBend zentrifugiert (400 g, 21° C, 2
Minuten). Nach Resuspension in 10 ml kaltem HBSS und wiederholter Zentrifugation
(400 g, 21° C, 2 Minuten) wurden auf die zerkleinerten Tumoren 3 ml Kollagenase
(Konzentration 1 mg/ml in RPMI) und 3 ml DNAse (Konzentration 0,05 mg/ml in RPMI)
zugegeben und das Gemisch fir 20 Minuten unter gelegentlichem Aufschiitteln in ein
Wasserbad bei 37° C gestellt. Danach wurden die Tumoren erneut zentrifugiert (400 g,
21° C, 5 Minuten) und zweimalig mit kaltem HBSS gewaschen. Nach einer Inkubation
der Tumorzellen mit 5 ml 2 mM EDTA in PBS bei 37° C fir 20 Minuten und
anschlieBenden Zentrifugation (400 g, 21° C, 5 Minuten) wurde der Uberstand
aufgehoben und die Zellen wiederum mit HBSS gewaschen. Auch der Uberstand des
zweiten Waschvorganges wurde aufgehoben und zu dem ersten Uberstand
hinzugegeben. Die Tumoren wurden nochmals fiir 20 Minuten bei 37° C mit 3 ml
Kollagenase (Konzentration 1 mg/ml in RPMI) und 3 ml DNAse (Konzentration 0,05
mg/ml in RPMI) versetzt und anschlieBend auf Eis abgekihlt und durch Kantlen
absteigender Dicke von 20G bis 27G gepresst. Die nun gewonnene Zellsuspension
wurde mit den aufgehobenen Uberstdnden gemischt und zentrifugiert (400 g, 21° C, 5
Minuten). AbschlieBend wurden die Zellen noch zweimal mit HBSS gewaschen, bevor

sie in HBSS resuspendiert und durch ein Zellstrainersieb (40 um) filtriert wurden.

Danach wurden die Zellen gezéhlt und — falls auf Grund der geringen Zellzahl
lberhaupt méglich — auf eine Konzentration von 18x10° Zellen/ml eingestellt. Fir die
durchflusszytometrische Untersuchung wurden 50 ul Zellsuspension mit bis zu drei
verschiedenen Antikérpern (jeweils 0,75 ul) fur 15 Minuten auf Eis unter Lichtausschluf3
inkubiert und daraufhin mit PBS gewaschen. Im Anschluss daran wurden die nun
gefarbten Zellen in 300 ul PBS resuspendiert. Kurz vor der durchflusszytometrischen
Untersuchung wurde Propidiumjodid (50 wg/ml) in einer Verdlinnung von 1:300
dazugegeben. Zur Kontrolle wurde eine Milz einer untherapierten tumortragenden

Maus mitgefarbt.
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2.2.4.3 Gewinnung einer Milzzellsuspension fdr durchflusszytometrische

Untersuchungen

Die Milz war nach der Organentnahme in PBS transportiert und anschlieBend durch ein
Zellstrainersieb (40 um) filtriert worden. Danach wurden die Milzzellen zentrifugiert (390
g, 7° C, 5 Minuten) und mit 3 ml Erythrozytenlyse-Puffer versetzt. Nach flinf Minuten
wurde die Lyse durch Zugabe von 40 ml PBS und anschlieBender Zentrifugation (390
g, 7° C, 5 Minuten) gestoppt. Nun wurden die tbrigen Zellen auf eine Konzentration
von 40x10° Zellen/ml PBS eingestellt und jeweils 50 ul nach dem oben beschriebenen

Protokoll fuir die FACS-Auswertung geférbt.

2.2.4.4 Darstellung und Auswertung in der Durchflusszytometrie

Die Auswertung durchflusszytometrischer Ergebnisse erfolgte mit der Software FlowJo
(Tree Star, OR, USA). Informationen Uber ZellgréBe, Granularitdt oder
Fluoreszenzintensitat wurden in der vorliegenden Arbeit in Relation zueinander in Form
eines Punktediagramms dargestellt. Dabei k6nnen zwei verschiedene Eigenschaften
einer Zelle gleichzeitig dargestellt werden. Jede Zelle der analysierten Population ist
dabei als Punkt eingezeichnet, dem in der Abszisse und in der Ordinate die Intensitat
der entsprechenden Fluoreszenz  zugeordnet ist. Haufig wird in der
Durchflusszytometrie eine definierte Zellpopulation auf bestimmte Eigenschaften hin
untersucht. Dies wird durch das Setzen von Analysefenstern (englisch ,gates®)

erméglicht, die den Bereich definieren, der im Weiteren analysiert werden soll.

2.3 Statistische Analyse

Alle gezeigten Daten werden als Einzelwerte oder als Mittelwerte mit Standardfehler
des Mittelwertes angegeben. Flr eine statistische Analyse der Mittelwerte wurde der
parameterfreie Mann-Whitney-U-Test mit Hilfe des Computerprogramms SPSS (SPSS,
Chicago, IL, USA) angewandt. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 betrachtet, was
mit einem Sternsymbol (x) verdeutlicht wurde. Zwei Sterne (+#) entsprachen einem p <
0,01 und drei Sterne (x#x) einem p =< 0,001. Die Abklrzung n.s. steht fir ,nicht

signifikant®.
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3.1 Einfluss der peritumoralen Therapie mit CpG-Oligo-

nukleotiden auf die Prasenz intratumoraler Immunzellen

3.1.1 Tumorwachstum

In der vorliegenden Arbeit wurde das intratumorale Immunzellinfiltrat nach Stimulation
mit verschiedenen TLR-Liganden histologisch und durchflusszytometrisch untersucht.
Dabei wurde mit verschiedenen Tumor- und Mausmodellen gearbeitet. Die meisten
Ergebnisse der histologischen und durchflusszytometrischen Analyse beziehen sich
auf drei Tierexperimente, wobei das Therapieregime, die Tumorart und der genetische
Hintergrund der Mause variierten (Tabelle 13). Allen Versuchen ist eine subkutane
Injektion von Tumorzellen in die murine Flanke an Tag 0 gemein. AnschlieBend wurden
die Mause jedes Versuches in unterschiedliche Therapiegruppen aufgeteilt, wobei eine
Gruppe stets keine Therapie erhielt und somit als Kontrolle fungierte. Die anderen
Mdause erhielten nach unterschiedlichen Zeitschemata je Therapie 100 ug CpG
subkutan peritumoral injiziert. Bei Tumorversuch ,A“ gab es zusétzlich noch eine dritte
Gruppe, in der die Mduse 10 ug CpG plus 50 ug DOTAP subkutan peritumoral
erhielten. Bei Versuchsende wurden die Tiere getétet und ihre Tumoren fur
histologische oder durchflusszytometrische Untersuchungen entnommen. Dabei war es
notwendig im Verlauf des Versuches den beginnenden Effekt der Therapie zu
erkennen und dann die Méuse flir die Tumorentnahme zu téten; im Falle eines zu
langen Abwartens des Therapieerfolgs bestand die Gefahr einer Komplettremission der

Tumoren, was eine histologische Untersuchung dieser unméglich gemacht hatte.
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. Mause Mause Mause Thera- | Versuchs-
Experi- Maus- Tumor- CpG + ;
Kontroll- CpG- pie ende
ment stamm modell rUbDE Gruppe DOTAP- (Tage) (Tag)
grupp pp Gruppe g g
8, 10,
A BALB/c C26 4 4 4 12 und 16
14
B BALB/ C26 4 4 - 8, 11 15
¢ und 14
C C57BL/6 | B16 7 7 - 8 1“1”0' 13

Tabelle 13 Protokolle der Tierexperimente
Die Tage beziehen sich auf Tage nach Tumorinduktion.

Ziel des Tierexperimentes ,A“ war es Tumoren fir die histologische Untersuchung zu
gewinnen. Die dritte Gruppe mit therapeutischer Gabe von CpG+DOTAP wurde dem
Versuch hinzugeftigt, um den Einfluss von DOTAP auf den Therapieverlauf und die
Prasenz intratumoraler Immunzellen beurteilen zu kénnen. Das kationische Lipid
DOTAP, eine DNS-komplexierende Substanz, wirkt Gber eine Verstdrkung der TLR9-
vermittelten  Interferon-a-Produktion  (IFNa-Produktion)  dendritischer  Zellen
immunstimulierend (Asselin-Paturel et al., 2005; Honda et al., 2005b). Im vorliegenden
Versuch sollte ein mdglicher synergistischer Effekt der Kombination von CpG mit
DOTAP untersucht werden. Der TumorgréBenverlauf der einzelnen Gruppen
(Abbildung 3) zeigt ein tendenziell verlangsamtes Tumorwachstum der CpG-Gruppe im
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Interessant war die CpG+DOTAP-Gruppe,
die in ihrem TumorgréBenverlauf ein schnelleres Tumorwachstum als die
Kontrollgruppe aufwies. Bezlglich des Tumorgr6Benwachstums der einzelnen Mause
fielen die CpG-therapierten Tieren durch ein langsameres und zum Teil stagnierendes
Wachstum auf. Fast alle Mduse der anderen Gruppen zeigten ein stetiges Wachstum.
Der Versuchsaufbau des Experimentes ,B“ glich dem des Versuches ,A", jedoch fehlte
hierbei die weitere DOTAP-Gruppe. Im Experiment ,B“ sollten die Ergebnisse des
Tierexperimentes ,A“ mit einer anderen Methode, der durchflusszytometrischen
Untersuchung, reproduziert und ergénzt werden. Auch in diesem Versuch
unterschieden sich die Gruppen sowohl in ihren Mittel- als auch in ihren Einzelwerten

voneinander (Abbildung 3). Fast alle Tumoren der CpG-therapierten Mause sind kleiner
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als die der Kontrollgruppe und stagnierten in ihrem Wachstum. Bei einer Maus ist der
Tumor im Verlauf der Therapie kleiner geworden. Auch in Versuch ,C* stand die
peritumorale CpG-Therapie im Mittelpunkt, allerdings wurde diesmal mit C57BL/6 ein
anderer Mausstamm und mit B16-Zellen eine andere Tumorzelllinie verwendet.
Dadurch konnten die aus den anderen beiden Experimenten gewonnenen Daten
nochmals an Hand eines anderen Tumormausmodells evaluiert werden. Der Erfolg der
Therapie wird auch hier wieder an den Mittel- und Einzelwerten des
TumorgréBenverlaufs (Abbildung 3) ersichtlich. AuBer einem Tumor waren in der

Kontrollgruppe alle Tumoren deutlich gréBer als in der CpG-behandelten Gruppe.
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Abbildung 3 TumorgréBenwachstum nach Behandlung mit CpG

Dargestellt sind die Mittelwerte des TumorgréBenwachstums der Therapiegruppen und die
Einzelwerte des TumorgréBenwachstums der einzelnen Mause je Gruppe im Rahmen der
Tierexperimente A bis C (A linke Spalte; B mittlere Spalte; C rechte Spalte). Auf der Abszisse
sind die Tage nach Tumorinduktion aufgezeichnet, die Ordinate spiegelt die TumorgréBe
wieder. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Therapie.
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3.1.2 Intratumorale T-Zellen
3.1.2.1 Intratumorale CD3-positive Zellen

Das Oberflichenantigen CD3 ist ein klassischer Marker flr T-Zellen. Da das
Vorhandensein aktivierter T-Zellen als eine wichtige Bedingung flir eine antitumorale
Immunantwort angesehen wird, wurde bei der Untersuchung von Tumoren nach CpG-
Applikation mit der Bestimmung intratumoraler CD3-positiver Zellen begonnen. Dazu
wurden Gewebeschnitte von C26-Tumoren (Tierexperiment ,A“) mit einem Antikérper
gegen CD3 immunhistologisch geféarbt. Teilweise fand sich in den CpG-behandelten
Tumoren schon augenscheinlich eine starke Infiltration CD3-positiver Zellen (Abbildung
4). Um das Ergebnis quantitativ greifbar zu machen, wurden die CD3-positiven Zellen
in zehn Gesichtsfeldern je Tumor bei 200-facher VergréBerung gezéhlt (Abbildung 5A).
Gerade bei erfolgreich therapierten Tumoren war es auf Grund der geringen
TumorgréBe nicht immer mdglich, zehn Gesichtsfelder auszuzéhlen. Es bestétigte sich
die Akkumulation CD3-positiver Zellen in zwei CpG-behandelten Tumoren. Die
Tendenz der gesteigerten intratumoralen Infiltration CD3-positiver Zellen nach CpG-
Applikation konnte in einem &hnlich angelegten Versuch im selben Tumormodell ein
zweites Mal immunhistologisch reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Im B16-
Tumormodell (Tierexperiment ,C*) war die vermehrte Prdsenz intratumoraler CD3-
positiver Zellen signifikant (Abbildung 5B). In mit CpG+DOTAP behandelten Tumoren
konnte kein Unterschied in der Prasenz intratumoraler CD3-positiver Zellen im

Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt werden.



Ergebnisse 43
Intratumorale CD3-positive Zellen
e ¥ A Lo ig >
1 't : D ‘ ;

: % *

% !
7 y o 4 A &
* @ v Sy,

- , v BRS b

X 2 X
% o & <“¢ by
- "
>R S Q"
¥ . f
‘4 b
3 o
>s ] €
100 ym £ 100 pm d
l—,—' "~ > .
4 (%
Kontrolle CpG
100 gm
8t

Nur Sekundarantikérper (Esel gegen
Ratte) und Streptavidin

Abbildung 4 Inmunhistochemische Farbung von CD3-positiven Zellen in C26-

Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen CD3 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
Unten wird eine histologische Negativkontrolle gezeigt. Vergr6Berung 200-fach.
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Einzel- und Mittelwerte intratumoraler CD3-positiver Zellen
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Abbildung 5 Quantifizierung von CD3-positiven Zellen in C26- und B16-Tumoren
nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der intratumoralen CD3-positiven Zellen je Gesichtsfeld in
C26-Tumoren. Die Ordinate gibt die Anzahl der positiven Zellen je Gesichtsfeld wieder. Entlang
der Abszisse sind die individuellen Tumoren aufgelistet, wobei die Zahlen unterhalb der
Abszisse die Mausnummern wiedergeben. Jedes Symbol ( ¢ , A oder @ ) entspricht der Zahl
positiver Zellen eines Gesichtsfeldes. Der horizontale Balken ( — ) entspricht dem Mittelwert
positiver Zellen je Gesichtsfeld in einem Tumor. Rechts dargestellt sind die Mittelwerte der CD3-
positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit. Jedes
Symbol ( @, A oder @) entspricht dem Mittelwert positiver Zellen je Gesichtsfeld je Tumor. Der
horizontale Balken ( — ) entspricht dem Mittelwert positiver Zellen je Gesichtsfeld je Gruppe.
Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. B) Ergebnisse der CDS3-
Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Auszédhlung der Gesichtsfelder bei 630-facher
VergréBerung.
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Die intratumoralen CD3-positiven Zellen wurden auch mit einer weiteren Methode, dem
FACS, bestimmt. Daflr wurde aus C26-Tumoren (Tierexperiment ,B“) eine
Einzelzellsuspension hergestellt, die mit Fluoreszenzantikérpern markiert und
anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht wurde. Bei Betrachtung der CD3-
positiven Zellen innerhalb der Tumoren konnte die Tendenz einer vermehrten Présenz

dieser Zellen in den CpG-therapierten Tumoren bestétigt werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Durchflusszytometrische Analyse von CD3- und CD11c-positiven
Zellen in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

Dargestellt sind vier représentative Punktediagramme, in denen auf der Abszisse die
Fluoreszenzintensitdt fir CD3 und auf der Ordinate die Fluoreszenzintensitdt fir CD11c
aufgetragen ist. Die Zahlen in den Ecken der Diagramme entsprechen dem prozentualen Anteil
der Zellen dieses Quadranten an der Gesamtzellzahl. Die Anzahl der CD3-positiven Zellen
ergibt sich aus der Summe der Zahlen der beiden rechten Quadranten, die Anzahl der CD11c¢-
positiven Zellen aus der Summe der Zahlen der beiden oberen Quadranten. Die Ergebnisse
wurden unten in Balkendiagrammen graphisch dargestellt. n steht fiir die Zahl der untersuchten
Tumoren je Gruppe.
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3.1.2.2 Intratumorale CD8-positive Zellen

CD8-positive zytotoxische T-Zellen sind Effektorzellen, die fir die antitumorale
Immunitét verantwortlich sind. Sie wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit als
Néchstes untersucht. Dazu wurden C26-Tumoren (Tierexperiment A%
immunhistologisch gegen CD8 geférbt (Abbildung 7) und lichtmikroskopisch analysiert.
Dabei fiel in Gewebeschnitten von zwei der vier CpG-behandelten Tumoren eine

massive Ansammlung CD8-positiver Zellen auf.

Intratumorale CD8-positive Zellen
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Abbildung 7 Immunhistochmische Farbung von CD8-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen CD8 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
VergréBerung 200-fach.

AnschlieBend wurden die CD8-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern je Tumor bei
200-facher VergréBerung gezéhlt (Abbildung 8A). Tendenziell waren in den CpG-
behandelten Tumoren vermehrt CD8-positive Zellen présent. Dieses Ergebnis konnte
in einem &hnlich angelegten Versuch im selben Tumormodell ein zweites Mal
immunhistologisch reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Auch im B16-
Tumormodell konnte nach CpG-Therapie ein tendenzieller Anstieg der intratumoralen
CD8-positiven Zellen immunhistochemisch beobachtet werden (Tierexperiment ,C*,
Abbildung 8B). Tumoren, die mit CpG+DOTAP behandelt worden waren, zeigten

beztglich intratumoraler CD8-positiver Zellen keinen Unterschied zur unbehandelten
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Gruppe. Die Therapie mit CpG+DOTAP hatte bereits bezulglich der intratumoralen

CD83-positiven Zellen zu keinem Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe gefthrt.

Einzel- und Mittelwerte intratumoraler CD8-positiver Zellen
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Abbildung 8 Quantifizierung von CD8-positiven Zellen in C26-
nach Behandlung mit CpG

und B16-Tumoren

A) Links dargestellt ist die Anzahl der CD8-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der CDB8-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-
facher VergréBerung. B) Ergebnisse der CD8-Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Auszéhlung
der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. (Ausflhrliche Erlduterung der Graphik siehe
Legendentext zu Abbildung 5).
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3.1.2.2.1 Vermehrte Aktivierung intratumoralen Perforins

Perforin ist ein in intrazelluldren Granula gespeichertes Effektormolekdl, das unter
anderem in zytotoxischen T-Zellen und nattrlichen Killerzellen gebildet wird. Nach
Aktivierung dieser Zellen und Kontakt mit dem Fremdantigen der Zielzelle orientiert
sich das Perforin zur Kontaktstelle hin und wird ausgeschuttet. Dies flihrt zur
Apoptoseinduktion in der Zielzelle. Um den funktionellen Status der intratumoralen T-
Zellen nach CpG-Applikation beurteilen zu kénnen, wurden flir die vorliegende Arbeit
Tumoren des BALB/c-Modells (Tierexperiment ,A“) hinsichtlich ihrer Perforinexpression
untersucht. Dazu wurden die Tumoren mit einem Antikérper gegen Perforin
immunhistologisch geférbt und anschlieBend lichtmikroskopisch betrachtet (Abbildung
9).



Ergebnisse 49

Intratumorale Perforin-positive Zellen
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Abbildung 9 Immunhistologische Féarbung von Perforin-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen Perforin durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
Unten wird eine histologische Negativkontrolle gezeigt. Vergr6Berung 400-fach.

Um Unterschiede in der Perforinexpression zwischen untherapierten und CpG-
behandelten Tumoren feststellen zu kénnen, wurden die Perforin-positiven Zellen in
jeweils 20 Gesichtsfeldern je Tumor in 400-facher Vergr6Berung gezéhlt (Abbildung
10). Dabei konnte eine tendenziell vermehrte Anzahl Perforin-positiver Zellen in den

CpG-therapierten Tumoren festgehalten werden.
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Einzel- und Mittelwerte intratumoraler Perforin-positiver Zellen
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Abbildung 10 Quantifizierung von Perforin-positiven Zellen in C26-Tumoren nach
Behandlung mit CpG

Links dargestellt ist die Anzahl der Perforin-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor. Rechts
werden die Mittelwerte der Perforin-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in Abhéngigkeit
von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 400-facher
VergréBerung. (Ausflihrliche Erlduterung der Graphik siehe Legendentext zu Abbildung 5).

AnschlieBend wurden die Perforin-exprimierenden Zellen fluoreszenzmikroskopisch
weiter charakterisiert und die rdumliche Verteilung des Perforins genauer untersucht.
Hierzu wurden die C26-Tumoren (Tierexperiment ,A“) mit Fluoreszenzantikérpern
gegen Perforin und CD3 geférbt und unter dem konfokalen Lasermikroskop betrachtet
(Abbildung 11A). Zur Quantifizierung einer Aussage wurde jedes Gesichtsfeld eines
Tumors bei 630-facher Vergr6Berung gescannt und das resultierende Bild
anschlieBend ausgewertet. Dabei wurde zunédchst der Anteil der CD3-positiven Zellen
an den Perforin-positiven Zellen je Tumor bestimmt. Dabei zeigte sich in den CpG-
therapierten Tumoren ein tendenziell vermehrter Anteil Perforin-positiver Zellen, der
zugleich CD3-positiv ist (Abbildung 11B). AnschlieBend sollte festgestellt werden, ob
das Perforin diffus Uber die ganze Zelle verteilt oder polar ausgerichtet ist. Im nicht
aktivierten Zustand ist das Perforin diffus (iber die gesamte Zelle verteilt. Eine polare
Ausrichtung des Perforins spricht fur einen Aktivierungszustand der Zelle, in der sich
das Perforin zur Zielzelle hin konzentriert und kurz vor der Entleerung aus den
Speichervesikeln steht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde von einer polaren
Ausrichtung des Perforins ausgegangen, wenn sich die maximale Konzentration des
Perforins auf weniger als 1/3 des Kernumfanges verteilte. Es zeigte sich in CpG-

therapierten Tumoren innerhalb der CD3- und Perforin-doppeltpositiven Zellen ein
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vermehrter Anteil der Zellen, in denen sich das Perforin polar ausrichtet (Abbildung
11C), was auf einen gesteigerten Anteil aktivierter Perforin-positiver Zellen in CpG-

behandelten Tumoren hindeutet.
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A) Polar ausgerichtetes Perforin

Perforin Zellkerne Uberlagerungsbild

Diffus verteiltes Perforin

Perforin Zellkerne Uberlagerungsbild

Nur Sekundarantikérper (Esel gegen Ratte und
Ziege gegen Hamster) und Streptavidin

20 m
Perforin Zellkerne Uberlagerungsbild
B) Mittelwerte CD3- und Perforin- C) Mittelwerte des polar ausgerichteten
doppeltpositiver Zellen Perforins in CD3-positiven Zellen
n.s. *

c 801 f ' & 40, —

(&) =

2 o =

2 601 & 5 30]

Q. — )

£ &L b=

£ § 40 5 & 20

O F o=

LN og

& 207 c & 107

= — @

£ Y

< 0- g: T o

Kontrollen CpG Kontrollen CpG

(n=4)  (n=4) (n=4)  (n=4)



Ergebnisse 53

Abbildung 11 Immunfluoreszenzfarbung und Quantifizierung von CD3 und
Perforin in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Dargestellt sind Immunfluoreszenzfarbungen von Perforin (griin), CD3 (rot) und Zellkernen
(blau). Die Uberlagerungsbilder aller Farbkandle sind rechts abgebildet, wobei die
Doppelfarbung von CD3 und Perforin gelb erscheint. Es werden ein polar ausgerichtetes (oben)
und ein diffus verteiltes Perforins (Mitte) gezeigt. Unten ist eine histologische Negativkontrolle
dargestellt. Vergr6Berung 630-fach. B) Das Balkendiagramm gibt die Mittelwerte des
prozentualen Anteils der CD3-positiven Zellen an den Perforin-positiven Zellen je Gruppe
wieder. Die Werte werden auf der Ordinate abgelesen, die Gruppen sind entlang der Abszisse
aufgelistet. n steht flr die Zahl der untersuchten Tumoren je Gruppe. C) Dargestellt sind die
Mittelwerte des prozentualen Anteils des polar ausgerichteten Perforins an den gesamten CD3-
und Perforin-doppeltpositiven Zellen je Gruppe. Die Ordinate gibt den prozentualen Anteil
wieder. Entlang der Abszisse sind die Gruppen aufgelistet. n steht fiir die Zahl der untersuchten
Tumoren je Gruppe.

3.1.2.3 Intratumorale CD4-positive Zellen

Als Néachstes sollte der Einfluss der CpG-Gabe auf die intratumorale Prasenz CD4-
positiver T-Zellen untersucht werden. Es wurden die Tumoren des BALB/c-Modells
(Tierexperimentes ,A®) immunhistologisch mit Antikérpern gegen CD4 geférbt und

anschlieBend im Lichtmikroskop beurteilt (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Immunhistochemische Farbung von CD4-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen CD4 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
Vergr6Berung 200-fach.
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Daraufhin wurden die CD4-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern jedes Tumors bei
200-facher VergréBerung gezéhlt (Abbildung 13A). In fast allen therapierten Tumoren
war die Anzahl der CD4-positiven Zellen im Vergleich zu den Tumoren der
untherapierten Gruppe erniedrigt. Bemerkenswert war hier auBerdem die Ahnlichkeit
der CpG+DOTAP-Gruppe zu der reinen CpG-Gruppe — im Gegensatz zur Anzahl der
intratumoralen CD3- und CDB8-positiven Zellen (siehe oben), wobei die CpG+DOTAP-
Gruppe stets Ergebnisse erzielte, die der Kontrollgruppe dhnlich waren. Das Ergebnis
der Tendenz einer verminderten Anzahl intratumoraler CD4-positiver Zellen nach CpG-
Applikation konnte in einem &hnlich angelegten Versuch im selben Tumormodell ein
zweites Mal immunhistologisch reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Bei den
Tumoren des B16-Tumormodells (Tierexperiment ,C“) jedoch konnte kein Unterschied
zwischen unbehandelter und CpG-therapierter Gruppe festgestellt werden (Abbildung
13B).
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Einzel- und Mittelwerte intratumoraler CD4-positiver Zellen
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Abbildung 13 Quantifizierung von CD4-positiven Zellen in C26- und B16-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der CD4-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der CD4-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-
facher VergréBerung. B) Ergebnisse der CD4-Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Auszéhlung
der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. (Ausflhrliche Erlduterung der Graphik siehe
Legendentext zu Abbildung 5).
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3.1.2.3.1 Verminderte Anzahl intratumoraler Foxp3-positiver Zellen

Das Oberflachenantigen CD4 kann auf unterschiedlichen Zelltypen wie regulatorischen
T-Zellen, T-Helferzellen und murinen dendritischen Zellen vorhanden sein kann. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine weitere Charakterisierung der CD4-positiven

Zellen Wert gelegt.

Der Transkriptionsfaktor Foxp3 ist ein klassischer Marker fur Tregs. Diese Zellen
vermitteln Toleranz und vermdgen so beispielsweise bei Tumorerkrankungen die T-
Zellaktiverung zu supprimieren. Fir eine erste Charakterisierung der CD4-positiven
Zellen wurden C26-Tumoren (Tierexperiment ,A“) mit einem Fluoreszenzantikdrper
gegen Foxp3 gefarbt. Danach wurden die Foxp3-positiven Zellen in allen
Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergr6Berung gezahlt. Dabei fiel in allen vier CpG-
behandelten Tumoren eine Reduktion der Foxp3-positiven Zellen auf (Abbildung 14A).
Im B16-Tumormodell (Tierexperiment ,C) konnte in den CpG-therapierten Tumoren
die Tendenz einer intratumoralen Abnahme der Anzahl Foxp3-positiver Zellen
festgestellt werden (Abbildung 14B). Hier imponierten in den behandelten Tumoren vor

allem die fehlenden Akkumulationen Foxp3-positiver Zellen.
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Einzel- und Mittelwerte intratumoraler Foxp3-positiver Zellen
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Abbildung 14 Quantifizierung von Foxp3-positiven Zellen in C26- und B16-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der Foxp3-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der Foxp3-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 400-
facher VergréBerung. B) Ergebnisse der Foxp3-Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Ausz&hlung
der Gesichtsfelder bei 630-facher VergréBerung. (Ausflhrliche Erlduterung der Graphik siehe
Legendentext zu Abbildung 5).

Betrachtet man nun bei diesen Tumoren den Anteil der Foxp3-positiven Zelle an den
gesamten CD3-positiven Zellen, so erkennt man bei den CpG-behandelten Tumoren
einen héchstsignifikant reduzierten Anteil Foxp3-positiver Zellen an den gesamten
CD3-positiven Zellen (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Quantifizierung des Anteils der Foxp3-positiven Zellen an den
gesamten CD3-positiven Zellen in B16-Tumoren nach Behandlung mit CpG

Das Balkendiagramm gibt die Mittelwerte des prozentualen Anteils der Foxp3-positiven Zellen
an den CD3-positiven Zellen je Gruppe wieder. Die Werte werden auf der Ordinate abgelesen,
die Gruppen sind entlang der Abszisse aufgelistet. n steht flir die Zahl der untersuchten
Tumoren je Gruppe.

Als Néachstes sollte der Einfluss der CpG-Applikation auf den Anteil von Tregs an den
gesamten CD4-positiven Zellen untersucht werden. FUlr diese Charakterisierung
intratumoraler CD4-positiver Zellen wurde mit BALB/c-Mausen im C26-Tumormodell
ein Tierexperiment ,D“ durchgefiihrt, das dem Tierexperiment ,A“ sehr dhnlich ist. Der
Therapieeffekt in diesem Versuch konnte an dem deutlich verlangsamten
TumorgréBenwachstum der CpG-behandelten Gruppe verdeutlicht werden (Daten nicht
gezeigt). Bei der immunhistologischen Untersuchung der Tumoren konnte eine
Reduktion von CD4- und Foxp3-positiven Zellen nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Nun wurden diese Tumoren mit Fluoreszenzantikérpern gegen CD4, Foxp3
und CD11c dreifach gefarbt (Abbildung 16A). AnschlieBend wurden bei 400-facher
VergréBerung am konfokalen Lasermikroskop mindestens zehn Bilder je Tumor
gescannt und der Anteil der CD4- und Foxp3-doppeltpositiven Zellen an den gesamten
CD4-positiven Zellen bestimmt. Dabei konnte in den CpG-behandelten Tumoren ein
tendenziell verminderter Anteil CD4- und Foxp3-doppeltpositiver Zellen an den

gesamten CD4-positiven Zellen festgestellt werden (Abbildung 16B).
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Abbildung 16 Immunfluoreszenzfarbung und Quantifizierung von CD4, Foxp3
und CD11c in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Dargestellt sind Immunfluoreszenzfarbungen von Foxp3 (grtin), CD4 (rot) und CD11c (blau).
Die Uberlagerungsbilder aller Farbkandle sind rechts abgebildet. Es werden Ausschnitte aus
einem Kontrolltumor (oben) und einem CpG-therapierten Tumor (Mitte) gezeigt. Unten ist eine
histologische Negativkontrolle dargestellt. Vergr6Berung 630-fach. B) Das Balkendiagramm gibt
die Mittelwerte des prozentualen Anteils der CD4- und Foxp3-doppeltpositiven Zellen an den
gesamten CD4-positiven Zellen je Gruppe wieder. Die Werte werden auf der Ordinate
abgelesen, die Gruppen sind entlang der Abszisse aufgelistet. n steht flir die Zahl der
untersuchten Tumoren je Gruppe.

Die vermehrte Prdsenz Foxp3-positiver Zellen in untherapierten Tumoren warf die
Frage auf, wie diese Zellen in den Tumor gelangen. Méglicherweise spielt dabei das
auf manchen T-Zellen vorhandene Integrin CD103 eine Rolle. CD103 ist ein Rezeptor
fur das auf Epithelzellen exprimierte E-Cadherin und kann somit als ein homing-Faktor
angesehen werden. In den nachsten Versuchen sollte die Expression von CD103 auf
T-Zellen im Allgemeinen (CD3-positive Zellen) und regulatorischen T-Zellen im
Speziellen (Foxp3-positive Zellen) untersucht werden. Dabei wurden in den C26-
Tumoren des Tierexperimentes ,D“ die Antigene CD3, Foxp3 und CD103 mit
Fluoreszenzantikérpern farbig dargestellt (Abbildung 17A). Daraufhin wurden bei 400-
facher VergréBerung sdmtliche Foxp3-positive Zellen am konfokalen Lasermikroskop
gescannt und anschlieBend auf das Vorhandensein von CD103 hin Uberprtift. Es zeigte
sich, dass sowohl in der Kontroll- als auch in der CpG-Gruppe CD103 allgemein von
Tregs vermehrt exprimiert wird im Vergleich zu CD3-positiven und Foxp3-negativen T-
Zellen (Abbildung 17B+C). Dies konnte auch in einem B16-Tumor reproduziert werden
(Daten nicht gezeigt). Zudem flihrte die CpG-Gabe zu einer tendenziell verminderten
Expression von CD103 sowohl auf Tregs (Abbildung 17B) als auch auf Foxp3-
negativen T-Zellen (Abbildung 17C).
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Abbildung 17 Immunfluoreszenzfarbung und Quantifizierung von CD3, Foxp3
und CD103 in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Dargestellt sind Immunfluoreszenzférbungen von Foxp3 (grtin), CD3 (rot) und CD103 (blau).
Die Uberlagerungsbilder aller Farbkanéle sind rechts abgebildet, wobei die Doppelfdrbung von
CD3 und CD103 magenta erscheint. Es werden Ausschnitte aus einem Kontrolltumor (oben)
und einem CpG-therapierten Tumor (Mitte) gezeigt. Unten ist eine histologische
Negativkontrolle dargestellt. Der Pfeil markiert eine CD3-, Foxp3- und CD103- dreifachpositive
Zelle. VergréBerung 630-fach. B) Das Balkendiagramm gibt die Mittelwerte des prozentualen
Anteils der CD103-positiven Zellen an den CD3- und Foxp3-doppeltpositiven Zellen (Treg) je
Gruppe wieder. Die Werte werden auf der Ordinate abgelesen, die Gruppen sind entlang der
Abszisse aufgelistet. n steht flir die Zahl der untersuchten Tumoren je Gruppe. C) Dargestellt
sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils der CD103-positiven Zellen an den CD3-positiven
und zugleich Foxp3-negativen Zellen je Gruppe. Die Ordinate gibt den prozentualen Anteil
wieder. Entlang der Abszisse sind die Gruppen aufgelistet. n steht fiir die Zahl der untersuchten
Tumoren je Gruppe.

3.1.2.3.2 Verminderte Anzahl intratumoraler CD4-positiver dendritischer Zellen

Dendritische Zellen nehmen auf Grund ihrer Funktion als antigenprésentierende Zellen
eine zentrale Rolle in der Vermittlung einer adaptiven Immunantwort ein. Die
dendritischen Zellen der Maus kénnen neben ihrem typischem Oberfldchenantigen
CD11c zusaétzlich auch CD4-positiv sein. Daher wurden im Rahmen der weiteren
Charakterisierung CD4-positiver Zellen die dendritischen Zellen untersucht. Daflr
wurde die oben beschriebene CD4-, Foxp3- und CD11c-Dreifachfarbung der C26-
Tumoren aus Tierexperiment ,D“ (Abbildung 16A) nochmals unter einem anderen
Gesichtspunkt ausgewertet. Bei den in 400-facher Vergr6Berung am konfokalen
Lasermikroskop gescannten Bildern (mindestens zehn je Tumor) wurde der Anteil der
CD4- und CD11c-doppeltpositiven Zellen an den gesamten CD4-positiven Zellen
bestimmt (Abbildung 18). Dabei konnte in den CpG-therapierten Tumoren ein
verminderter Anteil CD4- und CD11c-doppeltpositiver Zellen an den gesamten CD4-

positiven Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 18 Quantifizierung des Anteils CD4- und CD11c-doppeltpositiver
Zellen an den gesamten CD4-positiven Zellen in C26-Tumoren nach Behandlung
mit CpG

Das Balkendiagramm gibt die Mittelwerte des prozentualen Anteils der CD4- und CD11c-
doppeltpositiven Zellen an den gesamten CD4-positiven Zellen je Gruppe wieder. Die Werte
werden auf der Ordinate abgelesen, die Gruppen sind entlang der Abszisse aufgelistet. n steht
flir die Zahl der untersuchten Tumoren je Gruppe.

3.1.3 Intratumorale nattirliche Killerzellen

NK-Zellen gehéren zu den Zellen des angeborenen Immunsystems und besitzen keine
antigenspezifischen Rezeptoren. Sie sind in der Lage abnormale Zellen wie
beispielsweise Tumorzellen zu erkennen und abzutéten. Auf Grund ihres zytotoxischen
antitumoralen Potentials wurden die intratumoralen NK-Zellen nach CpG-Applikation
untersucht. Gleichzeitig wurden auch die natdrlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen)
analysiert. NKT-Zellen exprimieren sowohl einen T-Zell-Rezeptor als auch einige NK-
Zell-Marker wie beispielsweise CD161 (Fujii et al., 2007). Der T-Zell-Rezeptor
unterscheidet sich allerdings von dem klassischer T-Zellen dahingehend, dass er nicht
mit Peptidantigenen auf den typischen MHC-Komplexen interagiert. Er erkennt
vielmehr Glykolipide wie beispielsweise a-Galactosylceramid (Fuijii et al., 2007). Neue
Ergebnisse zeigen, dass an der Generierung einer antitumoralen T-Zell-Antwort NKT-
Zellen beteiligt sind (Zaini et al., 2007). Aufgrund methodischer Probleme (kein
passender histologischer Antikérper) wurden flr die vorliegende Arbeit NK-Zellen nicht
histologisch, sondern mittels FACS dargestellt. Fur diese Untersuchung wurden aus
den C26-Tumoren des Tierexperimentes ,B* Einzelzellsuspensionen hergestellt, diese
dann mit Fluoreszenzantikérpern gegen CD49b und CD3 markiert und danach
durchflusszytometrisch untersucht (Abbildung 19). CD49b ist ein Integrin, das von den

meisten NK- und NKT-Zellen exprimiert wird. NKT-Zellen sind zuséatzlich noch CD3-
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positiv. Es konnte kein Unterschied in der Prédsenz intratumoraler CD49b-positiver
Zellen in der CpG-behandelten Gruppe im Vergleich zur untherapierten Gruppe
festgestellt werden. Betrachtet man hingegen die NKT-Zellen, so erkennt man in den

CpG-therapierten Tumoren einen tendenziellen Anstieg dieser Population.
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Abbildung 19 Durchflusszytometrische Analyse von CD49b- und CD3-positiven
Zellen in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

Dargestellt sind vier représentative Punktediagramme, in denen auf der Abszisse die
Fluoreszenzintensitdt fir CD49b und auf der Ordinate die Fluoreszenzintensitdt fir CD3
aufgetragen ist. Die Zahlen in den Ecken der Diagramme entsprechen dem prozentualen Anteil
der Zellen dieses Quadranten an der Gesamtzellzahl. Die Anzahl der CD49b-positiven Zellen
ergibt sich aus der Summe der Zahlen der beiden rechten Quadranten, die Anzahl der CD49b-
und CD3-doppeltpositiven Zellen entspricht der Zahl im rechten oberen Quadranten. Die
Ergebnisse wurden unten in Balkendiagrammen graphisch dargestellt. n steht fir die Zahl der
untersuchten Tumoren je Gruppe.
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3.1.4 Intratumorale B220-positive Zellen

Sowohl B-Zellen als auch pDCs werden mit einer immunmodulatorischen Funktion in
Verbindung gebracht. Mit einer Farbung des Oberfldchenantigens B220 kénnen beide
Zelltypen erfasst werden, da B220 von B-Zellen in allen Stadien ihrer Entwicklung
exprimiert wird und auch pDCs B220-positiv sind. Flr die vorliegende Arbeit sollte der
Einfluss der peritumoralen CpG-Applikation auf die intratumoralen B220-positiven
Zellen untersucht werden. Hierzu wurden die Tumoren des BALB/c-Modells
(Tierexperiment ,A“) mit einem Antikérper gegen B220 immunhistochemisch geférbt

und unter dem Lichtmikroskop beurteilt (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Immunhistochemische Farbung von B220-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen B220 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
VergréBerung 200-fach.

Fir eine quantitative Aussage wurden die B220-positiven Zellen in zehn
Gesichtsfeldern bei 200-facher Vergr6Berung gezéhlt (Abbildung 21A). Dabei konnte in
den CpG-therapierten Tumoren eine tendenzielle Abnahme intratumoraler B220-
positiver Zellen festgestellt werden. Bezlglich dieser Zellpopulation wies die
CpG+DOTAP-Gruppe ein der reinen CpG-Gruppe dhnliches Verteilungsmuster auf, wie
sie es bisher nur bei den intratumoralen CD4-positiven Zellen getan hat. Die Tendenz

einer verminderten intratumoralen Prasenz B220-positiver Zellen nach CpG-Applikation
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konnte in einem &hnlich angelegten Versuch im C26-Tumormodell ein zweites Mal
immunhistologisch reproduziert (Daten nicht gezeigt) und auch in den Tumoren des
B16-Tumormodells (Tierexperiment ,C*) immunhistochemisch gezeigt werden
(Abbildung 21B).
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Abbildung 21 Quantifizierung von B220-positiven Zellen in C26- und B16-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der B220-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der B220-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-
facher Vergr6Berung. B) Ergebnisse der B220-Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Ausz&dhlung
der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. (Ausflhrliche Erlduterung der Graphik siehe
Legendentext zu Abbildung 5).
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3.1.5 Intratumorale myeloide Zellen

3.1.5.1 Intratumorale CD11c-positive Zellen

CD11c ist der klassische Oberflachenmarker flir dendritische Zellen. Diese besitzen die
Fahigkeit der Kreuzprdsentation von Antigenen, was bedeutet, dass sie exogen
aufgenommene Fremdantigene auf ihrem MHC-I-Komplex prédsentieren kénnen. Uber
diese Kreupradsentation bringen dendritische Zellen CD8-positive zytotoxische T-Zellen
mit Tumorantigenen in Kontakt. Auf Grund ihrer wichtigen Funktion im Rahmen einer
Tumorimmuntherapie sollte in der vorliegenden Arbeit die Prdsenz intratumoraler
dendritischer Zellen nach CpG-Gabe untersucht werden. Daher wurden C26-Tumoren
(Tierexperiment ,A“) mit einem Antikérper gegen CD11¢ immunhistochemisch gefarbt
und anschlieBend lichtmikroskopisch analysiert (Abbildung 22). In der CpG-Gruppe

fielen dabei die starken Infiltrationen des Tumors mit CD11c-positiven Zellen auf.
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Intratumorale CD11c-positive Zellen
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Kontrolle

v A 200'ym

Nur Sekundarantikdrper (Maus
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Abbildung 22 Immunhistochemische Farbung von CD11c-positiven Zellen in
C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen CD11c durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
Unten wird eine histologische Negativkontrolle gezeigt. Vergr6Berung 200-fach.

AnschlieBend wurden die CD11c-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern bei 200-
facher VergréBerung lichtmikroskopisch gezéhlt (Abbildung 23A). Es zeigte sich in den
CpG-therapierten Tumoren eine massive Akkumulation von mehr als dreifach so vielen
intratumoralen dendritischen Zellen im Vergleich zur Kontroll- und CpG+DOTAP-
Gruppe. Dieses Ergebnis konnte allerdings in einem &hnlich angelegten Versuch im
selben Tumormodell kein zweites Mal immunhistologisch reproduziert werden — im
Gegenteil, dort waren sogar deutlich weniger CD11c-positive Zellen in den CpG-
behandelten Tumoren vorhanden (Daten nicht gezeigt). Auch mit den B16-Tumoren
(Tierexperiment ,C*) konnte das Ergebnis nicht bestétigt werden. Nach Auszéhlen von

zehn Gesichtsfeldern bei 200-facher VergréBerung war kein Unterschied in der Anzahl
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intratumoraler dendritischer Zellen zwischen der CpG-behandelten und der

untherapierten Gruppe festzuhalten (Abbildung 23B).

Einzel- und Mittelwerte intratumoraler CD11c-positiver Zellen
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Abbildung 23 Quantifizierung von CD11c-positiven Zellen in C26- und B16-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der CD11c-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der CD11c-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-
facher Vergr6Berung. B) Ergebnisse der CD11c-Zellinfiltration im B16-Tumormodell.
Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. (Ausfliihrliche Erlduterung der
Graphik siehe Legendentext zu Abbildung 5).
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Es gibt verschiedene Subpopulationen dendritischer Zellen. mDCs sind durch das
Vorhandensein der Oberfldchenantigene CD11c und CD11b gekennzeichnet und
gleichzeitig B220-negativ, pDCs hingegen sind positiv flir CD11c und B220, daftir aber
CD11b-negativ. In der vorliegenden Arbeit wurden nun die dendritischen Zellen
genauer charakterisiert. =~ Dazu dienten Tumoren des C26-Tumormodells
(Tierexperiment ,B“), aus denen eine Einzelzellsuspension gewonnen werden konnte.
AnschlieBend wurde diese mit Fluoreszenzantikérpern gegen CD11c, CD11b und B220
markiert und daraufhin durchflusszytometrisch untersucht (Abbildung 24). Mittels FACS
zeigte sich in den CpG-therapierten Tumoren die Tendenz der Verminderung
intratumoraler CD11c-positiver Zellen (Abbildung 6). Auch die mDCs und pDCs waren

in den CpG-behandelten Tumoren tendenziell vermindert vorhanden (Abbildung 24).
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Abbildung 24 Durchflusszytometrische Analyse von CD11c-positiven, CD11b-
positiven und B220-positiven Zellen in C26-Tumoren nach Behandlung mit CpG

Dargestellt sind acht reprasentative Punktediagramme, in denen auf der Abszisse die
Fluoreszenzintensitét fdr B220 bzw. CD11b und auf der Ordinate die Fluoreszenzintensitét fir
CD11c aufgetragen
prozentualen Anteil der Zellen dieses Quadranten an der Gesamtzellzahl. Die Anzahl der
CD11c-positiven Zellen ergibt sich aus der Summe der Zahlen der beiden oberen Quadranten,
die Anzahl der myeloiden bzw. plasmozytoiden dendritischen Zellen entspricht der Zahl im
linken oberen Quadranten. Die Ergebnisse wurden unten in Balkendiagrammen graphisch
dargestellt. n steht flir die Zahl der untersuchten Tumoren je Gruppe.

ist.

Die Zahlen

in den Ecken der Diagramme entsprechen dem
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3.1.5.2 Intratumorale Ly-6G-positive Zellen

Ly-6G ist ein Antigen, das am hé&ufigsten von reifen Granulozyten exprimiert wird.
Granulozyten sind Leukozyten des angeborenen Immunsystems, deren Funktion vor
allem in der Abwehr von unspezifischen Krankheitserregern wie Bakterien, Pilzen und
Parasiten liegt. Fur die vorliegende Arbeit sollte der Einfluss der CpG-Gabe auf
intratumorale Granulozyten untersucht werden. Hierzu wurde in C26-Tumoren
(Tierexperiment ,A“) das Antigen Ly-6G immunhistochemisch gefdrbt und die

Gewebeschnitte anschlieBend lichtmikroskopisch untersucht (Abbildung 25).

Intratumorale Ly-6G-positive Zellen
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Abbildung 25 Immunhistochemische Farbung von Ly-6G-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen Ly-6G durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
VergréBerung 200-fach.

Bei der Auszéhlung der intratumoralen Ly-6G-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern
bei 200-facher VergréBerung konnte kein Unterschied zwischen der CpG-, der
CpG+DOTAP- und der untherapierten Gruppe festgestellt werden (Abbildung 26A). In
den B16-Tumoren (Tierexperiment ,C“) zeigte sich immunhistochemisch das gleiche
Ergebnis (Abbildung 26B).
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Einzel- und Mittelwerte intratumoraler Ly-6G-positiver Zellen
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Abbildung 26 Quantifizierung von Ly-6G-positiven Zellen in C26- und B16-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) Links dargestellt ist die Anzahl der Ly-6G-positiven Zellen je Gesichtsfeld in C26-Tumoren.
Rechts werden die Mittelwerte der Ly-6G-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in
Abhéngigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit gezeigt. Auszdhlung der Gesichtsfelder bei 200-
facher VergréBerung. B) Ergebnisse der Ly-6G-Zellinfiltration im B16-Tumormodell. Ausz&hlung
der Gesichtsfelder bei 200-facher VergréBerung. (Ausflhrliche Erlduterung der Graphik siehe

Legendentext zu Abbildung 5).
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3.1.5.3 Intratumorale F4/80-positive Zellen

Makrophagen sind phagozytierende Leukozyten, die typischerweise das Oberflachen-
glykoprotein F4/80 exprimieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte auch die
Beeinflussung der intratumoralen Makrophagen durch CpG-Applikation untersucht
werden. Dazu wurden die Tumoren des C26-Tumormodells (Tierexperiment ,A%) mit
einem Antikérper gegen F4/80 immunhistochemisch geféarbt (Abbildung 27A) und die
positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern bei 400-facher VergréBerung gezahlt
(Abbildung 27B). Dabei konnte kein Unterschied in der Prdsenz intratumoraler F4/80-
positiver Zellen zwischen der CpG-behandelten und der untherapierten Gruppe

festgestellt werden.
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A) Intratumorale F4/80-positive Zellen

B) Einzel- und Mittelwerte intratumoraler F4/80-positiver Zellen
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Abbildung 27 Immunhistochemische Farbung von F4/80-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

A) In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen F4/80 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hdmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
Vergr6Berung 400-fach. B) Links dargestellt ist die Anzahl der F4/80-positiven Zellen je
Gesichtsfeld je Tumor. Rechts werden die Mittelwerte der F4/80-positiven Zellen je Gesichtsfeld
je Tumor in Abhangigkeit von der Gruppenzugehdérigkeit gezeigt. Auszéhlung der Gesichtsfelder
bei 400-facher VergréBerung. (Ausflihrliche Erlduterung der Graphik siehe Legendentext zu
Abbildung 5).
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3.1.6 Verstéarkte Vaskularisation im Tumorgewebe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte auch der Frage nachgegangen werden,
welchen Einfluss CpG auf die Vaskularisation im Tumorgewebe austibt. Daflir wurden
C26-Tumoren (Tierexperiment ,A“) immunhistochemisch mit einem Antikérper gegen
CD31 gefarbt (Abbildung 28). CD31 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das zur
Gruppe der Adhésionsmolekiile gehért und hauptsdchlich von Endothelzellen
exprimiert wird. Nach CpG-Therapie erkennt man lichtmikroskopisch eine deutlich

vermehrte GefaBbildung in den CpG-therapierten Tumoren.

Intratumorale CD31-positive Zellen
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Abbildung 28 Immunhistochemische Farbung von CD31-positiven Zellen in C26-
Tumoren nach Behandlung mit CpG

In Gewebeschnitten von C26-Tumoren wurde das Antigen CD31 durch Farbreaktion mit
Neufuchsin rot dargestellt. Das Gewebe wurde mit Hadmalaun gegengeférbt. Dargestellt sind
Gewebeschnitte eines unbehandelten (links) und eines CpG-behandelten Tumors (rechts).
VergréBerung 200-fach.
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3.2 Einfluss der Therapie mit anderen Toll-like-Rezeptor-

Liganden auf die Prasenz intratumoraler Inmunzellen

AbschlieBend sollte untersucht werden, ob sich ein Teil der gewonnenen Daten Uber
intratumorale Immunzellen nach CpG-Applikation auch fur Tumoren reproduzieren
l&sst, die mit anderen TLR-Liganden behandelt wurden. Daflir wurde ein Tierversuch
durchgeflihrt, in dem R848 als ein Ligand ftir TLR7, Poly(l:C) als ein Ligand fir TLR3
und LPS als ein Ligand fiir TLR4 verwendet wurden. Es gab vier Therapiegruppen
(Kontroll-, R848-, LPS- und Poly(l:C)-Gruppe) zu je 6 Mausen. Nach Therapieinduktion
eines C26-Tumors an Tag 0 erhielten die Mause jeweils an Tag 8 und Tag 11 die fir
ihre Gruppe bestimmte Therapie (20 ug R848 subkutan in die zum Tumor
kontralaterale Flanke bzw. 5 ug LPS subkutan in die zum Tumor kontralaterale Flanke
bzw. 250 ug Poly(l:C) intraperitoneal). Die Mause der Kontrollgruppe erhielten keine
Therapie. An Tag 14 wurden die Méause get6tet und ihr Tumor flr histologische
Untersuchungen entnhommen. Anhand der TumorgréBenkurven erkennt man, dass
keine der drei Therapieformen einen Einfluss auf das Tumorwachstum hatte (Abbildung
29).
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Abbildung 29 Mittelwerte und Einzelwerte des TumorgréBenwachstums bei
BALB/c-Mausen mit C26-Tumoren in Abhéngigkeit von der Therapie

Dargestellt sind die Mittelwerte des TumorgréBenwachstums der Therapiegruppen und die
Einzelwerte des TumorgréBenwachstums der einzelnen M&use je Gruppe. Auf der Abszisse
sind die Tage nach Tumorinduktion aufgezeichnet, die Ordinate spiegelt die TumorgréBe
wieder. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Therapie.

3.2.1 Verminderte Anzahl intratumoraler CD3-positiver Zellen

In den mit unterschiedlichen TLR-Liganden behandelten Tumoren wurde zunéchst die
intratumorale Prasenz CD3-positiver Zellen als MaB fur die Gesamtheit aller T-Zellen
im Tumor untersucht. Nach Farbung der Tumoren mit FluoreszenzantikGrpern gegen
CD3 wurden in sdmtlichen Gesichtsfeldern bei 400-facher VergréBerung die positiven
Zellen gezahlt (Abbildung 30). Dabei fiel in den mit R848 und Poly(l:C) stimulierten

Gruppen eine im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte Anzahl intratumoraler CD3-
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positiver Zellen auf. In den Tumoren, die mit LPS behandelt worden waren, zeigte sich

die Tendenz einer verringerten Anzahl intratumoraler CD3-positiver Zellen.

Einzel- und Mittelwerte intratumoraler CD3-positiver Zellen
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Abbildung 30 Quantifizierung von CD3-positiven Zellen in C26-Tumoren in
Abhéangigkeit von der Therapie

A) Links dargestellt ist die Anzahl der intratumoralen CD3-positiven Zellen je Gesichtsfeld in
C26-Tumoren. Die Ordinate gibt die Anzahl der positiven Zellen je Gesichtsfeld wieder. Entlang
der Abszisse sind die individuellen Tumoren aufgelistet, wobei die Zahlen unterhalb der
Abszisse die Mausnummern wiedergeben. Jedes Symbol ( ¢ , A , @ oder 8 ) entspricht der
Zahl positiver Zellen eines Gesichtsfeldes. Der horizontale Balken ( — ) entspricht dem
Mittelwert positiver Zellen je Gesichtsfeld in einem Tumor. Rechts dargestellt sind die
Mittelwerte der CDS3-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in Abhdngigkeit von der
Gruppenzugehdrigkeit. Jedes Symbol ( @ , A , @ oder 8 ) entspricht dem Mittelwert positiver
Zellen je Gesichtsfeld je Tumor. Der horizontale Balken ( — ) entspricht dem Mittelwert positiver
Zellen je Gesichtsfeld je Gruppe. Auszéhlung der Gesichtsfelder bei 400-facher VergréBerung.

3.2.2 Verminderte Anzahl intratumoraler Foxp3-positiver Zellen

Fir eine Analyse der intratumoralen Foxp3-positiven Zellen wurden die mit
unterschiedlichen TLR-Liganden behandelten Tumoren mit einem Immunfluoreszenz-
Antikérper gegen Foxp3 geférbt. AnschlieBend wurden in sdmtlichen Gesichtsfeldern
bei 400-facher VergréBerung die positiven Zellen gezéhlt (Abbildung 31). Dabei konnte
in den mit R848 und Poly(l:C) behandelten Tumoren eine intratumorale Abnahme der
Anzahl Foxp3-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Die LPS-therapierten Tumoren zeigten die Tendenz einer intratumoralen Verminderung

der Anzahl Foxp3-positiver Zellen.
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Abbildung 31 Quantifizierung von Foxp3-positiven Zellen in C26-Tumoren in
Abhéangigkeit von der Therapie

Links dargestellt ist die Anzahl der Foxp3-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor. Rechts
werden die Mittelwerte der Foxp3-positiven Zellen je Gesichtsfeld je Tumor in Abhéngigkeit von

der

Gruppenzugehdérigkeit

gezeigt. Auszdhlung der

Gesichtsfelder

bei 400-facher

VergréBerung. (Ausfliihrliche Erlduterung der Graphik siehe Legendentext zu Abbildung 30).
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4.1 Ubersicht iiber die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

gewonnenen Ergebnisse

CpG+
CpG- LPS- R848- Poly(l:C)-
DOTAP-
Gabe Gabe Gabe Gabe
Gabe
Einfluss auf
intratumorale...
%k %k skk
) < ! ! !
CDS-positive Zellen
’l‘ <>

CD8-positive Zellen

Perforin-positive Zellen

Aktivierte Perforin-positive
T-Zellen

CD4-positive Zellen

Foxp3-positive Zellen

\I/**

Foxp3-positive Zellen,
Anteil an CD4-positiven

Zellen

Foxp3-positive Zellen,

Anteil an T-Zellen

Expression von CD103

auf Tregs

CD4- und CD11c-doppelt-
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NK-Zellen <>
NKT-Zellen /l\

k
CD11c-positive Zellen <> <>

mDCs

pDCs

|

|
B220-positive Zellen | | |

!

CD31-positive Zellen

Ly-6G-positive Zellen <> <>

F4/80-positive Zellen <>

Tabelle 14 Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Es werden die Einfliisse verschiedener TLR-Liganden (erste Zeile) auf die Prédsenz
intratumoraler Immunzellen (erste Spalte) dargestellt. 1 steht flir eine Zunahme der Anzahl
intratumoraler Zellen, | flir eine Abnahme. Signifikante Ergebnisse sind mit einem bis drei =
vermerkt.

4.2 Peritumorale Applikation von CpG-Oligonukleotiden

inhibiert das Tumorwachstum

Die vorliegende Arbeit sollte zu einem besseren Verstédndnis der antitumoralen
Wirkmechanismen von CpG beitragen und so letzten Endes den Weg flir einen
besseren Therapieerfolg bereiten. Daher wurde zunéchst einmal der in der Literatur
bereits geschilderte Tumorrlickgang durch eine Monotherapie mit CpG im Mausmodell
reproduziert (Baines and Celis, 2003; Lonsdorf et al., 2003) um anschlieBend das
Immunzellinfiltrat des Tumor histologisch und durchflusszytometrisch untersuchen zu
kénnen. Flr einen GrofBteil der gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit wurde das

Therapieschema der peritumoralen Injektion von CpG in den murinen C26- und B16-
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Tumormodellen angewandt. Um das primére Ziel der Arbeit zu erreichen — den
Vergleich von therapiertem und untherapiertem Tumorgewebe — war es unabdingbar
Mausversuche durchzufiihren, in denen der therapeutische Erfolg des CpG
offensichtlich ist. Aus diesem Grund variierten die Zeitpunkte und Anzahlen der
Therapien in den verschiedenen Tierexperimenten, da es stets darum ging moglichst
effizient therapierte Tumoren untersuchen zu kdénnen. Gleichzeitig ergab sich die
Schwierigkeit den bestmdglichen Zeitpunkt fir die Entnahme und nachfolgende
Untersuchung der Tumoren zu bestimmen, da einerseits im TumorgréBenverlauf ein
Trend in Richtung verlangsamtes Tumorwachstum sichtbar sein sollte, gleichzeitig aber
bei zu langem Abwarten die Gefahr einer Komplettremission des Tumors bestand, was
eine histologische oder durchflusszytometrische Beurteilung des Gewebes unmdglich
gemacht héatte. Daher sind zum Teil auch die Endpunkte der Tierversuche

unterschiedlich festgesetzt worden.

In allen fiir die vorliegende Arbeit durchgefliihrten Tumorversuchen war die
immunstimulatorische Wirkung des CpG erkennbar, was sich in einem verlangsamten
und zum Teil stagnierenden Wachstum widerspiegelt. In wenigen Féllen verkleinerten
sich die therapierten Tumoren. Die Mittelwerte der TumorgréBen waren in den
Tierexperimenten ,B“ und ,C“ in der CpG-Gruppe signifikant verringert. Diese
Ergebnisse waren zu erwarten, da sie Resultaten friherer Publikationen entsprechen:
Schon 1999 konnten Carpentier et al. zeigen, dass die tagliche peritumorale Injektion
von CpG bei Tumoren einer Neuroblastomzelllinie zur Inhibition des Tumorwachstums
und teilweiser Eradikation von Tumoren flihrt, wobei dieser Effekt abhéngig von NK-
Zellen ist (Carpentier et al., 1999). Zwei Jahre spéter bestétigten Kawarada et al. bei
mehreren Tumormodellen diese Beobachtung und machten dabei neben den NK-
Zellen auch noch die zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen flir den CpG-vermittelten
antitumoralen Effekt verantwortlich (Kawarada et al., 2001). Weitere Erfolge der
peritumoralen Applikation von CpG konnten auch im Tumormodell mit B16-
Melanomzellen (Ballas et al., 2001) und im C26-Kolonkarzinommodell (Heckelsmiller et
al., 2002b) gezeigt werden. Trotzdem sind auch in Mausmodellen Félle beschrieben, in
denen die alleinige peritumorale Injektion von CpG nicht zum gewtinschten Erfolg
fiihrte (Furumoto et al., 2004; Garbi et al., 2004). Daher sollte nun in der vorliegenden
Arbeit zum ersten Mal systematisch der Einfluss von CpG auf alle tumorimmunologisch
relevanten intratumoralen Zellpopulationen untersucht werden. Zudem unterstreichen

die Daten der vorliegenden Arbeit die Wirksamkeit einer peritumoralen CpG-Therapie
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und unterstiitzen einen Einsatz dieser Applikationsform auch beim Menschen, was mit
Hilfe neuer Applikationsmethoden ermdglicht werden kénnte. So kdnnen
beispielsweise systemisch applizierte CpG-Liposomen mit einem Peptid verbunden
werden, welches zu einer spezifischen Anreicherung der CpG-Liposomen im
Tumorgewebe fliihrt und somit den Effekt einer peritumoralen CpG-Gabe imitiert
(Hamzah et al., 2009). Bisher hat beim Menschen der schlechte Zugang zum Tumor
eine peritumorale CpG-Gabe verhindert und die systemische Applikation erfordert, die

weniger effektiv war.

Im Tierexperiment ,A“ gab es neben der CpG- und der Kontroligruppe noch eine
weitere Therapiegruppe, in der die Mduse CpG+DOTAP erhielten. Es ist bereits
bekannt, dass das kationische Lipid DOTAP immunstimulierend wirkt, da es die TLR-9-
vermittelte IFNa-Produktion dendritischer Zellen verstérkt (Asselin-Paturel et al., 2005;
Honda et al.,, 2005a). Erstaunlicherweise verbesserte die Kombination von
CpG+DOTAP die Therapie nicht, sondern verschlechterte sie sogar: Die Tumoren
dieser Gruppe wuchsen noch schneller als die der Kontrollgruppe. Das steht im
Widerspruch zu einer bereits veréffentlichten Publikation, in der flr die Applikation
eines Komplexes aus kationischen Lipiden und immunstimulatorischer DNS eine
antitumorale Wirkung nachgewiesen konnten, die im Mausmodell zu Tumorrlickgang
fihrte (Rudginsky et al.,, 2001). Dies kdnnte im ersten Moment dazu verleiten
technische Fehler bei der Applikation des Kation-DNS Komplexes in dem fir die
vorliegende Arbeit durchgeflihrten Versuch verantwortlich zu machen, zumal die
CpG+DOTAP-behandelten Mause bei der histologischen Beurteilung einiger
intratumoraler Immunzellen ein Bild boten, das dem unbehandelten Tumoren glich: Die
Prdsenz intratumoraler CD3-, CD8- und CD11c-positiver Zellen zeigt keinen
Unterschied zur Kontrollgruppe. Allerdings sind die intratumoralen CD4- und B220-
positiven Zellen in den CpG+DOTAP-behandelten Tumoren im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigt und somit gleicht dieses Ergebnis der Beobachtung, die in
den CpG-therapierten Tumoren desselben Versuches gemacht wurde. Dies zeigt, dass
die Kombination von CpG+DOTAP nicht zu einer vélligen Wirkungslosigkeit des CpG
geflihrt hat, sondern lediglich zu einer Abschwéchung, welche zwar nicht mehr einen
klinischen Therapieerfolg vollbringen konnte, aber dennoch die Einwanderung von

Immunzellen in den Tumor partiell beeinflusste.
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4.3 Einfluss der CpG-Oligonukleotide auf intratumorale

Effektorzellen und die Vaskularisation im Tumorgewebe

Fur eine effektive Tumorbekdmpfung im Rahmen einer Tumorimmuntherapie mussen
tumorantigenspezifische T-Zellen das Tumorgewebe infiltrieren, nachdem sie im
Lymphknoten durch dendritische Zellen aktiviert worden sind (Wakita et al., 20086).
Viele untherapierte Tumoren weisen allerdings keine Zeichen einer Bekdmpfung durch
das Immunsystem, wie beispielsweise eine Tumorinfiltration mit T-Zellen, auf
(Nagorsen et al.,, 2003). Trotzdem fuhrt der alleinige adoptive Transfer
antigenspezifischer T-Zellen zu keiner vermehrten Einwanderung dieser Zellen in den
Tumor, sondern es wird die zuséatzliche Applikation von CpG benétigt damit die T-
Zellen das Tumorgewebe infiltrieren (Garbi et al., 2004). Dies verdeutlicht, dass eine
effektive Tumortherapie ein proinflammatorisches Milieu bendétigt, das es Effektorzellen
erlaubt aus GefdBen auszutreten und den Tumor zu bekdmpfen (Ganss and Hanahan,
1998; Ganss et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, ob
die alleinige Gabe von CpG im Rahmen einer Tumortherapie zu einer vermehrten
Prdsenz intratumoraler T-Zellen im Allgemeinen (CD3-positive Zellen) und
zytotoxischer T-Zellen im Speziellen (CD8-positiver Zellen) fuhrt. Es ist bereits bekannt,
dass die CpG-Applikation zu einer verstdrkten Aktivitdt zytotoxischer T-Zellen im
murinen System flihrt (Chu et al., 1997; Davis et al., 1998; Lipford et al., 1997). In der
vorliegenden Arbeit konnten in den CpG-therapierten Tumoren tendenziell vermehrt
intratumorale CD3-positive Zellen festgestellt werden. In einem Versuch war der
Anstieg der intratumoralen T-Zellen signifikant. Dieser Anstieg korrelierte mit einem
verlangsamten Tumorwachstum bzw. Tumorriickgang, was die Hypothese stttzt, T-
Zellen seien fir eine klinische Tumorkontrolle wichtig. Das wird von der Tatsache
untermauert, dass das intratumorale T-Zellinfiltrat in den Tumoren, die klinisch erfolglos
mit CpG+DOTAP behandelt worden waren, keinen Unterschied zur Kontrollgruppe
zeigte. In den Tumoren, die erfolglos mit den TLR-Liganden R848, LPS und Poly(l:C)
therapiert worden waren, zeigte sich intratumoral sogar eine Verminderung CDS3-

positiver Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Bezlglich der intratumoralen CD8-positiven Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit
ein Anstieg in den CpG-therapierten Tumoren festgestellt werden. Diese Zunahme war
nicht signifikant, was allerdings durch die kleine Gruppengr6Be bedingt sein kdnnte.

Das Ergebnis entspricht Erwartungen aus der Literatur, da CDB8-positive Zellen
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hauptverantwortlich fir die Tumoreradikation gemacht werden (Wakita et al., 20086).
Zudem wurden bereits in der Literatur vereinzelt histologische Bilder veréffentlicht, in
denen der Effekt einer erfolgreichen CpG-Therapie mit einer gesteigerten Infiltration
CD8-positiver T-Zellen in den Tumor assoziiert ist (Kunikata et al., 2004). Auch Garbi et
al. zeigten 2004 histologische Bilder von Tumorantigen exprimierenden Geweben, auf
denen man vermehrte CD4- und CD8-positive T-Zellinfiltrate in den Geweben erkennen
konnte, die friihzeitig mit CpG und aktivierten T-Zellen behandelt worden waren (Garbi
et al., 2004). Bisher war hierbei jedoch keine quantitative Auswertung erfolgt, so dass
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nun erstmals durch Auszéhlung definierter
intratumoraler Gesichtsfelder eine systematische Analyse diverser tumorinfiltrierender

Immunzellen, hier CD8-positiver T-Zellen, durchgefiihrt wurde.

Im Zusammenhang mit den CD8-positiven Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit das
Effektormolekul Perforin untersucht. Schon lange ist bekannt, dass Perforin fir die
Bekdmpfung von Tumoren essenziell ist (van den Broek et al.,, 1996). Auch
zytotoxische T-Zellen bedienen sich des Perforins als Effektormolekdil, jedoch weil3
man aus Tumorvakzinierungen beim Menschen, dass intratumorale Lymphozyten
wenig zytotoxische Effektorproteine wie beispielsweise Perforin und Granzym
exprimieren (Appay et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit konnten tendenziell
vermehrt Perforin-positive Zellen in den CpG-therapierten Tumoren festgestellt werden,
das Ergebnis war fast signifikant. Trotzdem ist die absolute Anzahl Perforin-positiver
Zellen selbst in den CpG-behandelten Tumoren sehr niedrig, was dazu verleiten kénnte
den Perforin-vermittelten Effekt auf die Inhibition des Tumorwachstums in den
Hintergrund zu stellen. Die Tatsache aber, dass zytotoxische CD8-positive T-Zellen als
Tréger von Effektormolektlen flir das Téten der Zielzelle nur 2-10 Minuten bendétigen
(Matter, 1979) und dann bereits nach 6 Minuten wieder andere Zielzellen téten kénnen
(Poenie et al., 1987), lasst das in dieser Arbeit gewonnene Ergebnis in einem anderen
Licht erscheinen. Denn da in einem histologischen Bild immer nur Momentaufnahmen
festgehalten werden, sind Rickschllisse auf die Haufigkeit der Verwendung eines so
dynamischen Proteins wie des Perforins nur schwer mdglich. Zudem kdénnen
mdglicherweise auch wenige Perforin-positive Zellen flir einen antitumoralen Effekt
ausreichen. Da sowohl in humanen (Whiteside, 1998) als auch in murinen (Prevost-
Blondel et al., 1998; Sotomayor et al., 1999) Tumoren infiltrierende CD8-positive
Lymphozyten gefunden wurden, die bezlglich ihrer lytischen Funktion infunktionell

waren, wurde in der vorliegenden Arbeit zusétzlich das polar ausgerichtete Perforin als
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Marker fuir den Aktivierungszustand der Zelle untersucht. Dabei zeigte sich in den CpG-
behandelten Tumoren eine signifikante Zunahme intratumoraler aktivierter Perforin-
positiver Zellen. Das Ergebnis bezog sich auf CD3-positive Zellen und berticksichtigt
man dabei, dass in CpG-behandelten Tumoren auch tendenziell vermehrt CD3-positive
Zellen vorhanden waren, so erscheint in den CpG-therapierten Tumoren die absolute
Anzahl polar ausgerichteter Perforin-positiver Zellen nochmals héher. Zudem weisen
Untersuchungen von humanen Kolonkarzinomen auf einen wichtigen Stellenwert des
Perforins hin: Bei Patienten mit einer guten Prognose konnte vermehrt intratumorales
Perforin nachgewiesen werden im Vergleich zu Patienten mit einer schlechteren

Prognose (Le Gouvello et al., 2008).

Da neben zytotoxischen T-Zellen hauptsédchlich noch aktivierte NK-Zellen flir eine
Tumorantwort verantwortlich gemacht werden (Kawarada et al., 2001), wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die Prdsenz intratumoraler NK-Zellen mittels
durchflusszytometrischer Untersuchung analysiert. Dabei konnte kein Unterschied in
der intratumoralen Anzahl dieser Zellen zwischen der CpG- und der Kontrollgruppe
festgestellt werden. Einerseits war dieses Ergebnis so nicht zu erwarten, denn es ist
bereits bekannt, dass CpG NK-Zellen induziert und ihre Aktivitdt sowohl in vitro als
auch in vivo verstarkt (Ballas et al., 1996; Boggs et al., 1997). Andererseits werden NK-
Zellen, vor allem in ihrem Zusammenspiel mit dendritischen Zellen in der frihen
Entwicklung einer adaptiven Immunantwort, auch immunregulatorische Funktionen
zugeschrieben (Kalinski et al., 2005; Piccioli et al., 2002; Zitvogel, 2002). Dies kénnte
erklaren, warum NK-Zellen in den mit CpG-behandelten Tumoren nicht vermehrt
vorhanden sind. AuBerdem muss den in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten
Experimenten die Einschrdnkung hinzugefligt werden, dass die GruppengréBen relativ
klein waren und der Versuch kein zweites Mal durchgeflihrt wurde, weshalb keine
endgultigen Aussagen Uber die Prdsenz intratumoraler NK-Zellen nach CpG-Gabe

mdglich sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine vermehrte Vaskularisation von Tumoren nach
Applikation von CpG festgestellt werden. Diese verstdrkte Vaskularisation kann
Voraussetzung fur die Tumorinfiltration durch Immunzellen im Rahmen einer
Tumorimmuntherapie sein. Das passt zu den Erkenntnissen, dass es durch die Gabe
von CpG zu einer vermehrten Expression der Adhédsionsmolektile ICAM und VCAM am

vendsen Endothel im Tumorgewebe kommt (Garbi et al., 2004). In Zusammenschau
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mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kénnte dies flir eine Erleichterung der
Extravasion von im Blut befindlichen Zellen nach CpG-Gabe sprechen, was zum Einen
das histologischen Bild der vermehrten intratumoralen Immunzellinfiltration und zum

Anderen das klinische Bild der Tumorkontrolle erkldren kdénnte.

4.4 Peritumorale Applikation von CpG-Oligonukleotiden
reduziert die Anzahl intratumoraler regulatorischer T-

Zellen

Die durch Treg vermittelte Immunsuppression ist ein wichtiger Mechanismus des
Tumors dem Immunsystem zu entkommen und kann flir ein Versagen der
Immuntherapie verantwortlich gemacht werden (Piccirillo and Shevach, 2001; Shevach
et al., 2001; Suri-Payer et al., 1998). Es ist bereits aus der Literatur bekannt, dass die
TLR-Aktivierung zu einer Blockade suppressiver Effekte von Tregs fiihrt (Pasare and
Medzhitov, 2003), wobei direkte inhibitorische Effekte auf Tregs (Caramalho et al.,
2003) von einer indirekten Wirkung Uber primére Beeinflussung dendritischer Zellen
(Kubo et al., 2004) unterschieden werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
intratumorale Foxp3-positive Zellen nach CpG-Gabe untersucht. Dabei zeigte sich in
einem Tierexperiment eine tendenzielle, in einem anderen Versuch eine signifikante
Abnahme intratumoraler Foxp3-positiver Zellen nach CpG-Applikation. In beiden Féllen
war dies mit einem verminderten Tumorwachstum bzw. Tumorrlickgang assoziiert.
Nach Berechnung des Anteils Foxp3-positiver Zellen an den CD3-positiven Zellen
konnte in einer CpG-Gruppe eine hochsignifikante Verkleinerung dieser Ratio im
Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt werden. In einer anderen CpG-Gruppe konnte
ein tendenziell verminderter Anteil von Tregs an den gesamten CD4-positiven Zellen
festgehalten werden. Dieses Ergebnis war nicht signifikant, doch berticksichtigt man
die Tendenz, dass in den CpG-therapierten Tumoren weniger CD4-positive Zellen
vorhanden sind als in unbehandelten Tumoren, kann man von einer Verminderung der
absoluten Anzahl intratumoraler Tregs in der CpG-Gruppe ausgehen. Bereits im Jahr
2004 konnten in unbehandelten, humanen Ovarialkarzinomen funktionelle
intratumorale Tregs festgestellt werden, deren Anzahl negativ mit Tumorprogression
und Patiententiberleben korrelierte. In gesundem Ovarialgewebe hingegen konnten
keine Tregs festgestellt werden (Curiel et al., 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit passen in dieses Bild, da die unbehandelten Tumoren schneller wuchsen als die

der CpG-Gruppe. Zudem erscheint die Abnahme intratumoraler Tregs nach CpG-Gabe
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auf Grund der immunsuppressiven Wirkung von Tregs plausibel obwohl es auch
Hinweise gibt, dass TLR9-Liganden die Generierung von Tregs verstdrken (Moseman

et al., 2004) und deren Proliferation stimulieren (Sutmuller et al., 2006).

Interessanterweise  korrelierte in der vorliegenden Arbeit die intratumorale
Verminderung von Tregs nicht immer mit einem Therapieerfolg. So kam es auch zu
einer intratumoralen Minderung der Anzahl an Tregs bei den Md&usen, die mit den
anderen TLR-Liganden LPS, Poly(l:C) and R848 behandelt worden waren und deren
Tumoren genauso schnell wuchsen wie die unbehandelter Mduse. Bei den Méusen,
die mit CpG+DOTAP behandelt worden waren und deren Tumoren sogar noch
schneller als die der Kontrollgruppe wuchsen, zeigte sich eine tendenzielle
intratumorale Verminderung CD4-positiver Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Gruppe. Da keine weiteren Doppelfarbungen getédtigt wurden, kann man keine
definitiven Aussagen Uber diesen Zelltypus machen, allerdings ist es durchaus mdglich,
dass auch in diesen Tumoren eine im Vergleich zur Kontrollgruppe verringerte Anzahl
intratumoraler Tregs vorzufinden wére, vor allem wenn man berticksichtigt, dass in den
meisten CpG-behandelten Tumoren, in denen eine verminderte Anzahl an Tregs
gefunden wurde, auch tendenziell weniger CD4-positiver Zellen vorhanden waren als in

der Kontrollgruppe.

Dies wirft Spekulationen dartiber auf, in wie weit eine Abnahme intratumoraler Tregs fuir
einen klinischen Therapieeffekt auf das Tumorwachstum relevant ist. Vielleicht muss
erst eine bestimmte kritische Masse intratumoraler Tregs erreicht werden, ehe diese
Zellen ihre immunsuppressive Wirkung entfalten kénnen. Vorher wlirde auch eine
Abnahme dieser Zellen keinen zusétzlichen Vorteil bringen, wie das in dem Experiment
mit den verschiedenen TLR-Liganden der Fall sein kdnnte. In diesen Tumoren war
auch eine intratumorale Abnahme von Effektorzellen (CD3-positiven Zellen) festgestellt
worden. Diese Ergebniskonstellation verdeutlicht, dass die Abnahme intratumoraler
Tregs nur effizient ist, wenn gentigend Effektorzellen vorhanden sind, weshalb zur
Evaluation intratumoraler Tregs Ratio-Werte wie der Anteil Foxp3-positiver Zellen an
den CDS3-positiven Zellen vorgeschlagen werden. Eine niedrige Ratio kann fur
verhdltnisméBig viele intratumorale Effektorzellen bei wenigen intratumoralen Tregs
sprechen und so eine gute Voraussetzung flir eine Bekdmpfung des Tumors darstellen.
Auf jeden Fall unterstreichen diese Daten, dass neben Tregs auch andere Faktoren fir

das Tumorwachstum und die Tumorbekdmpfung wichtig sind.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auch die Expression des Integrins CD103
auf tumorinfiltrierenden T-Zellen und Tregs untersucht. CD103 kann auf
Subpopulationen von CD4- und CDB8-positiven T-Zellen und manchen dendritischen
Zellen exprimiert werden (Andrew et al., 1996; Kilshaw, 1993). Es bindet an E-
Cadherin, das von vielen Zelltypen exprimiert wird (Cepek et al.,, 1993; Geiger and
Ayalon, 1992). In der Vergangenheit sind CD103-positive Tregs mit organspezifischer
Toleranz und CD103-negative Tregs mit systemischer Toleranz in Verbindung gebracht
worden (Huehn et al.,, 2004; Siegmund et al., 2005). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass intratumorale Tregs mehr als andere intratumorale
T-Zellen CD103 exprimieren und dass die Applikation von CpG die Expression von
CD103 tendenziell herabsetzt. Die CpG-therapierten Tumoren zeichneten sich klinisch
durch ein verlangsamtes oder sogar rlckldufiges Tumorwachstum und histologisch
durch eine verringerte Anzahl an Tregs im Vergleich zur Kontrollgruppe aus. Auf Grund
der Daten lasst sich dartiber spekulieren, ob CD103 ein relativ spezifisches und
wichtiges Protein flir die Extravasion von Tregs aus der Blutbahn in das Tumorgewebe
ist und es somit als ein neues molekulares Therapieziel in der Tumorimmuntherapie

adressiert werden sollte.

4.5 Peritumorale Applikation von CpG-Oligonukleotiden und

ihr Einfluss auf myeloide Zellen

Dendritische Zellen besitzen die besondere Féhigkeit CD8-positiven T-Zellen Antigene
kreuzpréasentieren zu kénnen (den Haan and Bevan, 2002; Pooley et al., 2001), was fir
die Initiierung einer zytotoxischen T-Zell-Antwort gegen Tumoren essenziell ist (Huang
et al, 1994; Sigal and Rock, 2000). CpG induziert bekannterweise die
Kreuzprasentation dendritischer Zellen (Datta et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine systematische Analyse intratumoraler CD11c-positiver Zellen nach CpG-
Gabe durchgefiihrt, die keine einheitlichen Ergebnisse erbrachte. In einem
Tierexperiment konnte in den CpG-therapierten Tumoren eine signifikant vermehrte
Anzahl, in einem anderen Versuch eine tendenziell verminderte Anzahl dendritischer
Zellen nachgewiesen werden. In einem dritten Experiment waren keine Unterschiede
zwischen der CpG-therapierten und der unbehandelten Gruppe zu vermerken. Diese
Ambivalenz der Ergebnisse spiegelt die kontroverse Stellung dendritischer Zellen in der

Literatur wieder.
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Einerseits wird dendritischen Zellen als antigenprésentierenden Zellen mit der
besonderen Fé&higkeit der Kreuzprdsentation eine essenzielle Rolle in der
antitumoralen Immunantwort zugesprochen. So flihrt die Aktivierung des TLR9 auf
pDCs zur Produktion von IFN-a und |IFN-B, was flir die Generierung
antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen und Aktivierung von NK-Zellen wichtig ist
(Ahonen et al., 2004; Curtsinger et al., 2005; Honda et al., 2005b). Bei Krebspatienten
und tumortragenden Ma&ausen konnte man eine Inaktivierung dendritischer Zellen
feststellen (Vicari et al., 2002a), die durch wiederholte Behandlung mit CpG und Anti-
Interleukin-10-Antikérpern (Anti-IL-10-AK) reversibel war (Vicari et al., 2002b). Die
antitumorale Therapie mit Chemokinen basiert auf der verstdrkten Rekrutierung
dendritischer Zellen zum Tumor (Guiducci et al., 2004), die dann alleine oder in
Kombination mit Injektionen von CpG zu einem Tumorrtickgang fiihrt (Furumoto et al.,
2004). Dies untermauert die essenzielle Funktion intratumoraler dendritischer Zellen
und zeigt, dass CpG die tumorvermittelte Inhibition der Aktivierung dendritischer Zellen
durchbrechen kann. Aufgrund dessen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
vermehrte intratumorale Prdsenz CD11c-positiver Zellen nach CpG-Gabe erwartet,
was auch in einem Tierexperiment mit einem signifikanten Ergebnis gezeigt werden
konnte. Dazu passt, dass Heckelsmiller et al. 2002 histologisch eine vermehrte
Prasenz dendritischer Zellen in Tumoren nachweisen konnten, die zuvor mit CpG und
antigenbeladenen dendritischen Zellen behandelten worden waren (Heckelsmiller et
al., 2002a). Der Unterschied zur vorliegenden Arbeit ist, dass hierbei die Mause nur
mit CpG ohne zusétzlich Applikation von dendritischen Zellen behandelt worden waren.
Die Tatsache, dass in den CpG+DOTAP-behandelten Tumoren, welche noch schneller
wuchsen als die Kontrollgruppe, kein Unterschied in der Anzahl intratumoraler CD11c-
positiver Zellen im Vergleich zur untherapierten Gruppe gezeigt werden konnte,
unterstreicht die wichtige Bedeutung dendritischer Zellen flir eine Kklinische

Tumorkontrolle.

Andererseits werden dendritischen Zellen selbst aber auch immunsuppressive
Eigenschaften zugeschrieben. So ist bereits bekannt, dass unreife dendritische Zellen
Toleranz induzieren (Bonifaz et al., 2002; Hawiger et al., 2001; Steinman and
Nussenzweig, 2002), beispielsweise Uber die Produktion von IL-10 und die Induktion
von Tregs sowohl bei Mdusen als auch beim Menschen (Jonuleit et al., 2000; Menges
et al., 2002). Auch im aktivierten Zustand kénnen dendritische Zellen suppressiv auf

das Immunsystem wirken. In diesem Sinne induziert die Injektion von CpG die
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Expression des immunregulatorischen Enzymes IDO bei dendritischen Zellen der Milz,
was zum Erwerb IDO-abhédngiger Treg-Funktionen fuhrt (Mellor et al., 2005). Zudem ist
bekannt, dass pDCs nach Stimulation mit CpG bei der Induktion von Tregs beteiligt
sind (Bilsborough et al., 2003; Kuwana, 2002; Moseman et al., 2004; Wakkach et al.,
2003). Aus diesem Blickwinkel betrachtet kénnte man auch eine intratumorale
Abnahme dendritischer Zellen nach CpG-Applikation nachvollziehen, was im Rahmen

der vorliegenden Arbeit in einem Versuch auch tendenziell gezeigt werden konnte.

So kann man zusammenfassen, dass weitere Charakterisierungen intratumoraler
dendritischer Zellen nétig sind um genauere Hinweise Uber die CpG-Wirkung auf
intratumorale dendritische Zellen zu erhalten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte in diesem Zusammenhang in den CpG-behandelten Tumoren eine signifikante
Abnahme des Anteils CD4- und CD11c-doppeltpositiver dendritischer Zellen an den
gesamten CD4-positiven Zellen festgestellt werden. Berticksichtigt man dabei, das in
den CpG-therapierten Tumoren tendenziell vermindert CD4-positive Zellen vorzufinden
waren, kann die absolute Anzahl intratumoraler CD4- und CD11c-doppeltpositiver
Zellen als herabgesetzt betrachtet werden. Somit kann diese Subpopulation
dendritischer Zellen mdglicherweise auch mit einer gewissen immunsuppressiven
Wirkung in Verbindung gebracht werden. Bei einer weiteren Differenzierung
intratumoraler dendritischer Zellen missten auch die pDCs berticksichtigt werden.
pDCs sind wichtige Zellen des Abwehrsystems, da sie das meiste Typ-I-Interferon
bilden, das essenziell fir die Entwicklung einer antiviralen Immunantwort ist (Liu,
2005). Allerdings vermittelt die TLR9-Aktivierung in  pDCs nicht nur
immunverstarkende, sondern auch immunsuppressive Effekte durch Faktoren wie IDO
(Mellor et al., 2005; Wingender et al., 2006) und die Generierung von Tregs (Moseman
et al.,, 2004). So kénnte man nachvolliziehen, warum pDCs in CpG-therapierten
Tumoren mdglicherweise vermindert vorhanden sind. Dazu passt auch die in der
vorliegenden Arbeit mittels FACS dargestellt Tendenz, dass in den CpG-therapierten
Tumoren eine verringerte Anzahl intratumoraler pDCs zu beobachten war. Zusétzlich
konnte immunhistochemisch eine tendenzielle Abnahme intratumoraler B220-positiver
Zellen nach CpG-Gabe gezeigt werden. Allerdings ist der Marker B220 nicht spezifisch
fir pDCs, denn auch B-Zellen exprimieren ihn und stellen zugleich die gréBte
Population B220-positiver Zellen. Doch selbst wenn in der vorliegenden Arbeit die
intratumoralen B220-positiven Zellen hauptséchlich B-Zellen wéren wirde auch das

Daten in der Literatur entsprechen, die ein verldngertes Uberleben von Tumorpatienten
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nach Depletion von B-Zellen zeigen (Perricone et al., 2004; Shah et al., 2005; Tan and
Coussens, 2007). In der vorliegenden Arbeit fand sich in den CpG-therapierten
Tumoren eine tendenziell verminderte Anzahl intratumoraler B220-positiver Zellen und

dies war mit einem verlangsamten Tumorwachstum assoziiert.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen ambivalenten Daten Uber
intratumorale dendritische Zellen nach CpG-Applikation kénnen vielleicht auch
teilweise mit der dynamischen Funktion dendritischer Zellen erklart werden. Nach ihrer
Entwicklung im Knochmark sind dendritische Zellen ubiquitdr im nichtlymphatischen
Gewebe verteilt, wo sie Antigene aufnehmen und prozessieren (Cella et al., 1997;
Schuler et al., 1997). So kénnte man beispielsweise auf Grund der Physiologie
dendritischer Zellen erwarten, dass sie vor allem kurz nach Tumorinduktion zur
Antigenaufnahme und —prozessierung massiv im Tumorgewebe vorhanden sind und
danach in den Tumor drainierenden Lymphknoten auswandern und T-Zellen aktivieren.
In diesem Sinne wéren zu einem friiheren Zeitpunkt die dendritischen Zellen allgemein
in einer héheren Anzahl im Tumor vorhanden als zu einem spéteren Zeitpunkt. Da die
fir diese Arbeit verwendeten Tumoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Tumorinduktion gewonnen worden sind, wére dies auch eine mdgliche Erklarung fur
die sich zum Teil widersprechenden Ergebnisse. Flir eine solche grundlegende
Beeinflussung intratumoraler dendritischer Zellen spricht, dass in den fur die
vorliegende Arbeit durchgefliihrten Versuchen die Anzahl intratumoraler CD11c-
positiver Zellen auch in den unbehandelten Tumoren zwischen den einzelnen Versuch

stark variierte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zusétzlich die intratumoralen Makrophagen
(F4/80-positive Zellen) nach CpG-Gabe untersucht. Es ist bekannt, dass Makrophagen
wichtige antitumorale Effektorzellen sind (Klein and Mantovani, 1993) und CpG
Makrophagen aktiviert (Chace et al., 1997; Krieg et al., 1995). Die Daten der
vorliegenden Arbeit zeigten keinen Unterschied in der Anzahl F4/80-positiver Zellen
zwischen der CpG- und der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis erscheint plausibel, wenn
man bertcksichtigt, dass tumorassoziierte Makrophagen die Hauptproduzenten von
intratumoralem IL-10 sind (Moore et al., 2001), einem immunmodulierenden Moleklil,
das uber die Beeinflussung dendritischer Zellen sowohl die angeborene als auch die
erworbene Immunantwort supprimieren kann. So wirde man in den erfolgreich mit CpG

therapierten Tumoren auch eine intratumorale Verminderung F4/80-positiver Zellen
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nachvollziehen k6nnen. Doch Krepler et al. konnten 2004 histologisch zeigen, dass die
peritumorale Gabe von CpG zu einem Anstieg intratumoraler Makrophagen flhrt
(Krepler et al., 2004), was den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten im
gewissen Sinne widerspricht. Allerdings arbeitete die Arbeitsgruppe um Krepler mit
severe combined immunodeficiency-Mausen (SCID-Mé&usen), die keine B- und T-Zellen
hatten und nur eine verminderte NK-Zell-Aktivitdt aufwiesen, weshalb es gut méglich
ist, dass in diesem Modell die Makrophagen eine andere, kompensatorische Rolle
erfullen und somit auch ihre intratumorale Prédsenz verdndert ist. Doch es gibt auch
andere histologische Daten, die zeigen, dass Makrophagen mit den
immunstimulatorischen Moleklilen TNF und IL-12 kolokalisieren (Guiducci et al., 2005),
was dann wiederum eine erhéhte intratumorale Infiltration dieser Zellen rechtfertigen
wirde und in einem Widerspruch zu dem in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnis steht.
Mdéglicherweise unterliegen Makrophagen &dhnlich wie dendritische Zellen ebenfalls
einer funktionellen Dynamik, die von Faktoren wie beispielsweise Tumorgré6Be und
Tumoralter abhdngt, was eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sein
kénnte. In Zukunft werden weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet nétig sein um

Aspekte wie diesen eingehend erdrtern zu kénnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte auBerdem gezeigt werden, dass es kaum
Unterschiede in der intratumoralen Prdsenz neutrophiler Granulozyten (Ly-6G-positiver
Zellen) zwischen den CpG-therapierten und den unbehandelten Tumoren gibt.
Neutrophile Granulozyten sind typischerweise verstarkt in nekrotischen Arealen
anwesend und da aus der Literatur bereits bekannt ist, dass die erfolgreiche
Kombinationstherapie von CpG mit anderen Reagenzien zur Nekrose des Tumors flihrt
(Guiducci et al., 2005), hatte man eine vermehrte Infiltration dieser Zellen in den CpG-
behandelten Tumoren erwartet. Allerdings wurden flir die Auszéhlung der
intratumoralen Zellen in der vorliegenden Arbeit die histologischen Gesichtsfelder als
reines Tumorgewebe definiert, in dem keine Nekrose- und Bindegewebeareale sichtbar
sein durften. Dies ist wahrscheinlich die Erkldrung daflir, warum in dieser Arbeit nicht
vermehrt neutrophile Granulozyten in den CpG-therapierten Tumoren nachzuweisen

waren.
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Fir die Weiterentwicklung des therapeutischen Einsatzes von immunstimulierenden
CpG-Oligonukleotiden als Toll-like-Rezeptor-9-Liganden in der Tumortherapie sind
genaue Kenntnisse tber den Wirkmechanismus notwendig. In der vorliegenden Arbeit
wurde auf die Charakterisierung der flir den Therapieerfolg verantwortlichen
intratumoralen Immunzellen Wert gelegt und erstmals eine systematische Analyse
intratumoraler Immunzellen nach peritumoraler CpG-Gabe durchgefiihrt. Die
Immuntherapie mit CpG wurde in zwei verschiedenen Tumormausmodellen angewandt
und flihrte in der Mehrzahl der Félle zu einem Therapieerfolg. AnschlieBend wurde das
intratumorale Immunzellinfiltrat histologisch oder durchflusszytometrisch untersucht
und mit dem unbehandelter Tumoren verglichen. Dabei konnten folgende
Hauptbefunde erhoben werden: Die Therapie mit CpG induziert eine vermehrte
Tumorinfiltration mit T-Zellen. Zudem aktiviert die CpG-Behandlung intratumorale
Perforin-positive T-Zellen. Gleichzeitig vermindert die Therapie mit CpG die
Einwanderung regulatorischer T-Zellen in den Tumor. Auch der Anteil CD4- und
CD11c-doppeltpositiver dendritischer Zellen an der Gesamtpopulation intratumoraler

CD4-positiver Zellen ist in den mit CpG behandelten Tumoren verringert.

Die vermehrte Prédsenz intratumoraler T-Zellen nach CpG-Applikation unterstreicht die
Relevanz dieser Zellen flir einen antitumoralen Effekt. Dieser Aspekt konnte in der
vorliegenden Arbeit auch in anderer Weise bekréaftigt werden, da sich in Tumoren,
welche klinisch erfolglos mit anderen Toll-like-Rezeptor-Liganden behandelt worden
waren, ein vermindertes intratumorales T-Zellinfiltrat zeigte. Der vermehrte Anteil
aktivierter Perforin-positiver T-Zellen in CpG-therapierten Tumoren weist auf eine
antitumorale Beteiligung dieses Effektormolekiils nach CpG-Gabe hin. In zuklinftigen
Untersuchungen kénnte die Relevanz von Perforin flir eine Tumortherapie mit CpG
beispielsweise durch Einsatz von Perforin-Knock-out-Mausen weiter evaluiert werden.
Zuséatzlich konnte in CpG-behandelten Tumoren eine Verminderung der Anzahl
intratumoraler regulatorischer T-Zellen gezeigt werden. Das entsprach den
Erwartungen, da regulatorische T-Zellen eine immunsuppressive Funktion austiben
und sie flir eine Tumorprogression mitverantwortlich gemacht werden. Interessanter-
weise korrelierte die intratumorale Abnahme regulatorischer T-Zellen nicht immer mit
einem Therapieerfolg; so verringerte sich die Anzahl intratumoraler regulatorischer T-
Zellen auch in den Tumoren, die klinisch erfolglos mit anderen Toll-like-Rezeptor-
Liganden behandelt worden waren. Da in diesen Tumoren auch die fir einen Effekt auf

das Tumorwachstum verantwortlichen intratumoralen T-Zellen vermindert waren,
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verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die Abnahme intratumoraler regulatorischer T-
Zellen nur effizient ist, wenn gentigend Effektorzellen vorhanden sind. Des Weiteren
wurde beobachtet, dass das Integrin CD103 vermehrt von regulatorischen T-Zellen im
Vergleich zu anderen T-Zellen exprimiert wird und CpG tendenziell zu einer
Herabregulation von CD103 fihrt. Somit kann CD103 als ein potenzielles molekulares
Therapieziel in der Tumortherapie adressiert werden, bei dessen Blockade
mdglicherweise eine Migration regulatorischer T-Zellen in den Tumor inhibiert wird.
Auch hier sind in Zukunft funktionelle Untersuchungen notwendig, um die Relevanz von
CD103 in der Tumortherapie weiter beurteilen zu kénnen. Bei der
immunhistochemischen Analyse intratumoraler dendritischer Zellen nach CpG-
Applikation konnten keine einheitlichen Ergebnisse gewonnen werden. Ursprunglich
wurden in CpG-therapierten Tumoren vermehrt dendritische Zellen erwartet, doch neue
Publikationen beschreiben auch immunsuppressive Funktionen dendritischer Zellen, so
dass das konventionelle Bild der dendritischen Zelle als eine flir die Immuntherapie nur
férderliche Zelle neu Uberdacht werden sollte. Die in der vorliegenden Arbeit
identifizierte Subpopulation dendritischer Zellen (CD4- und CD11c-doppeltpositiv)
beispielsweise kdnnte mit einer gewissen immunsuppressiven Wirkung in Verbindung
gebracht werden, da ihr intratumoraler Anteil an den CD4-positiven Zellen nach CpG-

Gabe verringert war.

Zusammenfassend unterstreichen die Daten der vorliegenden Arbeit die Wirksamkeit
einer peritumoralen CpG-Therapie und unterstitzen einen Einsatz dieser
Applikationsform auch beim Menschen. Bisher verhinderte beim Menschen der
schlechte Zugang zum Tumor eine peritumorale CpG-Gabe und erforderte eine
systemische Applikation, die weniger effektiv war. Jedoch kénnen beispielsweise
systemisch applizierte CpG-Liposomen mit einem Peptid verbunden werden, welches
zu einer spezifischen CpG-Anreicherung im Tumorgewebe flihrt und somit den Effekt
einer peritumoralen CpG-Gabe imitiert. Solche neuen Applikationsmethoden
ermdglichen eine lokale CpG-Wirkung im Tumorgewebe und Ilohnen den

Versuchseinsatz beim Menschen.
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AP

APC
Arm
BSA

CD

Cy3
Cy5
D

DC-SIGN

DMEM
DMSO
DNS

DOTAP

EDTA
F(ab’),
FACS
F.-Teil
FCS
FDA
FITC
Foxp3

FSC

GM-CSF

Osterreich

Alkalische Phosphatase
Allophycocyanin

Armenisch

Bovines Serum-Albumin

Cluster of differentiation
Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid
Cyanin 3

Cyanin 5

Deutschland

Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule
3-grabbing non-integrin

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure

N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-Trimethylammonium-
Methylsulfat

Ethylendiamintetraacetat

Variabler Teil eines Antikorpers
Fluorescence-activated cell sorting
Konstanter Teil eines Antikérpers
Fotales Kélberserum

Food and Drug Administration
Fluorescein-lsocyanat

Forkhead box protein 3

Forward scatter

Gauge

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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HBSS Hanks ™ balanced salt solution

HIV Human immunodeficiency virus
HMGBH1 High-mobility-group box 1

ICAM Intercellular adhesion molecule

IDO Indolamin-2,3-dioxygenase

IF Immunfluoreszenz

IFA Inkomplettes Freud'sches Adjuvans
IFN Interferon

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharide

Ly-6G Lymphocyte antigen 6 complex, locus G
mDC Myeloide dendritische Zelle

Mio Million

MHC Major histocompatibility complex
NK-Zellen Natdrliche Killerzellen

NKT-Zellen Natdrliche Killer-T-Zellen

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain
ODN Oligonukleotide

PBS Phosphate-buffered saline

pDC Plasmozytoide dendritische Zelle

PE Phycoerythrin

Poly(1:C) Polyriboinosinic polyribocytidylic acid
RIG-1 Retinoic acid-inducible protein 1

RNS Ribonukleinséure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur
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R848

SCID
SSC

Syr

TBS

TGF

TLR
TOPRO-3
Treg
TRIS

UK

VCAM

4-Amino-2-(Ethoxymethyl)-a,a-Dimethyl-1H-Imidazo[4,5-

c]Quinoline-1Ethanol

Severe combined immunodeficiency disorder
Side scatter

Syrisch

TRIS-buffered-saline

Transforming growth factor

Toll-like-Rezeptor

To-Pro-3-lodid

Regulatorische T-Zellen
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Vereinigtes Kénigreich GroBbritannien und Nordirland

Vascular cell adhesion molecule
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