Aus der Abteilung fiir Klinische Pharmakologie

Leiter: Prof. Dr. med. S. Endres

Medizinische Klinik Innenstadt
Klinikum der

Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

Direktor: Prof. Dr. med. M. Reincke

Der Einfluss von plasmazytoiden dendritischen Zellen und immunstimulatorischer

DNA auf B-Zellen des humanen Immunsystems

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Hendrik Poeck
aus Stuttgart

2006



II

Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitiat Miinchen

1. Berichterstatter: Prof. Dr. S. Endres
2. Berichterstatter: Prof. Dr. D. Rapaport
Mitberichterstatter: Prof. Dr. G. Enders

Prof. Dr. St. K. Bohlander

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Prof. Dr. G. Hartmann

Dekan: Prof. Dr. med. D. Reinhardt

Tag der miindlichen Priifung: 06.07.2006



III

Meiner Familie in Dankbarkeit



v

Inhaltsverzeichnis

R 5101 1S5 11014V USSURR 1
1.1 Das humane ImmunsSyStem ..........cccvuviiiiiieeeeiiiiiiieeeee e e 1
1.1.1 Angeborene und adaptive Immunitat ............ccoccviiiiiiiieinniie e, 1
1.1.2 Erkennungsmechanismen in Form von “Pattern Recognition Receptors”....... 1
1.1.3 Die Familie der Toll-Like-Rezeptoren (TLRS)........cceevveviiiiiiiiiiieeeeiiiiiee, 3
1.1.4 IFN Typ I: Vermittler zwischen angeborener und adaptiver Immunitit.......... 5
1.2 Dendritische Zellen ............oooviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 5
1.2.1 Dendritische Zellen-Kontrolleure des Immunsystems............ccccceeeeeeeiinnnneen. 5
1.2.2 Die plasmazytoide dendritische Zelle ...........ccccvvviiiiiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 8
1.2.3 Immunologische Charakterisierung und biologische Funktion der PDC......... 9
1.2.4 Pathophysiologische Bedeutung: PDC und HIV ..., 13
1.2.5 Pathophysiologische Bedeutung: PDC und Tumore..............cccceeeeeevennnnnenn. 14
1.3 B-Zellen als Vermittler der humoralen Immunantwort.............ccccceevenennneee. 14
1.3.1 Die Entwicklung der B-Zelle.........cc.ovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 14
1.3.2 “MENAZE A T1OTS” ..o eeiiiiiieeeeeeeeeeeiiit e e e e e e e et eeeeeeeeesnnabaeeaeeeeeeesnnssseneees 15
1.3.3 Die Bildung des follikuldren Keimzentrums ............cccceevveiiiiivieeeeeeniinnenen, 18
1.3.4 Vom Zentrozyten zur Plasmazelle .............coooviiiiiiiiiiiiiniiieeeee e, 19
1.3.5 Die wichtigste Entscheidung: memory B-Zelle oder Plasmazelle................. 20
1.3.6 Die humane B-Zelle als zweite TLR9 tragende Zelle.............cccceeeeevnnnnnneee. 20
1.4 CpG-Oligonukleotide als Adjuvanzien in der Immuntherapie...................... 21
1.4.1 Entdeckung der CpG-DINA.......coooiiiiiiiieeee e 21
1.4.2 TLRO als Erkennungsmechanismus fiir CpG-Motive.........cccceeevviieeeennnneenn. 23
1.4.3 Wirkung auf das Immunsystem .............ccceeeeiiiiiiiiiiieeeeeiieeeee e, 24
1.4.4 BZRllen .. 24
1.4.4 Dendritische Zellen ............oooiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e 25
1.4.6 Differenzierung zweier verschiedener CpG-Klassen...........ccccceeeeeeevinnnnneen. 27
1.5 Therapeutischer Einsatz synthetischer Oligonukleotide................ccceennnneeee. 28
1.5.1 CpG-DNA als Monotherapie in der Immuntherapie von Tumoren............... 29
1.5.2 CpG-DNA als Mechanismus der ADCC..........cccovvevieeeiiiiiiiieeeee e, 29
1.5.3 CpG-DNA als Adjuvans einer Tumorvakzine...........cceeeeevvvvireeeeeeeenscnnnenen. 30
1.54 CPG-DNA UNA AIIETZIC...ceeeieeeeieiiiiiiieeeeeeeeeciiieee e e e e e e e eirrree e e e e e e e eeesaneees 30
1.6 Fragestellung.........oooiiiiiiiiii e 31
2. Material und Methoden.............coeeeviieiieiiiciiiiiiee e 33
2.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien...........cooeeviiiiiiiiieeeiiiiiiiiceee e, 33
2.1.1 (€ 1S ¥ 1O TR PUUPPRPP 33
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien ............ccccceeeevviiiiiiiiieeeeeeiiieeeee e 33
2.1.3 ReEAGENZIENSALZE ...ceeeeiiiieeeee et e e 33
2.2 Materialien flir die Zellkultur.............ccoeeeiieiiiiieeee e, 34
2.2.1 Zytokine und ANTIKOTPET .....eevieeeeiiiiiiiiieee e ettt e e e e e e e e 34
2.2.2 Medium und PUuffer ...........ooooiiiiiiieee e 34
2.2.3 YN 181 <] § o) S PURR 35
2.3 CPG-OlgONUKICOTIAE ....vvvveeeeeeeeiiiiiiieee e et e e e e e e e e e 35
2.3.1 Primer fiir die Amplifikation der TLR-kodierenden Gene..............ccceenneee. 36
2.4 Zelluldar — immunologische Methoden...........cccvvviiiiieeeeiiniiiiiieeee e, 37
2.4.1 ZRIKUITUTEN. ..t 37
2.4.2 Bestimmung von Zahl und Vitalitdt der Zellen ..............ccccevvveieeeeeiniinnnnnn. 37
2.4.3 Isolierung von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut................... 37
2.4.4 Isolation von plasmazytoiden dendritischen Zellen.............cccccceeveeeeennnnnnee. 38
2.4.5 Isolation von humanen B-Lymphozyten .............cccccoeeeeeiiiiiiiieieeeeeeeee, 39



\%

2.4.6 Isolation von naiven und memory B-Lymphozyten............ccccccceeeeeerinnnnnnen. 40
2.5 Transwell-EXperimente ..........ccoocvviiiieieeeeeiiiiieeee e e 41
2.6 Quantifizierung der Zytokin- und Immunglobulinsekretion mit dem ELISA-

Test (enzyme-linked immunosorbent AsSAY) ...........cccccueveeeeeeeiciiiiiieeeeeeeeea, 42
2.6.1 Quantifizierung von Interferon-ol.........cccceeeveeiiiiiiiieeeeiiiieeeee e, 42
2.6.2 Quantifizierung von Interleukin-6, Interleukin-10 und TNF-a..................... 43
2.6.3 Quantifizierung von IgM und IgG .......coooeiiiiiiiiiiiiee e, 43
2.7 Durchflusszytometrie (FACS-ANalyse) ......ccoccvvviiiiieeeeeiiiiiiieeeee e, 44
2.7.1 Allgemeines FunktionSprinzip .........c..eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeeee e e e e 44
2.7.2 FACS-ANALYSE ...ceeieeeiiiiiiiieeee ettt e e e et e e e e e e e 45
2.7.3 Die Bestimmung der Reinheit von PDC- und B-Zell-Préiparationen............. 45
2.7.4 Bestimmung des Plasmazellanteils von humanen B-Zellen.......................... 46
2.7.5 Zellauftrennung (“Sorten”) von humanen B-Zell-Subpopulationen.............. 46
2.8 Molekularbiologische Methoden ............coooeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 48
2.8.1 Isolation von RNA aus humanen B-Zellen...........cccccccccoiniiinin. 48
2.8.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA........ccccciiiiiiiiiieeeeeeee, 49
2.8.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Allgemeines

FunktionSPprinzip .....ceeeeeviiiiieieeeeeiiiieeee et e e e e e 49
2.84 Hot-start-Verfahren............cccooiiiiiiiiiiiieee e 50
2.8.5 Touch-down-Verfahren.............ccccoiiiiiiiiiiiiiiii e 50
2.8.6 Real-time-PCR .........ooviiiiiiiieee et e e e e e e raee e e 51
2.9 StatistiSChe ANALYSE.....cciiiiiiiiiiiiiiiee e 53
R T 7 g1 0) 4§ ] TP SURR 54
3.1 Die Interaktion von plasmazytoider dendritischer Zelle und B-Zelle............ 54
3.1.1 PDCs verstirken die Wirkung von CpG-Oligonukleotiden auf B-Zellen

innerhalb von PBMOCS ....ccoooiiiiiiii e 54
3.1.2 PDCs fordern die CpG-ODN-induzierte CD86-Expression auf

humanen B-Zellen ... 56
3.13 Die Anwesenheit von CpG-stimulierten PDCs fiihrt zu einer erh6hten

Zytokinproduktion von humanen B-Zellen. ...........ccccccoovviiiiiiiineeeenne, 58
3.14 Die Anwesenheit von CpG-stimulierten PDCs fiihrt auch zu einer erhéhten

Zytokinproduktion der naiven und memory B-Zellen.............cccooceeeininen. 62
3.1.5 CpG-stimulierte PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen............... 64
3.1.6 CpG und PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen insbesondere

aus Anti-Ig-stimulierten memory B-Zellen ...........cccccoooviiiiiiiiiiiiieinie, 66
3.1.7 CpG-stimulierte PDCs unterstiitzen die Immunglobulinproduktion

humaner B-Zellen............oiiiiiiiiii e 68
3.2 Die Suche nach dem Mechanismus.............ccooiiiiiiiiiiiiiiiniieeeeen 71
3.2.1 Die Aktivierung von B-Zellen durch CpG-stimulierte PDCs kommt durch

16sliche Faktoren zustande............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiece e 71
3.2.2 IFN-a induziert eine erhdhte Produktion von IL-6, TNF-o und IgM

humaner B-Zellen............oiiiiiiiiii e 73
323 Die Expression von TLR7 und TLR9 wird durch IFN-a beeinflusst............. 76
3.3 TLR-Expressionsmuster von Subpopulationen humaner B-Zellen aus

peripherem BlUt..........ooooiiiiiiiiiiii e 78
4. DISKUSSION ...eeiiiiiiiiiiiiee e ettt e e et e e e e e e e e e e ssenrarreeaaeeaeenanns 81
4.1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde..............ccocoovevveeviecrienenennnns 81
4.2 Ergebnisinterpretation im Vergleich mit der Literatur...........cccooouveeeennnieee.. 83
4.2.1 Die PDC als Ersatz flir T-Zell-Hilfe?..........coooiiiiiee, 83
4.2.2 Die T-Zell-unabhingige B-Zell-Entwicklung.............cccooeeiiiiiiiieeeenininnnee. 85
4.2.3 Die Rolle der PDC in der humoralen Immunantwort.............cccoeeeeeeennnenn. 86



VI

4.3 Mogliche Mechanismen im Hinblick auf die Induktion der

adaptiven ImmunantWort...........cccuuviiiieieeeeeeiiiiieeee e e e e 91
4.3.1 Losliche Faktoren oder Zell-Zell-Kontakt............cooooiiiiiniiinniiieee, 91
4.3.2 IFN-a inhibiert den “Isotype Switch”von humanen B-Zellen....................... 92
433 BlyS und APRIL .....ooiiiiiiiiii e 95
4.3.4 Die Rolle von TLRO beziiglich der Immunstimulation..............c..ccceeueeneeee. 96
4.3.5 Differenzielle TLR-Expression in humanen B-Zell-Subpopulationen........... 98
4.3.6 Effekte von BCR-Ligation und CpG-Stimulation auf die TLR-Expression

von humanen B-Zellen ... 99
4.4 PDCs und CpG-ODN: Unterstiitzer einer polyklonalen oder

Antigen-spezifischen Immunantwort ?............ccccoviiiiiieeeiiniiiiiiiieeee e 101
4.4.1 Mikrobielle DNA unterscheidet sich von CpG-DNA ..........cccovvvveiieeennnnn. 101
4.5 Das neue CpG-C-Oligonukleotid...........ceeeeeeeeriiiiiiiiiieeeeeeeiiiiieeeee e e 104
4.5.1 Drei verschiedene CpG-Klassen:

charakterisiert durch ihre primaren Zielzellen............coocccvvvvieieeeenninnnnen. 104
452 Nur CpG-B stimuliert die B-Zelle..........ccccvvviiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeen 105
4.5.3 CpG-A und CpG-B induzieren eine qualitativ unterschiedliche

Antwort der PDC.....ooooiiiiii e 106
4.5.4 CpG-C aktiviert B-Zelle und PDC.........cooooiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 106
4.5.5 Strukturelle Unterschiede der drei CpG-Klassen...........ccccceeeeevviciviinennnnnnn. 107
4.5.6 Unterschiede in der Aufnahme der drei CpG-Klassen...........ccccceveeeeeeennnnn. 108
4.6 Klinische Relevanz der Ergebnisse ..........ceeveeeiiiciiiiiiieeeeeeniiiiiieeee e 109
4.6.1 Von Maus zu MensCh .......coooiuuiiiiiiiiiiiiiice e 109
4.6.2 Klinische Bedeutung der unterschiedlichen Klassen .............cccccceeeeeeennnn. 110
4.6.3 TLRO-Inhibition als moglicher Mechanismus zur Bekdmpfung

von Autoimmunerkrankungen ...........cc.vvvveeeeeeeiiiiiiiiiieee e eeeeiiireee e e e e e 110
4.6.4 Die Rolle der PDC und IFN-a bei Autoimmunerkrankungen..................... 111
5. Zusammenfassung .......ccccvvviiieeeeeeiiiiiiiiiee e e e e e 115
6. LiteraturverzeiChnis ........cccuvviiiiiiiieieeeeieeeee e 118
7. Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme.............ccccvvvvveeeeeeenns 133
8. DanKSagUNE .........cceeeiiiiiiiiiiiiie e 136
0. PUBlKAtIONEN ....ovviiiiieieeeeiiiieeeee e e e e e e e 137
10. Lebenslauf ..........oooiiiiiiiiieee e 139



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

1.1.1 Angeborene und adaptive Immunitiit

Der Mensch ist stindig der Gefahr ausgesetzt, durch Mikroorganismen aus seiner Um-
gebung oder pathologisch transformierte eigene Zellen, in seiner Unversehrtheit gestort
zu werden. Der Ausdruck “Immunitdt” bezeichnet die allgemeine Fahigkeit eines
Wirtsorganismus, dem Eindringen von Mikroorganismen entgegenzuwirken, die den
Wirt sonst schiddigen. Das Immunsystem muss dabei in den Korper eindringende frem-
de Substanzen und fremde Substanzen auf Zellen, so genannte Antigene, erkennen und
ausschalten, ohne die korpereigenen Strukturen anzugreifen. Die Unterscheidung von
“selbst” und “fremd”, worunter auch pathologisch veridnderte eigene Zellen wie Tumor-
zellen und virusinfizierte Zellen verstanden werden, ist eine der faszinierendsten und
wichtigsten Fahigkeiten des Immunsystems. Das Immunsystem hat viele Facetten, wo-
bei die grofite Dichotomie in der traditionellen Unterscheidung von adaptiver (erworbe-
ner) und angeborener (natiirlicher) Immunitét liegt. Das adaptive Immunsystem wird
durch zwei Klassen spezialisierter Zellen vertreten, den B- und T-Lymphozyten. Die
angeborene Immunitdt wird insbesondere durch Antigen-priasentierende Zellen (APCs)

wie Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen (DCs) représentiert.

1.1.2 Erkennungsmechanismen in Form von “Pattern Recognition Receptors”

Schon 1960 postulierten mehrere Arbeitsgruppen eine funktionelle Abhdngigkeit der
adaptiven von der angeborenen Immunantwort " 2. Diese Arbeiten zeigten, dass mono-
nukledre, phagozytierende Zellen nach einer Stimulation mit Antigen essentiell fiir die
Auslosung einer effektiven adaptiven lymphozytiren Immunantwort sind. Heute weil3
man, dass diese funktionelle Abhingigkeit vor allem auf dem Phidnomen der Antigen-
prasentation beruht, einer Funktion, die vornehmlich von Antigen-priasentierenden Zel-
len, einschlieBlich verschiedener Subpopulationen von DCs, wahrgenommen wird.
Ferner gab es in den erwdhnten Studien Hinweise darauf, dass fiir die Erkennung be-
stimmter mikrobieller Molekiile, die zur initialen Aufnahme und Phagozytose von Mik-

roorganismen durch APCs fiihrten, spezifische Rezeptoren verantwortlich sein konnten.
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Konsequenterweise ist eine der aktuellsten und wichtigsten Erkenntnise der Immunolo-
gie, wie das angeborene Immunsystem infektiose Mikroorganismen detektieren und
diese gleichzeitig voneinander differenzieren kann. Diese Eigenschaft des angeborenen
Immunsystems ist von groBem Nutzen, denn der Schutz gegen diverse Pathogene erfor-
dert, dass zwar jeweils unterschiedliche, aber passende Immunantworten initiiert wer-
den. Handelt es sich z.B. um einen extrazelluldren Parasiten, dann muss das angeborene
Immunsystem die Auslésung einer Immunantwort ermdglichen, die sowohl eine Akti-
vierung von eosinophilen Granulozyten, als auch die Produktion von Zytokinen (IL-4,
IL = Interleukin) und Immunglobulinen (IgE, Ig = Immunglobulin) beinhaltet. Diese Art
der Immunantwort wird T2 -Antwort genannt. Im Gegensatz dazu erfordert eine intra-
zellulédre virale Infektion eine Immunantwort, die Tyl -Antwort genannt wird. Hierbei
werden zuerst natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) aktiviert, welche die Infektion so
lange kontrollieren, bis spezifische IFN-y (IFN = Interferon) sezernierende CD4" T-
Zellen und zytotoxische CD8" T-Zellen gebildet werden konnen.

Obwohl die Details dieser spezifischen Aktivierung bis heute nicht eindeutig geklart
sind, glaubt man, dass das Immunsystem dieser Aufgabe in einer liberraschend einfa-
chen Weise mittels so genannter “pattern recogniton receptors” (PRRs) gerecht wird.
Diese PRRs werden von vielen verschiedenen Effektorzellen der angeborenen Immuni-
tit exprimiert, insbesondere von Antigen-prasentierenden Zellen, das sind Makropha-
gen, Monozyten, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten. Nach Erkennung
eines mikrobiellen Molekiils konnen diese Zellen eine spezifische Zellaktivierung aus-
l6sen. Auch Zellen der adaptiven Immunitdt wie humane B-Zellen besitzen diese Re-
zeptoren. Die PRRs erkennen somit einige hoch-konservierte Strukturen, die vielen
Mikroorganismen gemeinsam sind, die so genannten ‘“pathogen-associated molecular
patterns” (PAMPs) °. Diese Molekiile, zu denen Peptidoglykane, Polysacharide, Zymo-
san, Lipopolysacharide, und unmethylierte CpG-Dinukleotide zihlen, wurden friiher als

unspezifische Immunmodulatoren angesehen.

Heute ist jedoch bekannt, dass diese PAMPs von zellspezifischen Rezeptoren erkannt
werden und folglich spezifische Immunantworten auslosen konnen. Die Identifizierung
der Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) als Rezeptoren fiir Molekiile mikrobiellen Ursprungs
hat neues Licht in das Zusammenspiel von angeborener und adaptiver Immunitét ge-

bracht.
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1.1.3 Die Familie der Toll-Like-Rezeptoren (TLRs)

Die am besten charakterisierte Familie der PRRs stellt die Familie der TLRs dar, von
denen im humanen System zehn unterschiedliche Typen identifiziert worden sind °.
Diese TLRs haben sowohl unterschiedliche Eigenschaften als auch verschiedene zellu-
lare Lokalisationen. So wird TLR4 an der Zelloberfliche sowohl von humanen myeloi-
den DCs (MDC), einer Subpopulation dendritischer Zellen, als auch von Monozyten
exprimiert und ist essentiell fiir die Erkennung von Lipopolysachariden (LPS), einem
Bestandteil gram-negativer Bakterien. Im Gegensatz dazu scheint TLR9 im endosoma-
len Kompartiment der plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC), einer weiteren Sub-
population von DCs, und B-Zellen * vorzukommen und vornehmlich fiir die Erkennung

viraler und bakterieller DNA verantwortlich zu sein °.

Die meisten Immunzellen besitzen unterschiedliche TLR-Expressionsmuster ~*. So be-
sitzen MDCs TLR4 und TLR7, wihrend PDCs TLR7 und TLRY exprimieren. Wenn
man nun beispielhaft nur diese DC-Subpopulationen beriicksichtigt, wird ein TLR4-
Ligand nur MDCs, aber nicht PDCs aktivieren. Ein TLR9 Ligand wird hingegen PDCs,
aber nicht MDCs aktivieren. Ein TLR7-Ligand wird in der Lage sein, beide Zelltypen
zu aktivieren. Die myeloide und die plasmazytoide DC reagieren jedoch sehr unter-
schiedlich auf TLR-Stimulation, was unterschiedliche Funktionen der TLRs annehmen
lasst. So sezernieren aktivierte MDCs hohe Mengen an IL-12 und proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6 und TNF-a (TNF = Tumor-Nekrose-Faktor), wihrend die PDCs ho-
he Level an IFN-o produzieren. Diese Zellen sind fiir den Grof3teil der IFN-a-
Produktion wihrend einer Virusinfektion verantwortlich . TLR7-Liganden wie z.B.
Imidazolquinolone induzieren beide Zytokinprofile > '°, konnen aber auch humane Im-
munzellen mittels TLRS aktivieren und so zu komplexen Immunantworten fithren '
Dariiber hinaus ist TLR9 verantwortlich fiir die [IFN-a Produktion. Allgemein formuliert
kontrolliert IFN-a wéhrend einer Virusinfektion die virale Replikation. Dies geschieht
jedoch nicht nur iiber Mechanismen der angeborenen Immunitét, sondern auch Mecha-
nismen der adaptiven Immunitdt wie der Aktivierung von NK-Zellen, der Auslésung
einer Ty l-Antwort '* sowie der Produktion von Antikérpern . Wie es iiber eine Stimu-
lation dieser TLRs jedoch zu diesen unterschiedlichen Immunantworten kommt, ist

noch nicht geklért.
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Ein Erklirungsansatz liegt in den Ahnlichkeiten und Differenzen der Signaltransduktion
der verschiedenen TLRs. So werden die beobachteten Immunantworten nach Stimulati-
on von TLR7 und TLRY durch das Adaptorprotein MyD88 (myeloid differentiation
factor 88) vermittelt, wohingegen eine TLR4-Aktivierung unterschiedliche Adaptorpro-
teine benotigt (in diesem Fall MyD88 und TIRAP (Toll-interleukin/1 receptor—adaptor
protein) '*. Erst kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass TLR4 sogar MyD88-
unabhingig tiber TRIF (TRIF = TIR domain-containing adapter inducing IFN-p) signa-
lisieren kann '°. Somit befihigen die Differenzen in der molekularen Signaltransduktion
der TLRs sowie die zellspezifische TLR-Expression und Lokalisation das angeborene
Immunsystem, eine auf das Antigen abgestimmte Immunantwort auszulésen und eine
intensive Verkniipfung von adaptiver und angeborener Immunantwort herzustellen. Fiir

einen Uberblick zu dem aktuellen Wissen iiber bekannte TLR-Agonisten sei auf Tabelle

1.1 beziehungsweise entsprechende Ubersichtsartikel verwiesen '® .
TLR Liganden Pathogene Referenz
TLR1 kooperiert mit TLR2
TLR2 |Lipoproteine Gram-positive |

Bakterien
Zyomozan Hefen Y
LAM Mykobakterien | *°
TLR3 doppelstrangige RNA Viren -l
TLR4 |LPS Gram-negative | -
Bakterien
Protein F RSV =
TLR5 |Flagellin !
TLR6 | kooperiert mit TLR2 -
TLR7 Gunaosin-Analoga ssRNA, siRNA | »°
TLR8 Gunaosin-Analoga nicht bekannt t
TLR9 CpG-Motive Bakterien, Vi-|°
ren
TLR10 |Nicht bekannt nicht bekannt
Tabelle 1.1  Humane Toll-Like-Rezeptoren und ihre Liganden
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1.1.4 IFN Typ I: Vermittler zwischen angeborener und adaptiver Immunitit

1957 wurde Interferon von Isaacs und Lindenmann als ein Protein beschrieben, das in
lebenden Zellen durch Stimulation mit hitzeinaktivierten Influenzaviren induziert
wird #’. Die Zugabe dieses Proteins zu virusinfizierten Zellen interferiert mit der viralen
Replikation, so dass der Name Interferon geprdgt wurde. Seit seiner Entdeckung zeigte
sich, dass mehrere IFN-Subtypen existieren, so dass man heute von einer Protein-
Familie sprechen kann. Interferone, die man in IFN Typ I und IFN Typ II einteilt, wer-
den von verschiedenen Zellen produziert und binden an unterschiedliche Rezepto-
ren 2’ IFN-y ist der einzige Vertreter des IFN Typ II und wird hauptsichlich von T-
Zellen oder NK-Zellen gebildet, die durch Antigene oder Zytokine stimuliert wurden.
Dieses IFN wurde intensiv sowohl in normalen als auch in pathologischen Immunant-
worten untersucht und wird heute als das wichtigste immunregulatorische Protein der
IFN-Familie angesehen *°. Die Familie des IFN Typ I, die sich aus mindestens 13 ver-
schiedenen IFN-a-Subtypen, einem IFN-f und einem IFN-w zusammensetzt, wird
hauptsédchlich als antivirale Proteinklasse angesehen, da sie besonders im Rahmen einer
viralen Infektion gebildet wird und virale Resistenz in Zielzellen bewirkt. Typ I Interfe-
rone werden rasch auf mikrobielle Stimuli hin sezerniert und aktivieren eine Vielzahl
von Effektorzellen sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems.
IFN Typ I verhindert unter anderem direkt die Virusreplikation in infizierten Zellen 7,
steigert die Zytotoxizitit von Makrophagen und NK-Zellen *', fordert die Proliferation
von Gedichtnis T-Zellen durch die Induktion von IL-15 *%, erhilt aktivierte T-Zellen am
Leben ** und begiinstigt ferner Antikorperproduktion durch B-Zellen **. Im besonderen
ist IFN Typ I unabdingbar in der Induktion einer effektiven antiviralen Immunitit *> und

spielt die entscheidende Rolle in der Immunantwort gegen Bakterien und Protozoen *°.

1.2 Dendritische Zellen

1.2.1 Dendritische Zellen-Kontrolleure des Immunsystems

Das Immunsystem wird von dendritischen Zellen (DCs) kontrolliert. DCs liegen in na-
hezu allen peripheren Geweben des Korpers in einem dichten Netzwerk vor und analy-
sieren ihre Umgebung, indem sie extrazelluldre Bestandteile durch Phagozytose und
Endozytose aufnehmen, diese prozessieren und als Peptide auf ihrer Oberfliche im

MHC-Kontext (MHC = major histocompatibility complex) préasentieren. Potentielle
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antigene Bestandteile der Umgebung werden somit ,,sichtbar” fiir T-Zellen gemacht, die
erst durch Prisentation prozessierter Peptide im MHC-Kontext in der Lage sind, Anti-
gene zu erkennen. Jeglicher Kontakt mit einem Gefahrensignal veranlasst die DCs, das
Gewebe zu verlassen und in den drainierenden Lymphknoten auszuwandern. Dort inter-
agieren sie in T-Zell-Arealen mit T-Zellen. In Abhdngigkeit von ihrem Aktivierungs-
grad sind sie in der Lage, entweder Toleranz gegeniiber dem présentierten Antigen zu
induzieren oder eine spezifische T-Zell-Immunantwort zu initiieren. Die Induktion einer
adaptiven Immunantwort wird erst dadurch erreicht, dass T-Zellen erstens ihr spezifi-
sches Antigen auf der DC im MHC-Kontext erkennen (Signal I) und zweitens durch

weitere kostimulatorische Molekiile der DC aktiviert werden (Signal II).

Die Entwicklung der in vitro Zellkultursysteme, in welchen gro3e Mengen an DCs ge-
neriert werden konnen, beschleunigte die Studien {iber ihre Biologie und deren Kom-
plexitdt. Tatsdchlich haben DCs in ihren verschiedenen Entwicklungsstadien
unterschiedliche Funktionen. Wihrend unreife (sich entwickelnde) DCs fiir die Auf-

37,38 -
d~”""° indu-

nahme von apoptotischen Zellen und die Toleranzinduktion zustindig sin
zieren reife antigen-prisentierende DCs eine Antigen-spezifische Immunitit *°. Eine
zusitzlich komplizierende Entdeckung ist die Existenz verschiedener DC-

Subpopulationen mit unterschiedlichen Funktionen ***'.

Im humanen System lassen sich zumindest phinotypisch zwei verschiedene DC-
Subpopulationen des peripheren Blutes unterscheiden: die myeloide unreife CD11¢” DC
(MDC) und die CDI11c¢™ plasmazytoide DC (PDC). Hier muss jedoch erwdhnt werden,
dass die Herkunft der unterschiedlichen DC-Subtypen derzeit Gegenstand reger Diskus-
sion ist. Die Gruppe um Jaques Bancheraux hat ein Modell vorgeschlagen, in dem die
myeloide DC-Subpopulation sowohl die Langerhans-Zellen (LC), die in der Epidermis
gefunden werden, als auch die follikuldren dendritischen Zellen, die vorwiegend in
lymphatischen Geweben gefunden werden, einschliesst. Wéhrend beide DC-Typen IL-
12 produzieren, sezernieren vorwiegend follikuldre DCs IL-10 und leiten eine B-Zell-
Differenzierung ein **. Der lymphoide Hauptweg schlieft die PDC ein, die nach Virus-

43, 44 . . .
3% Dariiber hinaus modulieren

stimulation groBe Mengen an IFN Typ I sezerniert
PDCs, abhingig vom Reifungssignal, das sie empfangen, die T-Zell-Entwicklung ent-
weder in Richtung IFN-y oder IL-4 sezernierender T-Zellen ** oder gar in regulatorische

T-Zellen ®.
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Die Expression lymphoider Marker in PDCs, jedoch nicht in MDCs, ldsst vermuten,
dass DCs entweder von lymphoiden oder myeloiden Vorstufen abstammen. Weiterhin
hat sich gezeigt, dass diese zwei DC-Populationen unterschiedliche Profile an PRRs
exprimieren, was zu der Annahme gefiihrt hat, dass sich diese DCs im Laufe der Evolu-

tion darauf spezialisiert haben, unterschiedliche Pathogene zu erkennen *.

Die Kontrolle der Immunantwort ist ziemlich komplex. DCs nehmen in ihrer Rolle als
“Immunmodulatoren” nicht nur Virusantigen oder Fremdantigen, sondern auch korper-
eigenes Antigen auf. So konnen DCs zum Beispiel Influenzavirusantigen aufnehmen
und die mikrobiellen Antigene an Immuneffektorzellen présentieren, um eine adaptive
Immunitét auszulosen. Gleichzeitig sind DCs dazu befdhigt, “Toleranz” zu induzieren.
Daher muss es einen Mechanismus geben, der nicht nur die Eliminierung von virusinfi-
zierten Zellen zulédsst, sondern auch das Immunsystem davon abhilt, sich selbst an-
zugreifen. Zwei Mechanismen sind dazu gefunden worden und beide werden von DCs
kontrolliert. Die so genannte “zentrale Toleranz” findet im Thymus statt, wo neu ent-
standene T-Zellen, die mit ihrem T-Zell-Rezeptor eine spezielle Komponente auf reifen
Thymus-DCs erkennen, sofort eliminiert werden. Trotzdem kdnnen korpereigene Anti-
gene auch den Thymus umgehen. Daher ist der Nutzen einer so genannten “peripheren
Toleranz”, die in den lymphatischen Organen eher durch die Induktion von T-Zell-

Anergie als durch T-Zell-Deletion stattfindet, von grof3er Bedeutung.

Die Entwicklung von “peripherer Toleranz” wird von unreifen DCs bewerkstelligt **.
Diese in allen lymphatischen Geweben vorhandenen DCs nehmen die Reste der durch
physiologischen Zelltod zu Grunde gegangenen Zellen auf. Da bei diesem Prozess keine
Entziindung stattfindet, bleiben die DCs unreif. Diese unreifen DCs, die fast keine
kostimulatorischen Molekiile exprimieren, prisentieren die Gewebsantigene an autore-
aktive T-Zellen, die in Abwesenheit einer Kostimulation in das Anergie-Stadium eintre-
ten. Daher kann man annehmen, dass eine zunchmend reife DC in Autoimmunitét

enden kann ¥,

Somit spielen DCs eine tragende Rolle in der Aufrechterhaltung von Toleranz. Konse-
quenterweise riicken diese Beobachtungen die DC in den Mittelpunkt der adaptiven
Immunitét - 1st es doch sie, die mittels ihrer kostimulatorischen Féahigkeit iiber Anergie

oder Aktivierung “entscheidet”.
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Die Regulation dieses Mechanismus wurde lange nicht verstanden, und erst in den letz-
ten Jahren bewahrheitete sich durch die bereits erwidhnte Charakterisierung der PRRs
die Hypothese der Verkniipfung von angeborener und adaptiver Immunitét. So zeigte
sich, dass eine effektive Aktivierung bzw. Ausreifung von DCs und anschliefende In-
duktion einer Immunantwort hauptsdchlich durch eine Stimulation mit mikrobiellen
Bestandteilen erreicht wird **. Wie oben schon dargestellt, wird der Erkennungsprozess
von potentiellen Gefahrensignalen durch die PRRs erreicht, welche hoch-konservierte
PAMPs erkennen. Es ist somit nicht verwunderlich, dass DCs ein breites Spektrum an
PRRs exprimieren, welches bis zu den bereits erwihnten TLRs reicht ** *°. Neben der
Féhigkeit eine adaptive Immunantwort zu induzieren, sind DCs ferner in der Lage, un-
mittelbar auf einen pathogenen Stimulus durch Ausschiittung von Zytokinen und Che-
mokinen zu reagieren. So tragen sie auch dazu bei, dass weitere Immunzellen zum Herd

der Infektion gelangen °'.

1.2.2 Die plasmazytoide dendritische Zelle

1958 beschrieben die Kieler Pathologen K. Lennert und W. Remmele im lymphatischen
Gewebe eine neue Population von so genannten “Lymbhoblasten” *%. Spiter nannte die-
selbe Forschergruppe diese Zelle “T-Zell-assoziierte Plasmazelle”, da sie elektronen-
mikroskopisch morphologische Ahnlichkeiten zur Plasmazelle aufwies und in den T-
Zell-Zonen des lymphatischen Gewebes gefunden wurde >. Die Funktion und Herkunft
dieser Zelle blieb jedoch lange ungeklirt, obwohl das reichlich ausgepragte endoplas-
matische Retikulum schon friih auf eine sezernierende Tatigkeit hinwies. Als Sekreti-

4
% Genauere

onsprodukt wurden Immunglobuline und Lymphokine vermutet
immunhistochemische Untersuchungen der “plasmazytoiden T-Zelle” von der Arbeits-
gruppe um Facchetti ergaben jedoch, dass diese myelomonozytire Oberflaichenmolekii-
le wie CD31, CD36, CD68 und die 1L3-Rezeptor-a-Kette exprimiert, welches zu einer

Umbenennung dieses Zelltyps in “plasmazytoider Monozyt” fithrte >°.

Ein zweiter Hinweis kam aus dem Forschungsfeld der DCs, welche 1973 von Steinman
und Mitarbeitern an der Rockefeller Universitit in New York entdeckt wurden °. 1994
gelang es dieser Arbeitsgruppe, zwei unterschiedliche Subpopulationen von DCs
(CD11c¢" und CD11¢") unter CD4™ DCs im peripheren Blut zu identifizieren >’. Liu und
Mitarbeiter konnten schlielich 1997 zeigen, dass die “plasmazytoide T-Zelle” identisch
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ist mit der schon 1994 beschriebenen CD4" und CD11c  Vorliufer-DC des peripheren
Blutes **. Diese Ergebnisse wurden unterstiitzt durch die Entdeckung, dass eine groBe
Anzahl von DC-Subtypen sich in den T-Zell-Zonen der lymphatischen Organe authal-
ten und sich durch eine hohe Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette (CD123) auszeich-

nen 59.

Unabhingig von diesen Erkenntnisen wurde schon lange angenommen, dass es einen
Hauptzelltyp geben muss, der in der Lage ist, auf eine Virusinfektion hin IFN Typ I zu
produzieren . Diese so genannten Interferon-produzierenden Zellen (IPC) waren je-
doch lineage negativ, d.h. negativ fiir Oberflaichenmarker und Eigenschaften der klassi-
schen hidmatopoetischen Stammreihen (T-, B-, NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen), jedoch positiv fiir CD4 und MHC-II °" . Die Forschergruppe um Alm
konnte weitere wichtige Informationen liefern, indem sie zeigte, dass sich die IPC in
Folge einer Herpes-Simplex-Virusinfektion in einer kleinen Population (1,4% innerhalb
der mononukledren Zellfraktion des peripheren Blutes (PBMC)) von CD3 und CD4"-
Zellen des peripheren Blutes befinden . Es wurde lange kontrovers diskutiert, ob diese
natiirliche IPC einer eigenstindigen lineage zuzuordnen sei ® oder ob es sich hier um
eine DC handele " ®*. Erst 1999 fanden zwei Forschergruppen um Liu und Colonna
unabhéngig voneinander heraus, dass die IPC identisch ist mit den IL-3 abhidngigen
“plasmazytoiden Monozyten” aus dem lymphatischen Gewebe und den IL-3-abhéngigen
Vorldufer DCs aus dem peripheren Blut. Somit war aus dem “plasmazytoiden Monozy-
ten” zuletzt die plasmazytoide dendritische Zelle (PDC) geworden ** . Derzeit werden
synonym mit dem Begriff PDC sowohl IPC als auch DC2 (im Gegensatz zu den MDC =
DC1) benutzt.

1.2.3 Immunologische Charakterisierung und biologische Funktion der PDC

Die PDC exprimiert sowohl myeloide als auch lymphoide Oberflichenmolekiile. Im
Einverstindnis mit ihrem myeloiden Ursprung wurden PDCs in vitro mit IL-3 stimulier-
ten CD34" Vorlduferzellen kultiviert, die ebenfalls den Rezeptor fiir den Macrophage-
Colony-Stimulating-Factor (M-CSF) tragen *°. Auf der anderen Seite unterstiitzen die
Beobachtungen, dass PDCs die typischen myeloiden Oberflichenmolekiile wie CDl1c,
CD13 und CD33 nicht exprimieren, jedoch gleichzeitig positiv sind fiir die T-Zell-
spezifischen Marker CD45RA, CD3¢ und den B-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktor
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Spi-B, die Hypothese ihres lymphoiden Ursprunges °* . Trotzdem ist ihr phylogeneti-
scher Ursprung bis dato noch nicht eindeutig geklart. Comeau unterteilt die plasmazy-
toiden dendritischen Zellen in drei Subtypen, von denen zwei lymphoiden und einer
myeloiden Ursprungs ist ®. Nur die beiden PDC-Subtypen lymphoiden Ursprungs be-
sitzen die Fahigkeit, hohe Mengen an IFN Typ I zu produzieren. Der Mangel an spezifi-
schen Oberflichenmolekiilen, die die Charakterisierung und Identifizierung der PDC
ermoglichen, erschwerte die Versuche mit diesem seltenen Zelltyp. Ein Meilenstein war
die Entdeckung der beiden PDC-spezifischen Oberflichenantigene BDCA-2 (BDCA =
blood dendritic cell antigen) und BDCA-4 . Sie ermdglichte die Identifizierung der
PDC und erlaubte eine einfache Isolation dieser Zellen. BDCA-4 wird jedoch auch auf
DCs exprimiert, die aus Monozyten und aus CD34" Stammzellen generiert werden. Die
Expression von BDCA-2 nimmt mit der Reifung der PDC ab, aulerdem wird BDCA-2
auch von kortikalen Thymozyten exprimiert . Fiir eine Ubersicht der verschiedenen
DC-Subpopulationen und ihrer immunologischen Charakterisierung siche Abbildung

1.1.
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Abbildung 1.1 Subpopulationen humaner dendritscher Zellen und ihre
Phinotypen

Aus CD34+ hamatopoetischen Stammzellen gehen Monozyten hervor, welche ein groBBes Re-
servoir an antigen-priasentierenden Vorlduferzellen darstellen und den Weg in Richtung der
myeloiden Differenzierung einschlagen konnen. Abhdngig vom umgebenden Zytokinmilieu
konnen sich CD11c" Zellen entweder in follikulire (“interstitielle”) DCs, Langerhans DCs oder
Makrophagen entwickeln. Aus CD11c™ Vorlauferpopulationen konnen BDCA-2 exprimierende
PDCs hervorgehen (Palucka, AK. The interplay of dendritic cell subsets in systemic lupus e-
rythematosus, Immmunology and Cell Biology 2002; (80): p. 484-488).

Die plasmazytoiden dendritischen Zellen stellen eine duflerst seltene Population des
peripheren Blutes dar. Die Héufigkeit innerhalb der mononukledren Zellfraktion des
peripheren Blutes belduft sich auf 0,1-0,7%. PDCs kommen gehéduft in sekundéren
lymphatischen Organen vor, wo sie in der T-Zell-Region nahe der HEV (high endothe-
lial venules = postkapillire Venolen mit hohem Endothel) lokalisiert sind ** 7°. Das
Vorkommen der PDC in gesunder Haut und Mukosa ist eher selten ",

In letzter Zeit wird die PDC hinsichtlich ihrer Fahigkeit auf unterschiedliche mikrobiel-
le Stimuli zu reagieren hdufig mit anderen DCs verglichen. So reagierten PDCs auf
Stimulation mit immunstimulatorischer DNA, so genannte “CpG-DNA”, mit hohen
Mengen an Typ I IFN, wihrend MDCs auf andere Stimuli wie LPS, aber nicht auf CpG-
DNA reagierten "> 7. Somit wird die PDC auf Grund ihres spezifischen TLR-
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Expressionsmusters nicht durch jegliche Art von pathogenen Bestandteilen aktiviert,
sondern reagiert selektiv nur auf bestimmte Stimuli. In weiteren Studien zeigte sich,
dass TLRO fiir die Erkennung von CpG-Motiven nédtig ist > °. Die Analyse von PDCs
und MDCs aus dem peripheren Blut ergaben, dass die TLR-Expression in PDCs vor-
nehmlich auf TLR7 und TLR9 beschrinkt ist. Die CD11¢” PDCs exprimieren desweite-
ren geringe Mengen an TLR10, TLR6 und TLR1. Im Gegensatz dazu exprimieren die
CDl11c¢c” MDCs eine grofle Vielfalt an TLRs (TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6,
TLRS). Sie exprimieren jedoch kein TLR9 *. Die Konsequenz daraus war, dass sich
nur die PDC direkt mit CpG-DNA stimulieren lie3, wihrend MDCs auf andere Stimuli
wie LPS, aber nicht auf CpG-DNA reagierten.

Eine weitere wichtige Beobachtung war, dass Imidazoquinoline, ein Ligand des TLR7-

Rezeptors, ebenfalls direkt zu einer Aktivierung der PDC fithrte ' 7

. Ein biologisches
Pendant wurde bis dato jedoch nicht identifiziert. Diese Ergebnisse unterstiitzten des-
weiteren die Hypothese, dass PDCs die Fahigkeit besitzen, potenzielle Krankheitserre-
ger anhand charakteristischer PAMPs zu erkennen und eine auf die Bekdmpfung des

entsprechenden Erregers abgestimmte Immunantwort hervorzurufen.

Demzufolge stellt die PDC ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Im-
munantwort dar "°. Die Aktivierung unreifer PDCs durch virale und bakterielle Stimuli
fiihrt zu einer Steigerung der Expression von kostimulatorischen Molekiilen sowie zur
Ausschiittung von Zytokinen. Hierbei kommt insbesondere den Typ I Interferonen eine
wichtige Rolle zu 7%, Die PDC ist die einzige Zelle des menschlichen Kéorpers, die es
vermag, hohe Mengen an Typ I IFN zu synthetisieren (bis zu 10 pg IFN-a pro Zelle).
Die Typ I Interferone spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion einer Ty-1 Antwort
von humanen T-Helferzellen 77, Die PDC ist diesbeziiglich nach Stimulation mit
CpG-DNA und CD40-Ligand in der Lage die Induktion einer Ty-1 Antwort mittels
IL-12 noch zu steigern *°. Eine interessante Studie konnte sogar belegen, dass PDC bei
der Entwicklung von IL-10 produzierenden CD8 T-Zellen eine Rolle spielen **. Diese
haben jedoch eine geringe zytotoxische Aktivitit und zeigen nur eine geringe Prolifera-
tion. Weitere Zytokine und Chemokine, die von aktivierten PDCs sezerniert werden,
sind IL-6, TNF-a und IL-8.

Uberraschenderweise konnte erst kiirzlich in einer neuen Studie gezeigt werden, dass

auch PDCs in die Differenzierung von CD40L-stimulierten (CD40L = CD40-Ligand)
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B-Zellen eingreifen konnen "®. Das passte zu der Beobachtung von der Arbeitsgruppe
von Le Bon, dass IFN- a die Induktion einer B-Zell-Antwort, einschliefSlich Proliferati-
on und einem Immunglobulinklassen- oder Isotypwechsel (“Isotype Switch”), unter-

stiitzt **,

Zusammenfassend kann man also sagen, dass PDCs durch die Ausschiittung von Zyto-
kinen und tiber interzellulire Wechselwirkungen eine Vielzahl von anderen immun-
kompetenten Zellen, wie Makrophagen, NK-Zellen, T-Zellen und B-Zellen aktivieren
kénnen *> 7> ™. Die Aktivierung der unreifen PDC fiihrt zu ihrer Ausreifung, die mit
einem Verlust der Fahigkeit, [IFN-a zu produzieren, einhergeht. Die reife PDC ist durch
eine dendritische Morphologie gekennzeichnet. Reifen PDCs allerdings nicht in mikro-
bieller Umgebung, sondern in Gegenwart von IL-3 aus, so konnen sie eine Ty2-Antwort
induzieren *. Ob die PDC als professionelle APC bezeichnet werden kann, ist umstrit-
ten. Es gibt einige Hinweise, dass PDCs die Immunantwort weiter fordern kénnten, in-
dem sie Antigene in der Peripherie (z.B. im Blut) aufnehmen und diese T-Zellen im
Lymphknoten prasentieren. Aufgrund der Expression des Oberflachenmolekiils BDCA-
2 (BDCA = Blood Dendritic Cell Antigen) konnten PDCs in der Lage sein, Antigen
aufzunehmen und zu présentieren . So besitzt die PDC die Fihigkeit, nach einer Infek-
tion mit Influenza-Virus, Antigen zu prisentieren und Antigen-spezifische zytotoxische
CDS8-T-Zellen und Ty1-T-Zellen zu expandieren ®'. Vergleicht man die PDC jedoch mit
MDC, so ist ihre antigen-prasentierende Féhigkeit duBlerst gering. Im Gegensatz zu
MDCs scheinen PDCs nicht in der Lage zu sein, naive T-Zellen zu stimulieren und zu
expandieren. Thre Aufgabe besteht hochstwahrscheinlich in der Polarisierung und Ex-

pansion Antigen-spezifischer T-Zellen **,

1.2.4 Pathophysiologische Bedeutung: PDC und HIV

Obwohl die protektive Rolle der Typ I Interferone des Organismus gegeniiber Virusin-
fektionen wohlbekannt ist, scheint die PDC in der Pathogenese von HIV-Infektionen
(HIV = human immunodeficiency virus) eine zentrale Rolle zu spielen.

Die PDC exprimiert CD4 sowie die HIV-Korezeptoren CXCR4 und CCRS und wird
von dem HI-Virus infiziert . Die Reduktion der Anzahl von PDCs und der Verlust
threr Fahigkeit, INF-a zu produzieren, geht bei einer HIV-Infektion einher mit einer

erhShten Viruslast und einer Zunahme an opportunistischen Infektionen ***°. Bei HIV-
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infizierten Langzeitiiberlebenden konnte eine erhdhte Anzahl an PDCs detektiert wer-
den. Das Wiedererscheinen von PDCs nach antiretroviraler Therapie geht mit einer ver-

ringerten Inzidenz von opportunistischen Infektionen einher * .

1.2.5 Pathophysiologische Bedeutung: PDC und Tumore

Da Typ I Interferone die Proliferation von bestimmten Tumoren inhibieren, liegt die
Vermutung nahe, dass PDCs bei der antitumoralen Immunantwort eine Rolle spielen
konnten. So konnte die Arbeitsgruppe von Zou et al. zeigen, dass PDCs in peritumorale
Bereiche von Ovarialtumoren rekrutiert werden und dort, mdglicherweise durch eine
Sezernierung von IL-10 durch den Tumor selbst, in threr Fihigkeit eine Tumor spezifi-
sche Immunantwort durch eine T-Zell-Aktivierung zu induzieren, unterdriickt wer-

den .

In diesem Zusammenhang fiihrte eine weitere wichtige Studie unserer
Arbeitsgruppe zu der Entdeckung von PDCs in Kopf-Hals-Tumoren. Auch hier konnte
eine verringerte IFN-a-Produktion von PDCs durch den Tumor nachgewiesen wer-

den %8,

1.3 B-Zellen als Vermittler der humoralen Immunantwort

1.3.1 Die Entwicklung der B-Zelle

Beim Menschen und bei der Maus erkennt man die verschiedenen Stadien der B-
Zellentwicklung an aufeinander folgenden Schritten der Umordnung ithrer Immunglobu-
lingene und an der unterschiedlichen Expression von Molekiilen in der Zelle und auf
threr Oberflache. Die ersten B-Zellen entwickeln sich in der fetalen Leber; nach der

Geburt setzt sich der Prozess im Knochenmark fort.

Die frithesten Zellen der B-Linie nennt man Pro-B-Zellen. Sie sind Vorlduferzellen, die
sich nur begrenzt selbst erneuern konnen. Sie stammen von pluripotenten hdmatopoeti-
schen Stammzellen ab und zeichnen sich durch typische Proteine auf ihrer Oberfldche
aus. Uber Genumlagerungen der schweren H- (H = “Heavy”) sowie leichten L- (L =
“Light”) Kette gelangt man zur Prd-B-Zelle. Diese Prid-B-Zellen exprimieren auf ihrer
Oberflache schon eine voriibergehende Form des Pri-B-Zell-Rezeptors (BCR = B-Zell-

Rezeptor). Die Expression des Pra-B-Zell-Rezeptors signalisiert der Zelle, das Genrear-
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rangement weiter zu beschleunigen und weitere Teilungsschritte der B-Zellen einzulei-
ten. Sobald diese abgeschlossen ist und ein komplettes IgM-Molekiil auf der Zellober-
fliche exprimiert wird, nennt man die Zelle eine unreife B-Zelle. Die unreifen B-Zellen
werden in diesem Stadium auf Selbst-Toleranz selektiert und auf ihre Fihigkeit, in den
peripheren lymphatischen Geweben zu iiberleben. Unreife B-Zellen, die nur das [gM-
Molekiil an ihrer Zelloberfliche exprimieren, werden sofort eliminiert, wenn sie viele
multivalente Liganden in ihrer Umgebung binden. Mittels dieses Mechanismus soll
schon in den frithesten Stadien der B-Zell-Entwicklung einer Autoimmunitdt vorge-
beugt werden *°. B-Zellen, die in der Peripherie iiberleben, differenzieren sich weiter in
reife B-Zellen, die aufler IgM auch IgD an ihrer Zelloberfliche tragen. Diese Zellen
nennt man auch naive B-Zellen, bis sie auf ihr spezifisches Antigen treffen. Naive B-
Zellen rezirkulieren durch die sekundiren Lymphgebiete, wo sie auf fremde Antigene
treffen und dadurch aktiviert werden konnen. Andere Marker der friihen B-Zell-
Entwicklung sind Verdnderungen in Molekiilen der Zelloberfliche (CD45R, CD43 und
CD19) . Hier sei vor allen Dingen CD19 erwihnt, ein Oberflichenprotein, welches

auch aktiv in die Signaltransduktionskaskade des B-Zell-Rezeptors eingreift.

1.3.2 “Ménage a trois”

Nach der Entwicklung zur naiven B-Zelle im Knochenmark, wandern die naiven B-
Zellen, die an ihrer Oberfliche vor allem IgM und IgD tragen, in die sekundiren
lymphatischen Organe wie Lymphknoten oder auch Adenoide aus. Hier liegen sie vor
allem in den T-Zell-Bereichen, d.h. in den interfollikuldren Bereichen der sekundéren
lymphatischen Gewebe. Die Aktivierung von B-Zellen und ihre Differenzierung zu An-
tikorper-sezernierende Zellen erfordert gewdhnlich die Hilfe von T-Helferzellen. In
dieser T-Zell-abhéngigen humoralen Immunantwort bleiben die naiven B-Zellen genau
in dieser Region liegen, um dort ihr entsprechendes Antigen zu erkennen °'. Die naiven
B-Zellen, die an ihrer Oberfldche ihren Antigen-spezifischen B-Zell-Rezeptor tragen,
nehmen hier das passende Antigen auf und prozessieren es. Der B-Zell-Rezeptor auf B-
Lymphozyten erfiillt somit zwei Funktionen: 1. Er libertridgt bei Antigenerkennung, wie
die Antigenrezeptoren auf T-Zellen, ein Signal in das Zellinnere; 2. Er transportiert die
Antigene in das Zellinnere, wo sie abgebaut werden und schlieBlich als an MHC-II-
Molekiile gebundene Peptide an die B-Zell-Oberfldche zuriickkehren. Dieses Peptid

kann von Antigen-spezifischen T-Helferzellen erkannt werden.
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Ferner konnten neue Studien zeigen, dass die Stimulation tonsilldrer B-Zellen tiber ih-
ren B-Zell-Rezeptor zu einer Ausschiittung von Chemokinen fiihrt, die T-Helferzellen
anlocken *>. Aktivierte CD4" T-Zellen wandern diesen chemotaktischen Gradienten
entlang zu den B-Zellen und befédhigt sie zur Ausbildung eines direkten Zell-Zell-
Kontaktes. Die Antigen-spezifische B-Zelle interagiert demzufolge mit der zuvor akti-
vierten CD4" T-Helferzelle und erhilt von dieser weitere kostimulatorische Signale.
AuBer den von den T-Zellen sezernierten Zytokinen wie IL-2, IL-4 und IL-5 beinhalten
diese “akzessorischen Signale” auch die Kostimulation des CD40 Oberflachenrezeptors
auf B-Zellen mit seinem Gegenrezeptor CD40L, der von aktivierten T-Zellen exprimiert
wird. Ein weiteres wichtiges kostimulatorisches Signal ist die CD80/86—CD28 Interak-
tion *. Die Kostimulation der naiven B-Zellen mit CD40L wie auch die Interaktion be-
stimmter Oberfldchenmolekiile scheint nicht nur ausschlaggebend fiir die B-Zell-
Proliferation und B-Zell-Differenzierung, sondern auch fiir den Immunglobulinklas-
senwechsel zu sein. Tatsdchlich haben Experimente gezeigt, dass die Blockierung der
Interaktion von CD40-CD40L mit Anti-CD40L die Bildung eines Keimzentrums (GC =
germinal centers) und die Entwicklung von B-Gedichtniszellen (memory B-Zellen)
hemmt **. Ein wichtiges Beispiel fiir die Bedeutung der Quervernetzung des CD40-
Rezeptors auf B-Zellen ist das Hyper-IgE-Syndrom, bei dem eine Mutation im CD40L—

Gen in T-Zellen zu einem schweren 1gG und IgA-Mangel fiihrt ”,

Zusitzlich zu dem direkten interzelluldren B-Zell-T-Zell Kontakt haben andere Studien
bewiesen, dass auch DCs einen direkten Einfluss auf die B-Zell-Differenzierung neh-
men kénnen **'*°. Demzufolge kénnen in vitro-generierte DCs unter Mithilfe von IL-2
und CD40L naive B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen ausreifen las-
sen. Ein moglicher Erkldrungsansatz lag hier in der IL-12-Produktion durch CD40L-

97

stimulierte DCs Ferner beteiligen sich DCs an der Regulation des

Immunglobulinklassenwechsels. So unterstiitzen DCs einen “Isotype Switch” zu IgA-

produzierenden Plasmazellen *°

. Eine neue Studie zeigt, dass auch PDCs in die
Differenzierung von CD40L-aktivierten B-Zellen eingreifen konnen . Zusitzlich zu
der T-Zell-abhéngigen Aktivierung von B-Zellen konnen also auch DCs, einschlieflich
der PDC, direkt in die B-Zell-Entwicklung und B-Zell-Differenzierung regulatorisch
eingreifen. Besser als der einzelne Dialog zwischen B- und T-Zellen fiihrte diese
Erkenntnis zu dem bevorzugten “ménage a trois”-Modell der Antigen-spezifischen
Aktivierung naiver B-Zellen. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass zwei

neue Liganden auf DCs — “B-lymphocyte-stimulator” (BlyS) und “a proliferation
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lymphocyte-stimulator” (BlyS) und “a proliferation inducing ligand” (APRIL) — eine
wichtige Rolle in der Entwicklung von reifen B-Zellen und der Antikorperproduktion
spielen ', Als Ubersicht der Interaktion von T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zel-
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CD40L-aktivierte DCs produzieren Zytokine, welche die Proliferation von CD40L- und anti-
genstimulierten B-Zellen noch unterstiitzten. Aulerdem sezernieren CD40L-aktivierte DCs IL-
12, welches B-Zellen zur Proliferation anregt. Gleichzeitig interagiert die antigen-spezifische B-
Zelle mit der zuvor aktivierten CD4" T-Helferzelle und erhilt von dieser weitere kostimulatori-
sche Signale. Abgesehen von T-Zell sezernierten Zytokinen wie IL-2, IL-4 und IL-5 beinhalten
diese “akzessorischen Signale” auch die Kostimulation des CD40 Oberflaichenrezeptors auf B-
Zellen mit seinem Gegenrezeptor CD40L. Im Zusammenspiel mit T-Zelle und DC werden die
CD40L-aktivierten naiven B-Zellen angeregt, sich in Antikorper-produzierende Zellen zu ent-
wickeln. (Adaptiert nach Van Kempen et al.; The immune response in adenoids and tonsils;
International Archives of Allergy and Immunology 2000; 122: p. 8-19)
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1.3.3 Die Bildung des follikuliren Keimzentrums

Nach den oben beschriebenen Interaktionen in den T-Zell-Bereichen des lymphatischen
Gewebes proliferieren die antigenerfahrenen B-Zellen an Ort und Stelle und wandern
schlieBlich entlang eines chemotaktischen Gradienten entweder zum Primirfollikel und
initiieren dort die Bildung eines follikuldren Keimzentrums oder die aktivierten B-
Zellen bleiben extrafollikuldr '°'. Die priméren Follikel enthalten ruhende B-Zellen, die
um ein dichtes Netzwerk von Zellfortsidtzen angeordnet sind, die von einem spezialisier-
ten Zelltyp, den follikuldren dendritischen Zellen (FDCs), ausgehen. Auch die T-Zellen
proliferieren und wandern zusammen mit den B-Zellen in die priméren Follikel. In den
extrafollikuldren Arealen vollziehen die B-Zellen eine klonale Expansion und differen-
zieren zu kurzlebigen (2-3 Tage) Antikorper-produzierenden Plasmazellen, die aller-

dings eine niedrige Antigenaffinitit aufweisen '*°.

Die vorwiegend produzierten IgM-Antikorper binden zirkulierendes Antigen und fiihren
zur Bildung 16slicher Immunkomplexe. Wahrend der T-Zell-abhidngigen Antigenant-
wort entwickeln sich die Keimzentren in den Primérfollikeln. Mit der Bildung eines
Keimzentrums im Primaérfollikel wird dieser zum Sekundarfollikel. In den Keimzentren
herrscht ein spezielles Mikromilieu, das die Affinitétsreifung, d.h. die wachsende Affi-
nitdt der Antikorper fiir das Antigen, von B-Zellen beschleunigt. Diese Affinitétsreifung
entwickelt sich aus einer somatischen Hypermutation der Immunglobulingene in Ver-
bindung mit einer Selektion von B-Zellen mit hoch-affinen Oberflichenimmunglobuli-

nen (B-Zell-Rezeptoren) und der Reifung zur B-Gedéchtniszelle oder Plasmazelle.

Als somatische Hypermutation beschreibt man einen Prozess, bei dem in die variablen
Regionen ungeordneter Gene fiir die schweren und leichten Ketten in groBem Umfang
Punktmutationen eingefiigt werden, so dass mutierte Immunglobuline an der Oberflidche
der B-Zellen erscheinen. Einige der mutierten Immunglobuline binden besser an Anti-
gene als die urspriinglichen, so dass die B-Zellen, die diese Antikérper exprimieren,
selektiert werden und zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen ausreifen. Die unter-
schiedlichen Stufen der B-Zell-Reifung in diesen Keimzentren wurden von Liu et al. in
sieben phénotypisch verschiedene B-Zell-Suptypen eingeteilt '®. Die B-Zell-Population
des Primirfollikels hat vorwiegend einen naiven Phinotyp (IgM’, IgD" und CD38).

Wenn die aktivierten B-Zellen erst einmal intrafollikulér sind, proliferieren sie fiir unge-
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fahr 3 Tage und werden zu Zentroblasten, die vor allem hoch-positiv fiir den Prolifera-
tionsmarker Ki-67 sind. Diese intensive CD40/CD40L-induzierte Proliferation von ak-
tivierten GC-B-Zellen scheint desweiteren von einem speziellen DC-Subtyp, genannt

Keimzentrum (GC)-DC, gefdrdert zu werden '™

. Als Konsequenz dieses reichlich Platz
verbrauchenden Vorgangs werden die ruhenden B-Lymphozyten im Inneren des Folli-
kels nach auflen verdriangt und bilden so einen follikuldren Mantel aus (die so genannte
Mantelzone). Ungefdhr 4 Tage nach der Antigenstimulation ist das Keimzentrum voll

entwickelt und besteht aus einer inneren dunklen und einer duBeren hellen Zone °'.

1.3.4 Vom Zentrozyten zur Plasmazelle

In der inneren dunklen Zone vollziehen Zentroblasten somatische Hypermutationen in
thren unterschiedlichen Immunglobulingenen, was zur Entstehung von Zentrozyten
fiihrt ', Diese Zentrozyten, einschlieBlich einiger autoreaktiver Klone, besitzen eine
Vielzahl an unterschiedlich affinen und spezifischen B-Zell-Rezeptoren. Um zu verhin-
dern, dass B-Zellen mit einer niedrigen Affinitdt oder gar autoreaktive Mutanten in den
B-Gedéchtniszell-Pool miteinbezogen werden, findet ein positiver Selektionsprozess
statt, der in den basalen Bereichen des Keimzentrums initiiert wird. Der genaue Ablauf
dieses Selektionsprozesses ist in verschiedenen Ubersichtsartikeln beschrieben '*> ',
So werden in diesem Prozess nur die Zentrozyten mit der hochsten Spezifitit ihres BCR
fiir das Antigen selektioniert. Mutanten, die nur eine niedrige Affinitét fiir das entspre-
chende Antigen aufweisen, sterben durch Apoptose '*’. Eine weitere Konsequenz dieses
Selektionsprozesses ist die Induktion von T-Zell-Zytokinen, z.B. IL-4 und IL-10. Diese

Zytokine reprisentieren zusammen mit der CD40L-Stimulation die Schliisselelemente

fiir die Proliferation und den Klassenwechsel von hoch-affinen Zentrozyten '*®.

Tatsachlich findet der Immunglobulinklassenwechsel vor allem in der hellen, apikalen
Zone in der Nihe von T-Zellen statt '®. Wihrend dieses Prozesses wechseln die B-
Zellen ihre Antikorperklasse von IgM zu IgG und anderen Isotypen und vollziehen so-
mit den “Isotype Switch”. Dabei wird die DNA so umgelagert, dass die variable Region
in die Ndhe des 5'Endes verschiedener Gene der schweren Kette gelangt. So wird ein
produktiv umgelagertes Gen der variablen Region mit einem anderen Isotyp als der p-

oder d-Kette gekoppelt. Dies geschieht ohne zu einer Verdnderung der Antigenspezifitit
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zu fithren. Die dadurch hoch-affinen, “geswitchten” Zentrozyten differenzieren in ent-
weder B-Gedédchtniszellen oder Plasmablasten (Plasmazellvorldufer) aus. In einem letz-
ten Schritt emigrieren die hypermutierten und hoch-affinen B-Gedéchtniszellen,
wahrscheinlich durch Chemokine gesteuert, von den Keimzentren in die extrafolllikuli-
ren Kompartimente ''°. Die Plasmazellvorldufer verlassen nun ebenfalls das GC und
setzen ihre Entwicklung mit einigen Zellteilungen extrafollikuldr fort, um dann hoch-

affine Antikorper-produzierenden Plasmazellen zu werden .

1.3.5 Die wichtigste Entscheidung: memory B-Zelle oder Plasmazelle

Welche Mechanismen zur Bildung von B-Gedichtniszellen und Plasmazellen fiihren,
sind bis heute noch nicht ausreichend erforscht. Eine Studie, die sich mit der Reifung
von hoch-affinen Antikorpern aus Plasmazellen und B-Gedichtniszellen beschiftigt hat,
stellte fest, dass die Expression von hoch-affinen Antikérpern eher mit der Bildung von

112
. In anderen

Plasmazellen als mit der Bildung von B-Gedéchtniszellen einhergeht
Studien konnte belegt werden, dass eine Stimulation mit CD40L einen “memory” B-
Zell-Phinotyp (IgD CD38 CD27" ) bevorzugt, wihrend in der Anwesenheit von IL-2
und IL-10 und der Abwesenheit von CD40L eine terminale Plasmazelldifferenzierung
(CD38" und CD20") stattfindet ' '"°. IL-10 unterdriickt die Expansion der B-
Gedichtniszellen, wihrend IL-4 zu einer Forderung dieses Prozesses beitrigt ''*. Ob-
wohl IL-6 noch viele andere Aufgabenbereiche hat, wird es auch fiir die Bildung von
Plasmablasten und Antikérper-sezernierenden Plasmazellen benétigt '°. Die Entwick-
lung und das Uberleben von Plasmazellen ist jedoch auch abhiingig von spezifischen
Subtypen dendritischer Zellen ''®. Als Antwort auf eine zweite Stimulation mit Antigen
kommt es zu einer rapiden und massiven Expansion von B-Gedéchtniszellen, welche im
Vergleich mit der Primérantwort zu einer zehnfachen Steigerung von Plasmazellen

fiihrt ''”. Die Biologie der B-Gedichtniszellen ist bis heute trotzdem nicht gut verstan-

den, zumal wir wissen, dass sie sogar in Abwesenheit von Antigen langlebig sind ''®.

1.3.6 Die humane B-Zelle als zweite TLR9 tragende Zelle

Die TLR9-Expression von B-Zellen in einen funktionellen Zusammenhang mit CpG-

Stimulation und B-Zell-Rezeptor-Aktivierung zu bringen, ist Gegenstand vorliegender
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Arbeit. Ahnlich wie andere APCs exprimieren auch humane B-Zellen TLRs '"°. Die
Familie der TLRs verhilft dazu, unter einer groen Vielfalt von PAMPs unterscheiden
zu konnen. Humane B-Zellen exprimieren nur limitiert TLRs einschlieBlich TLR9 " '*°,
Der natiirliche Ligand fiir TLR9 sind CpG-Motive in mikrobieller DNA °. Die Aktivie-
rung von murinen und humanen B-Zellen durch CpG-Motive via TLRY ist schon gut
charakterisiert '*'"'*. Die einzige andere Zelle, die im humanen System TLR9 expri-
miert, ist die schon ausfiihrlich dargestellte PDC. In einer neueren Studie konnte die
Arbeitsgruppe um Lanzavecchia ein detailliertes TLR-Expressionsmuster der B-Zell-
Subpopulationen skizzieren '*. So war die Expression von TLRY in unstimulierten nai-
ven B-Zellen sehr gering, wihrend sich in unstimulierten memory B-Zellen eine sehr

hohe Expression von TLR9 nachweisen lief3.

1.4 CpG-Oligonukleotide als Adjuvanzien in der Immuntherapie

1.4.1 Entdeckung der CpG-DNA

Mehr als 100 Jahre sind vergangen, seit der New Yorker Chirurg William Coley ver-
suchte, mit bakteriellen Lysaten Patienten mit inoperablen Sarkomen zu behandeln. Die
Injektion von Lysaten aus Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens in Tumoren
fiihrte bei einem Teil der Tumoren zu einer voriibergehenden Riickbildung '** '*. Ein
Problem war allerdings, dass die Standardisierung von bakteriellen Lysaten um die
Jahrhundertwende noch nicht méglich war und die einzelnen Komponenten des Immun-
systems noch nicht identifiziert waren. Zudem zeigten andere Therapieansitze, wie die
Strahlentherapie, bessere Resultate und riickten in den Mittelpunkt des Interesses. Die
Fortschritte auf dem Gebiet der Immunologie flihrten zu einem besseren Verstindnis
des Wirkmechanismus bakterieller Lysate. Fast 100 Jahre spdter erwachte erneutes Inte-
resse an der Immuntherapie maligner Neoplasien mit bakteriellen Lysaten. Die intrave-
sikale Applikation von BCG hatte sich seit Einfithrung 1976 durch Morales zu einer
Standardtherapie friiher Tumorstadien des Blasenkarzinoms entwickelt '*°, wobei je-
doch der Wirkmechanismus unbekannt war. Tokunaga entdeckte 1984, dass der antitu-
morale und immunstimulatorische Effekt des Lysates von Tuberkelbazillen durch
bakterielle DNA hervorgerufen wird . Yamamoto zeigte 1992, dass die DNA von
Bakterien, nicht aber die von Wirbeltieren, immunstimulatorische Aktivitit aufweist

wie z.B. die Induzierung einer NK-Zell-Aktivierung und die Produktion von Typ I In-
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terferonen '**. Diese Beobachtungen konnten somit einen Erklirungsansatz bieten, wa-
rum das Immunsystem des Sdugetiers zwischen eigener und bakterieller DNA zu unter-
scheiden vermag: Cytosin-Guanosin-Dinukleotide (CG-Dinukleotide) treten in
bakterieller DNA mit einer Haufigkeit von 1/16 auf, wohingegen sie bei Vertebraten-
DNA nur mit einer Hiufigkeit von 1/60 vorkommen. Bis zu 80% der Cytosin-Molekiile
in CG-Dinukleotiden der Vertebraten-DNA sind an der 5'Position methyliert. Im Ge-
gensatz dazu sind alle Cytosin-Molekiile in CG-Dinukleotiden bakterieller DNA un-
methyliert. Diese strukturelle Differenz zwischen bakterieller und Vertebraten-DNA
suggeriert, dass die Erkennung von unmethylierten CpG-Motiven fiir die immunmodu-
latorischen Fahigkeiten von ODN verantwortlich ist und nicht, wie von anderen Ar-
beitsgruppen  postuliert, auf Palindrome oder hdohere Sekundirstrukturen
zuriickzufiihren ist > *°. Arthur Krieg konnte diese These untermauern, indem er zeig-
te, dass ODN, die ein methyliertes CpG-Motiv enthielten, ithre immunstimulatorischen

Fihigkeiten vollig verloren ',

Durch die Entwicklung der Antisense-Technologie wurden Verfahren verfiigbar, die die
Synthese von DNA in groBem MaBstab ermdglichten. Oligonukleotide (ODN) sind kur-
ze, circa 20 Basen lange, einzelstrangige DNA-Molekiile. Die Antisense-Technologie
verfolgt das Ziel, die Bildung eines einzelnen Proteins durch komplementédre Bindung
eines Antisense-ODNs an die RNA zu hemmen. Arthur Krieg entdeckte bei Versuchen
mit Antisense-ODN, dass einige dieser Oligonukleotide die Proliferation von B-Zellen
induzierten. Synthetische DNA ist wie bakterielle DNA am Cytosin nicht methyliert. Er
bewies, dass unmethylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide in einem bestimmten Ba-
senkontext, so genannte CpG-Motive (p steht flir die Phosphatbindung), verantwortlich
fiir die immunstimulatorischen Effekte von bakterieller und synthetischer DNA sind .
Oligonukleotide, die diese CpG-Motive enthalten, werden als CpG-ODN bezeichnet
und sind das synthetische Pendant der bakteriellen DNA. Diese Beobachtungen formten
die Hypothese, dass sich die “immunologische Detektion” von CpG-DNA im Laufe der
Evolution zu einem Verteidigungsmechanismus entwickelt hat, der es Vertebraten er-
laubt, “fremd” von “selbst” zu unterscheiden. Die Entdeckung des Gefahrensignals
CpG-DNA lieferte zudem eine schliissige Erklarung fiir die bis dato rétselhafte unspezi-
fische Wirkung von DNA-Vakzinen sowie den immunstimulatorischen Effekt mancher

ODN im Rahmen von Antisense-Experimenten 13,
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1.4.2 TLRY als Erkennungsmechanismus fiir CpG-Motive

Seit Tokunagas Entdeckung der immunstimulatorischen Wirkung von bakterieller DNA
und insbesondere seit Arthur Kriegs detaillierter Charakterisierung der hierzu notwen-
digen CpG-Motive wurden viele Spekulationen angestellt, iiber welchen Erkennungs-
mechanismus dieser Effekt vermittelt wird. Obwohl die meisten Zellen CpG-DNA an
ihrer Oberfliche binden ** '**, stellte sich bald heraus, dass dies sequenz-unabhingig
stattfindet. Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass CpG-DNA nur nach intrazel-
luldrer Aufnahme in endosomale Kompartimente und nach folgender Azidifizierung
seine Wirkung entfalten kann '*°. In dieser Studie konnten Chloroquin und Bafilomycin
A, beides potente Reagenzien zur Inhibition der endosomalen Azidifizierung, die im-
munstimulatorische Fahigkeit von CpG-DNA komplett blockieren. Die Suche nach dem

genauen Erkennungsmechanismus blieb jedoch weiterhin lange erfolglos.

Erste Hinweise, die zu der Identifizierung des mutmaBlichen “CpG-Rezeptors” fiihrten,
kamen schliefSlich von Untersuchungen der durch CpG-Stimulation implementierten
Signaltransduktionskaskade. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von
B-Zellen durch CpG-DNA eine Aktivierung von p38 und JNK (JNK = C-Jun-NH2-
Terminal-Kinase), beides so genannte MAP-Kinasen (MAP = Mitogen-Aktivierte-
Protein-Kinase), bewirkt. Die iiber p38 vermittelte Signaltransduktionkaskade scheint
hierbei ein essentieller Teil der CpG-induzierten B-Zell-Aktivierung zu sein '*°. Die
durch CpG-Stimulation von Makrophagen, murinen und humanen B-Zellen induzierte
Gen-Expression zeigte auch eine deutliche Aktivitdtszunahme von NF-kB (NF = Nuk-
lear Faktor) '** '*" 3% ‘Wenig spiter gelang es schlieBlich nachzuweisen, dass CpG-
DNA iiber MyD88 (MyD = Myeloid Differentiation Faktor) und TRAF6 (TRAF =
TNF-Rezeptor assoziierter Faktor) signalisiert, so dass ein Rezeptor aus der Toll-
Familie als mutmaBliche “CpG-Erkennungsstruktur” immer wahrscheinlicher wurde '*°.
Hemmi und Mitarbeiter identifizierten letztlich anhand der Analyse von verschiedenen
TLR-Knock-out-Méusen die Expression von TLRY als notwendige Voraussetzung fiir
die Erkennung von CpG-DNA °. Diese Beobachtung konnten durch die Arbeitsgruppen
um Bauer fiir das humane System bestitigt werden. Bauer und Mitarbeiter konnten zei-
gen, dass eine Expression von TLR9 nicht nur notwendig fiir die Erkennung von CpG-
Motiven ist, sondern es auch ausreicht durch eine Transfektion von TLRY in Zellen, die

normalerweise nicht auf CpG-DNA reagieren, eine CpG-Antwort zu induzieren °.
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1.4.3 Wirkung auf das Immunsystem

Zurzeit stellt CpG-DNA im Vergleich mit anderen mikrobiellen Molekiilen eines der
potentesten Immunmodulatoren dar. So wird durch systemische CpG-Applikation so-
wohl ein starkes systemisches Tyl-Zytokinmilieu (hohe IFN-y und IL-12-Spiegel) ge-
schaffen als auch die Entwicklung von zytotoxischen T-Zellen gefordert. Bedingt durch
dieses Zytokinmilieu zeigte sich insbesondere in Infektionsmodellen nicht nur in der
prophylaktischen, sondern auch in der therapeutischen Applikation von CpG-DNA eine
starke antimikrobielle Wirkung '*. So schiitzt die einmalige Gabe von CpG-Motiv-
haltigen ODNs Maiuse vor der letalen Infektionsdosis mit bakteriellen intrazelluldren
Erregern wie Leishmanien, Listerien oder Parasiten oder gar Prionen vor allem durch
IFN-y und IL-12-abhingige Mechanismen '*. Der Hauptmechanismus dieser Effekte
lie} sich auf die unspezifische Aktivierung der angeborenen Immunitét zuriickfiihren.
Jedoch erwies sich CpG-DNA auch in der Induktion einer adaptiven Immunitéit sowohl
in der prophylaktischen als auch in der therapeutischen Anwendung als effektiv. So
haben mittlerweile zahlreiche Studien gezeigt, dass CpG-DNA ein potentes Adjuvans
darstellt um humorale und zelluldre Antigen-spezifische Immunantworten hervorzuru-
fen (Modell-Protein und Peptid-Antigene '*'-'**, bakterielle und virale Proteine '+, Tu-
morantigene '** und Polysacharide '*). Im Folgenden sollen kurz die bisher bekannten

Effekte auf verschiedene Zellen des Immunsystems ndher erldutert werden:

1.4.4 B-Zellen

Die Wirkung von CpG-ODN auf humane B-Zellen ist Gegenstand dieser Arbeit. Hier

eine Ubersicht der bis heute bekannten Daten:

Humane B-Zellen exprimieren TLR9 und sind somit sensitiv gegeniiber CpG-
Stimulation " '*°. Optimale CpG-ODN-Sequenzen stellen folglich starke Mitogene fiir

B-Zellen fast aller Vertebraten dar '*>'*>

. Innerhalb weniger Stunden kommt es zu einer
Produktion von IL-10 sowie IL-6, welches unter anderem fiir die Entwicklung Antikor-
per-sezernierender Plasmazellen notwendig ist '®®. Neben der Induktion von Zytokinen
und Immunglobulinen wird durch CpG-DNA-Stimulation auch eine vermehrte Expres-
sion von Oberflachenrezeptoren (Fcy, MHC II, CD40, CD54) und kostimulatorischen

Molekiilen (CD80, CD86) erreicht 213114,
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1.4.4 Dendritische Zellen

Die verschiedenen Subtypen muriner und humaner dendritischer Zellen sind auf Grund
ihrer differentiellen Ausstattung mit TLRs in der Lage, auf diverse Pathogene eine ent-
sprechende Immunantwort auszulosen. Wie bereits dargestellt, besitzen unter den DC-
Vorldufern nur PDCs hohe Mengen an TLR9 **°* ¢ Schon in friiheren Untersuchun-
gen stellte sich heraus, dass von den humanen DC-Subtypen nur die lineage, CD4" und
MHC II" DCs direkt durch CpG-DNA aktiviert werden konnen '*’. Diese DC-Fraktion
stellte sich als identisch mit der oben beschrieben PDC des peripheren Blutes her-
aus **%. Die direkte Aktivierung der PDCs durch CpG-DNA fiihrt zu einer gesteigerten
Expression kostimulatorischer Oberflichenmolekiile (MHC 11, ICAM-1, CD40, CD54,
CD80, CD86), zu erhdhter Zytokinsekretion (TNF-a, IL-6), Chemokinproduktion (IL-8,
IP-10, GM-CSF) und auch zur Reifung zu CD83" DCs, welche zu einer verstirkten Ak-
tivierung von allogenen T-Zellen fiihrt ** °* ', Nach Stimulation mit CpG-DNA
exprimieren PDCs den Chemokinrezeptor CCR7. Die Expression von CCR7 ist viel-
leicht ein Grund dafiir, dass PDCs zusammen mit naiven T-Zellen und memory T-
Zellen in den T-Zell-Arealen sekundérer lymphatischer Organe vorkommen ¥ In
Kombination mit CD40L induziert CpG-DNA hohe Mengen an bioaktivem IL-12p70 in
PDCs. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass bestimmte CpG-ODNs so grofle Mengen
IFN Typ I in PDCs induziert, wie sie sonst nur bei Virusinfektionen vorkommen .
Einer Ubersicht der Wirkung von CpG-ODN auf das Immunsystem einschlieBlich der
NK-und T-Zell-Aktivierung dient Abbildung 1.3.
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Abbildung 1.3 CpG und sein Einfluss auf das Immunsystem

DNA, welche eine oder mehrere CpG-Motive beinhaltet, wird von den meisten Immunzellen
iiber Endozytose aufgenommen, aktiviert direkt aber nur Zellen, welche den TLR9-Rezeptor
exprimieren (B-Zellen und PDCs im Menschen). Diese Zellen konnen durch die Sekretion von
IFN-a, IFN-B, IL-12, IP-10 und andere Tyl-fordernde Zytokine und Chemokine ein Tyl-
ghnliches Zytokinmilieu schaffen. NK-Zellen werden indirekt aktiviert, welches zu einer Zu-
nahme der IFN-y-Sekretion sowie einer Zunahme der lytischen Aktivitét fiihrt. Zusédtzlich rea-
gieren B-Zellen bei gleichzeitiger Kostimulation des B-Zell-Rezeptors mit vermehrter
Antikorperproduktion und beide, B-Zellen wie auch PDCs, exprimieren vermehrt kostimulatori-
sche Oberflachenmolekiile. APC, Antigen-préasentierende Zelle; MHC, Major Histocompatibili-
ty Complex; (Krieg, A; CpG-motifs: the active ingredient in bacterial extracts?; Nature
Medicine 2003; 9(7): p. 831-835).
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1.4.6 Differenzierung zweier verschiedener CpG-Klassen

Neben Speziesunterschieden in der Erkennung von CpG-Motiven, zeigte sich, dass im
humanen System nicht nur ein Unterschied in der Quantitit der CpG-vermittelten Im-
munantwort zu beobachten war, sondern auch ein qualitativer Unterschied in der indu-
zierten Immunantwort. Auf Grund dieser Beobachtungen wurde die Existenz von zwei

verschiedenen Klassen von CpG-ODNs postuliert, die CpG-A und CpG-B !

genannt
wurden. Die Einteilung in diese Klassen folgte primir den Beobachtungen unterschied-
licher biologischer Wirkprofile der beiden TLR9-exprimierenden Zellen, B-Zelle und
PDC. Die Prototypsequenz von CpG-A ist ODN 2216 und induziert grole Mengen IFN-
a in PDCs, welches zu einer starken Aktivierung und IFN-y-Produktion von NK- und
v8-T-Zellen fithrt "> '*. ODN 2006 ist der Prototyp des CpG-B-ODN, welches einen

starken Stimulus fiir B-Zellen darstellt '** 12

. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
CpG-B zu einer polyklonalen Aktivierung von B-Gedichtniszellen fiihrt 150 In anderen
Studien konnte demonstriert werden, dass CpG-B zwar nur geringe Mengen IFN-o/p in
PDCs induziert, aber dafiir zu einem verbesserten Uberleben, einer gesteigerten Reifung
und Aktivierung von PDCs fiihrt "> Eine #dhnliche Einteilung wurde von der Arbeits-
gruppe um Klinman vorgeschlagen, wobei CpG-A mit dem so genannten D-Typ ODN
und CpG-B mit dem K-Typ ODN korrespondiert. Diese Einteilung beruht jedoch auf
der IFN-y-Produktion von NK-Zellen, der IL-6-Produktion von Monozyten und der

IgM-Synthese von B-Zellen *" 2,

Ferner werden zur Einteilung nach biologischen Wirkprofilen strukturelle Eigenschaften
herangezogen, die sich auf ODN-Riickgrat, CpG-Motiv als auch Vorhandensein von
Poly-G-Motiven beziehen. Eine Zusammenfassung der Charakteristika der CpG-ODN-
Klasseneinteilung zeigt Tabelle 1.2. Erst kiirzlich konnte jedoch eine dritte Klasse von
CpG-Motiv enthaltenden Sequenzen identifiziert werden, die eine direkte Aktivierung
von humanen B-Zellen ermdglicht und gleichzeitig IFN-o. in PDCs induziert '>. Die
weitere Charakterisierung dieser neuen Gruppe von CpG-ODN ist Gegenstand vorlie-

gender Arbeit.
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CpG-A CpG-B CpG-C
Primére Zielzelle PDC B-Zelle PDC und B-Zelle
Prototyp ODN 2216 ODN 2006 M352
Struktur Phosphodiester/ Vollstindiges Vollstindiges
Phosphorothioat Phosphorothioat  — | Phosphorothioat  —
Chimaér-Riickgrat Riickgrat Riickgrat
Poly-G-Enden enthdlt das optimale | zentrales Palindrom
zentrales Palindrom |,,humane CpG Mo- | mit CG
mit CG tiv’ GTCGTT enthélt das optimale
,humane CpG Mo-
tiv’ GTCGTT
Funktion Schwache Aktivie- |Starke Aktivierung| Starke Aktivierung
rung von B-Zellen, |von B-Zellen, von B-Zellen
induziert grofle | induziert geringe | (CD86, IL-6, TNF-
Mengen IFN Typ I|Mengen IFN TypI|a) und PDCs (grof3e
in PDCs in PDCs Mengen IFN Typ I)
Tabelle 1.2 Die Charakteristika der humanen CpG-Klassen

1.5 Therapeutischer Einsatz synthetischer Oligonukleotide

In Anbetracht des oben Aufgefiihrten kann man also sagen, dass CpG-Oligonukleotide
aus mehreren Griinden ein vielversprechendes Immunstimulans fiir den klinischen Ein-

satz darstellen:

1. CpG-ODN fiithren im Gegensatz zu einzelnen Zytokinen durch ithren Wirkungsme-
chanismus zu einer koordinierten Immunreaktion, die der natiirlichen Situation ndher
kommt. 2. Die selektive Aktivierung professioneller APCs und die damit verbundene
Forderung einer Antikorperproduktion und zelluldren Immunantwort machen CpG-
ODN zu einem geeigneten Adjuvans sowohl bei prophylaktischen als auch bei thera-
peutischen Impfungen. 3. Die Induktion einer Tyl-Antwort mit Produktion von IFN-y
und IL-12 wehrt Infektionen mit intrazelluldren Erregern ab. 4. Die CpG-vermittelte
Stimulation des angeborenen Immunsystems und der Tyl-Immunlage unterstiitzt die
immunologische Abwehr von Tumorzellen durch die erh6hte IFN-y-Sekretion zytotoxi-
scher T-Zellen und Antikorperproduktion gegen spezifische Proteine und Peptide unab-
héngig von der T-Zell-Hilfe. Im Folgenden sollen die bisher bekannten therapeutischen

Einsédtze von CpG-ODN erldutert werden:
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1.5.1 CpG-DNA als Monotherapie in der Immuntherapie von Tumoren

Schon seit lingerem gibt es Hinweise darauf, dass die unspezifische Aktivierung des
Immunsystems durch Pathogene zur Bekdmpfung von Tumoren beitragen kann. Eine
protektive Immuniiberwachung, vermittelt insbesondere durch IFN-y und aktivierte
Lymphozyten, kann das Wachstum maligner Tumoren verhindern '**. Durch Aktivie-
rung von Lymphozyten und Induktion von IFN-y kénnte CpG-DNA zu einer Aktivie-
rung der angeborenen Immunitéit beitragen und so die endogenen Mechanismen der
Immuniiberwachung férdern. Diese Hypothese wurde in mehreren Mausversuchen bes-
titigt, in denen eine prophylaktische CpG-ODN-Gabe sowohl spontane '*° als auch in-
duzierte Neoplasien '°® verminderte oder sogar verhindern konnte. Aber auch zahlreiche
Studien, in denen eine therapeutische CpG-Applikation nach Tumorbefall verschiedener
Stadien durchgefiihrt wurde, konnten eine deutliche Regression des Tumorwachstums,
wenn nicht sogar eine komplette Remission zeigen '°’. In manchen Modellen lieB sich
sogar nachweisen, dass ein erneuter Tumorbefall nach erfolgreicher Erradikation eines
induzierten Tumors durch die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses ver-
hindert werden konnte '°* *°. Eine entscheidende Rolle in der mdglichen Ausbildung
einer adaptiven Immunitét scheinen hierbei einerseits die Art des Tumors und anderer-
seits die Applikationsform und Art der CpG-DNA zu spielen '®’. Die Monotherapie
maligner Tumoren mit CpG-DNA befindet sich zurzeit in Phase I/ II Studien der klini-
schen Erprobung.

1.5.2 CpG-DNA als Mechanismus der ADCC

Zurzeit werden mehr als 70 humanisierte monoklonale Antikorper gegen Tumorantige-
ne in klinischen Studien untersucht, wobei Rituximab, Herceptin und auch Alemtuzu-
mab schon fiir den klinischen Gebrauch zugelassen sind. Ein Haupteffekt monoklonaler
Antikorper gegen Tumorantigene wird auf die so genannte antikorper-vermittelte zell-
gebundene Zytotoxizitit (ADCC) zuriickgefiihrt. Hierbei wird eine Tumorzelle durch
einen spezifischen Antikérper gebunden, welcher wiederum durch seinen Fc-Teil von
einer Fc-Rezeptor-tragenden Zelle, meist NK-Zellen und Neutrophile, erkannt wird. Die
Fc-Rezeptor-tragende Zelle wird durch den Bindungsprozess so aktiviert, dass es zu
einer Lyse der antikorpergebundenen Zielzelle kommt. Im Mausversuch konnte nach-

gewiesen werden, dass dieser Prozess der ADCC durch CpG-Applikation stark gefor-
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dert wird und somit in Therapieansitzen mit monoklonalen Antikorpern einen deutli-

. . 161
chen Synergismus zeigte '°

. Neben einer Maximierung der ADCC wird bei manchen
Neoplasien auch zusdtzlich eine verstirkte Expression des Zielantigens durch
CpG-Applikation beobachtet. So wird z.B. auf primédren malignen B-Zellen verschiede-
ner Histologien eine Expressionssteigerung von CD20 erreicht, dem Zielantigen von
Rituximab '%* ' Derzeit laufen mehrere Phase 1/ II-Studien, die die Kombinationsthe-

rapie von CpG-ODNs und monoklonalen Antikorpern untersuchen.

1.5.3 CpG-DNA als Adjuvans einer Tumorvakzine

Die Erkenntnis, dass CpG-DNA moglicherweise ein potentes Adjuvans in einer Anti-
gen-spezifischen Immuntherapie von Tumoren darstellt, fithrte zu zahlreichen Studien,
die gezielt CpG-DNA als Adjuvans einer Tumorvakzine im Maussystem untersuchten.
Hierbei erwies sich die Anwendung von CpG-DNA sowohl in prophylaktischen als
auch in therapeutischen Impfstrategien als wirksames Adjuvans bei der Induktion einer
Antigen-spezifischen Immunantwort. CpG-DNA wurde als Adjuvans mit unterschiedli-

cher Formulierung des Antigens (Tumorpeptide, Tumorproteine und ganze Tumorzel-

6 159, 165

len '** in sowohl in vivo als auch ex vivo '® Ansitzen erfolgreich getestet. Die
durch CpG-DNA aktivierten dendritischen Zellen schaffen in sekundiren lymphoiden
Organen eine Tyl-gerichtete Chemokin- und Zytokinumgebung, die eine effektive
Cross-Prisentation von Antigenen fordert und somit eine starke Antwort IFN-y-
produzierender zytotoxischer T-Zellen induziert. Im Rahmen von DNA-
Vakzinierungsstudien hat sich der Einsatz von CpG-Motiven als besonders vorteilhaft
erwiesen, da hier CpG-DNA die fehlende CD4-T-Zell-Hilfe fiir ein effektives CTL-
Priming ersetzen kann. Untersuchungen an Méusen haben gezeigt, dass der Einsatz von
CpG-ODN als Adjuvans bei Vakzinierung stiarkere Tyl-Antworten hervorruft als der

klassische Goldstandard komplettes Freundsches Adjuvans '®.

1.5.4 CpG-DNA und Allergie

Eine weitere immuntherapeutische Anwendung von CpG-DNA findet sich im Fachge-
biet der Allergologie'®’. So kann CpG-DNA, sei es alleine oder in Form einer Allergie-

vakzine appliziert, in Mausmodellen sowohl die Induktion von allergischen
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Immunantworten verhindern als auch schon bestehende allergische Tendenzen umkeh-
ren '’ Bis jetzt war angenommen worden, dass der Mechanismus dabei in einer immu-
nologischen Umkehrung einer allergischen Ty-2 Antwort zu einer Ty 1—-Antwort besteht.
Neuere Studien schlagen jedoch komplexere Mechanismen vor, die mdglicherweise

regulatorische T-Zellen miteinbeziehen '®*.

1.6 Fragestellung

Dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen sind die Hauptakteure des menschlichen
Immunsystems. In diesem System kontrollieren die T-Zellen einen gro3en Teil der Ak-
tivitdt humaner B-Zellen. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit basierte der Wissensstand dar-
auf, dass eine Aktivierung von B-Zellen durch Proteinantigene nicht nur die Bindung an
den B-Zell-Rezeptor erfordert, sondern auch eine gleichzeitige Wechselwirkung mit
Antigen-spezifischen T-Helferzellen. Dariiber hinaus spielt die Sekretion verschiedener
Zytokine von T-Zellen eine entscheidende Rolle. AnschlieBend differenzieren die klonal
expandierenden Nachkommen der naiven B-Zellen zu Antikorper-sezernierenden Plas-
mazellen oder memory B-Zellen. Erst neuere Erkenntnise in der B-Zellbiologie weisen
darauf hin, dass die Aktivitdt spezifischer Subtypen von B-Zellen auch ohne T-Zell-
Hilfe reguliert werden kann. Ahnlich wie andere APCs exprimieren nimlich auch hu-

mane B-Zellen Toll-Like-Rezeptoren (TLRs).

Die Familie der TLRs stellt ein Mittel dazu dar, unter einer groflen Vielfalt von mikro-
biellen Molekiilen, den “pathogen-associated molecular patterns” (PAMPs), unterschei-
den zu konnen. Humane B-Zellen exprimieren nur limitiert TLRs einschlie8lich TLRO.
Natiirliche Liganden fiir TLR9 sind CpG-Motive in mikrobieller DNA. Bakterielle
DNA stellt fiir das angeborene Immunsystem ein potentes Gefahrensignal dar und ist in
der Lage, eine effektive adaptive Immunantwort gegen ein gleichzeitig wahrgenomme-
nes Antigen auszulosen. Die CpG-Motive innerhalb bakterieller DNA sind die Grundla-
ge fiir die Erkennung durch das Immunsystem. In Form synthetischer, CpG-haltiger
Oligonukleotide ldsst sich die immunstimulatorische Wirkung bakterieller DNA nach-
ahmen. Neben der B-Zelle exprimiert im humanen System nur die plasmazytoide
dendritische Zelle (PDC) TLRO. Diese Zelle ist charakterisiert durch die hohe Produkti-
on von Typ I Interferonen (IFN-a und IFN-f) als Antwort auf eine Virusinfektion. CpG-
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DNA stellt ein einzigartiges mikrobielles Molekiil dar, welches zu einer starken Akti-
vierung und Reifung der PDCs fiihrt. Es wurden bisher unterschiedliche Klassen an
CpG-Oligonukleotiden identifiziert: CpG-A (Prototyp ODN 2216) induziert hohe Men-
gen an IFN-a in PDCs, CpG-B (Prototyp ODN 2006) fiihrt vorwiegend zur Aktivierung
von B-Zellen. Erst kiirzlich wurde jedoch ein neues CpG-ODN entwickelt (CpG-C oder
M352), welches die Fahigkeit besitzt, hohe Mengen an IFN-a in PDCs zu induzieren,
und gleichzeitig direkt B-Zellen aktiviert. Anhand dieses neuen CpG-Oligonukleotides
ist es somit moglich, eine iiber TLRY ausgeldste Immunantwort von B-Zellen und PDCs
genauer zu skizzieren und die Verkniipfung von adaptiver und angeborener Immunitét

nachzustellen.

Gegenstand vorliegender Arbeit war somit die Analyse einer funktionellen Kooperation
der beiden TLR9-tragenden Immunzellen, B-Zellen und PDCs. Ferner sollte in diesem
System die Funktion von TLR9 in humanen B-Zellen genauer dargestellt werden. An-
hand ausgewdhlter immunologischer Parameter wie z. B. der Zytokinsynthese, der Ex-
pression von Oberflaichenmolekiilen sowie der Produktion von Immunglobulinen sollte
die Interaktion von B-Zellen und PDCs im humanen System genauer untersucht und die
immunstimulatorischen Effekte der neuen CpG-Klasse (CpG-C) charakterisiert werden.
Dabei sollte versucht werden ein geeignetes in vitro-Modell zu etablieren und folgende
Fragestellungen zu beantworten: 1. Ist es moglich, eine Stimulation humaner B-Zellen
iiber ihren B-Zell-Rezeptor und mittels CpG-DNA in Gegenwart von PDCs weiter zu
verstirken? 2. Wenn ja, was sind die Mechanismen dieser T-Zell-unabhidngigen Im-
munantwort? 3. Welche Rolle spielt IFN-a und TLR9 in diesem System? 4. Welche B-

Zell-Subpopulation ist fiir diese Effekte verantwortlich?
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2. Material und Methoden

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Geriite

FACSCalibur: Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)

Cytomation MoFlo (High speed sorter) Fa. Cytomation Inc. (Fort Collins, USA)

ELISA Reader: Fa. Dynatech (Guernsey, Channel Islands,
GB)

Zentrifuge Sepatech Omnifuge: Fa. Heraeus (Miinchen)

Zentrifuge 5417R: Fa. Eppendorf (Hamburg)

Begasungsbrutschrank: Fa. Heraeus (Hanau)

Thermocycler Modell T3: Fa. Biometra (Gottingen)

Thermocycler RoboCycler Gradient 40:  Fa. Stratagene (Heidelberg)

Mikroskop: Fa. Zeiss (Jena)

Vortexer: Fa. Janke & Kunkel (Staufen)

pH-Meter: Fa. WTW (Weilheim)

Eismaschine: Fa. Ziegra (Isernhagen)

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

PharM Lyse-Reagenz: Fa. BD PharMingen (Heidelberg)

DMSO: Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

Geneticin g-418 Sulfat: Fa. GibcoBRL (Paisley, Schottland)

EDTA (kristallin): Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

Heparin-Natrium: Fa. Ratiopharm (Ulm)

Brefeldin A: Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

FACSFlow: Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)

FACSSafe: Fa. Becton Dickinson (Heidelberg)

Trypan-Blau: Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)

2.1.3 Reagenziensiitze

Fix N Perm Kit: Fa. An der Grub (Kaumberg, Osterreich)

High Pure RNA Isolation Kit: Fa. Roche (Mannheim)

First-Strand-cDNA Synthesis Kit: Fa. Roche (Mannheim)

IFN-a ELISA: Fa. BMS216MST (Wien, Osterreich)

IL-6 ELISA Kit: Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, USA)

IL-10 ELISA Kit: Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, USA)

TNF-a ELISA Kit: Fa. OptEIA PharMingen (San Diego, USA)

[gM/IgG ELISA KIT: Fa. Bethyl. Lab. Inc. (Montgomery, USA)

BDCA-4 Dendritic Cell Isolation Kit: Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

CD 19 B cell Isolation Kit: Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

B cell Isolation Kit: Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

CD27 Microbeads: Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)
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2.2  Materialien fiir die Zellkultur

RPMI 1640: Fa. PAA laboratories (Linz, Osterreich)
Humanes AB-Serum: Fa. BioWhittaker (Wakersville MD, USA)
Fotales Kalberserum (FCS): Fa. HyClone (Logan, Utah, USA),
Humanes Serum Albumin: Fa. Pharmacia & Upjohn (Erlangen)
Ficoll-Hypaque Separationsmedium: Fa. Biochrom KG (Berlin)

Penicillin: Fa. PAA (Linz, Osterreich)

Streptomycin: Fa. PAA (Linz, Osterreich)

L-Glutamin: Fa. PAA (Linz, Osterreich)

PBS (Phosphate buffered saline): Fa. PAA (Linz, Osterreich)

Plastikmaterialien fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Greiner (Frickenhausen),
Falcon (Heidelberg), Becton Dickinson (Le Pont de Claix, Frankreich), Bibby Sterrilin
(Stone, Staffordshire, England) und Corning (Corning NY, USA) bezogen.

2.2.1 Zytokine und Antikorper

Brefeldin A: Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim)
Natural human Interferon-o.: Fa. Strathman Biotech AG;
Fab’2 anti-human IgM/IgG/IgA : Fa. Jackson ImmunoResearch Laboratories

(West Grove, PA, USA)
2.2.2 Medium und Puffer

RPMI-Medium (incl. HEPES)
10% Fotales Kélberserum (FCS)
100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2 mM Glutamin

MACS-Puffer:

Zur PDC-Isolation:

PBS

0,5% Humanes Serum Albumin
pH=7,2-7,4

Zur B-Zell-Isolation:

PBS

0,5% Humanes Serum Albumin
10% AB-Serum (Bio Whittaker)
2 mM EDTA

pH=7,2-7,4

TE-Puffer :

10 mM Tris Chlorid
1 mM EDTA
pH=8,0
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Wasser:
Es wurde stets deionisiertes Wasser aus der Hausleitung benutzt.

2.2.3 Antikorper

Folgende Antikorper wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

Name Spezifitit Klon Isotyp Fluoreszenz* | Herkunft
Anti-CD20 CD20 2H7 Maus IgG,, | PE BD PharMingen
Anti-CD27 CD27 M-T271 Maus IgG; | PE BD PharMingen
Anti-HLA-DR HLA-DR L243 Maus 1gG,, | PerCP BD PharMingen
Anti-IgD IgD G18-158 | Maus IgG,, | FITC BD PharMingen
Anti-CD19 CD19 HIP19 Maus IgG;, | APC BD PharMingen
Anti-BDCA-2 BDCA-2 ACl44 Maus IgG; |PE Miltenyi Biotec
Anti-CD80 CD80 BBI Maus IgGM | PE BD PharMingen
Anti-CD86 CD86 2331 Maus IgG;, | APC BD PharMingen
Anti-CD38 CD38 HIT2 Maus IgG;, | APC BD PharMingen
Anti-CDl11c CDllc B-ly6 Maus IgG;, | APC BD PharMingen
Anti-CD123 CD123 9F5 Maus IgG; | PE BD PharMingen
Anti-rat IgG,, Ratte I1gG,, RG7/1.30 | Maus BD PharMingen
Streptavidin-APC Streptavidin - - APC BD PharMingen
Anti-Hu-IL-6 IL-6 AS12 Maus IgG; | PE BD PharMingen
Anti-IFN-a IFN-a Poly Hase PBL
Anti-IFN  Typ I|IFN-Rezeptor Poly Maus PBL
Rezeptor
Lineage  cocktaill CD3,CD |MausIgG, |FITC BD PharMingen
(lin1) 14,CD16,

CD19,CD

20,CD56

*nur bei FACS-Antikorper

2.3 CpG-Oligonukleotide

Alle CpG-Oligonukleotide, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, wurden bezogen
von der Fa. Coley Pharmaceutical Group (Wellesley MA, USA) oder von der Metabion
GmBH (Martinsried, BRD). Alle CpG-Oligonukleotide waren Endotoxin-getestet (unter
0,03 EU/ml, LAL-Assay, Fa. BioWhittaker [Wakersville MD, USA]) und wurden, falls
nicht ausdriicklich etwas anderes angemerkt ist, in einer Konzentration von 3 pg/ml
eingesetzt. Verwendet wurden CpG-B-ODN (ODN 2006) und CpG-C-ODN (M352).
Die Stocklosungen wurden in TE-Puffer angesetzt; weitere Verdiinnungen wurden mit
PBS vorgenommen. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die Sequenzen der verwende-

ten CpG-Oligonukleotide:
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Name |Lédnge |Sequenz vom 5’ zum 3” Ende |Riick- | Kommentar
grat
2006 |24-mer |5-TCG TCG TTT TGT CGT | Phospho | Typ B Oligo
TTT GTC GTT-3" rothioat
M352 |20-mer |5'-TCG TCG TCG TTC |Phospho |Typ C Oligo
GAA CGA CGT-GAT3 rothioat
Tabelle 2.1: Ubersicht zu den verwendeten Oligonukleotiden; GroBbuchstabe:

Phosphorothioat-Bindung am 3’ Ende der Base; fett: CpG-Dinukleotide

2.3.1 Primer fiir die Amplifikation der TLR-kodierenden Gene

Alle Primerpaare, die in der real-time-PCR eingesetzt wurden, wurden freundlicherwei-

se von der Fa. Search-LC (Heidelberg, BRD) zur Verfiigung gestellt. Die jeweiligen

Primercharakteristika sind in Tabelle 2.2 detailliert wiedergegeben.

Zielgen Accession Position des | Amplifi- | Genomische | Transkripte/ 2 | Transkripte/
Code Amplikons kationsef- | DNA * 10° PBMCs | 300 HEK 293

fizienz (5 ng/ ml) Zellen

Cyclophilin-B | 60857 05-358 1.95 k. A’ 1,6 * 10° 12,396

TLRI NM 003263 |[1919-2254 1.86 886 415,704 1

TLR2 NM 003264 |1549-1819 1.90 864 323,971 10

TLR3 NM 003265 |1505-1717 1.93 858 16,134 12

TLR4 NM 003266 |439-767 1.91 1130 317,530 0

TLRS U88881 733-982 1.93 695 37,757 22

TLR6 NM 003268 |2378-2650 1.93 1791 117,269 4

TLR7 AF245702 774-1012 1.98 563 23,972 0

TLRS AF245703 2296-2590 1.95 831 60,790 0

TLR9 AF245704 2741-2941 1.95 853 66,799 2

TLRI10 AF296673 1767-2054 1.90 785 53,267 0

Tabelle. 2.2: Ubersicht zu den verwendeten Primern

k. A. keine Angabe.
Die Primerpaare wurden so konzipiert, dass Intron-iiberspannend amplifiziert wurde.
Die entsprechenden Daten wurden in diesen Ansétzen nicht erhoben.
Gen Bank, NCBI.
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2.4  Zellulir — immunologische Methoden

2.4.1 Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C und 95% Luftfeuch-
tigkeit bei einem Anteil von 5% CO, in der Atmosphire vorgenommen. Als Kulturme-
dium wurde immer, wenn nicht explizit etwas anderes angemerkt ist, Vollmedium

verwendet.

2.4.2 Bestimmung von Zahl und Vitalitiit der Zellen

Zur Bestimmung des Anteils der lebenden Zellen wurde der Trypanblau-Ausschlusstest
durchgefiihrt. Hierbei farben sich tote Zellen im Gegensatz zu lebenden blau an. Die
Zellzahl wurde nach geeigneter Verdiinnung der Zellsuspension in einer Neubauer-

Zéhlkammer unter dem Lichtmikroskop ermittelt.

2.4.3 Isolierung von mononukleiiren Zellen aus dem peripheren Blut

Zur Isolation peripherer Blutlymphozyten (PBMC = peripher blood mononuclear cells)
wurden entweder buffy coats oder frisches Spenderblut von gesunden Probanden aus der
Kollegenschaft im Labor verwendet. Buffy coats wurden aus dem Vollblut gesunder
Spender gewonnen und vom Bayerischen Roten Kreuz Miinchen und dem Institut fiir
Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitdt Greifswald zur Verfligung ge-
stellt. Als buffy coat bezeichnet man die Leukozytenmanschette, die man beim Ab-
zentrifugieren von Vollblut erhilt. Diese besteht aus den plasmafreien zelluldren
Bestandteilen des Blutes mit einem reduzierten Gehalt an Erythrozyten. Die Isolation
der PBMCs erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation iiber “Ficoll-Hypaque”-
Losung. Ficoll bzw. Biocoll besitzt aufgrund seiner spezifischen Dichte von 1,077 g/ml
die Eigenschaft, in einer Dichte-Zentrifugation mononukledre Zellen (Lymphozyten und
Monozyten) an der Phasengrenze zwischen Blutserum und Biocoll anzureichern. Wegen
threr hoheren Dichte sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten in bzw. unter der
Biocollschicht. Thrombozyten hingegen finden sich wegen ihrer geringeren Dichte in

der Serumschicht oberhalb des Biocoll.
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Bei Isolation von PBMCs aus buffy coats wurde das Blut mit einer Perfusorspritze steril
dem Plastikbeutel entnommen, im Verhéltnis 1:2 mit PBS (= Phosphate-buffered sali-
ne) verdiinnt und in einem 50 ml Polypropylen-Réhrchen iiber 15 ml Biocoll (= Ficoll)
aufgeschichtet, so dass zwei Phasen entstanden. Bei Verwendung von frischem Spen-
derblut wurde ebenfalls im gleichen Verhiltnis mit PBS verdiinnt, allerdings wurden
zur Separation Leucosep-Rohrchen verwendet, in die ebenfalls zuvor 15 ml Biocoll bei
Raumtemperatur mittels Zentrifugation unter die Separationsmembran eingebracht wor-
den war. Anschliefend wurde in beiden Fillen 30 min lang bei 1000 g ohne Bremse
zentrifugiert, die Zellen in der Interphase vorsichtig - in mdglichst kleinem Volumen,
um wenig Biocoll mit aufzunehmen - mit einer Pipette aspiriert. Danach wurden die
Zellen zweimal in PBS gewaschen (Zentrifugation 10 min bei 400 g und 4°C), bevor sie
in 5 ml Ortholyse-Reagenz aufgenommen wurden, in dem sie 5 min inkubiert wurden.
Nach der erfolgten Ortholyse der verbliebenen Erythrozyten wurde noch einmal gewa-
schen und schlieBlich die Viabilitit der Zellen durch Ausschluss der trypanblau-
gefarbten Zellen bestimmt. Die Viabilitit belief sich in der Regel auf >95%.

2.4.4 Isolation von plasmazytoiden dendritischen Zellen

Plasmazytoide dendritische Zellen wurden wegen ihrer geringen Frequenz im periphe-
ren Blut aus PBMCs mittels magnetischer Zellauftrennung (“Zellsortens”) (MACS =
Magnetic activated cell sorting) isoliert. Hierzu wurde nach dem Protokoll von Miltenyi
Biotech zur Isolation von plasmazytoiden dendritischen Zellen mit dem BDCA-4-Kit

vorgegangen.

BDCA-4 (= Blood dendritic cell antigen) ist ein Oberflichenmolekiil, das vor allem auf
plasmazytoiden dendritischen Zellen exprimiert wird. Die PBMCs wurden zunéchst
durch einen 40 pm Nylonfilter von Zellklumpen befreit und dann entsprechend dem
Protokoll des Herstellers 15 Minuten mit dem magnetisch markierten Anti-BDCA-4-
Antikorper (BDCA-4 Mikropartikel) sowie mit einem Fc-Rezeptor-blockierenden

Agens bei 8-12°C inkubiert. Das Fc-Rezeptor blockierende Agens diente dazu, unspezi-
fische Bindungen des Antikorpers an Fc-Rezeptoren zu verhindern. Nach einem Wasch-
schritt wurde die Zellsuspension in eine in einem Magnetfeld stehende Selektionssdule
(LS-Séule, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, BRD, Bettvolumen: 3ml) appliziert.

Durch die magnetische Markierung wurden die plasmazytoiden dendritischen Zellen in
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der Sdule zuriickgehalten. Die ungebundenen Zellen passierten die Séule. Nach mehr-
maligem Waschen der Sdule mit MACS-Puffer wurde die Selektionssdule aus dem
Magnetfeld herausgenommen. Die positiv selektionierten plasmazytoiden dendritischen
Zellen wurden mit Druck aus der Sédule gespiilt. Um eine hohere Reinheit zu erhalten,
wurde die Zellfraktion nach einem weiteren Waschschritt nochmals {iber eine kleinere
Sdule mit kleinerem Bettvolumen (MS-Sdule, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
BRD, Bettvolumen: 1ml) aufgetrennt. Fiir alle Isolationsschritte wurde ein spezieller
Puffer (MACS-Puffer) verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und in
Kulturmedium aufgenommen. Die Viabilitidt der Zellen wurde durch Ausschluss der
trypanblau-gefarbten Zellen bestimmt und belief sich in der Regel auf >95%. Die durch-
flusszytometrisch untersuchte Reinheit der auf diese Weise erhaltenen plasmazytoiden
dendritischen Zellen lag je nach Spender zwischen 70 und 100%. Alle Experimente
wurden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom (La-

minAir HB 2448, Heraeus, Miinchen, BRD) durchgefiihrt.

2.4.5 Isolation von humanen B-Lymphozyten

Humane B-Lymphozyten wurden ebenfalls aus PBMCs aus buffy coats oder frischem
Spenderblut mit dem CD19 B-Zell-Isolationskit (nach dem MACS-Prinzip) isoliert.
PBMCs wurden zundchst durch einen 40 um Nylonfilter von Zellklumpen befreit und
dann entsprechend dem Protokoll des Herstellers zundchst 15 Minuten mit magnetisch
markierten CD19-Antikorpern bei 8-12°C inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde
die Zellsuspension in eine in einem Magnetfeld stehende Selektionssdule (LS-Séule,
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, BRD, Bettvolumen: 3ml) appliziert und diese
danach mehrmals mit MACS-Puffer gewaschen. Durch die magnetische Markierung
wurden die CD19 positiven B-Zellen in der Sdule zuriickgehalten, anschlieBend aus
dem Magnetfeld herausgenommen und die positiv selektionierten humanen B-
Lymphozyten mit Druck aus der Sdule gespiilt. Die Viabilitit der Zellen wurde durch
Ausschluss der trypanblau-gefarbten Zellen bestimmt und belief sich in der Regel auf
>95%. Die durchflusszytometrisch untersuchte Reinheit der auf diese Weise erhaltenen
B-Lymphozyten war meistens >95%. Der fiir die Aussagekraft der Versuche wichtige
Anteil von plasmazytoiden dendritischen Zellen lag stets bei <1%, d.h. es waren im
FACS keine plasmazytoiden dendritischen Zellen (CD11¢, CD123", lin, BDCA-2")

nachweisbar.



Material und Methoden 40

2.4.6 Isolation von naiven und memory B-Lymphozyten

Naive und memory B-Lymphozyten wurden aus PBMCs in einem Zwei-Schritt-
Verfahren gewonnen. Zunidchst wurden mit dem B-Zell-Isolations-Kit (nach dem
MACS-Prinzip) unberiihrte B-Lymphozyten aus den PBMCs isoliert. Dazu wurden im
ersten Schritt PBMCs 10 Minuten mit einer Mischung aus Hapten-gekoppelten Anti-
korpern (Hapten-Antibody Cocktail) gegen T-Zellen (CD2, CD4), NK-Zellen (CD11b),
Monozyten, Granulozyten, dendritische Zellen, Basophile, Thrombozyten und Erythro-
zyten (CD16, CD36 und anti-IgE Antikdrper) bei 8-12°C inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Zellen mit einem magnetisch markierten Anti-Hapten-
Antikorper (MACS Anti-Hapten Micropartikel) fiir weitere 15 Minuten bei 8-12°C in-
kubiert. Bei der anschlieenden Auftrennung in einer Sédule (LS-Siule, Miltenyi Bio-
tech, Bergisch Gladbach, BRD, Bettvolumen: 3ml) in einem Magnetfeld wurden alle
markierten Zellen zuriickgehalten. Die unmarkierten B-Zellen, die keinen der oben er-
wihnten Antikorper binden, liefen durch die Séule durch und konnten unten aufgefan-

gen werden.

In einem zweiten Schritt wurden diese unberiihrten B-Zellen dann entsprechend dem
Protokoll des Herstellers 15 Minuten mit dem magnetisch markierten Anti-CD27-
Antikorper (CD27 Mikropartikel) sowie mit einem Fc-Rezeptor-blockierenden Agens
bei 8-12°C inkubiert. Das Fc-Rezeptor-blockierende Agens diente dazu, unspezifische
Bindungen des Antikorpers an Fc-Rezeptoren zu verhindern. Es wurde bewiesen, dass
unterschiedliche Expression von CD27 auf humanen B-Zellen ein gutes Mittel ist, diese
in ihre Untergruppen aufzuteilen. So wird CD27 nur auf memory B-Zellen, nicht aber
auf naiven B-Zellen exprimiert. Durch die magnetische Markierung der CD27-
positiven, reifen memory B-Zellen wurden diese in der Sdule im Magnetfeld zurtick-
gehalten. Die unmarkierten CD27-negativen naiven B-Zellen hingegen liefen in der
anschlieenden Auftrennung durch die Séule hindurch und konnten unten aufgefangen
werden. Fiir alle Isolationsschritte wurde ein spezieller Puffer (MACS-Puffer) verwen-
det. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und in Kulturmedium aufgenommen.
Die durchflusszytometrisch ermittelte Reinheit der auf diese Art und Weise erhaltenen,
unmarkierten naiven CD27 B-Zellen und der positiv selektionierten CD27" memory B-

Zellen lag je nach Spender zwischen 70% und 100%.
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Um nun die Interaktion von B-Zellen und PDCs zu untersuchen wurden PBMCs aus
buffy coats isoliert und nach Festellung der Zellviabilitit und der Zellzahl mittels Try-
pan-blau (>95%) in zwei Hélften aufgeteilt: die erste Hélfte der PBMCs wurde benutzt,
um plasmazytoide dendritische Zellen aus PBMCs nach dem MACS-Prinzip zu isolie-
ren. Hierzu wurde nach dem Protokoll von Miltenyi Biotech zur Isolation von plasma-
zytoiden dendritischen Zellen mit dem BDCA-4-Kit vorgegangen. Die zweite Hilfte der
PBMCs wurde dazu verwendet, humane B-Lymphozyten aus PBMCs mit dem CD19 B-
Zell-Isolationskit (nach dem MACS-Prinzip) zu isolieren. Um nun herauszufinden, ob
PDCs die B-Zell-Aktivierung auch in autologer Zellkultur unterstiitzen, wurden humane
B-Zellen in bestimmten Konzentrationen (siche Ergebnisteil) entweder alleine oder in
der Gegenwart von PDCs mit CpG-C (immer 3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (im-
mer 10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert.

Fiir eine Ubersicht des Versuchsansatzes dient Abbildung 2.1.

s, @ @
MRS

Volumen:200pl
S
100.000 Zellen 10.000 Zellen Verhiltnis 1:10
Abbildung 2.1 Zellkultur von B-Zelle und PDC

2.5 Transwell-Experimente

In einigen Experimenten wurde ein Transwell-Kokultursystem verwendet (Fa. Nunc,
Roskilde, Dédnemark), in dem die untere Zellkammer von der oberen durch eine 0,2 um
Anapore-Membran getrennt ist. Durch die 0,2 um-Membran ist ein Austausch 16slicher
Faktoren moglich, nicht jedoch direkter Zell-Zell-Kontakt. Isolierte B-Zellen (500.000
CD19°CD20" B-Zellen) wurden in 500 ul RPMI-Medium aufgenommen und in die un-
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tere Kammer pipettiert und dort mit Anti-Ig (10 pg/ml) und CpG-C (3 pg/ml) stimuliert,
wéhrend isolierte PDCs (50.000 PDC in 500 ul RPMI-Medium) in die obere Kammer

gegeben wurden. Fiir eine Ubersicht dient Abbildung 2.2.

Volumen:1mi N
1
500.000 Zellen 50.000 Zellen Verhéltnis 1:10
Abbildung 2.2 Das Transwell-Experiment

2.6 Quantifizierung der Zytokin- und Immunglobulinsekretion mit

dem ELISA-Test (enzyme-linked immunosorbent assay)

2.6.1 Quantifizierung von Interferon-o

Zur Konzentrationsbestimmung von Interferon-a wurde ein fertiges ELISA-Kit ver-
wendet. Der Detektionsbereich des ELISAs lag bei 8-500 pg/ml. Dieser ELISA detek-
tiert vor allem die IFN-a-Isoformen IFN-a2a und IFN-a2b, nicht jedoch IFN-aB und
IFN-aF. Das Testprinzip besteht darin, dass die im abgenommenen Uberstand der Zell-
kultur gelosten Zytokine an spezifische Antikérper binden, mit denen der Boden der
Vertiefungen der ELISA-Platte beschichtet ist. In einem zweiten Schritt bindet dann ein
zweiter Antikorper, der an Biotin gekoppelt ist, ein anderes Epitop des Zytokins. Zwi-
schen den einzelnen Arbeitsschritten werden die Vertiefungen immer mehrmals mit
einem Waschpuffer gespiilt. Im dritten Schritt wird dann mit Streptavidin-

Meerrettichperoxidase inkubiert, wobei die Streptavidin-Molekiile eine feste Bindung
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mit den Biotin-Molekiilen eingehen. Die Meerrettichperoxidase katalysiert eine quanti-
fizierbare entsprechende Reaktion mit einem anschlieBend zugegebenen Farbstoff, die
der Menge des in der Probe vorhandenen Zytokins proportional ist. Nach Abstoppen der
Reaktion mit Schwefelsdure (2M H,SO4) wurde die Messung der durch den umgesetz-
ten Farbstoff hervorgerufenen Absorption direkt im Anschluss mit dem ELISA-Reader
MRX (Dyntech Laboratories, San Diego, USA) bei der in der Anleitung empfohlenen
Wellenldnge (450nm) vorgenommen. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit

einer in Doppelwerten angefertigten Standardkurve.

2.6.2 Quantifizierung von Interleukin-6, Interleukin-10 und TNF-a

Zur Konzentrationsbestimmung von Interleukin-6 (Detektionsbereich: 5-300 pg/ml),
Interleukin-10  (Detektionsbereich: 8-500 pg/ml), TNF-a (Detektionsbereich: 8-
500 pg/ml) wurden ELISA-Kits zum Selbstbeschichten verwendet. Das Testprinzip ist,
dass die Winde der Vertiefungen von 96-Well-Maxisorbplatten {iber Nacht mit Anti-
korpern gegen das zu messende Zytokin beschichtet werden. Zur Verhinderung von
unspezifischen Bindungen wird die Platte am nédchsten Tag mit einem Blockierungsrea-
genz (fotales Kélberserum) geblockt, bevor dann die Proben und die Standardkurve in
die Vertiefungen pipettiert werden. Im Unterschied zu den fertigen ELISAs wurden bei
den Kits zum Selbstbeschichten die Biotin-konjugierten Antikorper gegen das zu be-
stimmende Zytokin zeitgleich mit dem Streptavidin in die Platte pipettiert. Die Zugabe
des Farbstoffes und die Auswertung am ELISA-Reader erfolgte in der gleichen Art und
Weise wie beim IFN-a-ELISA.

2.6.3 Quantifizierung von IgM und IgG

Das Testprinzip dieses ELISAs (Detektionsbereich: 8-10000 ng/ml) ist, dass die im ab-
genommenen Uberstand der Zellkultur geldsten Immunglobuline an die spezifischen
Antikorper (capture antibody) binden, mit denen der Boden der Vertiefungen der

ELISA-Platte beschichtet ist. In einem zweiten Schritt wird zur Verhinderung von un-
spezifischen Bindungen die Platte mit einem Blockierungsreagenz (50mM Tris, 0,14 M
NaCl, 1% BSA, pH 8,0) geblockt, bevor dann die Proben und die Standardkurve in die
Vertiefungen pipettiert werden. Im dritten Schritt wird mit einem mit Streptavidin-

Meerrettichperoxidase (HRP = Horseradish Peroxidase) markiertem Antikorper inku-
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biert, wobei der Antikorper an ein anderes Epitop des Immunglobulintyps bindet und
die Peroxidase eine quantifizierbare Reaktion einleitet, die der Menge des in der Probe
vorhandenen Immunglobulintyps proportional ist. Nach Abstoppen der Reaktion mit
Schwefelsdure (2M H,SO4) wurde die Messung der durch den umgesetzten Farbstoff
hervorgerufenen Absorption direkt im Anschluss in einem ELISA-Reader bei der in der
Anleitung empfohlenen Wellenldnge (450nm) vorgenommen. Die Auswertung am ELI-

SA-Reader erfolgte in der gleichen Art und Weise wie oben beschrieben.

2.7 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

2.7.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Die FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting) bietet die Moglichkeit, GroBe,
Granularitdt und Oberfldchenantigene von Zellen darzustellen und zu quantifizieren.
Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit an Fluorochromen gebundenen Antikor-
pern gegen das zu messende Oberflachenantigen markiert und in einem Fliissigkeits-
strom einzeln hintereinander durch eine Messkammer gefiihrt. Hier wird der Zellstrom
in der Tragerfliissigkeit auf das Kiivettenzentrum verengt und beschleunigt, so dass die
Zellen einzeln in ausreichendem Abstand voneinander am Messpunkt vorbeiflieen.
Am Messpunkt fithren Zelleigenschaften wie Grofle, Form, Membranoberfliche und
intrazelluldre Granula zu einer Lichtstreuung des einfallenden Laserstrahls, die durch je
einen Photodetektor in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (Vorwiértsstreulicht) und einen
im rechten Winkel dazu liegenden (Seitwirtsstreulicht) registriert und in elektrische
Signale umgewandelt wird. Das Durchflusszytometer ist mit zwei verschiedenen Lasern
ausgestattet, die monochromatisches Licht bestimmter Wellenlédnge emittieren und so-
mit die benutzten Fluorochrome zur Fluoreszenz anregen. Ein luftgekiihlter Argonlaser
emittiert monochromatisches Licht der Wellenlédnge 488 nm und ein Diodenlaser emit-

tiert monochromatisches Licht der Wellenldnge 635 nm.

Die Intensitdt des Vorwirtsstreulichts wird im Wesentlichen durch die ZellgroBe, die
des Seitwirtsstreulichts durch die intrazelluldre Granularitdt bestimmt. Der Laserstrahl
regt weiterhin das Fluorochrom der fiir die Oberflaichenmarkierung verwendeten Anti-
korper zur Emission von Lichtquanten an, die ebenfalls in Linsen gesammelt werden.

Dabei trennen Filter das gesammelte Licht und lenken es, nach den Wellenldngenberei-
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chen aufgetrennt, zu verschiedenen Photodetektoren. So konnen Signale verschiedener
Wellenldnge voneinander getrennt aufgenommen und analysiert werden (Mehrfarben-
analyse). Die gemessene Intensitdt der Fluoreszenz ist dabei proportional zur Zahl der

pro Zelle gebundenen Antikorper gegen das untersuchte Oberflachenantigen.

2.7.2 FACS-Analyse

Fiir FACS-Analysen wurden 5 x 10* bis 1 x 10° Zellen in FACS-Réhrchen abzentrifu-
giert, der Uberstand abgegossen und die Zellen im riicklaufenden Tropfen resuspen-
diert.  AnschlieBend wurden die Zellen 1im Dunkeln bei 4°C mit
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) (Bandpassfilter 530 nm), Phycoerythin (PE) (Band-
passfilter 585 nm), Peridin-Chlorophyll-Protein (PerCP) (Bandpassfilter 670 nm) oder
Allophyocyanin (APC) (Bandpassfilter 660 nm) gekoppelten Antikdrpern fiir 15-30 min
inkubiert. Diese fluoreszierenden Farbstoffe strahlen in der angegebenen Reihenfolge in
die Kanile 1-4, die mit dem verwendeten FACSCalibur analysiert werden konnten. Fiir
jeden Antikérper wurde ein passender IgG-Isotyp im Kontrollansatz verwendet (alle
von PharMingen Becton Dickinson, Heidelberg, BRD).

Bei intrazelluldren Farbungen wurden, wie oben beschrieben, zuerst die Oberflachenan-
tigene angefdarbt. Nach dem Waschen wurden die Zellen allerdings mit dem Fix and
Perm-Kit nach der Anleitung des Herstellers fixiert und permeabilisiert und damit eine
Anfarbung von intrazelluldren Zellbestandteilen ermdglicht. Zunichst wurden die Zel-
len 15 min bei Raumtemperatur mit Paraformaldehyd fixiert und nach einmaligem Wa-
schen mit PBS dann 15 min permeabilisiert. Gleichzeitig mit dem
Permeabilisationreagenz wurden die AntikOrper gegen die intrazelluliren Molekiile
dazu pipettiert. Folgender Antikorper gegen intrazellulire Proteine wurde verwendet:
Anti-IL-6-PE (PharMingen Becton Dickinson, Heidelberg, BRD). Nach Waschen mit
PBS wurden die Zellen danach direkt auf einem Durchflusszytometer Modell FACSCa-

libur mit der CellQuest-Software analysiert.

2.7.3 Die Bestimmung der Reinheit von PDC- und B-Zell-Priparationen

Die Bestimmung der Reinheit der plasmazytoiden dendritischen Zelle erfolgte durch
Detektion mit Fluorochrom-markierten Antikdrpern gegen CD123, Lineage-cocktail-1,
HLA-DR (HLA-DR = Human leukocyte antigen DR; MHC 1I) und BDCA-2. Plasmazy-
toide dendritische Zellen sind als CD123-positive, Lineage-cocktail-1-negative, HLA-

DR positive und BDCA-2-positive Zellen definiert ® und lassen sich somit klar von den
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iibrigen mononukledren Zellen abgrenzen. Die Bestimmung der Reinheit der humanen
B—Zellen erfolgte je nach Experiment durch Detektion mit Fluorochrom-markierten
Antikorpern gegen CD20, IgD, CD27 und CD38. Mittels dieser Marker lieen sich B-

Zellen klar von den iibrigen mononukleiren Zellen abgrenzen '®.

2.7.4 Bestimmung des Plasmazellanteils von humanen B-Zellen

Zum Nachweis, ob humane B-Zellen den Phinotyp einer Plasmazelle angenommen
haben, eignen sich die Oberflichenmarker CD20 und CD38 "', Es wurde beschrie-
ben, dass der beste Zeitpunkt, um Plasmazellen im FACS sichtbar zu machen bei ca.
acht Tagen (d) liegt °’. Daher wurden PDCs und B-Zellen fiir acht Tage inkubiert und
dann durchflusszytometrisch auf die Generierung von Plasmazellen untersucht. Dazu
wurden die Zellen mit den fluoreszierenden FACS-Antikdrpern (anti-CD20 PE und an-
ti-CD38 APC) markiert. Der Anteil der entstandenen Plasmazellen entspricht der Zu-
nahme der CD20~ und CD38" B-Zellen. Um den Anteil der Plasmazellen im FACS
quantitativ zu analysieren, wurde der Anteil an CD38" und CD20 B-Zellen als Plasma-
zellen gewertet. Die Zahl der Plasmazellen wurde im FACS mittels Quadrantenanalyse

gemessen und ist in den Diagrammen als relative Zahl der CD38/CD20" dargestellt.

2.7.5 Zellauftrennung (“Sorten”) von humanen B-Zell-Subpopulationen

Prinzip:

Der Terminus “Sorter” bezieht sich in der Durchflusszytometrie auf die Fahigkeit von
FACS-Geriten bestimmte Subpopulation durch die Anlage eines Gates im FACS-Gerit
zu definieren und diese aus der Zellprobe zu isolieren (zu “sorten”). Dabei besteht das
jeweilige Konzept eines Sorters aus folgenden Bestandteilen:

1. In der hydrodynamischen Fokussierung (d.h. der Verengung des Zellstromes in der
Tragerfliissigkeit auf das Kiivettenzentrum) einer gemischten Zellpopulation in der
FACS-Flissigkeit (fluid sheath).

2. In der Analyse der Zellen auf Granularitdt, GroBBe (Scatter) und Fluoreszenz mit ei-
nem Laserstrahl, der die Zellen nach diesen Kriterien auftrennt.

3. In der jeweiligen Definition einer Region oder eines Gates der zu isolierenden Sub-
populationen. Es gibt zwei Mechanismen Zellen in ihre Untergruppen aufzuteilen: me-

chanisch und elektrostatisch.
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Das mechanische Vorgehen besteht in einer hydrodynamischen Fokussierung der Zel-
len, gefolgt von einer Auftrennung der Zellpopulation mit dem Laserstrahl und der Ab-
lenkung der aufgetrennten Zellen durch einen akustischen Impuls in das jeweilige

Auffanggefil} (catcher tube).

Das elektrostatische Vorgehen, welches in dieser Arbeit benutzt wurde, besteht in einer
hydrodynamischen Fokussierung der Zellen und in der Generierung eines in Tropfchen
abbrechenden Zellflusses (stream). Dieser wird durch eine stetige Vibration der fokus-
sierten Zellen in einer Glaskapillare, der so genannten nozzle, erreicht. Als néchster
Schritt erfolgt die Laserauftrennung und Signalverarbeitung der Fluoreszenzen, wo-
durch die “Sortentscheidung” getroffen wird (z.B. weil} rechts sorten, blau links sorten,
griin oder schwarz nicht sorten). Die Zellen werden dann je nach der “Sortentschei-
dung” elektrisch aufgeladen und anhand eines angelegten elektrostatischen Feldes (+/-
3000Volt) deflektiert. Entsprechend ihrer Spannung kénnen die Subpopulationen dann
abgelenkt und schlieBlich in Réhrchen, Platten, Slides und Multiwell-Platten aufgefan-
gen und direkt in Kultur gegeben werden. In der Regel entsprach die Gesamtzellzahl der
gesorteten B-Zellen 80% der urspriinglich eingesetzten Menge mit der Tendenz, dass

diese fiir sehr kleine Subpopulationen stark abnahm.

Um nun reine B-Zell-Subpopulationen zu erhalten, wurden CD19'B-Zellen (n=3) aus
dem peripheren Blut isoliert und nach der Isolation mit Anti-CD27 PE und Anti-IgD
FITC fluoreszenzmarkiert. Die durchflusszytometrisch ermittelte Reinheit der isolierten
B-Zellen lag bei >95%. Die mit Anti-CD27 PE und Anti-IgD FITC fluoreszenzmarkier-
ten B-Zellen wurden dann mit dem MoFlo Hochgeschwindigkeits-Zellsorter in ihre Un-
tergruppen (CD27°, IgD" naive B-Zellen, und CD27", IgD" memory B-Zellen)
aufgetrennt, wieder aufgefangen und fiir 12h ohne die Zugabe eines Stimulus in RPMI-
Medium ( 10% FCS) in 200 ul 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert (jeweils mindes-
tens 300.000 Zellen pro Subpopulation). Als schematische Ubersicht dient Abbildung
2.3.
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Il. Anfarben der B-
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B-Zellen B-Zellen

Abbildung 2.3 Das Prinzip des Zellsortens

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Isolation von RNA aus humanen B-Zellen

Zur Isolation von RNA aus humanen B-Zellen wurde der High Pure RNA Isolation Kit
(von Roche) verwendet. Dazu wurden zunichst ca. 10° der aufgereinigten Zellen, die
nach oben beschriebenen Prinzipien aus PBMCs gewonnen worden waren, in 200 ul
PBS resuspendiert. Nach Zugabe eines speziellen Lyse-/Bindepuffers (400 ul), der in-
nerhalb weniger Sekunden die Zellen lysiert und gleichzeitig die RNAsen inaktiviert,
wurde die Probe in einem zweiteiligen Auffanggefal zentrifugiert (15s bet 10000 rpm =
8000g). Die RNA adsorbierte dabei an das Glasfaservlies des Filters im oberen Reser-
voir, wiahrend die anderen Zellbestandteile in das untere Reservoir liefen und anschlie-
Bend verworfen wurden. Da am Glasfaservlies alle Nukleinsduren spezifisch binden,
muflte die Probe danach mittels einer enzymatischen Verdauungsreaktion von kontami-
nierender DNA befreit werden, was durch Inkubation mit DNAse [ (10 ul) fiir 15 min
bei 15-25°C geschah. Nach darauf folgenden drei Waschschritten mit den mitgelieferten
Waschpuffern und anschlieBender Zentrifugation konnte die RNA frei von Begleitsub-
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stanzen wie z.B. Salzen, Proteinen und anderen zelluldren Verunreinigungen mit einem

Elutionspuffer (50-100 ul) aus dem Filter gewaschen werden.

2.8.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Zur Amplifikation liber PCR mufite die RNA revers transkribiert und in einen cDNA-
Einzelstrang umgeschrieben werden. Dazu wurde der /st Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-PCR (AMYV) verwendet. Die RNA wurde zusammen mit dem Master Mix (enthélt
Reaktionspuffer, MgCl, (25 mM), einen Deoxynukleotid-Mix, Oligo-p(dT);s Primer,
RNAse Inhibitor und AMV Reverse Transkriptase) und wird kurz vor der Reaktion zu-
sammenpipettiert wurde, fiir 10 Minuten bei 25°C und anschlie8end fiir 60 Minuten bei
42°C inkubiert. In der ersten Inkubation binden dabei die Primer an die RNA-Matrize
und werden anschlieend revers transkribiert, was zur cDNA-Synthese in der zweiten
Inkubation fithrt. Danach wurde die AMV Reverse Transkriptase durch fiinfminiitiges
Erhitzen des Reaktionsgemischs auf 95°C und anschlieendes Abkiihlen auf 4°C fiir
ebenfalls fiinf Minuten denaturiert, um eine Kontamination der cDNA, die zu Beein-

trachtigungen bei folgenden Untersuchungen fiihren konnte, zu vermeiden.

2.8.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Allgemeines
Funktionsprinzip

Das Verfahren der PCR ermdglicht es, ein spezifisches DNA-Stiick aus einem komple-
xen Nukleinsduregemisch (genomische DNA, Plasmid-DNA, cDNA) zu amplifizieren.
Diese spezifische, zu amplifizierende DNA-Matrize wird hierbei auch als femplate be-
zeichnet. Die Reaktion erfolgt mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase und
einem sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primerpaar, das den Enden des templates
homolog ist. Die Reaktion durchlduft drei Schritte: 1. Denaturierung und bei dop-
pelstrangiger DNA Aufschmelzen der beiden Strdnge der Matrizen-DNA (Denaturie-
rung), 2. spezifische Hybridisierung der Primer an die homologe Zielsequenz auf der
DNA (Anlagerung) und 3. von den Primern ausgehende DNA-Synthese (Elongation).
Das so synthetisierte DNA-Fragment kann in der darauffolgenden Amplifikationsrunde
als Matrize fiir den anderen Primer dienen. Dadurch ist in mehreren aufeinander folgen-
den Zyklen eine exponentielle Anreicherung einer beliebigen DNA-Sequenz, die zwi-

schen den beiden Primern liegt, mdglich. Fiir die PCR Reaktion wurde das LightCycler
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— FastStart DNA Master SYBR Green I Kit (von Roche Diagnostics) nach folgendem

Ansatz verwendet:

Reagenz Menge Endkonzentration
cDNA 10 pl

dATP A 200 uM
dGTP 200 uM
dCTP 200 uM
dUTP 200 uM
Polymerase > 2l 2 U/ml
PCR-Puffer

MgCl, 2 mM
SYBR Green I )

Primer Sense 1 ul 0,5 uM
Primer Antisense 1 ul 0,5 uM
H,0 6 ul

2.8.4 Hot-start-Verfahren

Zu Beginn der PCR kommt es wegen den anfianglich noch niedrigen Temperaturen zu
unerwiinschten Effekten wie Fehlhybridisierung der Primer oder Primerdimerbildung,
die im weiteren Verlauf zu einer schlechten Ausbeute oder zu unspezifischen Produkten
fiihren. Mit dem hot—start—Verfahren kann man diesem Problem begegnen, indem man
die DNA-Polymerase erst hinzufiigt, wenn die richtige Arbeitstemperatur erreicht wird.
Eine alternative Methode ist es, die Polymerase durch hitzelabile Co-faktoren so zu be-
hindern, dass sie erst bei deren Denaturierung aktiv wird.

Ein solches Verfahren wurde in dieser Arbeit mit dem Einsatz der FastStart Tag DNA
Polymerase (von Roche Diagnostics) angewendet. So wurde eine zweiminiitige Denatu-
rierungsphase von 95°C jeder PCR vorgeschaltet, um eine optimale Aktivierung der

Polymerase zu erzielen.

2.8.5 Touch-down-Verfahren

Eine weitere Modifikation der PCR, die eine Fehlhybridisierung der Primer am Anfang
der PCR verhindern kann, ist das so genannte fouch-down—Verfahren. Da sich Fehl-
hybridisierungen, die zu einem frithen Zyklus stattfinden, besonders stark bei dem quan-

titativen Ergebnis einer PCR auswirken, ist es von Vorteil, besonders in der frithen
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Phase der PCR fiir eine hohe Spezifitit zu sorgen. Dies ldsst sich unter anderem dadurch
erreichen, dass man eine hohere Primer-Anlagerungstemperatur in der ersten Hélfte der
PCR wihlt und diese dann schrittweise der optimalen Anlagerungstemperatur der Pri-
mer iiber mehrere Zyklen angleicht. Somit kommt es zwar zu Beginn der Reaktion zu
einer geringeren Amplifikation des templates, doch wird die Spezifitdt der PCR hier-
durch deutlich verbessert. In dieser Arbeit wurde die Anlagerungstemperatur zu Anfang
10°C hoher als vorgesehen gewidhlt und dann kontinuierlich in 0,5°C Schritten in 20
Zyklen auf das eigentliche Primer-Optimum gesenkt. Die Primer, die in dieser Arbeit
benutzt wurden, wurden so konzipiert, dass sie alle in dem gleichen Zyklus-Protokoll

eingesetzt werden konnten:

Zyklus | Denaturierung Anlagerung Elongation
Aktivierung der |0 95°C 120's - - - -
Polymerase
Touch-down- 1-20 |95°C ls 68°C* |10s 72°C 16 s
PCR 21-40 [95°C Is 58°C 10s 72°C 16s
Zyklus 1-20: -0,5°C

pro Zyk-

lus

2.8.6 Real-time-PCR

Die PCR wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um eine quantitative Aussage liber die
mRNA-Expression bestimmter Proteine treffen zu konnen. Eine Quantifizierung mittels
konventioneller PCR ist jedoch nur moglich, solange sich die PCR-Reaktion im linearen
Bereich der Amplifikationseffizienz befindet, d.h. es findet pro Zyklus eine Verdoppe-
lung des entsprechenden templates statt. In der Plateauphase der PCR-Reaktion ldsst
sich jedoch oft ein urspriinglicher Mengenunterschied der entsprechenden DNA-Matrize
nicht mehr feststellen. Die Plateauphase wird bei jeder PCR-Reaktion unterschiedlich
schnell erreicht und kann deshalb nur sehr schwer tiberpriift werden. Hierzu miisste man
nach jedem PCR-Zyklus ein Aliquot aus der Reaktion entfernen und zur Quantifizie-
rung auf ein Gel auftragen, ohne die Bedingungen der PCR-Reaktion zu beeinflussen.
Diese Uberpriifung entfillt jedoch, wenn die gebildete DNA-Menge wihrend der PCR
im Reaktionsansatz gemessen werden kann. Dies ist mit Hilfe der real-time-PCR mog-

lich.
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Der Begriff real-time-PCR bezieht sich auf ein kontinuierliches Monitoring des PCR-
Produktes wéhrend der Reaktion. Dies geschieht {liber die Messung eines Fluoreszenz-
signals, das wihrend der PCR proportional zur Menge des entstehenden Amplifikats
ansteigt. Die Erzeugung des Fluoreszenzsignals ist im SYBR-Green-Format, welches
hier verwendet wurde, moglich. Das SYBR-Green I-Dye bindet unspezifisch an dop-
pelstrangige DNA. Durch diese Bindung steigt seine Fluoreszenz um ein Vielfaches an.
Man misst also je nach Menge der doppelstrangigen DNA in der Glaskapillare ein un-
terschiedliches Signal (bei 530 nm Wellenldnge). Wihrend der Denaturierungs- bzw.
der Anlagerungsphase liegt kaum doppelstrangige DNA vor; man misst also nur sehr
schwache Fluoreszenz. Am Ende der Elongationsphase liegt die meiste DNA in Dop-
pelstringen vor und die maximale Menge SYBR-Green ist gebunden. Dies entspricht
dem maximalen Fluoreszenzsignal. Durch Messung der Fluoreszenz jeweils am Ende
jeder Elongationsphase ist so die steigende Menge DNA von Zyklus zu Zyklus detek-
tierbar. Mit geeigneten Referenzproben, deren Kopienzahl bekannt ist, ldsst sich
schlieBlich auf die urspriingliche Kopienzahl in der zu untersuchenden Probe riick-
schlieBen. Um letztlich eine quantitative Aussage liber die mRNA-Expression eines
bestimmten Gens zu erhalten, wird die gemessene Kopienzahl auf die Transkriptzahl
eines so genannte Referenzgens bezogen, welche in jeder Probe zusitzlich bestimmt
wird. Das Referenzgen wird hierbei so gewéhlt, dass dessen Expression nicht durch den

Versuchsansatz beeinflusst wird.

Da manche der TLR-Primer auch genomische DNA detektieren, wurde zusitzlich eine
Qualitdtskontrolle durchgefiihrt, um die Amplifikationseffizienz der Primerpaare zu
vergleichen. Hierzu wurden jeweils 5 ng genomische DNA (entspricht ca. 1500 geno-
mischen Kopien) als femplate eingesetzt und die Kopienzahl nach Amplifikation be-
stimmt. Die hierbei detektierte Kopienzahl lag mit 561 bis 1791 Transkripten nah an der
zu erwartenden Zahl von 1500 Kopien. Zieht man in Betracht, dass es durch einen PCR-
Zyklus zu einer ca. 16 * 10° fachen Vervielfiltigung eines templates kommt, so de-
monstrieren diese Werte die Genauigkeit der durchgefiihrten PCR. Ferner wurde, um
eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieen, von zufillig ausgewéhlten
Proben eine “minus RT-Probe” angefertigt. Bei diesen Proben wurde der Umschrieb der
mRNA in ¢cDNA unterlassen und anschlieBend wurden sie als template in einer
PCR-Reaktion eingesetzt. In keiner dieser Proben kam es zu einer Amplifikation des

mutmaBlichen Zielgens, so dass eine Verunreinigung mit genomischer DNA ausge-
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schlossen werden konnte. Die Charakteristika der verwendeten Primer ist unter Absatz
2.3.1 angegeben. Jede Probe wurde in zwei unabhingigen Ansédtzen gemessen und der
entsprechende Mittelwert gebildet. Die Kopienzahlen der detektierten Zielgene wurden
schlieBlich auf das Referenzgen Cyclophilin-B normalisiert und als Kopienzahlen pro

1000 Kopien Cyclophilin-B angegeben.

2.9 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel und SEM (standard error of mean =

Standardfehler des Mittels) angegeben. Falls in einem Versuchsansatz lediglich zwei
unabhingige Experimente durchgefiihrt wurden, sind die Ergebnisse als Mittelwert =
Reichweite dargestellt. Dies ist jedoch explizit in der Beschreibung der Abbildung er-
wiéhnt. Bei einigen Experimenten wurde zum Vergleich der Mittelwerte ein zweiseitiger
Student-t-Test fiir gepaarte Stichproben durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde bei
p<0,05 bzw. p<0,01 angenommen und ist durch Markierung mit einem * bzw ** ange-

zeigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Interaktion von plasmazytoider dendritischer Zelle und B-

Zelle

3.1.1 PDCs verstirken die Wirkung von CpG-Oligonukleotiden auf B-Zellen
innerhalb von PBMCs

Erst kiirzlich konnte eine neue Gruppe von CpG-Motiv-enthaltenen Sequenzen identifi-
ziert werden, welche sowohl eine direkte Aktivierung von humanen B-Zellen als auch
eine potente Sekretion von IFN-a durch Aktivierung der PDC erméglicht '*°. Es stellte
sich daher die Frage, ob CpG-C-stimulierte PDCs in der Lage sind, humane B-Zellen
innerhalb von PBMCs zu aktivieren. Um dies zu untersuchen, wurden PBMCs, wie im
Abschnitt Material und Methoden beschrieben, isoliert und in einem zweiten Schritt die
PDCs von den PBMCs mit dem BDCA-4 Kit depletiert. In der Abbildung 3.1 ist ein
FACS-Bild zusehen, in dem PDCs innerhalb von PBMC (50.0000 Zellen pro FACS-
Rohrchen) mit fluoreszierenden FACS-Antikorpern gegen die Oberflichenantigene
BDCA-2 (Anti-BDCA-2 PE) und MHC-II (HLA-DR PeRCP) angefirbt wurden.
BDCA-2 ist ein spezifischer Marker der PDC ®° und konnte daher bedenkenlos zur Cha-
rakterisierung und Quantifizierung von PDCs eingesetzt werden. Vor Depletion der
PDCs mittels BDCA-4-Kit ist ein Prozentsatz von 0,76% PDCs auszumachen, wihrend

nach Depletion dieser Prozentsatz auf 0,14% sinkt.

PBMC PBMC-PDC

a g 0,76% & g 0,14%
= @y
T T i
[~ e Q. o
& R2 & | R2
=T < -
2 S
pu I

0 1 00 107 0 A

BDCA-2 FITC BDCA-2 FITC

Abbildung 3.1 PDC-Depletion

PBMCs wurden aus buffy coats isoliert und in zwei Teile aufgesplittet

Linkes Bild: Vor Depletion der PDCs erkennt man einen Prozentsatz von 0,76% PDCs.
Rechtes Bild: Nach Depletion mittels BDCA-4-kit sinkt der Prozentsatz auf 0,14%.
Ein représentativer Spender von n=3 ist gezeigt.
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Dartiber hinaus hatten vorherige Studien beim Menschen und der Maus belegt, dass eine
simultane Stimulation von humanen B-Zellen mit CpG und eine gleichzeitige Stimula-
tion iiber den B-Zell-Rezeptor (BCR) mittels Anti-Ig zu einer verstdarkten Aktivierung
von B-Zellen fiihrt '** ' 17*_ Synthetisches Anti-Ig besteht aus einem Fab-Fragment,
welches zu einer Quervernetzung des B-Zell-Rezeptors auf humanen B-Zellen fiihrt und
somit einen Kontakt mit Antigen simuliert. Demzufolge wurden PBMCs und PBMCs,
welche von PDCs depletiert wurden, in einer Konzentration von 1 x 10° PBMC/ml in
einer 24-well-Platte (Bettvolumen: 0,5-1,0 ml) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne
Anti-Ig (10 ug/ml) in RPMI-Medium (mit 10% Foétalem Kélberserum) inkubiert. Nach
72 h wurden die PBMCs geerntet und das kostimulatorische Molekiil CD86 auf CD19"
humanen B-Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert und als Mediane Fluores-

zenz Intensitit (MFI) quantifiziert.

In Abbildung 3.1.1 kann man tatsdchlich einen moderaten Synergismus zwischen Anti-
Ig und CpG-C innerhalb von PBMC:s feststellen. Dies fiihrte in PBMCs zu einer hohe-
ren Expression von CD86 als durch die Stimulation mit CpG-C alleine. Viel wichtiger
war jedoch die Beobachtung, dass die Depletion von PDCs die B-Zell-Aktivierung sig-
nifikant verringerte. In Abbildung 3.1.1A ist ein reprédsentativer Spender von n=4 ge-

zeigt. Den Mittelwert der drei Spender verdeutlicht Abbildung 3.1.1B.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die IL-6-Produktion in PBMC-Uberstinden beo-
bachtet (nicht gezeigt). In diesem Falle konnte jedoch auf Grund der Vielzahl moéglicher
IL-6-Produzenten nicht exakt auf den Ursprung dieses Zytokins geschlossen werden.
Daher wurden B-Zellen innerhalb von PBMCs intrazelluldr auf IL-6-Produktion unter-
sucht. 400.000 PBMCs wurden dazu fiir 4 h mit CpG-C und dann fiir 3 h mit Brefeldin
A inkubiert. Danach wurden die PBMCs gewaschen und anhand des Protokolls des Fix
and Perm Kits mit Anti-CD19 APC und Anti-IL-6 PE geférbt.

Abbildung 3.1.1C zeigt, dass die Depletion von PDCs zu einer Verringerung der I1L-6-

Produktion in humanen B-Zellen fiihrt.



Ergebnisse 56

A PBMC PBMC PBMC -PDC
Anti-lg + CpG-C

Medium = Anti-lg + CpG-C

101

CD86

cD19
B 2000- C 2 Il Perc
PBMC- PDC
T =
= H
° 1000 Z" 10
a =
(=)
500 5
0- 0
Medium CpG-C Anti-lg  Anti-lg+CpG-C Medium CpG-C

Abbildung 3.1.1 PDCs konnen B-Zellen innerhalb von PBMCs aktivieren

PBMCs (1 x 10° Zellen; schwarze Balken) oder PBMCs, die von PDCs depletiert wurden
(1 x 10° Zellen; gestreifte Balken), wurden fiir 72 h mit CpG-C (3 ug/ml) und mit/ohne Anti-Ig
(10 ug/ml) bei 37°C inkubiert. Nach 72 h wurden die PBMCs geerntet und das kostimula-
torische Oberflichenmolekiil CD86 auf CD19" humanen B-Zellen mittels Durchflusszytometrie
analysiert und als Mediane Fluoreszenz Intensitdt (MFI) quantifiziert. Fiir die intrazelluldre IL-
6-Messung wurden 400.000 PBMC:s fiir 4 h mit CpG-C und dann fiir 3 h mit Brefeldin A inku-
biert. Spiter wurde die IL-6-Produktion der CD19" B-Zellen ausgewertet.

A: Herunterregulation von CD86 bei Depletierung von PDCs. Ein reprisentativer Spender von
n=4 ist gezeigt.

B: CD86 auf PBMCs (schwarze Balken) und PBMCs ohne PDCs (gestreifte Balken). Die
Mittelwerte und SEM von n=4 unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.

C: Intrazellulire IL-6-Produktion von CD19" B-Zellen (ein Spender).

3.1.2 PDCs fordern die CpG-ODN-induzierte CD86-Expression auf humanen
B-Zellen

Die Beobachtung, dass PDCs innerhalb von PBMCs einen immunstimulatorischen Ef-
fekt auf B-Zellen haben, fiihrte zu der Uberlegung, ob PDCs das immunologische Ver-
halten der B-Zelle auch in reiner autologer Zellkultur beeinflussen. Um dies zu
untersuchen wurden PBMCs aus buffy coats isoliert und nach Festellen der Zellviabilitit
und der Zellzahl mittels Trypan-Blau in zwei Halften aufgeteilt: Die erste Halfte der
PBMCs wurde benutzt, um plasmazytoide dendritische Zellen aus PBMCs nach dem
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MACS-Prinzip zu isolieren. Hierzu wurde nach dem Protokoll von Miltenyi Biotech zur
Isolation von plasmazytoiden dendritischen Zellen mit dem BDCA-4-Kit vorgegangen.
Die zweite Hilfte der PBMCs wurde dazu verwendet, humane B-Zellen aus PBMCs mit
dem CD19 B-Zell Isolationskit (ebenfalls nach dem MACS-Prinzip) zu isolieren. Die
Reinheit von B-Zellen und PDCs wurde durchflusszytometrisch bestimmt und war stets,

wie in Abbildung 3.1.2A gezeigt, iiber 95%.

Um nun herauszufinden, ob CpG-C stimulierte PDCs die B-Zell-Aktivierung auch in
autologer Zellkultur unterstiitzen, wurden humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) entweder
alleine oder in Gegenwart von PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder
ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C
inkubiert. Nach 72 h wurden die B-Zellen mittels Durchflusszytometrie auf die Expres-
sion von CD&6 tliberpriift und wieder mittels MFI quantifiziert. Wir fanden heraus, dass
im Vergleich mit reinen CpG-C-stimulierten B-Zellen die Zugabe von PDCs zu einer
verstarkten Expression von CD86 auf humanen B-Zellen fiihrt. Insbesondere wurde
dieser Effekt beobachtet, wenn B-Zellen noch zusitzlich iiber thren B-Zell-Rezeptor

mittels Anti-Ig stimuliert wurden (Abbildung 3.1.2B).
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Abbildung 3.1.2 PDCs fordern die CD86-Expression auf humanen B-Zellen

Humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden entweder alleine oder in der Gegenwart von PDCs
(1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen
von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Nach 72 h wurden die B-Zellen mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression von CD86 analysiert und mittels MFI quantifiziert.
Die Mittelwerte und SEM von n=5 unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.

A: Reinheit von B-Zellen (CD20) und PDCs (BDCA-2).

B: CD86-Expression auf B-Zellen: ein reprasentativer Spender von n=5 ist gezeigt.

C: CD86 auf B-Zellen (weille Balken) und B-Zellen koinkubiert mit PDCs (schwarze Balken).

3.1.3 Die Anwesenheit von CpG-stimulierten PDCs fithrt zu einer erhohten
Zytokinproduktion von humanen B-Zellen

Die Depletion der PDCs und die autologe Zellkultur humaner B-Zellen mit PDCs hatten
gezeigt, dass PDCs die CpG-induzierte Immunstimulation humaner B-Zellen weiter
fordern konnen. Diese Ergebnisse fithrten zu der Annahme, dass die verstdrkte Expres-
sion kostimulatorischer Oberflichenmolekiile humaner B-Zellen auch mit einer erhoh-
ten Induktion von Zytokinen einhergehen konnte. Es interessierten vor allem Zytokine,
die nach Beschreibungen in der Literatur die Plasmazelldifferenzierung von humanen

B-Zellen fordern (IL-6 und IL-10 ') sowie der Entziindungsmediator TNF-a.
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Um nun zu untersuchen, ob die Zytokinproduktion humaner B-Zellen durch PDCs ge-
steigert werden kann, wurden humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) entweder alleine oder
in der Gegenwart von PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne
Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C in-
kubiert. Nach 72 h wurde der Uberstand abgenommen und nach dem Protokoll der ver-
schiedenen ELISA (IL-6 ELISA; IL-10 ELISA; TNF-a ELISA) auf die gesuchten

Zytokine untersucht.

Erstaunlicherweise konnte die CpG-induzierte IL-6-Produktion von B-Zellen vor allem
gesteigert werden, wenn B-Zellen zusammen mit PDCs inkubiert worden waren

(Abbildung 3.1.3A). B-Zellen, die nur mit CpG-C alleine inkubiert worden waren,
zeigten eine weitaus geringere Produktion von IL-6. Zusitzlich zu der vermehrten Pro-
duktion von IL-6 in Gegenwart von CpG-stimulierten PDCs konnte man auch hier einen
starken Synergismus zwischen Anti-Ig und CpG-C feststellen. Der Synergismus von
Anti-Ig und CpG-C fiihrte ebenso zu einer erheblichen Steigerung von TNF-o und IL-
10 (Abbildung 3.1.3B und Abbildung 3.1.3C). Diese Steigerung konnte noch signifi-

kant erhoht werden, wenn PDCs in der Zellkultur vorhanden waren.

Als nichstes musste jedoch ausgeschlossen werden, dass die erhohte Zytokinproduktion
von B-Zellen nicht nur auf eine Uberlagerung der Zytokinsekretion von B-Zellen und
PDCs zuriickzufithren war. Dazu wurden reine PDCs desselben Spenders (1 x 10" Zel-
len) mit CpG-C und Anti-Ig stimuliert und auch hier der Uberstand auf die Zytokine
(IL-6; IL-10; TNF-a) analysiert.

Wie man den Abbildungen 3.1.3D-F entnehmen kann, produzieren PDCs zu wenig
Zytokine, als dass der fordernde Effekt in reiner Zellkultur nur durch eine Zytokiniiber-
lagerung zustande kommen konnte. Diese Ergebnisse fithrten zu dem Schluss, dass die
CpG-induzierte Zytokinproduktion humaner B-Zellen vor allem {iber eine gleichzeitige
Stimulation des B-Zell-Rezeptors und durch die Anwesenheit der PDC gesteigert wer-
den kann. Da in letzter Zeit insbesondere IFN-o. immunmodulatorische Funktionen be-

1
"7 und dessen

ziiglich B-Zell-Aktivierung nachgewiesen worden sind '> ** 7
Hauptproduzent im humanen System nach Virusinfektionen oder Stimulation mit CpG
die PDC darstellt ¥ 7> 7, interessierte vor allem die Menge des in den Zellkulturen

produzierten IFN-o.. Dieses wurde in den Uberstinden der Zellkulturen mittels eines
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duzierten IFN-a. Dieses wurde in den Uberstdnden der Zellkulturen mittels eines IFN-a

ELISA gemessen.

Wie aus Abbildung 3.1.3G ersichtlich, produzieren CpG-stimulierte PDCs reichliche
Mengen an [FN-a.. Diese Ergebnisse fithrten zu der Hypothese, dass von der PDC pro-
duzierte 16sliche Faktoren oder direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen B-Zellen und PDCs
die vermehrte Sekretion von IL-6, TNF-o. und IL-10 humaner B-Zellen bewirken.
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Abbildung 3.1.3 PDCs fordern die Zytokinsynthese humaner B-Zellen

Humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden entweder alleine oder bei Vorhandensein von PDCs
(1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen
von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Nach 72 h wurde der Uberstand abge-
nommen und nach dem Protokoll der verschiedenen ELISA (IFN-a ELISA; IL-6 ELISA; IL-10
ELISA; TNF-a ELISA) auf die gesuchten Zytokine untersucht. Die Mittelwerte und SEM von
n=4 (IL-6, TNF-a) oder von n=2 (IL-10) unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.

A: IL-6-Produktion in B-Zellen (weile Balken) und B-Zellen koinkubiert mit PDCs (schwarze
Balken).

B: TNF-a Produktion in B-Zellen (weile Balken) und B-Zellen koinkubiert mit PDCs (schwar-
ze Balken).

C: IL-10-Produktion in B-Zellen (weille Balken) und B-Zellen koinkubiert mit PDCs (schwarze
Balken).

D-F: PDCs (1 x 10* Zellen) wurden mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 pg/ml)
in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Die Abbildungen zei-
gen die Zytokinproduktion von IL-6, IL-10 und TNF-a allein durch die PDCs an.
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Abbildung 3.1.3G  IFN-a-Produktion in PDCs

PDCs (1 x 10* Zellen; schwarze Balken) wurden mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder
ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inku-
biert. Die Mittelwerte und SEM von n=3 unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.

3.1.4 Die Anwesenheit von CpG-stimulierten PDCs fiihrt auch zu einer erhohten
Zytokinproduktion der naiven und memory B-Zellen

Die vorangegangenen Beobachtungen fithrten zu der Fragestellung, ob sich naive oder
memory B-Zellen nach Stimulation mit CpG-C und gleichzeitiger Aktivierung des B-
Zell-Rezeptors gleich verhalten und ob PDCs eine der beiden B-Zell-Populationen be-
sonders fordern konnen. Dazu mussten B-Zellen in ihre Untergruppen, d.h. naive und
memory B-Zellen, aufgetrennt werden. Es wurde bewiesen, dass unterschiedliche Ex-
pression von CD27 auf humanen B-Zellen ein gutes Mittel ist, diese in ihre Untergrup-
pen aufzuteilen. So wird CD27 nur auf memory B-Zellen, nicht aber auf naiven B-

Zellen exprimiert '®.

Anhand dieses Prinzips wurden in einem ersten Schritt “unberiihrte” B-Lymphozyten

mit dem B-Zell-Isolations-Kit (nach dem MACS-Prinzip) aus PBMCs (jeweils n=3)
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isoliert. In einem zweiten Schritt konnten diese “unberiihrten B-Zellen” dann entspre-

chend dem Protokoll des Herstellers (siehe Material und Methoden) in naive und

memory B-Zellen aufgetrennt werden. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und
in Kulturmedium aufgenommen. Die durchflusszytometrisch ermittelte Reinheit der auf
diese Weise erhaltenen naiven CD27 B-Zellen und der positiv selektionierten CD27"

memory B-Zellen lag je nach Spender zwischen 70% und 100%.

Um nun die Zytokinproduktion humaner B-Zellen in Gegenwart von CpG-C stimulier-
ten PDCs zu untersuchen, wurden naive und memory B-Zellen (1 x 10° Zellen) entwe-
der alleine oder in Co-Kultur mit PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit
oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei
37°C inkubiert. Nach 72 h wurde der Uberstand abgenommen und nach dem Protokoll

der verschiedenen ELISA auf die gesuchten Zytokine untersucht.

Wie man in Abbildung 3.1.4A sieht, ist die CpG-C induzierte IL-6-Produktion vor
allem in naiven B-Zellen gesteigert, die zusammen mit PDCs inkubiert worden waren
und zusitzlich iiber ihren B-Zell-Rezeptor stimuliert wurden (Abbildung 3.1.4A).
Naive B-Zellen, die nur mit CpG-C und Anti-Ig alleine inkubiert worden waren, zeigten
eine weitaus geringere Produktion von IL-6. Bei memory B-Zellen war die CpG-
induzierte IL-6-Produktion ebenfalls gesteigert, wenn sie iiber thren B-Zell-Rezeptor
stimuliert und PDCs in der Zellkultur vorhanden waren. Die IL-6-Anstiege waren in
naiven B-Zellen jedoch quantitativ hoher, so dass man sagen kann, dass naive B-Zellen
den groBeren Anteil der IL-6-Produktion iibernehmen. Ahnliche Ergebnisse erhielt man
sowohl fiir die TNF-a- als auch fiir die IL-10-Produktion (Abbildung 3.1.4B und C).
Auch hier flihrte der Synergismus von Anti-Ig und CpG-C vor allem bei naiven B-
Zellen zu einer erheblichen Steigerung von TNF-a und IL-10, wihrend die Stimulation

der memory B-Zellen zu einer geringeren TNF-o und IL-10-Sekretion fiihrte.
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Abbildung 3.1.4 PDCs fordern die Zytokinsynthese von naiven und
memory B-Zellen

Naive und memory B-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden entweder alleine oder in Gegenwart von
PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem
Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Nach 72 h wurde der Uberstand
abgenommen und auf die gesuchten Zytokine untersucht. Die Mittelwerte und SEM von n=4
(IL-6, TNF-a) oder von n=2 (IL-10) unabhéngigen Experimenten sind dargestellt.

A: IL-6-Produktion in naiven und memory B-Zellen (weile Balken) und B-Zellen koinkubiert
mit PDCs (schwarze Balken).

B: TNF-a-Produktion in naiven und memory B-Zellen (weifle Balken) und B-Zellen koinkubiert
mit PDCs (schwarze Balken).

C: IL-10-Produktion in naiven und memory B-Zellen (weile Balken) und B-Zellen koinkubiert
mit PDCs (schwarze Balken).

3.1.5 CpG-stimulierte PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen

Auf Grund der bisherigen Beobachtungen stellte sich die Frage, ob CpG-C stimulierte
PDCs sogar die Plasmazelldifferenzierung fordern konnen. Plasmazellen sind charakte-
risiert durch eine hohe Expression von CD38 und durch eine Abnahme der Expression
von CD20 '""'72 Dabei entsprach der Ansatz der Zellkultur den vorangegangenen
Experimenten mit dem Unterschied, dass der beste Zeitpunkt, um Plasmazellen im
FACS sichtbar zu machen, bei ca. acht Tagen (im folgenden Text: 8 d) °” ' liegt.
Daher wurden PDCs und B-Zellen fiir 8 d inkubiert und dann durchflusszytometrisch
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den PDCs und B-Zellen fiir 8 d inkubiert und dann durchflusszytometrisch auf die Ge-
nerierung von Plasmazellen hin untersucht. Dazu wurden die Zellen mit fluoreszieren-
den FACS-Antikoérpern (Anti-CD20 PE und Anti-CD38 APC) markiert. Der Anteil der
entstandenen Plasmazellen ist definiert als die Zunahme der CD20" and CD38" B-

Zellen und ist in Prozent angegeben.

Wie man aus Abbildung 3.1.5A entnehmen kann, wurde eine maximale Zunahme an
Plasmazellen beobachtet, wenn B-Zellen zusammen mit CpG-C, PDCs und Anti-Ig co-
kultiviert wurden. Unter diesen Kulturbedingungen zeigten einige Spender bis zu 70%
Plasmazelldifferenzierung. In Abbildung 3.1.5B ist ersichtlich, dass die Zugabe von
CpG-C alleine zu den Zellkulturen von B-Zellen und PDC zu einem Anstieg von CD20™
CD38" Plasmazellen (20%) fiihrte. Allerdings war der Unterschied zu B-Zellen, die nur
mit CpG-C stimuliert worden waren, minimal. Es wurde jedoch ein signifikant erhohter
Anteil von CD20” CD38" Plasmazellen generiert, wenn die B-Zellen zusitzlich iiber
thren B-Zell-Rezeptor mittels Anti-Ig aktiviert worden waren (55%). In den Zellkultu-
ren ohne PDCs war kein signifikanter Anstieg von Plasmazellen durch CpG-C und B-

Zell-Rezeptor-Stimulation vorhanden.
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Abbildung 3.1.5 PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen

Humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden entweder alleine oder in Gegenwart von PDCs (1 x
10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von
200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Nach 8 d wurden die B-Zellen durchflusszy-
tometrisch auf die Generierung von Plasmazellen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit fluo-
reszierenden FACS-Antikorpern (Anti-CD20 PE und Anti-CD38 APC) markiert. Der Anteil der
entstandenen Plasmazellen ist definiert als die Zunahme der CD20™ and CD38" B-Zellen und ist
in Prozent angegeben.

A: Ein reprasentativer Spender ist gezeigt. Obere Reihe B-Zellen alleine und untere Reihen B-
Zellen in Co-Kultur mit PDCs. Der prozentuale Anteil der Plasmazellen steht im oberen linken
Quadranten.

B: Die Mittelwerte und SEM von n=5 unabhéngigen Plasmazell-Experimenten sind gezeigt; B-
Zellen (weille Balken), B-Zellen und PDCs (schwarze Balken).

3.1.6 CpG und PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen insbesondere
aus Anti-Ig-stimulierten memory B-Zellen

Die auBerordentliche Beobachtung, dass Antigen- (durch Anti-Ig) und CpG-C-
stimulierte humane B-Zellen in Gegenwart von PDCs zu Plasmazellen ausdifferenzieren
konnen, fiihrte zu der Uberlegung, welche B-Zell-Subpopulation fiir diesen Effekt ver-
antwortlich ist. Analog zu obiger Vorgehensweise (sieche Abschnitt 3.4) wurden naive
und memory B-Zellen isoliert (von n=3 Spendern), in Zellkultur gegeben und nach 8 d

durchflusszytometrisch auf die Generation von Plasmazellen untersucht.
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Zur weiteren Charakterisierung der Plasmazelle wurden die B-Zellen mit fluoreszieren-

dem Anti-HLA-DR PerCP markiert.

Wie in Abbildung 3.1.6A zu sehen, fiihrte die Zugabe von CpG-C und Anti-Ig zu den
Zellkulturen von naiven B-Zellen und PDCs tatsidchlich zu einem Anstieg der CD20"
CD38" Plasmazellen (von 2% auf 18%). Der Unterschied zu naiven B-Zellen, die nur
mit CpG-C und Anti-Ig stimuliert worden waren, war daher betrichtlich. Die Stimulati-
on mit Anti-Ig alleine konnte weder in den Zellkulturen mit PDCs noch bei B-Zellen
alleine zu einer Zunahme der Plasmazelldifferenzierung fiihren. Die CD38" CD20"
Plasmazellen wiesen eine geringere HLA-DR-Expression auf als CD20" CD38" positive
naive B-Zellen. Ein signifikant erhohter Anteil von CD20~ CD38" Plasmazellen wurde
beobachtet, wenn memory B-Zellen durch CpG-C und ihren B-Zell-Rezeptor aktiviert
wurden und PDCs in der Zellkultur vorhanden waren (von 6% auf 42%) (Abbildung
3.1.6B). Die CD38" CD20™ positiven Zellpopulationen wurden ebenfalls auf ihre HLA-
DR-Expression untersucht und auch hier zeigte sich, dass die CD38" CD20™ positiven

Plasmazellen eine geringere HLA-DR-Expression aufweisen als CD20" CD38  positive

memory B-Zellen.
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Abbildung 3.1.6 PDCs fordern die Generierung von Plasmazellen insbesonde-

re aus Anti-Ig-stimulierten memory B-Zellen

Naive und memory B-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden entweder alleine oder in Gegenwart von
PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) stimuliert.

A: Nach 8 d wurde der Anteil der CD20™ CD38" Plasmazellen und deren MHC-II-Expression
durchflusszytometrisch untersucht. Der Anteil der Plasmazellen (Gate R3) wird im linken obe-
ren Quadranten angezeigt (links naive B-Zellen, rechts memory B-Zellen; obere Reihe B-Zellen
alleine, untere Reihe B-Zellen und PDCs). Ein représentativer Spender ist gezeigt.

B: Die Mittelwerte und SEM der Plasmazelldifferenzierung sind hier dargestellt (Mittelwerte
von n=2 unabhéngigen Experimenten (naive B-Zellen) und memory B-Zellen mit einem Expe-
riment); B-Zellen (weile Balken), B-Zellen und PDCs (schwarze Balken).

3.1.7 CpG-stimulierte PDCs unterstiitzen die Immunglobulinproduktion
humaner B-Zellen

Friihere Studien konnten zeigen, dass DCs fihig sind, naive B-Zellen auf ihrem Weg zu
Immunglobulin-produzierenden Zellen zu unterstiitzen '°. Daher stellte sich hier die
Frage, ob die Kombination von CpG-C und Anti-Ig sowie die Anwesenheit der PDC die
Immunglobulinproduktion unterstiitzen konnte. Um dieser Fragestellung weiter nachzu-
gehen, wurden in Analogie zu obigen Experimenten B-Zellen und PDCs isoliert und in

Zellkultur gegeben. Auf Grund vielversprechender Ergebnisse anderer Arbeits—
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gruppen > 7% 17817 wrde ein fester Zeitraum der Zellkultur von 13 d eingehalten.

Nach 13 d wurde der Uberstand abgenommen und nach dem Protokoll des Immunglo-
bulin ELISA (IgM/IgG ELISA KIT) auf die gesuchten Immunglobuline (IgM und IgG)

untersucht.

Wie in der Abbildung 3.1.7A zu sehen, produzieren B-Zellen, die nur {iber ihren B-
Zell-Rezeptor aktiviert wurden, liberhaupt kein IgM oder 1gG. Ferner konnte eine nicht
signifikante Zunahme der IgM-Synthese beobachtet werden, wenn PDCs in der Zellkul-
tur vorhanden waren. Dieser Effekt war noch deutlicher, wenn B-Zellen mit Anti-Ig und
CpG-C inkubiert worden waren (Abbildung 3.1.7A). Beziiglich der IgG-Synthese
konnte man beobachten, dass B-Zellen, die durch ihren B-Zell-Rezeptor, CpG-C und in
Gegenwart von PDCs stimuliert worden waren, eine beeindruckende Steigerung der
IgG-Produktion erreichten. B-Zellen, die nur mit CpG-C und Ant-Ig stimuliert waren,

zeigten eine weitaus geringere 1gG-Synthese.

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte Immunglobulinproduktion von B-Zellen in der
Gegenwart von PDCs auf einen direkten Zellkontakt zuriickzufiihren war, wurden Ex-
perimente in einem Transwell-System durchgefiihrt, in dem die untere Zellkammer von
der oberen durch eine 0,2 um Anapore-Membran getrennt ist. Durch die 0,2 um-
Membran ist ein Austausch 16slicher Faktoren moglich, nicht jedoch direkter Zell-Zell-
Kontakt. Isolierte B-Zellen (500.000 CD19°CD20" Zellen in 500 ul RPMI-Medium)
wurden in die untere Kammer pipettiert, wihrend isolierte PDCs (50.000 PDCs in 500
ul RPMI-Medium) in die obere Kammer gegeben wurden. Die Stimulation der B-Zellen
erfolgte durch Pipettierung von Anti-Ig (10 ug/ml) und CpG-C (3 ug/ml) in das untere

Transwell.

Wie in Abbildung 3.1.7B zu sehen ist, konnten keine Hinweise fiir direkten Zell-Zell-
Kontakt festgestellt werden, da es zu keiner Anderung der Immunglobulinsynthese kam,
wenn PDCs und B-Zellen in unterschiedlichen Kompartimenten kultiviert wurden.
Folglich verstiarken CpG-C-induzierte 16sliche Faktoren (IL-10, IL-6, IFN-a) die Anti-
gen-abhingige Immunglobulinproduktion von B-Zellen. Im néchsten Schritt wurden
nun naive und memory B-Zellen aus PBMCs isoliert und in bekannter Konzentration in
Kultur gegeben. Nach 13 d wurde der Uberstand abgenommen und auf IgM und IgG

untersucht.
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Wie man aus Abbildung 3.1.7C entnehmen kann, gingen die Co-kulturen von naiven
B-Zellen und PDCs mit hohen IgM-Werten einher. Die 1gG-Synthese war grof3tenteils
auf die Zellkulturen von memory B-Zellen mit PDCs beschrinkt.
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Abbildung 3.1.7 PDCs fordern die Immunglobulinproduktion humaner
B-Zellen

Nicht aufgetrennte und aufgetrennte humane naive und memory B-Zellen (1 x 10° Zellen) wur-
den entweder alleine oder in Gegenwart von PDCs (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und
mit oder ohne Anti-Ig (10 ug/ml) fiir 13 d stimuliert.

A: Im Uberstand von nicht aufgetrennten humanen B-Zellen wurde nach 13 d IgM (linkes Bild)
und IgG (rechtes Bild) mittels ELISA gemessen. Die Mittelwerte und SEM von n=3 unabhingi-
gen Experimenten sind gezeigt; B-Zellen (weile Balken), B-Zellen und PDCs
(schwarze Balken).

B: Ein Transwellsystem wurde genutzt, um B-Zellen und PDCs zu trennen. B-Zellen und PDCs
wurden ohne (schwarze Balken) und mit (gestreifte Balken) Transwell in Zellkultur gegeben.
Isolierte B-Zellen (500.000 CD19" CD20" Zellen in 500 ul RPMI-Medium) wurden in die unte-
re Kammer pipettiert, wihrend isolierte PDCs (50.000 PDCs in 500 ul RPMI-Medium) in die
obere Kammer gegeben wurden; nach 13 d Messung von IgM und IgG. Die Mittelwerte und
SEM von n=3 unabhingigen Experimenten sind gezeigt.

C: Nach 13 d wurden IgM und IgG in den Uberstinden von naiven und memory B-Zellen mit-
tels ELISA gemessen. Die Mittelwerte und SEM von n=3 unabhingigen Experimenten sind
gezeigt.

3.2 Die Suche nach dem Mechanismus

3.2.1 Die Aktivierung von B-Zellen durch CpG-stimulierte PDCs kommt durch
losliche Faktoren zustande

Als nichstes war es wichtig aufzuklidren, welcher Mechanismus hinter den beobachteten

Ergebnissen stecken konnte. Es galt also herauszufinden, ob diese gesteigerte Aktivie-
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rung von humanen B-Zellen nur auf 16sliche Faktoren oder auf direkten Zell-Zell-
Kontakt zuriickzufiihren war. Beziiglich der Immunglobulinproduktion schienen, wie in
Abschnitt 3.1.7 dargestellt, 16sliche Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen, nicht je-
doch ein direkter Zell-Zell-Kontakt. Trotzdem limitierte die geringe Anzahl an PDCs,
die nach der Zellisolation gewonnen wurde die Experimente, die dafiir gedacht waren,
den Mechanismus der B-Zell-Aktivierung zu erkldren. Als Alternative wurde die Kom-
bination von Stimulatoren ausgewéhlt, die sich beziiglich der B-Zell-PDC- Interaktion
besonders herauskristallisiert hatten. Deshalb wurde hier die Kombination von Anti-Ig
und CpG-C fiir die Expression der kostimulatorischen Oberflichenmarker, der Zytokine
und der Plasmazelldifferenzierung ausgewihlt. In Analogie zu obigem Experiment

wurden B-Zellen und PDCs in einem Transwell-Kultursystem stimuliert.

In Abbildung 3.2.1A kann man sehen, dass die Zugabe von PDCs in das gleiche Kom-
partiment zu einer starken Stimulation (CD86) von B-Zellen fiihrte. In der Zellkultur, in
der B-Zellen von PDCs durch das Transwellsystem getrennt waren, kam es zu einer
leichten, aber signifikanten Abnahme der B-Zell-Aktivierung. Ahnliche Ergebnisse
konnten sowohl fiir die IL-6- und die IL-10-Produktion (Abbildungen 3.2.1B und C)
als auch fiir die Plasmazelldifferenzierung (Abbildung 3.2.1D) beobachtet werden. Der
Abbildung 3.2.1D kann man entnehmen, dass es durch das Transwell-System zu einem
Abfall der CD20~ CD38" Plasmazellen kam. Diese Beobachtung war jedoch nicht signi-
fikant. Der signifikante Abfall der CD86-Expression wie auch der IL-6- und IL-10-
Produktion war jedoch nicht eindeutig iiberzeugend und fiihrte zu dem Schluss, dass die
starke Fahigkeit von PDCs, B-Zellen zu aktivieren, grofStenteils auf 16sliche Faktoren

zurickzufiihren ist.
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Abbildung 3.2.1 Die Aktivierung von B-Zellen kommt durch losliche Faktoren
zustande

B-Zellen und PDCs wurden ohne (schwarze Balken) und mit (gestreifte Balken) Transwell in
Zellkultur gegeben. Dabei wurden isolierte B-Zellen (500.000 CD19 CD20Zellen in 500 ul
RPMI-Medium) in die untere Kammer gegeben, wiahrend isolierte PDCs (50.000 PDC in 500 ul
RPMI-Medium) in die obere Kammer gegeben wurden. Weille Balken stellen Kulturen mit B-
Zellen alleine dar. Die Zellen wurden mit CpG-C (3 ug/ml) und Anti-Ig (10 ug/ml) stimuliert.
Nach 3 d wurde der MFI von CD86 (A) analysiert und die Zytokine IL-6 (B) und IL-10 (C) in
den Uberstinden mittels ELISA gemessen. Nach 8 d wurde der Anteil der CD20'CD38" Plas-
mazellen durchflusszytometrisch untersucht (D). Die Mittelwerte und SEM von n=3 unabhingi-
gen Experimenten sind gezeigt.

3.2.2 IFN-o induziert eine erhohte Produktion von IL-6, TNF-o und IgM hu-
maner B-Zellen

Da nun mittels der Transwell-Experimente geklart war, dass die starke Féahigkeit von
PDCs, B-Zellen zu aktivieren, grofitenteils auf 16sliche Faktoren zuriickzufiihren und
IFN-a der wahrscheinlichste Mediator dieser Immunstimulation war, galt es herauszu-
finden, ob rekombinantes IFN-a. auf B-Zellen einen immunstimulatorischen Effekt hat.
Daher interessierte vor allem, ob sich die Zytokine und Immunglobuline durch IFN-a
beeinflussen lassen. Dazu wurden humane B-Lymphozyten aus PBMCs isoliert. Des-

weiteren wurden die B-Zellen (200.000/well) mit Anti-Ig (10 ug/ml)
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und CpG-ODN 2006 (3 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells
bei 37°C fiir 3 d und 13 d inkubiert. ODN 2006 ist der Prototyp von CpG-B-ODN, das
urspriinglich auf Grund seiner Eigenschaft, B-Zell zu stimulieren, entwickelt worden
war '*» 2 ODN 2006 ist ein schwacher IFN-a Induktor im Gegensatz zu
CpG-C-ODN ', Es eignete sich damit zur Uberpriifung der Effekte mittels rekombi-
nanten IFN-a. Die Effekte von IFN-a sind konzentrationsabhingig. Daher wurden un-
terschiedliche Konzentrationen IFN-a von 500 U/ml bis 6000 U/ml zu den Zellkulturen
hinzugegeben, um die optimale IFN-a-Konzentration herauszufinden. Nach 3 d und

13 d wurden in den Uberstinden IL-6, TNF-a, IL-10, IgM und IgG mit dem jeweiligen
ELISA gemessen.

Wie den Abbildungen 3.2.2 A-C zu entnehmen ist, produzieren B-Zellen sehr wenig
IL-6, TNF-a und IL-10 nach Stimulation mit Anti-Ig oder CpG-B alleine. Wenn die
B-Zellen jedoch mit Anti-Ig und CpG-B stimuliert wurden, konnte man eine signifikan-
te Induktion von IL-6, TNF-o. und IL-10 beobachten. Zusitzlich liefl sich dieser
Synergismus bei IL-6 und TNF-o durch unterschiedliche Mengen IFN-a noch weiter
fordern, wéahrend sich IL-10 von IFN-a zwar signifikant, aber nur leicht steigern lieB3.

Abbildung 3.2.2D zeigt, dass auch die Produktion von IgM durch IFN-a beeinflussbar
war (vor allem bei einer Konzentration von 1500 U/ml). Auch hier war ein Synergismus
zwischen Anti-Ig und CpG-B zu beobachten, der in einer weitaus héheren IgM-
Sekretion resultierte als bei B-Zellen, die nur mit CpG-B stimuliert worden waren. Die
Steuerbarkeit der 1gG-Produktion (Daten nicht gezeigt) auf humanen B-Zellen durch
IFN-a erwies sich als Uberraschung: Auch hier sieht man wieder einen Synergismus
zwischen Anti-Ig und CpG-B, der in einer weitaus hoheren 1gG-Sekretion resultierte als
bei B-Zellen, die nur mit CpG-B stimuliert worden waren. Anders als erwartet hatte
IFN-a hier allerdings einen hemmenden Effekt auf die IgG-Produktion von B-Zellen,

der umso stdrker wurde, je hoher die Menge an eingesetztem IFN-o war.

Diese Ergebnisse fiihrten zu dem Schluss, dass PDCs die Synthese von IL-6, TNF-a
und IgM durch IFN-a fordern konnen, wéhrend die IL-10-Produktion von IFN-o unab-
hingig bzw nur leicht beeinflussbar ist und die IgG-Synthese von B-Zellen sogar durch
IFN-a verringert werden kann. Eine Kombination von blockierenden Antikdrpern ge-

gen Typ I Interferon in den Zellkulturen von PDCs und B-Zellen zeigte dariiber hinaus
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keine signifikante Abnahme der B-Zell-Aktivierung und bestitigte die Vermutung, dass
die gesteigerte B-Zell-Aktivierung nicht exklusiv auf IFN-a zurlickzufiihren ist (Abbil-
dung 3.2.2.1). Hierzu wurden humane B-Zellen (1 x 10° Zellen) entweder alleine oder
in Gegenwart von PDCs (1 x 10 Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder ohne Anti-
Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C fiir 3 d
inkubiert. Die biologische Aktivitdt von Typ I IFN (IFN-a und IFN-B) wurde geblockt
durch eine Kombination von Anti-IFN-a (5000 neutralisierende U/ml), Anti-IFN-3
(2000 neutralisierende U/ml) und Anti-IFN o/ Rezeptorantikérpern (20 ug/ml). Nach
3 d wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA auf die Zytokine IL-6 und

IL-10 untersucht. Nach 8 d wurden die B-Zellen auf Plasmazelldifferenzierung analy-

siert.
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Abbildung 3.2.2 IFN-a. fordert die Zytokin- und Immunglobulinsekretion

Humane B-Lymphozyten wurden aus PBMCs mit dem CD19 B-Zell-Isolations-Kit (nach dem
MACS-Prinzip) isoliert. Die Reinheit von B-Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und
war stets iiber 95%. Desweiteren wurden die B-Zellen (200.000/well) durch ihren B-Zell-
Rezeptor mit Anti-Ig (10 ug/ml), CpG-B- ODN 2006 (3 ug/ml) und ansteigenden Konzentratio-
nen von rekombinanten IFN-a (500, 1500 und 6000 U/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-
Rundbodenwells bei 37°C fiir 3 d und 13 d inkubiert. Nach 72 h wurde IL-6 (A), TNF-a (B)
und IL-10 (C) in den Uberstinden mittels ELISA gemessen. Nach 13 d wurde IgM (D)

in den Uberstinden gemessen. Die Mittelwerte und SEM von n=4 unabhingigen Experimenten
sind dargestellt.
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Abbildung 3.2.2.1 Blockierende Antikorper gegen Typ I Interferon in den
Co-Kulturen von PDCs und B-Zellen zeigen eine Abnahme
der B-Zell-Aktivierung

Hierzu wurden humane B-Zellen (weifie Balken) (1 x 10° Zellen) entweder alleine oder in der
Gegenwart von PDCs (schwarze Balken) (1 x 10* Zellen) mit CpG-C (3 ug/ml) und mit oder
ohne Anti-Ig (10 ug/ml) in einem Volumen von 200 ul in 96-Rundbodenwells bei 37°C fiir 3 d
inkubiert. Die biologische Aktivitdt des Typ I IFN (IFN-a und IFN-B) wurde geblockt (gestri-
chelte Balken) durch eine Kombination von Anti-IFN-a (5000 neutralisierende U/ml), Anti-
IFN-B (2000 neutralisierende U/ml) und Anti-IFN o/f Rezeptorantikérpern (20 ug/ml). Nach
3 d wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA auf die gesuchten Zytokine IL-6 und
IL-10 (A) untersucht. Nach 8 d wurden die B-Zellen auf Plasmazelldifferenzierung (B) analy-
siert. Die Mittelwerte und SEM von n=3 unabhingigen Experimenten sind hier dargestellt.

3.2.3 Die Expression von TLR7 und TLR9 wird durch IFN-a beeinflusst

Die Erkennung von CpG-Motiven als molekulares Muster einer mikrobiellen Infektion
erfolgt im Vertebraten-Immunsystem tiber Toll-Like-Rezeptor 9 (TLR9). Die einzigen
Zellen, die im humanen System TLR9 exprimieren, sind B-Zellen und PDCs.

Desweiteren wurde schon beschrieben, dass mikrobielle Stimuli wie z.B. CpG-

120, 180, 181

Oligonukleotide die Expression von TLRs regulieren kénnen und somit zur

Aktivierung von B-Zellen beitragen konnen. Da jedoch CpG-stimulierte PDCs die
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Hauptproduzenten von IFN-a sind, stellte sich nun die Frage, ob dieser Botenstoff in
der Lage ist, das TLR-Profil von humanen B-Zellen so zu verdndern, dass eine verstirk-
te Aktivierung von humanen B-Zellen durch eine Aufregulation insbesondere von
TLRY moglich ist. Deshalb wurde die TLR9 mRNA-Expression von B-Zellen mit Hilfe
der real-time-PCR analysiert. Als Kontrolle fiir die IFN-a Effekte wurde TLR7 mitbe-

stimmt.

Dazu wurden die B-Zellen wieder aus PBMC mit Hilfe des CD19 Isolationskit isoliert
und danach fiir 12 h 7 in Kultur gegeben (1 x 10%ml in 24-well Platten). Die B-Zellen
wurden mit Anti-Ig (10 ug/ml), CpG-B (3 ug/ml) und IFN-a (1000 U/ml) stimuliert.

Wie den Abbildungen 3.2.3 zu entnehmen ist, nahm die Expression der mRNA von
TLRY und TLR7 in B-Zellen im Vergleich zum Kontrollmedium nach 12 h Kultur so-
wohl durch die Kombination von CpG-B und Anti-Ig als auch durch CpG-B alleine
signifikant ab (Abbildungen 3.2.3A und B). Ein fast vollstindiger Verlust der TLR9-
Expression erfolgte, wenn B-Zellen mit Anti-Ig und CpG-B kostimuliert worden waren.
IFN-a hatte keinen Effekt hinsichtlich einer Hochregulation von TLRY, sondern wirkte
eher supprimierend. Im Gegensatz dazu stand die Expression von TLR7 (Abbildung
3.2.3B), welche durch die Stimulation mit IFN-a erhéht werden konnte. Jedoch fiihrte
die Stimulation mit Anti-Ig und/oder CpG-B ebenfalls zu einer Abnahme der TLR7-
Expression. Die Feststellung, dass IFN-a einen Effekt auf die mRNA-Expression be-
stimmter TLRs in B-Zellen zu haben schien, fithrte zu dem nachsten Schritt, B-Zellen
mit unterschiedlichen Mengen IFN-a zu stimulieren. B-Zellen wurden dazu mit 500
U/ml, 2500 U/ml und 5000 U/ml fiir 12 h inkubiert und dann die mRNA-Expression der
TLRs mit der real-time-PCR bestimmt.

Die Abbildungen 3.2.3C und D zeigen, dass die mRNA-Expression von TLR9 herun-
terreguliert wird, wenn B-Zellen mit unterschiedlichen Mengen IFN-a stimuliert wer-
den. Interessanterweise wurde auch in diesem Experiment die mRNA-Expression von
TLR7 durch IFN-a erh6ht. Mit diesen Ergebnissen konnte man also ausschlieen, dass
die verstarkte Fahigkeit von PDCs, B-Zellen zu aktivieren, auf eine Hochregulation von
TLR9 zuriickzufiihren war, denn sowohl IFN-a als auch mikrobielle Stimuli wie CpG-
120

B fiihrten entgegen anderer Behauptungen

TLRO.

zu einer Verringerung vor allem von
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Abbildung 3.2.3 Die Expression von TLR9 und TLR7 wird durch IFN-a
beeinflusst

B-Zellen wurden aus PBMCs mit Hilfe des CD19-Isolations-Kit isoliert und danach fiir 12 h in
Kultur gegeben (1 x 10°ml in 24-well Platten). Stimuliert wurden die B-Zellen mit Anti-Ig
(10 ug/ml), CpG-B (3 ug/ml) und IFN-a (1000 IU/ml). Nach 12 h wurde die TLR9-mRNA
Expression (A) und TLR7-mRNA Expression (B) mittels real-time-PCR analysiert und ist dar-
gestellt als die Anzahl der Transkripte pro 10° Kopien des housekeeping genes Cyclophilin-B.
Fiir die Abbildungen C und D wurden B-Zellen wie oben beschrieben isoliert und nur mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von IFN-a stimuliert. Nach 12 h wurde die TLR9-mRNA-
Expression (C) und TLR7-mRNA-Expression (D) mittels real-time-PCR analysiert. Die Mit-
telwerte und SEM von n=4 unabhingigen Experimenten sind hier dargestellt.

3.3 TLR-Expressionsmuster von Subpopulationen humaner B-Zellen

aus peripherem Blut

Als néchstes interessierte vor allem, ob die TLR9-Expression in unstimulierten B-Zell-
Subpopulationen, d.h. naiven und memory B-Zellen, mit dem Antwortverhalten der B-
Zellen nach Immunstimulation korreliert. Basierend auf der unterschiedlichen Expressi-
on von CD27 und IgD auf humanen B-Zellen besteht das periphere Blut vorwiegend aus

naiven B-Zellen (CD27, IgD") und memory B-Zellen (CD27", IgD") '®.
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Um nun reine B-Zell-Subpopulationen zu erhalten, wurden CD19" B-Zellen (n=3) aus
dem peripheren Blut isoliert und nach der Isolation mit Anti-CD27 PE und Anti-IgD
FITC fluoreszenzmarkiert. Die durchflusszytometrisch ermittelte Reinheit der isolierten
B-Zellen lag bei >95%. In Abbildung 3.3A sieht man die unterschiedliche Verteilung
der B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut bei einem reprasentativen Spender. Bis
zu 60-70% der humanen B-Zellen sind (CD27, IgD") naive B-Zellen und 15-20%
(CD27", IgD") memory B-Zellen.

Um reine B-Zell-Subpopulationen fiir die TLR-Analyse zu erhalten, wurden die isolier-
ten B-Zellen mit fluoreszenzmarkierten Anti-CD27 PE und Anti-IgD FITC angefarbt.
Danach wurden die B-Zellen (jeweils mindestens 300.000 Zellen pro Subpopulation)
mittels eines speziellen “Zellsorters” aufgetrennt (zur genaueren Technik sieche Material
und Methoden Abschnitt 2.7.5) und fiir 3 h ohne die Zugabe eines Stimulus in RPMI-
Medium (10% FCS) in 200 ul 96-Rundbodenwells bei 37°C inkubiert. Die TLR-

Analyse erfolgte mittels real-time-PCR.

Wie Abbildung 3.3B zeigt, war die TLR9-Expression in naiven B-Zellen niedriger als
in memory B-Zellen (naive B-Zellen, 10 +/- 0,5 Kopien TLR9-mRNA/10° des house-
keeping genes cyclophilin B, n=2; memory B-Zellen 30,05 +/- 6 Kopien TLRO-
mRNA/10° des housekeeping genes cyclophilin B, n=2), wihrend die TLR7-Expression
in beiden B-Zell-Typen ungefdhr gleich blieb. In diesem Sinne ist es interessant zu
vermerken, dass trotz der niedrigeren TLRO-Expression in naiven B-Zellen die
Zytokinwerte nach Stimulation mit CpG-C und Anti-Ig sowie in Gegenwart der PDC
konstant hoher waren als in memory B-Zellen. Die Plasmazelldifferenzierung und
Immunglobulinproduktion waren jedoch in memory B-Zellen hoher. Diese Beobach-
tung ldsst darauf schlieBen, dass TLR9-Expressionsmuster nicht unbedingt mit dem
Aktivierungsmuster korrelieren miissen. In Abbildung 3.3C erkennt man auBerdem,
dass alle B-Zell-Subpopulationen TLR1, TLR2, TLR6, TLR7, TLR9 und TLR10 be-

sitzen.
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Abbildung 3.3 TLR-Expression in naiven und memory B-Zellen

Um die TLR-Expression in verschiedenen B-Zell-Subpopulationen zu analysieren, wurden
CD19" B-Zellen aus PBMCs isoliert. Ein gingiges Merkmal von somatisch mutierten B-Zell-
Subpopulationen ist die Expression des Oberflichenmolekiils CD27. Die B-Zellen wurden dann
mit Anti-CD27 PE und Anti-IgD FITC fluoreszenzmarkiert und in ihre Subpopulationen aufge-
trennt (A). Fiir die Analyse der TLR9- und TLR7-mRNA-Expression in naiven und memory B-
Zellen (B) sowie fiir das gesamte TLR-Expressionsmuster (C) wurden jeweils mindestens
300.000 Zellen pro Subpopulation in 200 ul 96-Rundbodenwells eingesetzt und fiir 3 h ohne die
Zugabe eines Stimulus in RPMI-Medium (10% FCS) bei 37°C inkubiert. Die TLR-Analyse
erfolgte mittels real-time-PCR. Die Mittelwerte und SEM von n=2 unabhéngigen Experimenten
sind dargestellt.
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4. Diskussion

4.1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen auf eine neue Rolle von PDCs in
der Regulation der humoralen Immunantwort hin. Diese neue biologische Funktion der
PDCs besteht demnach in der Fahigkeit, eine T-Zell-unabhéngige Entwicklung des hu-
manen B-Lymphozyten zur Antikorper-produzierenden Zelle zu initiieren. Wie gezeigt,
kann dieser funktionelle Synergismus von PDCs und B-Zellen vor allem durch eine
Quervernetzung des B-Zell-Rezeptors mittels Anti-Ig und gleichzeitiger Stimulation

mittels des TLR9-Liganden CpG-C getriggert werden.

So konnte beobachtet werden, dass PDCs humane B-Zellen, die bereits durch Anti-Ig
und gleichzeitigen mikrobiellen Stimulus (CpG-C) aktiviert wurden, synergistisch zur
Expression von Oberflichenmarkern anregen (CD86) und deren Zytokinproduktion (IL-
6, TNF-a, IL-10) fordern. Dariiber hinaus forderten PDCs die Plasmazelldifferenzierung
und auch die Immunglobulinproduktion (IgM und IgG) humaner B-Zellen.

In aufgetrennten naiven und memory B-Zellen war die alleinige Kombination von
CpG-C und Anti-Ig nicht ausreichend, um eine Plasmazelldifferenzierung oder eine
Immunglobulinproduktion zu induzieren. Erst die Zugabe von PDCs zu diesen Zellkul-
turen konnte die Ausdifferenzierung der naiven und memory B-Zellen zur Plasmazelle
einleiten. In Ubereinstimmung mit den Daten der Plasmazelldifferenzierung konnten die
PDCs in den Zellkulturen mit naiven B-Zellen hauptsichlich die Produktion von IgM

induzieren, wihrend die memory B-Zellen hauptsidchlich IgG sezernierten.

Auf der Suche nach dem Mechanismus wurde deutlich, dass die funktionelle Einheit
zwischen B-Zellen und PDCs vor allen Dingen durch 16sliche Faktoren zustande kam.
So konnten humane B-Zellen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen IFN-a stimu-
liert wurden, ihre IL-6 und IL-10, aber auch die IgM-Produktion signifikant steigern.
Diese Arbeit zeigt jedoch, dass — abgesehen von l6slichen Faktoren — ein weiterer
wichtiger Mechanismus ein direkter Zell-Zell-Kontakt in dem Zusammenspiel von
B-Zelle und PDC sein konnte, insbesondere unter Beriicksichtigung der Zytokinproduk-
tion (IL-6, IL-10) und auch der Plasmazelldifferenzierung.
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Eine weitere wichtige Erkenntnis dieser Arbeit bestand in der Analyse des TLRO-
Expressionsmusters der verschiedenen B-Zell-Subpopulationen. So war die TLRO-
Expression auf mRNA-Ebene in naiven B-Zellen niedriger als in memory B-Zellen. In
nicht aufgetrennten B-Zellen nahm die TLR9-Expression sowohl durch die Kombinati-
on von CpG-ODN und Anti-Ig als auch durch CpG-ODN alleine signifikant ab. IFN-a.
hatte hinsichtlich der TLR9-Expression ebenfalls einen supprimierenden Effekt. Eine
Hochregulation von TLR9 war somit nicht an der verstarkten Aktivierung von humanen

B-Zellen durch die PDC, CpG und Anti-Ig beteiligt.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand darin, die direkten und indirekten Effekte von
CpG-C auf B-Zellen und PDC im humanen Immunsystem zu untersuchen und die
zugrunde liegenden Mechanismen zu skizzieren. So bewirkte CpG-C, einer Virusinfek-
tion vergleichbar, eine massive Induktion von IFN Typ I in PDCs. In humanen B-Zellen
forderte CpG-C vor allem in Kombination mit Antigen (Anti-Ig) die Expression von
Oberflaichenmarkern (CD86), die Zytokinsynthese (IL-6, IL-10, TNF-a) und die Im-
munglobulinproduktion (IgM und IgG). Uber die Induktion von IFN-a. in PDCs kam es
zu einer noch stirkeren Aktivierung humaner B-Zellen. In Analogie dazu lieBen sich
antigenerfahrene B-Zellen durch CpG-C zu einer erhdhten Plasmazelldifferenzierungs-
rate und erhohter Immunglobulinproduktion stimulieren. Ein “Isotype Switch” von nai-
ven B-Zellen wird durch CpG-C jedoch nicht erreicht. Eine eigene schematische
Ubersicht zu den unterschiedlichen Effekten der neuen CpG-Klasse zeigt Abbildung
4.1.
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Abbildung 4.1 Effekte der neuen CpG-Klasse im humanen Immunsystem

PDCs und B-Zellen werden direkt durch CpG-C stimuliert. CpG-C (Prototyp M352) induziert
grole Mengen IFN-o in PDCs und stimuliert in Kombination mit Anti-Ig B-Zellen. Durch
PDC-abhingiges IFN-a stimuliert CpG-C B-Zellen in Kombination mit Anti-Ig zur Expression
von Oberflichenmarkern, Zytokinen (IL-6 und IL-10) und Immunglobulinproduktion. Die
Plasmazelldifferenzierung wird durch IFN-a, IL-6 und IL-10 gefordert.

4.2 Ergebnisinterpretation im Vergleich mit der Literatur

4.2.1 Die PDC als Ersatz fiir T-Zell-Hilfe?

Wie bereits erwdhnt, lassen sich im humanen System zumindest phénotypisch zwei ver-
schiedene DC-Subpopulationen im peripheren Blut unterscheiden — die myeloide un-
reife CD11¢” DC (MDC) und die CD11¢” plasmazytoide DC (PDC). Die myeloide und
die plasmazytoide DC reagieren sehr unterschiedlich auf TLR-Stimulation, was unter-
schiedliche Funktionen der TLRs annehmen lésst. So sezernieren aktivierte MDCs hohe
Mengen an IL-12 und proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-0, wihrend die
PDCs hohe Mengen IFN-a produzieren. Diese Zellen sind fiir den Grofteil der IFN-a-
Produktion wihrend einer Virusinfektion verantwortlich °. Allgemein formuliert kon-

trolliert IFN-a wéhrend einer Virusinfektion die virale Replikation. Dies geschieht je-



Diskussion &4

doch nicht nur iiber Mechanismen der angeborenen Immunitét, sondern auch Mecha-
nismen der adaptiven Immunitdt wie der Aktivierung von NK-Zellen, der Auslésung
einer Tyl-Antwort '* sowie der Produktion von Antikérpern . Dariiberhinaus modulie-
ren PDCs abhingig vom Reifungssignal, das sie empfangen, die T-Zell-Entwicklung
entweder in Richtung IFN-y oder IL-4 sezernierender T-Zellen ** oder gar in Regulator-

T-Zellen ®.

In dieser Arbeit wird deutlich, dass PDCs auflerdem in der Lage sind, die Entwicklung
der humanen B-Zelle ohne T-Zell-Hilfe zu férdern, und somit eine neue Kontroll-
funktion wahrnehmen. Die Rolle der dendritischen Zelle (DC) in der Aufrechterhaltung
der humoralen Immunantwort ist schon seit einiger Zeit bekannt. So wurde in fritheren
Arbeiten gezeigt, dass 1. die MDCs erst CD4" T-Zellen aktivieren miissen und 2. die
nun aktivierten CD4" T-Zellen die Entwicklung der naiven B-Zellen zur Plasmazelle
einleiten '**'®. Diese Studien haben aber nicht beriicksichtigt, dass DCs moglicherwei-
se auch direkt mit B-Zellen interagieren. Die Arbeitsgruppe um Fayette konnte jedoch
in verschiedenen Studien zeigen, dass MDCs, welche aus CD34 -hdmatopoetischen
Stammzellen generiert worden waren, B-Zellen sowohl zur Plasmazelldifferenzierung
anregen als auch einen “Isotype Switch” zu IgA-produzierenden Zellen induzieren kon-
nen °**. Vor allen Dingen die follikuldren DCs sind in der Lage, durch die Sezernie-
rung von IL-10 und IL-6 eine Differenzierung naiver B-Zellen zur Plasmazelle
einzuleiten *’. Es ist wichtig hier zu erwdhnen, dass in den meisten dieser Studien nicht
nur naive B-Zellen, sondern auch die DCs iiber eine CD40-CD40L Interaktion aktiviert

werden mussten, um eine Ausdifferenzierung zur Plasmazelle zu bewirken.

In der hier vorliegenden Arbeit war jedoch eine Stimulation humaner B-Zellen mit
CDA40L nicht nétig. Um eine Ausdifferenzierung der humanen B-Zelle zur Plasmazelle
zu bewirken reichte es, humane B-Zellen zusammen mit PDCs in Kultur zu geben und
diese Zellen dann mit Anti-Ig und CpG-C zu stimulieren. Es sei hier jedoch kritisch
bemerkt, dass nicht nur aktivierte T-Zellen, sondern auch aktivierte Endothelzellen 184,
Mastzellen '**, Thrombozyten '*® und auch aktivierte B-Zellen selbst CD40L exprimie-
ren konnen ¥, Unter diesen Bedingungen konnte ebenso eine T-Zell-unabhingige Im-
munantwort moglich sein. Es ist allerdings sehr unwahrscheinlich, dass in der hier
vorliegenden Arbeit Mastzellen oder Thrombozyten vorhanden waren, da diese durch

die Zellisolationsschritte herausgelost worden sind. AusschlieBen kann man allerdings
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nicht die Mdoglichkeit einer Selbststimulation der B-Zellen durch CD40L und die Mog-
lichkeit, dass CD40L durch eine Kostimulation iiber CpG-ODN, Anti-Ig und der PDC

auf der B-Zelle induziert wird.

Wie neu war nun aber diese Entdeckung der T-Zell-unabhingigen B-Zell-Entwicklung?

4.2.2 Die T-Zell-unabhéngige B-Zell-Entwicklung

Dass humane B-Zellen ohne Beteiligung von T-Zellen eine Immunantwort auslésen
konnen ist schon ldnger bekannt. In diesem Sinne ist es wichtig zu erwédhnen, dass be-
stimmte Antigene existieren, die, bezogen auf ihre Fihigkeit eine Antikorperproduktion
von humanen B-Zellen auszul6sen, in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden
konnen: 1. Die T-Lymphozyten-abhangigen oder thymus-dependent (TD)-Antigene und
2. die T-Lymphozyten-unabhidngigen oder thymus-independent (TI)-Antigene. TI-
Antigene konnen eingeteilt werden in TI-Typl-Antigene, die B-Zellen unter Umgehung
thres BCR polyklonal aktivieren konnen (z.B. CpG-ODN) und TI-Typ2-Antigene, die
aus Molekiilen wie den bakteriellen Zellwandpolysacchariden mit hochrepetitiven
Strukturen bestehen (z.B. bakterielle, kapsuldre Polysacharide von Streptococcus pneu-

moniae, Haemophilus influenzae) und iiber den B-Zell-Rezeptor erkannt werden.

So weisen neuere Entwicklungen der B-Zellbiologie daraufhin, dass B1-B-Zellen, eine
spezielle Subpopulation von B-Zellen, die vor allem in der Pleura und dem Peritoneum
des Menschen gefunden werden, T-Zell-unabhéngig reguliert werden konnen. Auch die
“konventionellen” B2-B-Zellen, die sich vor allem in der Milz befinden, konnen eine T-
Lymphozyten-unabhingige Immunantwort induzieren. Eine Plasmazelldifferenzierung
aus dieser Gruppe von naiven B-Zellen ist jedoch normalerweise limitiert auf eine spe-
zielle Untergruppe von TI-Antigenen und auf einige virale Infektionen in vivo '™. In
letzter Zeit haben sich jedoch einige Forschergruppen mit dem Phinomen der T-Zell-

unabhédngigen Immunantwort weiter beschaftigt.

So konnte die Gruppe um Litinsky zeigen, dass MDCs die B-Zell-Differenzierung und
das “Isotype Switching” ohne T-Zell-Hilfe unterstiitzen kénnen '®. Litinsky et al.
konnten demonstrieren, dass zwei neue Liganden auf DCs und Monozyten — BlyS (B

lymphocyte stimulator) und APRIL (A4 proliferation inducing ligand) — und spezifische
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korrespondierende Rezeptoren auf B-Zellen (wie z.B. BCMA = B cell maturation anti-
gen) zu einer CD40L-unabhingigen B-Zellantwort fiihren. Es wire sehr interessant zu
erfahren, ob PDCs durch eine Aktivierung via CpG-C diese Oberflachenmolekiile (d. h.
BlyS und APRIL) exprimieren.

Zusitzlich konnte die Gruppe um Bernasconi erst kiirzlich demonstrieren, dass die Im-
munglobulinproduktion von humanen B-Zellen sowohl durch CpG-ODN als auch durch

Quervernetzung des B-Zell-Rezeptors ohne T-Zell-Hilfe gefordert werden kann 2% '*°.

Unter besonderen Bedingungen kann die Entwicklung des B-Lymphozyten zur
AntikOrper-sezernierenden Zelle somit ein Phdnomen darstellen, das die Hilfe der

T-Helferzellen nicht benétigt.

Die hier vorliegende Arbeit bestétigt diese Erkenntnise, indem sie zeigt, dass der richti-
ge mikrobielle Stimulus (hier in Form von CpG-C) und die Mithilfe der PDC zusammen
mit gleichzeitiger Aktivierung des B-Zell-Rezeptors ausreichen, eine B-Zell-
Differenzierung von naiven und memory B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden Plas-

mazellen zu bewirken.

4.2.3 Die Rolle der PDC in der humoralen Immunantwort

Die erstaunliche Entdeckung eben dieser neuen Fihigkeit von PDCs wird verstindli-

cher, wenn man folgende Punkte berticksichtigt:

1. In der derzeitigen Literatur wird IL-12, welches von CD40L-aktivierten myeloiden
dendritischen Zellen sezerniert wird, als Schliisselzytokin fiir die Ausdifferenzierung

von humanen B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen beschrieben *.

2. In den meisten Studien wurden nicht nur CD40L-stimulierte naive B-Zellen, sondern

auch CD40L-aktivierte dendritische Zellen erforderlich, um eine Ausdifferenzierung zur

Plasmazelle zu erreichen % %°.
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3. Alle diese Studien haben mit der Zugabe 16slicher Faktoren z.B. IL-2 und IL-10 oder
der Zugabe von CD40L gearbeitet, um humane B-Zellen zur Ausdifferenzierung zu

bringen.

4. Uberraschenderweise konnte erst kiirzlich in einer neuen Studie gezeigt werden, dass
auch PDCs in die Differenzierung von CD40L-aktivierten B-Zellen eingreifen kon-
nen '°. Diesbeziiglich konnte die Arbeitsgruppe um Jego zeigen, dass PDCs, die mit
Influenza-Virus stimuliert wurden, die Differenzierung von CD40L-aktivierten B-
Zellen zu Plasmazellen via IFN-a und IL-6 unterstiitzen konnen. Auf der Basis dieser
Ergebnisse konnte die Arbeitsgruppe um Jego ein Modell vorschlagen, welches sich vor
allem auf die Entwicklung einer virusspezifischen, humoralen Immunantwort bezieht
(siche Abbildung 4.2.1). Demzufolge sezernieren PDCs infolge viraler Stimulation
IFN-a und IL-6, differenzieren in reife DCs und prisentieren moglicherweise virale
Antigene an CD4-T-Zellen ®'. CD4-T-Zellen sezernieren daraufhin IL-2 und exprimie-
ren CD40L, welcher B-Zellen aktiviert. PDC-abstammendes IL-6 und IFN-a fithren zu
einer Differenzierung der humanen B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden Plasmazel-
len. Desweiteren wird gezeigt, dass B-Zellen, die vornehmlich durch die PDC stimuliert
worden sind, vor allem IgG und weniger IgM sezernieren. Das konnte darauf hinweisen,

dass PDCs vor allem memory B-Zellen aktivieren.
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Abbildung 4.2.1 PDCs induzieren Plasmazelldifferenzierung durch IFN-o und
IL-6

Auf Virusstimulation sezernieren PDCs IFN-o und IL-6. Darauthin treten die PDCs in Kontakt
mit CD4-T-Zellen, die sofort IL-2 sezernieren und CD40L exprimieren. Aktivierte B-Zellen
differenzieren durch die IL-6- und IFN-o-Sezernierung der PDCs zu Antikorper-produzierenden
Plasmazellen. Die T-Zellen helfen vor allen Dingen durch die Bereitstellung von IL-2. (Adap-
tiert nach Jego et al. Plasmacytoid dendritic cells induce plasma cell differentiation through type
I interferon and interleukin 6, Immunity 2003. 19(2): p. 225-234).

Zusammenfassend kann man also behaupten, dass zusitzlich zu der T-Zell-abhingigen
Aktivierung von B-Zellen auch DCs, einschlielich der PDC, regulatorisch in die B-
Zell-Entwicklung eingreifen konnen. Das Interessante an der hier vorliegenden Arbeit
ist, dass keine Kostimulation in Form von CD40L oder gar die Zugabe loslicher Fakto-
ren, wie z.B. IL-2 und IL-10, zur Anwendung kam, um eine Plasmazelldifferenzierung
zu ermoglichen. In dieser Arbeit scheint CpG-C ein guter Ersatz sowohl fiir die virale
Stimulation von PDCs als auch fiir die CD40L-vermittelte Aktivierung von B-Zellen zu

sein.

Jego’s Arbeit zeigt dariiber hinaus, dass PDCs vor allem die Produktion von IgG und

nicht von IgM fordern. Das lieB3 schlussfolgern, dass PDCs entweder spezifisch memory
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B-Zellen zur Antikorperproduktion aktivieren kdénnen oder die naiven B-Zellen den

“Isotype Switch” zu I1gG vollzogen haben.

Die hier vorgelegte Arbeit hat trotz der Hinweise in der Literatur, dass IFN-a einen Im-
munglobulinklassenwechsel in vivo erzielen kann ', keine Hinweise dahingehend erge-
ben, dass PDCs trotz der hohen IFN-a Mengen in den Zellkulturen mit naiven B-Zellen
den “Isotype-Switch” unterstiitzen konnen. Hier forderte die PDC in humanen B-Zellen,
die sowohl mit CpG-C als auch mit Anti-Ig stimuliert worden waren, insbesondere die
Plasmazelldifferenzierung und auch die [gM und IgG-Produktion. In den aufgetrennten
Zellkulturen mit naiven und memory B-Zellen war die alleinige Kombination von CpG-
C und Anti-Ig nicht ausreichend, um eine Plasmazelldifferenzierung zu induzieren. Erst
die Zugabe der PDC zu diesen Zellkulturen konnte die Ausdifferenzierung der naiven
und memory B-Zelle zur Plasmazelle einleiten. In Ubereinstimmung mit den Daten der
Plasmazelldifferenzierung konnten die PDCs in den Zellkulturen mit naiven B-Zellen
hauptsdchlich die Produktion von IgM induzieren, wihrend die memory B-Zellen

hauptsichlich IgG sezernierten.

Die Daten der hier vorliegenden Arbeit lassen somit schlussfolgern, dass die PDC allei-
ne nicht in der Lage ist, die wichtige Interaktion von T-und B-Zelle fiir den “Isotype
Switch” zu ersetzen. Aus der Literatur geht aulerdem hervor, dass andere Subpopulati-
onen dendritischer Zellen fiir den “Isotype Switch” von CD40L-aktivierten naiven B-
Zellen verantwortlich sind ***°. In Analogie dazu wurde berichtet, dass Miuse, die kei-
ne T-Zellen mehr haben (so genannte MHC-II Knock-Out Méuse), immer noch in der
Lage sind, eine beachtliche Immunantwort in Form von neutralisierenden IgM-
Antikorpern gegen das Glykoprotein des Vesicular Stomatitis Virus (VSV)
auszuldsen '¥. Im Gegensatz zur IgM-Produktion scheint die IgG-Antwort somit stark
abhingig von T-Zell-Hilfe zu sein, da in diesen Experimenten kein IgG detektiert wer-

den konnte.

Auch hier kann man wieder Parallelen zwischen dieser und der eben vorgestellten Ar-
beit ziehen. So scheinen PDCs in der hier vorgelegten Arbeit in quantitativer Hinsicht
vor allem die IgM-Produktion von naiven B-Zellen zu fordern. PDCs kénnten demnach
verantwortlich fiir die schnelle primére Unterstiitzung der T-Zell-unabhangigen Immun-

antwort wihrend viraler Infektionen in vivo sein.
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Dazu kommt, dass PDCs interessanterweise in den T-Zell-Arealen der sekundiren
lymphatischen Organe vorkommen, welches aus immunhistochemischen Firbungen
bekannt ist **. Von da aus gelangen die PDCs, dhnlich den T-Zellen, in die duBeren T-

101
o In

Zell-Zonen, von denen bekannt ist, dass hier B-Zellen mit T-Zellen interagieren
dieser Zone wire also ein potentiell T-Zell-unabhéngiger Kontakt der naiven B-Zelle
mit der PDC mdglich und konnte der Ausloser einer priméren schnellen Immunantwort
wihrend viraler Infektionen sein. Dass PDCs jedoch in den Zellkulturen mit naiven B-
Zellen hauptsdchlich die Produktion von IgM und nicht IgG forderten, fiithrte zu der
Schlussfolgerung, dass PDCs alleine nicht in der Lage sind, die wichtige Interaktion
von T-und B-Zelle fiir den “Isotype Switch” zu ersetzen. Mit ihrer Hilfe konnen die B-
Zellen jedoch, wenn sie zusétzlich iiber ihren B-Zell-Rezeptor iiber Antigen aktiviert
werden und einen gleichzeitigen mikrobiellen Stimulus erhalten, die fiir die Plasmazell-

differenzierung wichtigen Zytokine IL-6 und IL-10 selber sezernieren und eine schnelle

Immunantwort einleiten.

In Anbetracht der hier vorgestellten Ergebnisse kann das von Jego vorgestellte Modell

um folgende Punkte verdndern werden:

1. Wir benutzen CpG-C und keinen Virus, um hohe Mengen an IFN-a in PDCs zu in-
duzieren.

2. 1L-6 und IL-10 werden von den B-Zellen selbst nach Stimulation mit CpG-C, Anti-Ig
und IFN-a sezerniert.

3. Wir benétigen keinen CD40L.

4. PDCs aktivieren sowohl naive als auch memory B-Zellen zur Immunglobulin-
produktion ohne einen “Isotype Switch” in naiven B-Zellen vollziehen zu konnen. Als

eigene schematische Zusammenfassung dieser Erkenntnisse dient Abbildung 4.2.2.
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Abbildung 4.2.2 PDC:s als Ersatz fiir T-Zell-Hilfe

Naive (linker oberer Quadrant, griiner Kreis) und memory B-Zellen (rechter oberer Quadrant,
gelber Kreis) wurden mittels CpG-C und Anti-Ig {iber Thren B-Zell-Rezeptor stimuliert. Gleich-
zeitig werden PDCs (oben Mitte, blauer Kreis) durch CpG-C aktiviert. Auf CpG-C-Stimulation
sezernieren PDCs IFN-a. Daraufhin werden die gerade aktivierten B-Zellen durch IFN-a zur
weiteren Differenzierung angeregt. Die B-Zellen sezernieren darauthin in Gegenwart der PDC
vor allem IL-6 und IL-10 und reifen zu CD38 CD20~ Plasmazellen aus. In Gegenwart der PDC
sezernieren naive B-Zellen insbesondere IgM, memory B-Zellen vor allem IgG. Erstaunlicher-
weise ist in diesem System keine T-Zell-Hilfe durch die Bereitstellung von IL-2 und CD40L
vorhanden. Naive B-Zellen konnten jedoch nicht den “Isotype Switch” zu IgG vollziehen.

4.3 Mogliche Mechanismen im Hinblick auf die Induktion der adap-

tiven Immunantwort

4.3.1 Losliche Faktoren oder Zell-Zell-Kontakt

Es ist bekannt, dass T-Zell-Hilfe (CD40L) verantwortlich ist fiir die endogene Produkti-
on von IL-10 und IL-6 in B-Zellen und dass beide Zytokine eine kritische Rolle in der
Differenzierung von CD40L-aktivierten B-Zellen ausiiben'”. Interessanterweise wurde
IFN-a in der hier vorgelegten Arbeit als einer der 16slichen Faktoren identifiziert, der

IL-6 und IL-10 in Anti-Ig und CpG-ODN-stimulierten B—Zellen induziert. Erstaunli-
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cherweise war der Effekt auf die Zytokinsynthese in der Abwesenheit von CpG-ODN
oder Anti-Ig trotz IFN-a Zugabe sehr gering. Welche Rolle ein direkter Zell-Zell-

Kontakt in diesem System spielte, fithrte zu unterschiedlichen Ergebnissen:

1. Die Trennung von B-Zellen und PDCs fiihrte zu einer signifikanten Abnahme von
CD86, IL-6 und IL-10. Analog dazu fiithrte die Abnahme der Zytokinproduktion von IL-
6 und IL-10 zu einer verminderten Plasmazelldifferenzierung. Diese Entdeckung unter-
streicht die wichtige Rolle genau dieser beiden Zytokine in der B-Zell-Differenzierung
und bestitigt die vorangegangenen Studien " '”°. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht
eindeutig und fiihrten zu der Hypothese, dass fiir die gesteigerte B-Zell-Aktivierung

eine Kombination aus Zell-Zell-Kontakt und 16slichen Faktoren wichtig zu sein scheint.

2. In Bezug auf die Immunglobulinproduktion konnte kein Hinweis fiir direkten Zell-
Zell-Kontakt festgestellt werden, obwohl die Ergebnisse der Plasmazelldifferenzierung
diesen erwarten lieen. So konnte man schlussfolgern, dass CpG-induzierte 16sliche
Faktoren (IL-10, IL-6, IFN-a) die Immunglobulinproduktion von B-Zellen verstédrken.
In Ubereinstimmung mit der schon erwihnten Studie von Jego ’® kann mit der hier vor-
liegenden Arbeit ein funktioneller Synergismus von PDC-abhingigen IFN-a und dem

von der humanen B-Zelle produzierten IL-6 postuliert werden.

4.3.2 IFN-a inhibiert den “Isotype Switch”von humanen B-Zellen

Beziiglich der Generierung von humanen Antikorper-produzierenden Plasmazellen stellt
Jego’s Arbeit IFN-a in den Mittelpunkt und liefert damit eine Erklarung fiir einen zellu-
laren Mechanismus fritherer Studien, die eine erhdhte Antikdrperproduktion nach Sti-

mulation mit IFN-a nachweisen konnten '**'*

. Diese Funktion von IFN Typ I in der
Plasmazelldifferenzierung reiht sich nahtlos in die Liste der durch IFN-o vermittelten
immunmodulatorischen Effekte ein, die schon in einigen Studien beschrieben worden
sind "2 AuBerdem erklirt es den beobachteten adjuvanten Effekt von IFN Typ I auf
die humorale Immunitit. So konnte Le Bon in einer Studie zeigen, dass IFN-a in der
Lage ist, iiber die Einbeziehung von MDCs als sehr potentes Immunstimulans zu fun-

gieren. Diese Erkenntnise weisen darauthin, dass IFN-o eine Schliisselrolle in der

Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunitit einnimmt >,
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In der hier vorliegenden Arbeit scheinen PDCs iiber ihre IFN-a-Produktion einen Ersatz
fiir die sonst bendtigte T-Zell-Hilfe darzustellen. Neben der Funktion als dendritische
Zelle ist ndmlich ein weiteres Charakteristikum von PDCs, dass sie hohe Mengen von
IFN Typ I nicht nur als Antwort auf eine Virusinfektion produzieren, sondern auch auf
eine Stimulation mit CpG-Oligonukleotiden ®> "> '**. Neuere Studien zeigen, dass auch
die DNA eines Virus TLR9 mit einbeziehen kann und zu einer erhéhten Sekretion von
IFN-a durch PDCs fiihrt '**. Die Effekte von IFN-o. in der hier vorliegenden Arbeit sind
konzentrationsabhingig. So produzierten B-Zellen in den hier durchgefiihrten Versu-
chen wenig IL-6 und IL-10 nach Stimulation mit Anti-Ig oder CpG-ODN alleine. Der
Synergismus aus Anti-Ig und CpG-ODN sorgte jedoch fiir eine erhdhte Induktion von
IL-6 und IL-10, was sich durch IFN-a noch signifikant steigern lie. Auch die Produk-

tion von IgM war durch IFN-a weiter gefordert worden.

Ferner war schon in fritheren Arbeiten berichtet worden, dass IFN-a die Immunantwort
von B-Zellen verstirken und den “Isotype-Switch” zu IgG-produzierenden Plasmazellen
in vivo induzieren kann . Somit iiberraschte in der hier vorliegenden Arbeit die Steuer-
barkeit der I[gG-Produktion humaner B-Zellen durch IFN-oa. Auch hier sah man wieder
einen Synergismus zwischen Anti-Ig und CpG-ODN. Anders als erwartet hatte IFN-o
hier allerdings einen hemmenden Effekt auf die I[gG-Produktion von B-Zellen, der umso

starker wurde, je hoher die Menge an eingesetztem [FN-o war.

Diese Ergebnisse fiihrten zu dem Schluss, dass PDCs die Synthese von IL-6, IL-10 und
IgM durch IFN-o fordern koénnen, wihrend die 1gG-Produktion von B-Zellen sogar
durch IFN-a verringert werden konnte. In Analogie dazu gab es, wie bereits erwéhnt, in
der hier vorliegenden Arbeit keine Hinweise dafiir, dass PDCs in der Zellkultur mit B-

Zellen einen “Isotype Switch” unterstiitzen konnten.

Das wiirde bedeuten, dass die erhohte Induktion von Immunglobulinen (IgG) in unseren
Zellkulturen hochstwahrscheinlich nicht auf IFN-o zuriickzufiihren war, sondern dass
andere Zytokine wie IL-6 und IL-10 oder noch nicht identifizierte 16sliche Faktoren eine
Rolle spielen konnten. IFN-a konnte hier nicht die gewiinschte Zunahme in der 1gG-
Produktion bewirken, wihrend IgM konzentrationsabhéngig durch IFN-a zu steigern

war.
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Das geht einher mit unserer Vermutung, dass PDCs insbesondere die primire, [gM-
abhingige Immunantwort unterstiitzen konnen, und steht somit im Widerspruch zu Je-

go’s Arbeit, in der die PDC’s vor allem die IgG-Produktion forderten ’®.

Man muss an dieser Stelle natiirlich auch bedenken, dass hier keine CD40L-stimulierten
B-Zellen verwendet wurden und dies schon eine Erkldrung fiir den Unterschied sein
konnte. AuBlerdem =zeigt das Ausbleiben einer kompletten Aufhebung der
B-Zell-Aktivierung durch IFN Typ I-blockierende Antikorper, dass nicht nur hohe Kon-
zentrationen von IFN-a zwischen B-Zellen und PDCs fiir die Aktivierung entscheidend

sind.

Ein weiterer wichtiger Erklarungsansatz fiir das unterschiedliche Verhalten der B-Zellen
beziiglich der Antikorperproduktion kénnte auf molekularer Basis liegen. So konnten
Unterschiede in der Expressionshohe des IFN-Rezeptors in humanen B-Zellen diese
unterschiedlichen Ergebnisse erkldren. Mehrere Verdffentlichungen zeigen weiterhin,
dass IFN Typ I die IL-12-Produktion aktivierter Monozyten und MDCs nachhaltig un-
terdriickt '*> '°. Auch eine PDC-abhingige IL-12-Produktion ldsst sich durch einen
autokrinen Riickkopplungseffekt via IFN Typ I inhibieren 7 Wie in einer Publikation
gezeigt wurde, ist IL-12 jedoch wichtig, um eine effektive Ausdifferenzierung von nai-
ven B-Zellen zu immunglobulinsezernierenden Zellen zu erreichen °’. Da IFN-o. die
Expression des IL-12 Rezeptors auf myeloiden dendritischen Zellen induziert, wurde
kiirzlich postuliert, dass im Zusammenspiel von IL-12 und IFN Typ I die Konzentration
von IFN-a eine entscheidene Rolle spielt. Hohe IFN-a-Konzentrationen, wie sie z.B.
durch CpG-C induziert werden, konnten IL-12-vermittelte Effekte durch eine komplette
Drosselung der IL-12-Produktion autheben. Niedrige IFN-o Konzentrationen (z.B.
durch CpG-B) hingegen konnten jedoch einen synergistischen Effekt durch die Hochre-
gulation des IL-12 Rezeptors haben '*®. In eigenen Versuchen konnte interessanterweise
kein bioaktives IL-12 in Zellkulturen mit CpG-ODN, Anti-Ig und IFN-a stimulierten B-
Zellen nachgewiesen werden. Es wurde auch kein bio-aktives IL-12 in CpG-C aktivier-

ten PDCs nachgewiesen (eigene unveroffentlichte Ergebnisse).

Daraus konnte man schlussfolgern, dass PDCs alleine unfidhig sind die enorm wichtige

Interaktion von B-Zellen und T-Zellen zu ersetzen und den “Isotype Switch” zu férdern.
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4.3.3 BlyS und APRIL

Trotzdem gibt es Hinweise in der Literatur, die darauf hindeuten, dass dendritische

Zellen den “Isotype Switch” von B-Zellen fordern ***% 1%

. In Analogie dazu konnte die
Gruppe um Litinsky zeigen, dass gerade beziiglich des “Isotype Switch” durch dendriti-
sche Zellen Molekiile erforderlich sind, die mit B-Zellen direkt, d.h. durch direkten
Zell-Zell-Kontakt, interagieren konnen. Interessanterweise scheinen gerade myeloide
dendritische Zellen zwei Liganden aus dieser TNF-Familie, BlyS und APRIL, auf ihrer
Zelloberflache zu exprimieren. Diese Oberflichenmolekiile fithren dazu, dass B-Zellen
ohne T-Zell-Hilfe den “Isotype Switch” vollziehen kénnen'®. Erstaunlicherweise kon-
nen diese Oberflaichenmolekiile auf myeloiden dendritischen Zellen durch IFN-a indu-

. 199, 200
ziert werden .

Folglich konnen PDCs iiber ithre IFN-o-Produktion myeloide dendritische Zellen so
aktivieren, dass diese mit B-Zellen direkt interagieren und B-Zellen dadurch den “Isoty-
pe Switch” in vivo vollziehen, wie Le Bon in ihrer Arbeit gezeigt haben **. Dabei konn-
te PDC-abhédngiges IFN-a dazu fiihren, dass BlyS und APRIL auf den myeloiden
dendritischen Zellen hochreguliert werden und diese dazu befdhigen, direkt mit B-
Zellen zu interagieren und den “Isotype Switch” einzuleiten. Das Fehlen der MDCs in
den hier durchgefiihrten Experimenten konnte ebenfalls eine Erkldrung fiir das Aus-
bleiben des “Isotype Switches” liefern. Ob PDCs durch CpG-ODN oder  Virusstimu-
lation in der Lage sind, diese Oberflachenmolekiile zu exprimieren, und ob Zytokine in
der Lage sind, diese Expression zu modulieren, bleibt Gegenstand derzeitiger For-

schung.

Diese Arbeit zeigt also, dass PDCs humane B-Zellen, die bereits durch Quervernetzung
des B-Zell-Rezeptors mittels Anti-Ig und gleichzeitigen mikrobiellen Stimulus (CpG-
Oligonukleotiden) aktiviert wurden, synergistisch zur Expression verschiedener Ober-
flichenmarker anregen (CD86) und deren Zytokin- (IL-6, TNF-a, IL-10) und Im-
munglobulinproduktion (IgM und IgG) steigern kénnen. Weiterhin kann mit dieser
Arbeit demonstriert werden, dass 16sliche Faktoren der PDCs, darunter vor allem IFN-a
und IL-6 sowie direkter Zell-Zell-Kontakt zu dieser B-Zell-Aktivierung beigetragen

haben. Als Zusammenfassung der hier moglichen Mechanismen dient Abbildung 4.3.1.
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Abbildung 4.3.1 CpG-stimulierte PDCs induzieren Plasmazelldifferenzierung
und Immunglobulinproduktion in humanen B-Zellen durch
direkten Zell-Zell-Kontakt und durch losliche Faktoren

Humane B-Zellen (linker oberer Quadrant, gelber Kreis) und PDCs (rechter oberer Quadrant,
blauer Kreis) wurden mittels CpG-C und Anti-Ig stimuliert. PDCs und B-Zellen stehen dabei
moglicherweise in direktem Zell-Zell-Kontakt (fraglich {iber BlyS, APRIL-BCMA), was zu
einer verstirkten Expression von Oberflichenmarkern (CD86) und Zytokinen (IL-6, IL-10)
filhrt. Auf CpG-C-Stimulation sezernieren PDCs IFN-a. Die Aktivierung der B-Zellen wird
durch von der PDC produziertes IFN-a noch weiter gefordert. IL-6 und IL-10 wie auch direkter
Zell-Zell-Kontakt sind verantwortlich fiir die Plasmazelldifferenzierung (CD20~ CD38"), wih-
rend direkter Zell-Zell-Kontakt nicht fiir die Immunglobulinproduktion ausschlaggebend zu sein
scheint. IFN-o vermag desweiteren die IgM-Produktion von humanen B-Zellen zu steigern,
wirkt aber hemmend auf die IgG-Synthese. Erstaunlicherweise ist in diesem System keine T-
Zell-Hilfe durch die Bereitstellung von IL-2 und IL-10 nétig.

4.3.4 Die Rolle von TLR9Y beziiglich der Immunstimulation

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits mehrere Publikationen, die sich mit der
TLR-Expression in humanen Lymphozyten befassten. Diese Studien konzentrierten sich
jedoch entweder nur auf die TLR-Expression einer speziellen Subpopulation oder es

wurde lediglich die differenzielle Expression weniger TLRs auf verschiedenen Subpo-
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4973181 perner kamen in diesen Studien Detektionsmethoden zur

pulationen untersucht
Anwendung, die lediglich semi-quantitative Aussagen iiber die Hohe der

TLR-Expression zulieen.

In einer kiirzlich erschienenen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde jedoch mittels real-
time-PCR die differentielle TLR-Expression in humanen Leukozytensubpopulationen
quantitativ untersucht ’. Es konnte fiir humane B-Lymphozyten ein charakteristisches
TLR-Profil nachgewiesen werden. So weisen humane B-Zellen eine prominente Ex-
pression von TLR1 und TLR6 auf. TLR1 und TLR6 dimerisieren beide mit TLR2 und
konnen so zwischen unterschiedlichen bakteriellen Lipoproteinen diskriminieren, z.B.
zwischen Peptidoglykanen und anderen mikrobiellen Bestandteilen '’. B-Zellen
exprimieren Uberdies interessanterweise als einzige Zellpopulation innerhalb von
PBMCs TLR10. Es ist somit anzunechmen, dass B-Zellen eine exklusive Rolle in der
Detektion korrespondierender PAMPs durch TLR10 zukommt. Die beobachtete fehlen-
de Expression von TLR3 und TLRS in B-Zellen ldsst weiterhin vermuten, dass korres-
pondierende PAMPs auf B-Zellen keine physiologische Rolle ausiiben. Ferner deutet
die marginale Expression von TLR4 in B-Zellen an, dass der TLR4-Agonist LPS in
dieser Zellpopulation nicht iiber diesen Erkennungsmechanismus detektiert werden

kann.

In Analogie dazu konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass B-Zellen im Gegensatz
zu CpG-Stimulation nicht sensitiv auf LPS-Stimulation reagieren *°'. Ferner konnte in
humanen B-Zellen neben einer hohen Expression von TLR9 auch TLR7 nachgewiesen
werden. Erginzend zu den gerade beschriebenen Feststellungen konnte in der hier vor-
liegenden Arbeit auch durch das dufBerst sensitive und quantifizierbare Verfahren der
real-time-PCR eine genaue Expressionsanalyse der Familie der TLRs in verschiedenen
B-Zell-Subpopulationen des peripheren Blutes erstellt werden. Ferner war eine genaue
Analyse der TLR9-Expression nach Stimulation humaner B-Zellen méglich. In diesem
Sinne ist es wichtig zu vermerken, dass die einzige dendritische Zelle, die ebenfalls in

prominenten Mengen TLR9 und TLR7 exprimiert, die PDC darstellt ’.

Die Ausstattung der PDCs mit diesen Toll-Like-Rezeptoren konnte dazu fiithren, dass es

iiber eine Stimulation mit den korrespondierenden Agonisten zu einer Ausreifung der
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PDC kommt und diese ihre funktionelle Rolle als Schaltstelle zwischen angeborener

und adaptiver Immunantwort erfiillen kann *'.

4.3.5 Differenzielle TLR-Expression in humanen B-Zell-Subpopulationen

In den letzten Jahren fand die Expression von PRRs auf B-Zellen besondere Beachtung,
da neuere Studien zeigten, dass vor allem memory B-Zellen besser auf eine Stimulation
mit CpG-ODN reagierten als naive B-Zellen. Es bestand also die Moglichkeit, dass die
TLR-Expression in humanen naiven und memory B-Zellen unterschiedlich reguliert
sein konnte '*°. Basierend auf der unterschiedlichen Expression von CD27 und IgD auf
humanen B-Zellen besteht das periphere Blut aus bis zu 60-70% CD27 IgD" naiven B-
Zellen und 20-30% CD27 IgD™ memory B-Zellen '®.

Bis heute ist wenig bekannt hinsichtlich der TLR-Regulation und dessen Einfluss auf
das immunologische Antwortverhalten von B-Zell-Subpopulationen, insbesondere nach
CpG-ODN und B-Zell-Rezeptor-Stimulation. In einer Studie von Lanzavecchia’s Ar-
beitsgruppe wurde ein detailliertes TLR-Expressionsmuster der B-Zell-Subpopulationen
skizziert und in einen funktionellen Zusammenhang mit CpG-Stimulation und B-Zell-

Rezeptor-Aktivierung gebracht.

In Analogie zu Lanzavecchia’s Studie konnte die hier vorgelegte Arbeit ein charakteris-
tisches Expressionsmuster von TLRs in den B-Zell-Subpopulationen aufzeigen. Um
reine B-Zell-Subpopulationen fiir die Analyse der TLR-Expression zu erhalten, wurden
die B-Zellen mittels der sehr sensitiven Methode des “Zellsortens” gewonnen, bei der
die Zellen eine Reinheit von iiber 95% aufwiesen. Im Anschluss wurden naive und
memory B-Zellen mittels real-time-PCR auf deren TLR-Expression untersucht. So lief3
sich in naiven B-Zellen eine geringere Expression von TLR9 und TLR10 nachweisen
als in memory B-Zellen. Da TLR10 in prominenten Mengen nur in B-Zellen (vor allem
memory B-Zellen) vorkommt, bietet die Identifikation eines TLR10-Liganden eine
Moglichkeit, B-Zellen selektiv zu stimulieren ohne einen zusitzlichen Effekt auf MDCs
oder PDCs auszuiiben. TLR4 wurde nur marginal, aber ebenfalls hoher in memory B-

Zellen als in naiven B-Zellen exprimiert.
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Bei Kenntnis dieser Ergebnisse ist es also sehr wahrscheinlich, dass die Expression von
TLRY in humanen B-Zellen von threm Entwicklungsstadium abhédngt und somit unter-

schiedlich reguliert wird.

4.3.6 Effekte von BCR-Ligation und CpG-Stimulation auf die TLR-Expression
von humanen B-Zellen

Auf Grund der Studie von Bernasconi '*° bestand die Moglichkeit, dass eine Querver-
netzung des B-Zell-Rezeptors auf humanen B-Zellen zu einer vermehrten TLR-
Expression fithren und somit die Funktion eines “Fine Tuners” flir humane B-Zellen
erfiillen konnte. Die B-Zellen wéren somit beféhigt, besser und spezifischer auf po-
lyklonale Stimuli zu reagieren. Ferner hatten frithere Studien an Méusen gezeigt, dass es
einen Synergismus zwischen einer B-Zell-Rezeptor Aktivierung und gleichzeitiger

TLR-Stimulation gibt '7* 2%,

Diese Studien schlagen vor, dass polyklonale Stimuli, wie z.B. CpG-DNA oder LPS, als
eine Art “physiologische Briicke” zwischen B-Zell-Rezeptoren und TLRs fungieren und
durch die Quervernetzung (“Crosslinking”) dieser beiden Zell-Rezeptoren zu einer

B-Zell-Proliferation und B-Zell-Differenzierung fiihren.

Wie bereits erwihnt, stellen optimale CpG-ODN-Sequenzen aullerordentlich starke Mi-
togene fiir B-Zellen fast aller Vertebraten '*> '** dar. Schon geringe Konzentrationen
CpG-DNA wirken synergistisch mit einem addquaten B-Zell-Rezeptor Signal, um reife
periphere B-Zellen zu einer mehr als 10-fachen Proliferation, Antigen-spezifischer An-
tikdrpersekretion und IL-6-Produktion anzuregen *%. In einer erst kiirzlich erschienenen
Studie konnte CpG-DNA als potentes Adjuvans naive und memory B-Zellen in Kombi-
nation mit CD40L, IL-2 und IL-10 zu Antikorper-produzierenden Zellen ausdifferenzie-
ren lassen '"°. In Analogie dazu konnte Bernasconi zeigen, dass TLR in naiven B-
Zellen in sehr geringer Anzahl exprimiert wird und durch eine Aktivierung des B-Zell-
Rezeptors mit Anti-Ig betridchtlich gesteigert werden kann. Memory B-Zellen hingegen
besitzen hohe Mengen TLR9 '*°.

Konsequenterweise konnte die Arbeitsgruppe um Bernasconi nachweisen, dass memory
B-Zellen nach CpG-Stimulation mit Proliferation und Differenzierung zur Antikorper-

produzierenden Zellen reagierten, wahrend naive B-Zellen die simultane Aktivierung
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mittels Anti-Ig und CpG-ODN benétigten '2°. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse
konnte die Gruppe um Lanzavecchia ein immunologisches Modell postulieren, welches
auf einer kurzfristigen Verbindung zwischen dem B-Zell-Rezeptor und dem TLR9-

Liganden beruht:

1. In einem ersten Schritt bindet Antigen an den B-Zell-Rezeptor und 16st die TLR9-
Expression aus. 2. In einem zweiten Schritt wird das Antigen und der assoziierte TLR-
Ligand in der Zelle internalisiert und in das endosomale Kompartiment aufgenommen,
wo es mit neu synthetisiertem TLRO interagiert. Dieses Modell konnte noch dadurch
verfeinert werden, dass die Proliferation und Differenzierung von naiven und memory
B-Zellen ohne T-Zell-Hilfe induziert werden konnte. Die direkte Kopplung von Antigen
an CpG-ODN ist demnach ausreichend, um eine T-Zell-unabhingige Immunantwort

auszulGsen.

Somit steht die in der hier vorgelegten Arbeit beschriebene Verminderung der TLR9-
Expression humaner B-Zellen im Widerspruch zu den zitierten Autoren' '20 174 176.202
So konnte nach simultaner Stimulation mit CpG und Anti-Ig eine Verringerung der
mRNA-Expression von TLR9 in humanen B-Zellen nachgewiesen werden. Ferner fiihr-
te die Titration humaner B-Zellen mit unterschiedlichen Mengen IFN-a zu einer ver-
minderten Expression von TLR9. Infolgedessen konnte angenommen werden, dass eine
TLR9-Hochregulation nicht fiir die verstirkte Immunantwort humaner B-Zellen ver-
antwortlich war. Die Verringerung der TLR9-Expression bestitigte auBerdem Ergebnis-

se unserer Arbeitsgruppe, bei der eine B-Zell-Stimulation mit CpG-ODN ebenfalls zu

einer Verminderung der TLR9-Expression fiihrte ’.

Man muss allerdings erwdhnen, dass die Ergebnisse der TLR9-Expression nach Stimu-
lation humaner B-Zellen erzielt wurden, die nicht in ithre Untergruppen aufgetrennt wa-
ren. Ein weiterer wichtiger Unterschied bestand im Antwortverhalten der B-Zell-
Subpopulationen nach CpG- und B-Zell-Rezeptor-Stimulation. So konnte die Plasma-
zelldifferenzierung von memory B-Zellen durch diesen Synergismus stirker gefordert
werden als durch CpG-ODN alleine und dadurch auch zu der Bildung von Immunglo-
bulinen (vor allem IgG) fiihren. In Ubereinstimmung mit Bernasconi reicht die alleinige

Stimulation naiver B-Zellen mit CpG-C nicht aus, um eine ausreichende
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Plasmazelldifferenzierung und Immunglobulinproduktion einzuleiten, sondern man be-
nétigt dazu die Stimulation des B-Zell-Rezeptors und die PDC. Im Gegensatz zu Ber-
nasconi’s Arbeit bedurfte jedoch die memory B-Zelle ebenfalls der Hilfe durch den
B-Zell-Rezeptor und der Hilfe der PDC. Ferner stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im
Widerspruch zu Bernasconi’s Hypothese, dass die selektive Expression der TLRs in
memory B-Zellen einen bis heute ausstehenden Erklarungsmechanismus fiir das selek-
tive Ansprechen von memory B-Zellen auf CpG-ODN liefert. So zeigte die hier vorlie-
gende Arbeit, dass naive B-Zellen auf Stimulation mit CpG-C quantitativ mehr

Zytokine (IL-6 und IL-10) als memory B-Zellen produzieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen den TLRs eine neue Rolle in der Immunantwort
zu. In dendritischen Zellen fungieren TLRs als primére Ausldser fiir dendritische Zell-
reifung und Zytokinproduktion und in diesem Sinne als Schaltstellen zwischen angebo-
rener und adaptiver Immunitit. Im Gegensatz dazu scheinen die TLRs in humanen
B-Zellen abhingig von B-Zell-Rezeptor-Stimulation und dem korrespondierenden TLR-
Liganden zu sein. Die TLRs in humanen B-Zellen scheinen somit unterschiedliche
Rollen bei der Initiation einer primédren Immunantwort und der Ausbildung eines

immunologischen Gedéichtnisses zu spielen.

4.4 PDCs und CpG-ODN: Unterstiitzer einer polyklonalen oder

Antigen-spezifischen Immunantwort ?

4.4.1 Mikrobielle DNA unterscheidet sich von CpG-DNA

B-Zellen waren die ersten humanen Immunzellen, von denen man wusste, dass sie
CpG-Motive in mikrobieller DNA in einer CpG-spezifischen Art und Weise erkennen.
Basierend auf B-Zell-Aktivierung und deren Proliferation wurde das menschliche CpG-
Motiv identifiziert und ein Oligonukleotid entwickelt (CpG-B), welches die
Signaltransduktionskaskade der MAP-Kinasen und eine NF-kB-Translokation in aufge-
reinigten B-Zellen induzieren konnte. AuBlerdem zeigte sich, dass CpG-B (ODN 2006)
ein potentes Adjuvans in Primaten darstellt, um die humorale Immunantwort zu for-
dern '*. Aber die wichtige Frage, ob CpG-Oligonukleotide auf die verschiedenen Ent-

wicklungsstufen der B-Zell-Differenzierung FEinfluss nehmen und ob sie in
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Kombination mit anderen Stimuli eine polyklonale oder Antigen-spezifische Immun-

antwort fordern, blieb bis vor kurzem ungeklart.

So sind verschiedene Studien durchgefiihrt worden, die sich mit der Stimulation von
CpG-aktivierten B-Zellen in Kombination mit oder ohne Antigen beschiftigen 7% .
Alle diese Studien beruhen auf dem Konzept, dass die Stimulation von B-Zellen mit
CpG-ODN und Antigen ausreicht, um memory B-Zellen zu Plasmazellen ausreifen zu

lassen.

In den erwédhnten Studien reicht diese Art der B-Zell-Aktivierung aber nicht aus, um
naive B-Zellen zu Plasmazellen ausdifferenzieren zu lassen, es sei denn ein zusétzlicher
Stimulus ist verfiigbar z.B. in Form von T-Zell-Hilfe (CD40L) oder Zytokinen (IL-2,
IL-4 und IL-10).

Wie die vorliegende Arbeit beweist, konnen PDCs CpG-stimulierte naive B-Zellen via
l6slicher Faktoren und direktem Zell-Zell-Kontakt zu Plasmazellen ausdifferenzieren
lassen und somit fiir die T-Zell-Hilfe substituieren. Jedoch gibt es nur limitierte Infor-
mationen, wie CpG-Motive innerhalb mikrobieller DNA von B-Zellen unter physiologi-
schen Bedingungen erkannt werden, z.B. wihrend einer bakteriellen oder einer
Virusinfektion. Denn obwohl CpG-Oligonukleotide in der Lage sind, als ein Mimikry
fiir bakterielle DNA zu fungieren, gibt es doch einige wichtige Unterschiede zwischen

CpG-ODN und mikrobieller DNA:

1. Die Frequenz von CpG-Motiven in CpG-ODN ist hoher.

2. Das chemische Riickgrat von CpG-ODN ist resistenter gegeniiber dem Abbau durch
Nukleasen.

3. Die molekulare Masse von CpG-ODN ist viel kleiner.

In diesem Sinne konnte gezeigt werden, dass CpG-B in Kombination mit CD40L
ebenso wie Escherichia Coli-DNA als physiologischer Stimulus zu einer Aktivierung

von humanen B-Zellen fiihren kann °'.

Ferner ist bekannt, dass die Prasenz von CpG-ODN in zu hoher Konzentration zu einer
polyklonalen B-Zell-Stimulation fiihrt '*°. Man muss sich allerdings auch fragen, ob

CpG-Oligonukleotide iiberhaupt so hohe Konzentrationen im extrazelluldiren Raum der
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lymphatischen Gewebe erreichen konnten, um B-Zellen zu stimulieren. Dies konnte
jedoch der Fall sein wihrend schwerwiegender Infektionen wie z.B. einer Sepsis. Im
Gegensatz dazu wiirden Nukleasen wihrend einer begrenzten Infektion durch die Auf-
spaltung der mikrobiellen DNA das Entstehen einer polyklonalen Aktivierung humaner
B-Zellen verhindern. Es gibt jedoch neuere Hinweise, dass in DNA-haltigen Immun-
komplexen die DNA vor der Aufspaltung durch Nukleasen geschiitzt ist. DNA scheint
also gegeniiber dem Abbau durch Nukleasen stabiler zu sein, wenn sie mit Nukleinséu-

re-Protein-Partikeln komplexiert ist.

Leadbetter konnte sogar erste Hinweise am Mausmodell liefern, dass autoreaktive B-
Zellen tliber ihren B-Zell-Rezeptor, der spezifisch fiir eigens produziertes IgG ist, {iber
DNA-haltige Immunkomplexe aktiviert werden konnen. Dies scheint iiber einen
MyD88-abhingigen Mechanismus zu funktionieren und beinhaltet somit TLR9 '"*. Die
Arbeitsgruppe um Leadbetter fand auch heraus, dass fiir die Aktivierung der B-Zellen
die simultane Stimulation des B-Zell-Rezeptors liber Antigen und die Aktivierung von

TLRO iiber die DNA-haltigen Immunkomplexe erforderlich ist ',

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Immunkomplexe oder dhnliche Partikel, die
mikrobielle DNA beinhalten, zusammen mit viralen oder bakteriellen Antigenen fahig
sein konnten, B-Zellen zu aktivieren, die den korrespondierenden B-Zell-Rezeptor be-
sitzen. In der hier vorliegenden Arbeit wird exakt der zuvor beschriebene Mechanismus
iberpriift und groBtenteils bestdtigt. So fiihrte die Stimulation von humanen B-Zellen
mit CpG-DNA als TLR9-Ligand und die Stimulation des B-Zell-Rezeptors mit Anti-Ig,
welches den B-Zell-Rezeptor quervernetzt und somit Antigen “simuliert” zu einer ver-

starkten Immunantwort der B-Zellen.

Dies forderte vor allem die Zytokinproduktion, insbesondere von IL-6 und IL-10.
Interessanterweise wurde vor allen Dingen auch die Zytokinausschiittung von naiven B-
Zellen gefordert, obwohl in der hier durchgefiihrten Arbeit gezeigt werden konnte, dass
diese ein niedrigeres TLR9-Profil aufweisen als memory-B-Zellen.

Ebenso forderte dieser Synergismus die Plasmazellbildung von naiven und memory B-
Zellen und fiihrte dadurch auch zur vermehrten Bildung von Immunglobulinen (IgM

und IgG).
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In Ubereinstimmung mit Bernasconi und Leadbetter lsst sich also die Hypothese auf-
stellen, dass die Stimulation von B-Zellen iiber ihren B-Zell-Rezeptor und CpG-DNA
ausreicht, um eine potente Immunantwort ohne T-Zell-Hilfe auszulosen. Dariiber hinaus
konnte die hier vorliegende Arbeit zeigen, dass durch die Zugabe der PDC zu humanen
B-Zellen dieser Synergismus um ein Vielfaches verstirkt werden kann. In diesem Sinne
besteht natiirlich die Gefahr, dass diese Aktivierungssteigerung zu einer polyklonalen
Aktivierung humaner B-Zellen fiihrt. Leadbetter zeigt jedoch, dass die gleichzeitige
Stimulation des B-Zell-Rezeptors via Antigen und die gleichzeitige Aktivierung von
TLRY {iber die DNA-haltigen Immunkomplexe die Immunantwort von B-Zellen
restringieren kann '’*. So miissen die B-Zellen ihr korrespondierendes Antigen erken-
nen, was als eine Art Schutzmechanismus fungiert und somit eine polyklonale Aktivie-
rung von B-Zellen verhindert. Daher werden durch diesen Schutzmechanismus

vermutlich nur Antigen-spezifische B-Zellen aktiviert.

Polyklonale Stimulation von B-Zellen ohne spezifisches Antigen ist vielleicht niitzlich,
um memory B-Zellen zu aktivieren und somit ein immunologisches Gedéchtnis in einer
Antigen-unspezifischen Art und Weise aufrecht zu erhalten. Die Fihigkeit von CpG-
ODN, eine polyklonale B-Zell-Aktivierung in der Abwesenheit von Antigen auszul6-
sen, ist vor allem im Hinblick auf die Eigenschaft von CpG-ODN als potentielles humo-
rales Vakkzineadjuvans von Interesse. So konnte es also niitzlich sein eine Antigen-
unspezifische Immunantwort auszuldsen. Im Gegensatz dazu konnte die Kombination
von CpG-C und Anti-Ig oder “spezifischem” Antigen zu einer Antigen-spezifischen
Immunantwort fithren, welche durch die PDC noch weiter verstarkt werden kann und

die T-Zell-Hilfe nicht bendtigt.

4.5 Das neue CpG-C-Oligonukleotid

4.5.1 Drei verschiedene CpG-Klassen: charakterisiert durch ihre priméren Ziel-
zellen

Im Vergleich unterschiedlicher CpG-ODNs konzentrierte sich diese Arbeit darauf, die
Funktion eines erst kiirzlich von unserer Arbeitsgruppe identifizierten neuen Oligo-
nukleotids (CpG-C) ' beziiglich der Aktivierung von Effektorzellen der angeborenen

und adaptiven Immunantwort weiter zu charakterisieren. Die hierbei beobachteten
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Effekte der neuen CpG-Klasse lassen sich sowohl auf eine direkte Stimulation von B-
Zellen und PDCs als auch auf indirekte Effekte, z.B. mittels Zytokinen zuriickfiihren.
Fiir die direkte Aktivierung der PDCs und der B-Zellen gibt es die einfache Erkldrung,
dass PDCs und B-Zellen auf Grund ihrer exklusiven Expression von TLR9 mit grofler
Sicherheit die priméiren Zielzellen fiir CpG-ODN in humanen PBMCs darstellen.

In diesem Sinne ist es sehr wichtig, nochmals darauf hinzuweisen, dass die Definition
verschiedener Klassen von CpG-Oligonukleotiden auf der spezifischen Reaktion ver-
schiedener Subpopulationen von Immunzellen basiert, die in der Lage sind, CpG-
Motive zu erkennen und auch den entsprechenden Rezeptor (TLR9) besitzen. Eine
Klassen-Einteilung der CpG-ODNs in CpG-A und CpG-B oder nun auch CpG-C an-
hand dieser primiren Zielzellen, wie von Arthur Krieg und unserer Arbeitsgruppe pro-

pagiert erscheint somit sinnvoll.

Das Phanomen der unterschiedlichen CpG-Klassen beinhaltet zwei voneinander ab-
grenzbare Komponenten. Die unterschiedlichen biologischen Profile der zwei
CpG-Klassen sind einerseits bedingt durch das unterschiedliche immunologische Reper-
toire der B-Zelle und der PDC, hervorgerufen durch den identischen TLR9-Agonisten
CpG-DNA, andererseits durch die vermeintlich priaferenzielle Aktivierung dieser beider
Zielzellen durch CpG-A, CpG-B oder CpG-C. Die genaue Charakterisierung der neuen
CpG-Klasse im Hinblick auf die Aktivierung ihrer primiren Zielzellen wirft jedoch
folgende entscheidende Fragen auf: Wieso kann CpG-C selektiv sowohl PDCs als auch

B-Zellen stimulieren? Die folgenden Punkte sollen mégliche Erkldrungsansétze liefern:

4.5.2 Nur CpG-B stimuliert die B-Zelle

Die Notwendigkeit von TLR9 in der Erkennung unterschiedlicher CpG-Klassen wurde
erst kiirzlich unter Beweis gestellt. Akira und Mitarbeiter konnten eindeutig belegen,
dass TLR9-defiziente Mause weder durch CpG-A noch durch CpG-B stimuliert werden
kénnen 2. Dass diese Beobachtung jedoch nicht den Umkehrschluss zulisst, dass die
Expression von TLR9 hinreichend ist, um auf CpG-DNA-Stimulation zu reagieren, zei-
gen andere Ergebnisse. So reagieren aufgereinigte B-Zellen trotz eindeutiger TLR9-
Expression nicht auf CpG-A-Stimulation '>*. Auch andere Arbeitsgruppen konnten zei-

gen, dass B-Zellen vorwiegend durch CpG-B aktiviert werden '** > "% Weiterhin zei-
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gen Untersuchungen mit TLR9-exprimierenden Zelllinien, dass diese lediglich durch
ODNs der Kategorie CpG-B stimuliert werden konnen, wahrend CpG-A keine Effekte

. 152
zeigt 3

. Diese Daten legen nahe, dass neben TLRY zusitzliche Faktoren notwendig
sind, um auf ODNs der Kategorie CpG-A zu reagieren. Womoglich sind diese Faktoren

fiir die selektive Aktivierung von PDCs durch CpG-A verantwortlich.

4.5.3 CpG-A und CpG-B induzieren eine qualitativ unterschiedliche Antwort der
PDC

Die deutlich hohere Induktion von IFN Typ I durch CpG-A im Vergleich zu CpG-B in
PDCs suggeriert einen rein quantitativen Unterschied in der stimulatorischen Fahigkeit
der beiden CpG-Klassen. Verbliiffenderweise haben Untersuchungen unserer Arbeits-
gruppe gezeigt, dass CpG-B in der Induktion zahlreicher DC-typischer Aktivitdtsmarker
CpG-A jedoch deutlich iiberlegen ist, so dass man eher von qualitativ unterschiedlichen
Aktivitdtsprofilen sprechen muss. CpG-B induziert eine deutlich hohere Expression von
kostimulatorischen Molekiilen und Produktion von proinflammatorischen Mediatoren in
PDCs als CpG-A " ?%. Auch zeigen sich deutliche Unterschiede in den Mechanismen
der IFN Typ I-Induktion zwischen den beiden ODN-Klassen. So wird lediglich durch
CpG-A ein positiver Riickkopplungsmechanismus benutzt, der die Interferonproduktion

entscheidend amplifiziert.

4.5.4 CpG-C aktiviert B-Zelle und PDC

Die erst kiirzlich von unserer Arbeitsgruppe identifizierten neuen Oligonukleotide
(CpG-C)'™* erwiesen sich im Vergleich mit CpG-A und CpG-B wesentlich potenter in
der Aktivierung von B-Zellen innerhalb von PBMCs. So fiihrte CpG-C zu einer ver-
starkten Expression des Oberflichenmarkers CD86 auf B-Zellen und einer verstiarkten
IL-6-Produktion innerhalb von PBMCs. Zusitzlich erwies sich CpG-C im direkten Ver-
gleich mit CpG-B als effizienter beziiglich der IFN-a Induktion in PBMCs. Die Deple-
tion der PDC von PBMCs machte deutlich, dass die verbesserte Aktivierung von B-
Zellen sowohl iiber eine direkte aber auch indirekte Aktivierung tiber PDCs erklért wer-
den kann. Konsequenterweise erwies sich CpG-C also besser als CpG-A (fehlende di-
rekte B-Zell-Aktivierung) beziiglich der Aktivierung von humanen B-Zellen und besser

als CpG-B (schwache Induktion von IFN-a in PDCs) in der Aktivierung von PDCs. In
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Analogie zu diesen Ergebnissen wurden die Unterschiede noch deutlicher, wenn isolier-
te B-Zellen jeweils einzeln mit CpG-C, CpG-B oder CpG-A stimuliert und auf IL-6-
Produktion untersucht wurden. Wie erwartet, induzierte CpG-A kein IL-6. CpG-C hin-
gegen tiibertraf CpG-B beziiglich der IL-6-Produktion. Durch die Zugabe von PDCs zu
diesen Zellkulturen lieB3 sich dieser Effekt noch steigern. Folglich lieBen diese Ergebnis-

se auf eine funktionelle Kooperation von B-Zellen und PDCs schlie3en.

Die Identifikation dieser neuen CpG-Klasse stellte den ersten Versuch dar, ein Oligo-
nukleotid zu entwickeln, das beide TLR9-tragenden humanen Immunzellen, PDCs und
B-Zellen, gleichzeitig aktiviert und miteinander in Verbindung bringt. Das in der hier
vorgelegten Arbeit benutzte CpG-C konnte die oben erwdhnten Ergebnisse nicht nur
bestdtigen, sondern auch die Funktion dieser neuen CpG-Oligonukleotide beziiglich der
B-Zell-PDC-Interaktion genauer charakterisieren. So forderte CpG-C in humanen B-
Zellen vor allem in Kombination mit Antigen (Anti-Ig) eine gesteigerte Expression von
Oberflichenmarkern (CD86) und die Zytokinsynthese (IL-6, IL-10, TNF-a). Uber die
direkte Induktion von IFN-a in PDCs konnte diese simultan mit CpG-C und Anti-Ig zu
einer noch stirkeren B-Zell-Stimulation fiihren. In Analogie dazu lielen sich antigener-
fahrene B-Zellen durch CpG-C zu einer erhohten Plasmazelldifferenzierungsrate und
erhohter Immunglobulinproduktion anregen. Ein “Isotype Switch” von naiven B-Zellen
wurde in dieser Arbeit durch CpG-C jedoch nicht erreicht. Diese drei Gruppen von
CpG-ODN représentieren jedoch nur einen Bruchteil moglicher CpG-ODN-Sequenzen
mit unterschiedlichen funktionellen Aufgaben. Es existieren vielleicht andere Sequen-
zen, die ausschlieBlich B-Zellen aktivieren oder sich in ihrer Fihigkeit unterscheiden,
die B-Zell-Differenzierung voranzutreiben. Es ist also grundsitzlich denkbar, dass Un-
terschiede in Aufnahme, Prozessierung und/oder Bindung an den TLR9-Rezeptor fiir
die differierenden biologischen Aktivititen der drei CpG-ODN Klassen verantwortlich

sind.

4.5.5 Strukturelle Unterschiede der drei CpG-Klassen

Nach Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe spielen moglicherweise strukturelle Eigen-
schaften, die sich auf ODN-Riickgrat, CpG-Motiv als auch Vorhandensein von Poly-G-
Motiven beziehen, und die Ausbildung von Quartérstrukturen eine entscheidende Rolle

in der unterschiedlichen Wirkung der CpG-Klassen. Beziiglich der neuen Gruppe von
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CpG-C-Oligonukleotiden ist aufféllig, dass sie eine zentrale Palindromsequenz teilen,
welche aus CG-Dinukleotiden besteht und ein TCGTCG-Motiv am 5 Ende besitzt. Das
Sequenzmotiv am 3’Ende scheint von untergeordneter Bedeutung zu sein. Die neue
Gruppe von CpG-ODN konnte somit als eine Mischung aus CpG-B und CpG-A be-
schrieben werden, da es die zentrale Palindromsequenz des CpG-A und das “optimale

humane CpG-Motiv”’ TCGTCG-Motiv des CpG-B-ODN am 5'Ende besitzt ©'** .

Die Féhigkeit der gleichzeitigen Stimulation von B-Zellen und PDCs kénnte also in
einer anderen Sequenz der neuen Oligonukleotide liegen, welche eine zentrale
palindromische Sequenz mit CG-haltigen Dinukleotiden und ein TCGTCG-Motiv am
5"Ende aufweisen. Ein weiterer wichtiger Vorteil der neuen CpG-C-ODN ist der Bezug
auf die klinische Anwendung in vivo. Dadurch, dass die neuen CpG-ODN als chemi-
sches Riickgrat ein komplettes Phosphorothioat enthalten, zeichnen sie sich durch eine
bessere Resistenz gegeniiber Gewebsnukleasen aus als CpG-A, was die in vivo Anwen-

dung fiir diese neue Klasse von Oligonukleotiden natiirlich noch praktischer macht.

4.5.6 Unterschiede in der Aufnahme der drei CpG-Klassen

Ein attraktives Erkldrungsmodell wére eine jeweils bevorzugte Auftnahme der verschie-
denen CpG-Klassen in ihre korrespondierenden Zielzellen. Schon lénger ist jedoch be-
kannt, dass Bindung und Aufnahme von ODNs unabhingig von ihrer
immunstimulatorischen Wirkung stattfinden, wobei ODNs mit Poly-G-Abschnitten eine

31 In einer kiirzlich erschienenen Studie

verstirkte Bindung und Aufnahme zeigen
wurden Bindung und Aufnahme von CpG-A und CpG-B in primédren B-Zellen unter-
sucht '°2. Obwohl sich hierbei eine verstirkte Bindung und Aufnahme von CpG-A in B-
Zellen zeigte, wurde jedoch keine direkte Aktivierung von B-Zellen beobachtet. Eine
verminderte Aufnahme von CpG-A-ODN in B-Zellen kann somit nicht fiir das fehlende
Ansprechen auf diese CpG-Klasse verantwortlich gemacht werden. Obwohl die Prasenz
von TLRY fiir die Erkennung und Aktivierung von Immunzellen mittels CpG erforder-
lich zu sein scheint, so scheint das Vorhandensein von TLR9 nicht ausreichend zu sein,
um CpG-Motive in unterschiedlichen DNA-Sequenzen zu erkennen. Vermutlich sind
noch zusitzliche Adaptormolekiile in die Regulation der Bindung der CpG-Motive an

TLRO eingeschaltet. Solche Adaptormolekiile konnten in B-Zellen und PDCs unter-

schiedlich exprimiert sein und werden wahrscheinlich wédhrend der Differenzierung
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unterschiedlich reguliert. In diesem Zusammenhang ist es wahrscheinlich, dass die Er-
gebnisse, die von TLRO-transfizierten Zelllinien erzielt werden, moglicherweise durch

das Fehlen eben dieser Adaptormolekiile verfalscht werden.

In diesem Zusammenhang sind Mikroskopie-Studien der Arbeitsgruppe um Klinman
von Interesse, in denen gezeigt wird, dass die ODN-Klassen in unterschiedliche subzel-

.. . . 1
lulire Kompartimente aufgenommen werden konnen '

. Moglicherweise kommt es
ausgehend von diesen unterschiedlichen Kompartimenten zur Initiation von differieren-
den Signaltransduktionsmechanismen. Zukiinftige Studien werden zeigen, ob in der Tat
eine unterschiedliche subzelluldre “Adressierung” von CpG-Klassen fiir die beobachte-

ten Klassenunterschiede verantwortlich gemacht werden kann.

4.6 Klinische Relevanz der Ergebnisse

4.6.1 Von Maus zu Mensch

Die Effektivitit von CpG-DNA als Adjuvans einer humoralen Immunantwort ist inzwi-
schen durch erste klinische Studien am Menschen gut belegt. Bisher existieren jedoch
wenige Daten, die belegen, dass CpG-ODN beim Menschen eine zellulire Immunant-
wort verbessern konnen. Diese Arbeit zeigt jedoch, dass zumindest in einem in vitro-
Modell CpG-DNA auch beim Menschen ein potentes Adjuvans fiir die Induktion einer
humoralen Immunantwort ist, und macht Hoffnung, dass CpG-ODN auch zu diesem
Zweck erfolgreich in klinischen Studien eingesetzt werden konnen. Neben der fiir das
murine und humane System beschriebenen Speziesspezifitdt in der Erkennung von
CpG-Motiven durch TLRY scheint sich das Expressionsmuster von TLR9 im murinen
und humanen System wesentlich zu unterscheiden ® 7. Wihrend im humanen System
lediglich PDCs und B-Zellen eine nennenswerte TLR9-Expression aufweisen und somit
direkt auf CpG-DNA reagieren, werden im murinen Immunsystem auch Zellen myeloi-
den Ursprungs direkt durch CpG-DNA aktiviert *” '*®*. Auch wenn das murine Pendant
zur PDC dhnlich auf den TLR9-Agonisten CpG reagiert, so zeigen sich doch deutliche
Unterschiede in der Reaktionsweise muriner myeloider APCs auf CpG-Stimulation. Bei
diesen Zellen fiihrt Aktivierung mittels TLR9 zu einer nachhaltigen Produktion von
IL-12 und sukzessive zu einer effektiven Tyl-Immunantwort. Nennenswerte IL-12-
Level werden im humanen System auf alleinige CpG-Stimulation nicht beobachtet. Die-

se Ergebnisse legen nahe, dass die Hauptwirkung des TLR-Agonisten CpG in der In-



Diskussion 110

duktion einer spezifischen Immunantwort im murinen System {iber Zellen der myeloi-
den Stammreihe vermittelt wird, die im humanen System jedoch nicht auf CpG reagie-
ren. Ein wichtiger Schritt in der Ubertragung der CpG-Technologie von der
Grundlagenforschung in die Klinik wird es somit einerseits sein, optimale humane
CpG-ODNs zu identifizieren, und andererseits, in geeigneten Modellen deren Wirk-
profil zu charakterisieren. Das Hauptaugenmerk in der Erprobung des Impfadjuvans
CpG-DNA 1m Tierversuch sollte hierbei sinnvollerweise auf die Zielzellen und nicht
auf das Vakzinierungsergebnis alleine gelegt werden. Um Spezies-bedingte Unterschie-
de in der TLR9-Expression zu umgehen, wire es ein interessanter Ansatz, humane
CpG-Motive in Mausen mit humanisiertem Immunsystem (Hu-PBMC-SCID Mice) zu

untersuchen.

4.6.2 Klinische Bedeutung der unterschiedlichen Klassen

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wire der rationale Einsatz einer bestimmten CpG-
Klasse in Abhingigkeit vom gewiinschten Impfeffekt von immenser Wichtigkeit. CpG-
C wire das iiberlegenere Adjuvans in einer Vakzinierungsstrategie, die darauf abzielt,
eine primdre Immunantwort zu induzieren. Eine Frage, der vor allem im Hinblick auf
die Vakzinierung mit dem neuen CpG-C nachgegangen werden muss, ist, ob die unkon-
trollierte Produktion von IFN-a bei Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) die Kon-
sequenz einer permanenten Stimulation durch Viren, Immunkomplexe oder anderer
mikrobieller Stimuli ist. In diesem Sinne ist neben der neuen Klasse von CpG-C-
Oligonukleotiden CpG-A ein potentieller Kandidat fiir selektive IFN-a-Induktion in
PDCs ohne die B-Zell-Funktion zu unterstiitzen. CpG-B hingegen konnte eingesetzt
werden, um unerwiinschte Nebenwirkungen, die unter einer IFN-a-Therapie vorkom-

men, zu vermeiden.

4.6.3 TLROY-Inhibition als méglicher Mechanismus zur Bekimpfung von Auto-
immunerkrankungen

Neben den viel versprechenden Einsdtzen von CpG-DNA in der Immuntherapie (siche
Einleitung) wurde in letzter Zeit hdufiger eine Beteiligung von TLRO bei der Entste-
hung von Autoimmunitit diskutiert >°°. Diesbeziiglich muss eine klare Unterscheidung

zwischen synthetischer CpG-DNA und DNA-enthaltenden Immunkomplexen gemacht
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werden. In den klinischen Studien, die derzeit mit CpG-DNA durchgefiihrt werden, gab
es zu keinem Zeitpunkt Hinweise auf die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung.
Jedoch kann die Entstehung von Autoantikdrpern durch Immunkomplexe, die mit kor-
pereigener DNA verkomplexiert sind, begiinstigt werden '™. So scheint es, dass eine
Aktivierung von B-Zellen iiber TLR9 sogar mit DNA-Sequenzen mdglich ist, die nor-
malerweise keinen immunstimulatorischen Effekt auf B-Zellen ausiiben. Voraussetzung
ist jedoch, dass die betroffenen B-Zellen vorher einen starken Stimulus iiber ihren B-

Zell-Rezeptor erfahren haben ' 20%2%,

Dieses Phanomen erklart vielleicht auch, warum CpG-DNA keine Autoimmunitit indu-
ziert, wenn es nicht in Form von Immunkomplexen vorliegt. Da aber eine TLRO-
Beteiligung trotzdem eine tragende Rolle in der Pathogenese von bestimmten Autoim-
munerkrankungen, wie etwa dem SLE zu spielen scheint, stellen Wege zur Inhibition
einer TLR9-vermittelten Immunantwort wirksame therapeutische Strategien dar '*> "
174, 207209 " golche Inhibitoren schlieBen das Antimalaria-Mittel Chloroquin und be-

stimmte suppressiv wirkende Oligonukleotide ein.

Die Existenz bestimmter suppressiver DNA-Motive, die selektiv die Immunantwort
iiber TLRY blockieren, erklart auch das Ausbleiben einer Immunantwort nach Stimula-
tion mit Vertebraten-DNA '°. Antimalaria-Mittel, die schon seit Dekaden in der Thera-
pie von SLE eingesetzt werden, wirken moglicherweise iiber eine Inhibition der TLRO9-
Signaltransduktionskaskade. Somit stellen suppressiv wirkende DNA-Sequenzen mdog-

liche Therapeutika bei Autoimmunitit dar '"*2'",

4.6.4 Die Rolle der PDC und IFN-a bei Autoimmunerkrankungen

Taséchlich konnte in einigen Arbeiten gezeigt werden, dass PDCs eine Rolle in der Pa-
thogenese von Autoimmunerkrankungen, insbesondere dem Systemischen Lupus

Erythematodes, spielen *'2.

So konnte gezeigt werden, dass Monozyten sich im Blut von SLE-Patienten wie dendri-
tische Zellen verhalten und in der Lage sind, apoptotische Zellen aufzunehmen und An-

tigen an autologe T-Zellen zu préisentieren.
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In der Tat lieBen sich normale Monozyten (d.h. Monozyten aus den Seren gesunder
Spender) mit Seren einiger SLE-Patienten in vitro zu myeloiden DCs ausreifen .

Konsequenterweise stellte sich die Frage, welche Zytokine fiir diese Ausreifung ver-
antwortlich sein konnten. Es stellte sich heraus, dass die DC-induzierende Aktivitit iber
IFN-a vermittelt wird und mit der Hohe der IFN-a-Werte im Serum von SLE-Patienten
stark korreliert *’. Die Quelle dieses IFN-a ist die PDC. Erstaunlicherweise ist die An-
zahl von PDCs im Blut von SLE-Patienten im Vergleich zu einem gesunden Menschen
auf weniger als 70% herabgesetzt. Trotzdem produzieren die PDCs in Lupuspatienten
genauso viel IFN-a wie ein gesunder Mensch nach einer viralen Infektion. SLE scheint
also eine Krankheit zu sein, in der ein Ungleichgewicht zwischen den verschiedenen

DC-Subpopulationen herrscht.

So kann man ein Modell postulieren, welches die Interaktion zwischen den verschiede-

nen DC-Subpopulationen veranschaulicht.

In diesem Modell induziert die Sezernierung von IFN-a die Ausreifung von Monozyten
zu dendritischen Zellen. Diese Zellen nehmen apoptotische Zellen und Nukleosomen

auf, die in groBen Mengen in SLE-Blut vorhanden sind 213, 214

. Diese nun antigenbela-
denen DCs werden immer weiter durch IFN-a aktiviert und fangen schlieBlich an, kor-
pereigene Antigene an autoreaktive B- und T-Zellen zu présentieren. Als

Zusammenfassung dieses Modells dient Abbildung 4.6.

Diese “ménage a trois” generiert eine hohe Anzahl an Plasmazellen, die Autoantikorper
produzieren, welche wiederum Immunkomplexe bilden, die die IFN-a-Produktion wei-

ter unterhalten konnen.

So konnte gezeigt werden, dass von der PDC produziertes IFN-a in Lupuspatienten
durch eine Kombination von Immunglobulinen mit plasmid-DNA oder apoptotischen

Zellen ausgelost wird *'°.

Ferner erkldaren die hohen Mengen an IFN-a die T-und B-Zell-Lymphopenie, da die
experimentelle Anwendung von IFN-a in neugeborenen Miusen zu einer 80% Redukti-

on von B-Zellen und T-Zellen fiihrt.
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Die Rolle von IFN-a in der Pathogenese von SLE wird durch folgende Punkte weiter

untermauert:

1. Durch den beschleunigten Nierenschaden in Méusen, denen Typ I Interferon injiziert
wurde ?'® und 2. durch die Entwicklung hoch-affiner Antikérper, die gegen dop-
pelstrangige DNA gerichtet sind (8% der Félle) und 3. durch die Entwicklung von SLE
(0.15%-0.7%) in Patienten, die mit IFN-o behandelt wurden (malignes Melanom, Hepa-

titis) 2.
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Abbildung 4.6 Die zentrale Rolle von DC-Subpopulationen in der

Pathogenese von SLE

PDCs setzen hohe Mengen IFN-a, ausgeldst durch Viren, CpG, Immunkomplexe oder andere
mikrobielle Stimuli, frei. Dieses 1dsst Monozyten in DCs ausdifferenzieren, die in der Lage sind,
zirkulierende apoptotische Zellen aufzunehmen. Auf Grund der IFN-o-induzierten Reifung
konnen diese DCs korpereigene Antigene an autoreaktive CD4-T-Zellen présentieren. Auler-
dem unterstiitzen diese DCs zusitzlich B-Zell-Proliferation und Differenzierung. Solch eine
“ménage a trois” generiert eine hohe Anzahl an Plasmazellen, die viele Autoantikdrper sezernie-
ren konnen. Diese Autoantikorper binden an zirkulierende Nukleosomen und bilden so Immun-
komplexe, die die IFN-a-Produktion der PDCs aufrechterhalten (Palucka, A et al. The interplay
of dendritic cell subsets in systemic lupus erythematosus, Immmunology and Cell Biology 2002;
(80): p. 484-488).
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5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen sind die Hauptakteure des menschlichen
Immunsystems. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war man der Uberzeugung, dass eine Ak-
tivierung von B-Zellen durch Proteinantigene nicht nur die Stimulation des B-Zell-
Rezeptors erfordert, sondern auch eine gleichzeitige Wechselwirkung mit Antigen-
spezifischen T-Helferzellen. Erst neuere Erkenntnise in der B-Zell-Biologie weisen dar-
auf hin, dass die Aktivitét spezifischer Subtypen von B-Zellen auch ohne T-Zell-Hilfe
reguliert werden kann, denn wie andere Antigen-prdsentierende Zellen exprimieren

auch humane B-Zellen Toll-Like-Rezeptoren (TLRs).

Die Familie der TLRs représentiert eine Rezeptorgruppe, die in der Lage ist, eine grof3e
Vielfalt von mikrobiellen Molekiilen, die “pathogen-associated molecular patterns”
(PAMPs), zu detektieren. Humane B-Zellen exprimieren nur eine bestimmte Zahl von

TLRs einschliefSlich TLRO.

Natiirliche Liganden fiir TLRY sind CpG-Motive in mikrobieller DNA. CpG-Motive
sind nichtmethylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide mit bestimmten flankierenden
Basensequenzen. Synthetische Oligonukleotide, die solche CpG-Motive enthalten,

imitieren die Anwesenheit von mikrobieller DNA und induzieren ein charakteristisches

Aktivierungsmuster von Immunzellen.

Neben der B-Zelle exprimiert im humanen System nur die plasmazytoide dendritische
Zelle (PDC) TLRY. Diese Zelle ist charakterisiert durch die hohe Produktion von Typ I
Interferonen (IFN-a und IFN-B) als Antwort auf eine Virusinfektion. CpG-DNA stellt
ein einzigartiges mikrobielles Molekiil dar, welches zu einer starken Aktivierung und
Reifung der PDCs fiihrt. Es wurden bisher unterschiedliche Klassen von CpG-
Oligonukleotiden identifiziert: CpG-A (Prototyp ODN 2216) induziert hohe Mengen an
IFN-a in PDCs, CpG-B (Prototyp ODN 2006) fiihrt vorwiegend zur Aktivierung von B-
Zellen. Erst kiirzlich wurde ein weiteres CpG-ODN entwickelt (CpG-C oder M352),
welches die Fahigkeit besitzt, hohe Mengen an IFN-a in PDCs zu induzieren, und

gleichzeitig direkt B-Zellen aktiviert.
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Gegenstand vorliegender Arbeit war somit die Analyse einer funktionellen Kooperation
der beiden TLR9-tragenden Immunzellen, B-Zellen und PDCs und eine genaue Charak-
terisierung der immunstimulatorischen Effekte der neuen CpG-Klasse (CPG-C). Ferner
sollte in diesem System die Funktion von TLRY in humanen B-Zellen genauer darge-
stellt werden. Im Hinblick auf den moglichen klinischen Einsatz immunstimulatorischer
DNA als Adjuvans einer therapeutischen Vakzine, wurde das Augenmerk insbesondere
auf die Moglichkeit einer Induktion der humoralen Immunantwort gelegt. Anhand aus-
gewdhlter immunologischer Parameter sollte ein in vitro-Modell etabliert werden, um
die Effekte von CpG-C und PDCs beziiglich ihrer kostimulatorischen Wirkungen auf
die humorale Immunantwort hin zu untersuchen. Dabei wurde ein breites Spektrum an
immunologischen und molekularbiologischen Techniken eingesetzt. Hierzu zdhlen die
Isolation und Zellkultur von primédren Immunzellen, die Bestimmung der Protein-
Expression im ELISA, die vier-Farben-Durchflusszytometrie, autologe Stimulations-
Assays, der Einsatz von Transwell-Experimenten, die Préparation von cDNA und die

real-time-PCR

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen auf eine neue Rolle von PDCs in
der Regulation der humoralen Immunantwort hin. Diese neue biologische Funktion der
PDCs besteht demnach in der Fahigkeit, eine T-Zell-unabhéngige Entwicklung des hu-
manen B-Lymphozyten zur Antikorper-produzierenden Zelle einzuleiten. Wie gezeigt
kann dieser funktionelle Synergismus von PDCs und B-Zellen vor allem durch eine
Quervernetzung des B-Zell-Rezeptors mittels Anti-Ig und gleichzeitiger Stimulation
durch den TLR9-Liganden CpG-C verstdrkt werden. So bewirkte CpG-C, einer Virusin-
fektion vergleichbar, eine massive Induktion von IFN Typ I in PDCs. Uber die Indukti-
on von [FN-a in PDCs kam es zu einer noch stirkeren indirekten Aktivierung humaner
B-Zellen. In Analogie dazu lieBen sich antigenerfahrene B-Zellen direkt durch CpG-C
zu einer erhohten Plasmazelldifferenzierungsrate und erhéhter Immunglobulinprodukti-
on stimulieren. Ein “Isotype Switch” von naiven B-Zellen wurde durch CpG-C jedoch

nicht erreicht.

Auf der Suche nach dem Mechanismus wurde deutlich, dass die funktionelle Einheit
zwischen B-Zellen und PDCs vor allem auf unterschiedliche 16sliche Faktoren, groBten-

teils IFN-a, zuriickzufiihren war. Diese Untersuchungen zeigten jedoch ebenfalls, dass
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auch ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen B-Zellen und PDCs fiir die verstarkte Ak-
tivierung humaner B-Zellen verantwortlich sein konnte. Ferner konnten weitere Unter-
suchungen belegen, dass eine erhohte TLRO9-Expression nicht an der verstirkten

Aktivierung von humanen B-Zellen beteiligt war.

Fiir die Analyse der TLR-Expression reiner B-Zell-Subpopulationen, wurden die B-
Zellen mittels der sehr sensitiven Methode des “Zellsortens” gewonnen und im An-
schluss mittels real-time-PCR auf deren TLR-Expression untersucht. So lie} sich in
naiven B-Zellen eine geringere TLR9-Expression nachweisen als in memory B-Zellen.
Bei Kenntnis dieser Ergebnisse ist es also sehr wahrscheinlich, dass die Expression von
TLRY in humanen B-Zellen von threm Entwicklungsstadium abhédngt und somit unter-
schiedlich reguliert wird. Im Gegensatz zu anderen Arbeiten korrelierte die native
TLRO-Expression nicht mit dem immunologischen Antwortverhalten der B-Zell-
Subpopulationen. So bedurfte die memory B-Zelle trotz ihrer prominenten TLR9-
Expression ebenfalls die Hilfe durch den B-Zell-Rezeptor und die Hilfe der PDC, um
einen Plasmazellphdnotyp anzunehmen. Ferner stellen die Ergebnisse dieser Arbeit an-
dere Arbeiten in Frage, die postulieren, dass eine gegeniiber naiven B-Zellen hohere
Expression von TLRY in memory B-Zellen mit einem vermehrten Ansprechen auf CpG-
Stimulation korreliert. So zeigt die hier vorliegende Arbeit, dass naive B-Zellen auf
Stimulation mit CpG-C quantitativ mehr Zytokine (IL-6 und IL-10) als memory B-

Zellen produzieren.

Die Fihigkeit von CpG-ODN eine polyklonale B-Zell-Aktivierung in der Abwesenheit
von Antigen auszuldsen, ist vor allem im Hinblick fiir den Einsatz von CpG als poten-
tielles humorales Vakkzineadjuvans von Interesse. Die Kombination von CpG-C und
Anti-Ig oder “spezifischem” Antigen konnte zu einer Antigen-spezifischen Immunant-
wort fithren, welche durch die PDC noch weiter verstiarkt werden kann und T-Zell-Hilfe
nicht benotigt. Dennoch sollte bei all den Vorziigen, die CpG-C zu bieten hat, nicht ver-
gessen werden, dass auch Autoimmunerkrankungen auftreten konnen. Diesbeziiglich
stellen suppressiv wirkende DNA-Sequenzen, die iliber eine Inhibition der TLR9-
Signaltransduktionskaskade wirken, mogliche Therapeutika bei Autoimmun-

erkrankungen dar.
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7.  Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

AIDS Acquired immune deficiency syndrome
APC Antigen-prasentierende Zellen

ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity
APC Allophycocyanin

APRIL A proliferation inducing ligand

AS Aminosduren

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintriphosphat

BCMA B cell maturation antigen

BCR B-Zell-Rezeptor

BDCA Blood dendritic cell antigen

BlyS B-lymphocyte-stimulator

Bp Basenpaare

BRD Bundesrepublik Deutschland

BSA Bovines Serum Albumin

bzw beziehungsweise

CCR Chemokinrezeptor

CD Cluster of Differentiation

CD40L CD40 Ligand

CO2 Kohlendioxid

CpG Cytosin verbunden mit Guanin liber eine Phosphatverbindung
CpG-ODN CpG-Motive enthaltende Oligodesoxynukleotide
CTL Cytotoxic T lymphocytes

d Tage

DC Dendritische Zelle

DMEM Dulbecco's Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA (cDNA) (complementary) Desoxyribonukleinsdure
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FCS Fotales Kalberserum

FDC Follikulédre dendritische Zellen

FITC Fluorescein-Isocyanat

g Zentripetalbeschleunigung der Erde

GC Germinal center (Keimzentrum)

GCDC Dendritische Zellen des Keimzentrums
G6PDH Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

H Heavy (schwere) Kette eines Immunglobulins
HEV High endothelial venules

HIV Human immunodeficiency virus

HLA Humanes Leukozytenantigen
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HRP Horseradish Peroxidase

LE. Internationale Einheiten

IFN Interferon

Int DC Interstitielle dendritische Zellen

IPC Interferon-produzierende Zellen

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

IRAK Interleukin-1 Rezeptor assoziierte Kinase
JINK c-Jun N-terminale Kinase

Kd Kilodalton (Molekulargewicht)

L Light (leichte) Kette eines Immunglobulins
LAL Limulus amebocyte lysate

LBP LPS-bindendes Protein

LC Langerhans-Zellen

Lin lineage

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

MADb Monoklonale Antikdrper

MACS Magnetic Activated Cell Sorting
MAP Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen
MDC Myeloide dendritische Zelle

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitit

MHC Major histocompatibility complex
Min Minute(n)

Mio Million(en)

mRNA Messenger ribonucleic acid

MyD88 Myeloid differentiation factor 88

n Anzahl

ng Nanogramm

NF-xB Nuclear factor kappa B

NK-Zelle Nattirliche Killer Zelle

OD Optische Dichte

ODN Oligodesoxynukleotid

p statistische Wahrscheinlichkeitskonstante
PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDC Plasmazytoide dendritische Zelle
PE Phycoerithrin

PerCP Peridinin Chlorophyll-A-Protein

pg Pikogramm

PHA Phytohdmagglutinin

PI Propidiumiodid
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PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

PRR Pattern Recognition Receptors

PT Phosphorothioat

RNA Ribonukleinsédure

Rpm Runden pro Minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RT-PCR PCR von revers transkribierter RNA
SCID Severe combined immunodeficiency syndrome
SEM Standard error of means

SLE Systemischer Lupus Erythematodes
TCR T-Zell-Rezeptor

TD Thymus-dependent

TE Tris-EDTA

TH T-Helfer

TI Thymus-independent

TIR Toll/ Interleukin-1 Rezeptor-Doméne
TIRAP TIR domain-containing adapter protein
TLR Toll-like receptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAF6 TNF-Rezeptor assoziierter Faktor 6
TRIF TIR domain-containing adapter inducing IFN-f
TTP Thymidintriphosphat

U/ml Units pro ml

uTP Uridintriphosphat

VSV Vesicular Stomatitis Virus
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