Identifizierung einer
neuen CpG-Oligonukleotidklasse
und deren Wirkung auf B-Zellen und

plasmazytoide dendritische Zellen

vorgelegt von
Julia Battiany
aus Miinchen

2006






Aus der Abteilung fiir Klinische Pharmakologie

Leiter: Prof. Dr. med. Stefan Endres

Medizinische Klinik Innenstadt

der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

Direktor: Prof. Dr. med. M. Reinke

Identifizierung einer
neuen CpG-Oligonukleotidklasse
und deren Wirkung auf B-Zellen und

plasmazytoide dendritische Zellen

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie
an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Julia Battiany
aus Miinchen

2006



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

der Universitidt Miinchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. S. Endres

Mitberichterstatter: Prof. Dr. med. H.-G. Klobeck

Prof. Dr. med. K. Degitz

Prof. Dr. med. D. Jiingst

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Prof. Dr. med. G. Hartmann

Dekan: Prof. Dr. med. D. Reinhardt

Tag der miindlichen Priifung: 20. Juni 2006



Meinen Eltern gewidmet



INHALTSVERZEICHNIS

1. Einleitung

L.1.
I1.1.
L.1.2.
I.1.3.
L.1.4.

L.2.
L.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.25.
L.2.6.

L.3.
L.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.

1.4.
4.1
1.4.2.
1.4.3.
1.4.4.
145.

L.s.

Einfiihrung in das humane Immunsystem

CpG-Oligonukleotide

Nanopartikel als drug-delivery-System fiir CpG-Oligonukleotide

Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Erkennungsstrategien der angeborenen und adaptiven Immunitét

Toll-like-Rezeptoren als Sensoren der angeborenen Immunitét

Typ-I-Interferon - ein Effektormechanismus der angeborenen Immunitét

Dendritische Zellen

N B~

Entdeckung der immunstimulatorischen Aktivitit von bakterieller DNA

Stimulation des Immunsystems durch CpG-DNA

Wirkmechanismus auf subzelluldrer Ebene

Identifizierung eines optimalen CpG-Motivs

Einteilung der synthetischen CpG-Oligonukleotide in zwei Klassen

Immuntherapeutische Anwendung von CpG-DNA

Die B-Zelle

Die Entwicklung der B-Zelle

Antigen-spezifische B-Zell- Aktivierung

Die Bildung eines follikuldren Keimzentrums

Terminale Differenzierung der B-Zelle

Definition von Nanopartikeln

Verteilung von Nanopartikeln im Korper

Gelatine als optimales Ausgangsmaterial fiir Trigersysteme

Herstellungsverfahren von Nanopartikeln

Anwendung von Nanopartikeln

1I. Material und Methoden

I1.1.

IL.1.1.
II.1.2.
I1.1.3.
I1.1.4.
IL.1.5S.
IL.1.6.
II.1.7.

Geriite und Verbrauchsmaterial

Gerite

Chemikalien und Reagenzien

Reagenziensiitze

Materialien fiir die Zellkultur

Zytokine und Antigene

Medien und Puffer fiir die Zellkultur

Antikorper gegen humane Oberfldchenmolekiile und Zytokine

13
13
15
16
17
18
19

24
24
25
26
29

30
31
31
32
33
35

36
38

38
38
38
39
40
41
41
42




IL.1.8. Oligodesoxynukleotide (ODN) 43
I1.2.  Zellulir - immunologische Methoden 44
IL.2.1. Zellkulturen 44
I1.2.2. Durchflusszytometrie 45
I1.2.3. Aufreinigung von Zellpopulationen 48
11.2.4. ELISA 52
I1.2.5. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) 52
I1.2.6. Beladung der Gelatine-Nanopartikeln 55
II1. Ergebnisse 56
IIL.1. ____Design einer neuen Klasse von CpG-ODN, die sowohl B-Zellen aktivieren als
auch simultan grofle Mengen an IFNa in der PDC induzieren 56
II.1.1.  Aufgereinigte B-Zellen zeigen keine Sensitivitiit gegeniiber den Vertretern der CpG-A-
Klasse 56
III.1.2.  Identifizierung von CpG-ODN-Sequenzen, die sowohl aufgereinigte B-Zellen aktivieren als
auch gleichzeitig groe Mengen an IFNa in der PDC induzieren 58
II.1.3.  Die Aktivierung der B-Zelle mit den neuen CpG-ODN-Sequenzen beruht auf direkten und
indirekten Effekten 63
III.1.4.  Aufkldrung von Strukturen, die die neuen CpG-ODN ausbilden konnen 65
II1.2. B-Zell-PDC-Interaktion unter Stimulation mit CpG-C-ODN M362 67
II1.2.1.  Die Anwesenheit der PDC verstirkt die Zytokinproduktion unter dem Stimulus CpG-ODN
M362 und anti-Ig in beiden B-Zellpopulationen 68
II1.2.2.  Die PDC fordert die Plasmazelldifferenzierung sowohl der naiven B-Zelle als auch der
B-Gedéchtniszelle 69
II1.2.3.  Das von der PDC produzierte IFNa beeinflusst die B-Zellaktivierung und -differenzierung72
II1.2.4.  IL-15 als Ausloser eines Isotyp-Switches? 74
II1.3. Gelatine-Nanopartikel 77
II1.3.1.  Beladung von Gelatine-Nanopartikel mit ODN M362 und ODN 2006 verstirkt lediglich
einen Arm der immunstimulatorischen Aktivititen von CpG-ODN 77
IV.  Diskussion 81
IV.1. Identifizierung einer neuen CpG-Oligonukleotidklasse 81
IV.1.1.  Charakteristische Eigenschaften von CpG-C-Oligonukleotiden 81
IV.1.2.  Vergleich des Prototyps M362 mit Vertretern von CpG-A und CpG-B 84
IV.1.3.  Vergleich mit anderen Vertretern der ODN-Klasse C 87
IV.1.4.  Ableitung einer Struktur-Wirkungsbeziehung 89
IV.1.,5.  CpG-C — moglicher therapeutischer Einsatz 91

II



Iv.2.

Iv.2.1.

Iv.2.2.
Iv.2.3.

Iv.24.
IV.25.
Iv.2.6.
Iv.2.7.

IV.3.

IV.3.1.

Iv.3.2.

IV.3.3.
IV.34.
IV.35.

V. Zusammenfassung

VI. Literatur

VII. Anhang

VIIL.1.

VIIL.2.

VIL3.

VI 4.

B-Zell-PDC-Interaktion 94
Erhohte Mengen an IL-6 und IL-10 als Wegweiser fiir eine verstirkte
B-Zelldifferenzierung 94
Neuer, T-Lymphozyt-unabhingiger Pathway der Plasmazelldifferenzierung 96
IFNa als ein Schliisselmolekiil der B-Zell-PDC-Interaktion 98
Neue Funktion der plasmazytoiden dendritischen Zelle in der adaptiven Immunantwort 100
Funktion von TLR9 in der B-Zell-PDC-Interaktion 101
Auslosung eines CD40L-unabhéngigen Isotype-Switch in naiven B-Zellen 103
PDC-B-Zell-Interaktion - zum besseren Verstindnis des Pathomechanismus des
Systemischen Lupus Erythematodes 108
Gelatine-Nanopartikel 111
Die strukturelle Beschaffenheit eines CpG-Oligonukleotids ist fiir eine Komponente der
immunstimulatorische Potenz entscheidend 111
Liganden-abhingige Rezeptor-Aggregation als Erkldrung fiir die Steigerung der
IFNo.-Sekretion 112
Verstirkte Aufnahme als ein Grund fiir die gesteigerte IFNo-Sekretion? 114
Allein die Sequenz bestimmt den Grad der B-Zellaktivierung 117
Vorteile einer Formulierung von immunstimulatorischen CpG-Oligonukleotiden in
Anbetracht einer klinischen Anwendung 119
123
128
141
Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen 141
Danksagung 144
Veroffentlichungen 145
Lebenslauf 146

I



I. Einleitung

I.1. Einfiihrung in das humane Immunsystem

Das Immunsystem wird traditionell in eine angeborene und adaptive Komponente eingeteilt, die
unterschiedliche Aufgaben in der Bekdmpfung von Krankheitserregern tibernehmen. Der adaptive
Arm des Immunsystems wird von zwei spezialisierten Zellpopulationen, den T- und B-
Lymphozyten, vertreten. Da jeder Lymphozyt einen strukturell einzigartigen Rezeptor auf seiner
Oberfldche trigt, ist das Repertoire von Antigenrezeptoren in der gesamten Population der Lym-
phozyten auBlerordentlich groB und sehr vielfdltig. Die Mannigfaltigkeit dieses Rezeptorrepertoires
erhoht die Wahrscheinlichkeit um ein Vielfaches, dass ein Antigen auf seinen spezifischen Lym-
phozyten trifft. Die Erkennung des spezifischen Antigens 16st sowohl eine Aktivierung als auch die
Proliferation des entsprechenden Lymphozyten aus. Dieser Prozess, der als klonale Selektion be-

zeichnet wird, bestimmt einen betrdchtlichen Teil der adaptiven Immunabwehr.

Die klonale Expansion der Lymphozyten als Antwort auf eine Infektion ist mafigeblich fiir die Ge-
nerierung einer Immunantwort, die schlieflich das Pathogen mit groftmdéglicher Effizienz elimi-
niert. Es dauert jedoch 3 bis 5 Tage bis eine ausreichende Zahl an klonal expandierten,
antigenspezifischen Lymphozyten erreicht ist und diese zu Effektorzellen differenziert sind. Hier
hat die angeborene Immunitit die entscheidende Aufgabe, die Infektion in diesen 4 bis 7 Tagen, die
bis zum Einsetzen der adaptiven Immunantwort vergehen, in Schach zu halten. Zu den Effektorme-
chanismen der angeborenen Immunitét zdhlen neben der Ausschiittung von Entziindungsmediato-
ren, die Phagozytose, der alternative Pathway des Komplementsystems und die
Antigenprésentation. Die Zellen des angeborenen Immunsystems spielen sowohl bei der sofortigen
Beseitigung von Pathogenen als auch bei der Auslosung und der Steuerung von adaptiven Immun-

reaktionen eine bedeutende Rolle.

L.1.1. Erkennungsstrategien der angeborenen und adaptiven Immunitdit

Der grofite Unterschied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Arm des Immunsystems
liegt in den Mechanismen und in den Rezeptoren, die fiir die Erkennung von Antigenen eingesetzt
werden. Im adaptiven Immunsystem ist jede T- und B-Zelle mit einem strukturell einzigartigen

Rezeptor ausgestattet, welcher somatisch wihrend der Lymphozytenreifung durch einen Rekombi-
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nationsprozess von Genen, die fiir die Rezeptoren kodieren, nach dem Zufallsprinzip angelegt wird.
Da diese Rezeptoren nicht in der Keimbahn kodiert sind, sind sie nicht fiir die Erkennung eines
bestimmten Antigens vorgesehen. Aus dem zufillig generierten Rezeptorrepertoire werden im Lau-
fe des Lebens eines Lymphozyten lediglich die ,,guten und brauchbaren* Rezeptoren durch positive
und negative Selektionsprozesse ausgewihlt. Die klonale Expansion der entsprechenden Lympho-
zyten ist die Folge der Erkennung eines spezifischen Antigens. Obwohl diese Rezeptoren einen
Selektionsvorteil darstellen, miissen sie von jeder Generation neu generiert werden, da sie iiber die

Keimbahn nicht weitergegeben werden konnen.

Im Laufe der Evolution muss sich die angeborene vor der adaptiven Immunabwehr entwickelt ha-
ben. Alle mehrzelligen Lebewesen verfiigen deshalb iiber irgendeine Form von angeborener Im-
munitdt. Im Gegensatz zur adaptiven Immunitit erfolgt der Erkennungsprozess im angeborenen
System tiber Rezeptoren, die in der Keimbahn kodiert sind; somit ist die Spezifitit eines jeden Re-
zeptors genetisch festgelegt. Dies hat den Vorteil, dass die Rezeptoren, die sich unter dem Selekti-
onsdruck der Evolution herausgebildet haben, von Generation zu Generation weitergegeben
werden. Die angeborene Immunantwort hat sich hingegen auf wenige, hoch-konservierte Struktu-
ren, die vielen Mikroorganismen gemeinsam sind, spezialisiert [1]. Diese Strukturen werden als
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP; pathogen-associated molecular patterns) und die
dazugehdrigen Rezeptoren als pattern recognition receptors (PRR) bezeichnet. Obwohl PAMPs
strukturell eine sehr heterogen Gruppe darstellen, besitzen sie doch einige, gemeinsame Eigen-
schaften [2]: zum einen sind die PAMPs fiir mikrobielle Pathogene spezifisch und sind im Wirtsor-
ganismus nicht zu finden, zum anderen sind die FErkennungsmuster fiir Pathogene
tiberlebenswichtig und machen einen Teil ihrer Pathogenitit aus. Des Weiteren handelt es sich fiir

gewohnlich um Strukturen, die von vielen Erregern geteilt werden.

1.1.2. Toll-like-Rezeptoren als Sensoren der angeborenen Immunitdit

Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die in der Keimbahn kodiert sind, unterscheiden
sich in vielen wichtigen Punkten von den Antigenrezeptoren der adaptiven Immunitét. Die PRRs
werden von vielen Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, hauptsichlich von antigenpri-
sentierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert. Alle Rezep-
toren einer bestimmten Zellpopulation sind in ihrer Spezifitit identisch. Nach Rezeptorstimulation,
die dem Wirt eine Infektion signalisiert, sind die Zellen aktiviert, mit Effektormechanismen als

bald zu reagieren — im Gegensatz zur zeitlich verzdgerten Antwort einer Immunzelle, die der adap-
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tiven Komponente des Immunsystems angehdrt. Zu den PRRs des Vertebraten zédhlen, neben Lek-

tin- [3] und Scavenger-Rezeptoren [4], die Toll-like-Rezeptoren.

Die bisher am besten untersuchten PRRs gehdren der Familie der Toll-like-Rezeptoren an. Die
Entdeckung der Struktur und der Rolle des Toll-Rezeptors in der angeborenen Immunitét der Dro-
sophila-Fliege [5], die Identifikation des ersten strukturhomologen Proteins des Drosophila-Toll-
Rezeptors im humanen System (hTLR4) durch die Arbeitsgruppe um Janeway [6] sowie die Entde-
ckung, dass Punktmutationen im TLR4-Gen fiir die LPS-Hyposensitivitdt in zwei natiirlichen
Maus-Mutanten verantwortlich gemacht werden konnen [7], fiihrten zur Identifizierung von TLR4
als den Erkennungsrezeptor fiir LPS. Mittlerweile sind zehn humane TLRs beschrieben worden,
wobei die nattirlichen Liganden fiir einige dieser Rezeptoren bis dafo noch nicht identifiziert wur-
den. Die Liganden sind zumeist mikrobiellen Ursprungs, es gibt jedoch auch Hinweise auf endoge-
ne Liganden, die wahrend einer Entzlindungsreaktion bedingt durch Zellschiddigung und Zellstress
freigesetzt werden [8]. Einen Uberblick iiber die TLRs und ihre Liganden gibt Tabelle 1. Durch
den Prozess einer Heterodimerisierung von 7Toll-like-Rezeptoren wird das Repertoire an Strukturen,

die durch TLRs erkannt werden, zusétzlich erhoht [9].

Tabelle 1 Humane Toll-like-Rezeptoren und ihre Liganden (nach [10])

TLR |[PAMP Pathogen Referenz
TLR1 |kooperiert mit TLR2
TLR2 | Lipoproteine Gram-pos. Bakterien |[11, 12]
Zymosan Hefen [9,12]
Lipoarabinomannan (LAM) | Mykobakterien (13, 14]
MALP-2 Mykoplasmen (15, 16]
TLR3 | doppelstringige RNA Viren [17]
TLR4 |LPS Gram-neg. Bakterien |[7, 18, 19]
Protein F RSV [20]
HSP60 Wirt [21, 22]
Fibronektin Wirt [23]
TLRS |Flagellin [24]
TLR6 |Kooperiert mit TLR2 [25]
TLR7 |Guanosin-Analoga, ssSRNA [26]
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TLRS8 | Guanosin-Analoga nicht bekannt [27]
TLRY |CpG-Motive Bakterien, Viren [28]
TLR10 | nicht bekannt nicht bekannt

TLR1, 2, 4, 5, 6 sind auf die Erkennung von Liganden spezialisiert, die fiir Bakterien einzigartig
sind und vom infizierten Wirt selbst nicht produziert werden kénnen. Deshalb gewéhrt ihre Erken-
nung eine Unterscheidung von Selbst und Fremd. Hingegen sind TLR3, 7, 8, 9 auf die Erkennung
viraler Strukturen festgelegt und registrieren Nukleinsduren, die nicht nur in der mikrobiellen Welt
existieren. Hier wird die Differenzierung von Fremd und Eigen nicht tiber die Natur der Liganden
gesteuert, sondern liber die Zugénglichkeit des jeweiligen TLRs. Diese TLRs sind in intrazelluldren
Kompartimenten lokalisiert [29, 30] und detektieren virale Liganden in spidten Endosomen-
Lysosomen [31]. Da Nukleinsduren des Wirts diese Zellkompartimente auf natiirlichem Wege nicht

erreichen, konnen sie folglich kein TLR-vermitteltes Signal ausldsen.

Die molekularen Mechanismen, {iber die TLRs die Expression immunrelevanter Gene induzieren,
wurden iiber die Analyse TLR-vermittelter Signaltransduktionswege geklirt. Toll-like-Rezeptoren
sind evolutiondr hoch-konservierte Typ-I-Transmembranproteine, die iiber einen multiplen Leucin-
reichen Sequenzabschnitt in der Ektodoméne und einer Toll-homologen Doméne im zytoplasmati-
schen Abschnitt charakterisiert werden. Die intrazytoplasmatische Region, welche fiir die
Signaltransduktion des jeweiligen TLR-Proteins groBte Bedeutung hat, wird aufgrund seiner Ahn-
lichkeit zum Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) als Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Doméne (TIR) be-
zeichnet. In den Signalwegen, die durch verschiedene TLRs ausgeldst werden, bestehen einige
Unterschiede, aber auch groBe Ubereinstimmungen. Analog dem IL-1R nutzen viele TLRs den
myeloid differentiation factor 88 (MyD88) als Adaptorprotein, welcher iiber die Aktivierung von
NF-xB und MAP-Kinasen einen Signalweg induziert, der zu einer inflammatorischen Antwort
(TNFa, IL-12) fiihrt. Verschiedene TLRs konnen jedoch eine unterschiedliche Genexpression in
dem gleichen Zelltyp induzieren. Dies ist im Wesentlichen auf die Rekrutierung zusitzlicher (TIR
domain-containing adapter protein; TIRAP) oder alternativer (TIR domain-containing adapter

inducing IFN-beta; TRIF) Adaptermolekiile zurtickzufiihren [32].

L.1.3. Typ-I-Interferon - ein Effektormechanismus der angeborenen Immunitdt

Interferone (IFN), die erstmals 1957 von Isaacs und seinen Mitarbeitern entdeckt wurden [33],

stellen eine Familie von Zytokinen dar, die sowohl in der frithen angeborenen als auch in der Aus-

4



EINLEITUNG

l6sung einer adaptiven Immunantwort eine bedeutende Rolle spielen. Die Bezeichnung Interferon
leitet sich von dem Zytokineffekt ab, mit der Virusreplikation in zuvor nicht infizierten Zellen zu

,interferieren®.

Zur Typ-I-Interferon-Familie zéhlen IFNo, IFNf, IFNw und IFNt [34]. Von IFNa wurden 13 Sub-
typen identifiziert, wihrend jeweils nur ein einziges Gen fiir IFNP, IFNw und IFNt kodiert. Vor
kurzem wurde die Identifizierung von drei weiteren Zytokinen (IL-28A, IL-28B und IL-29) verof-
fentlicht, die aufgrund ihrer antiviralen Aktivitat IFNA 1-3 bezeichnet wurden [35]. Diese Interfe-
rone zeigen zwar nur eine geringe Homologie zu IFNa und signalisieren iiber einen abweichenden

Rezeptor; jedoch wurden Parallelen zu der Signaltransduktionskaskade von IFNo/f3 entdeckt [36].

Die Stimulation von Zellpopulationen mit Viren, Bakterien oder synthetischen TLR-Liganden (Po-
ly(I):Poly(C), CpG-Oligonukleotide, Imiquimod) im Rahmen einer Reaktion des angeborenen Im-
munsystems resultiert unter anderem in der Transkription von IFNo/B-Genen. Die initiale
Sekretion von IFNo/p resultiert liber einen autokrinen, positiven feedback loop, der liber IFN-
Rezeptoren vermittelt wird, in der Expression von weiteren IFNa-Genen [37], die Zellen fiir eine

stirkere, angeborene Immunreaktion sensibilisieren.

Obwohl die Aufgabe von Typ-I-Interferonen hédufig nur mit einer antiviralen Reaktion assoziiert
wird [33], zeigen diese Zytokine auch eine Vielzahl von Effektorfunktionen, die mit der Entwick-
lung einer adaptiven Immunreaktion, die nicht auf eine antivirale Abwehr beschrinkt ist, in Ver-

bindung stehen:

1. Eine verstirkte zytotoxische Aktivitdt von Makrophagen und NK-Zellen ist iiber IFNa erklirbar
[38].

2. Die Forderung der Proliferation von CD8'-T-Gedéchtniszellen; hierbei leistet das durch IFNa

induzierte IL-15 einen entscheidenden Beitrag [39].
3. IFNo fungiert als Uberlebensfaktor von T-Zellen [40].

4. Forderung der Antikorperproduktion und Beteiligung am Immunglobulinklassenwechsel in B-

Zellen [41].

5. IFNo/p fordert die Differenzierung, den Reifungsprozess sowie die immunstimulatorische Funk-

tionen von dendritischen Zellen [42].
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Neben den direkten zelluldren Effekten kann Typ-I-IFN die Expression sowie die Funktion einiger
Zytokine beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass IFNo/f und IFNo/B-Induktoren die Expres-
sion von IL-15 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in humanen dendritischen Zellen, die
aus Monozyten mit GM-CSF und IFNa generiert wurden, hervorrufen konnen [42]. Im Gegensatz
dazu kann die IL-12-Expression in Abhéngigkeit der IFNo/f-Konzentration sowohl negativ als

auch positiv beeinflusst werden.

1.1.4. Dendritische Zellen

1.14.1. Dendpritische Zellen verkniipfen angeborene und adaptive Immunreaktionen

Dendritische Zellen (DC) sind eine Zellpopulation mit der Schliisselfunktion, die Informationen der
angeborenen Immunantwort in die ,,Sprache®, die von Zellen des adaptiven Immunsystems ver-
standen wird, zu libersetzen. DCs besitzen die angeborene Fihigkeit, Signale einer Infektion zu
erkennen, und dienen bei der Aktivierung naiver T-Zellen als antigenprisentierende Zelle (APC).
Diese zwei charakteristischen Eigenschaften der DC werden eng miteinander verkniipft: unreifen
DCs fehlt das notige Werkzeug zur Stimulation naiver T-Zellen, erlangen diese Fihigkeit aber,
sobald sie die Prdsenz einer Infektion direkt liber ihren PRR wahrgenommen haben. Zusitzlich
konnen DCs indirekte Indikatoren einer Infektion, wie die Zytokinausschiittung (z.B. IFNo) ande-

rer infizierter Zellen, detektieren.

Nachdem unreife dendritische Zellen im peripheren Gewebe Krankheitserreger entdeckt und auf-
genommen haben, wandern sie zum drainierenden Lymphknoten. Zur Wanderung veranlasst die
dendritische Zelle eine verringerte Expression von inflammatorischen Chemokinrezeptoren bei
gleichzeitiger Aufregulation der Rezeptoren fiir lymphoide Chemokine [43]. Nach Ankunft im
Lymphknoten ziehen DCs in die Areale des Lymphknotens, die unaufhérlich von T-Zellen durch-
quert werden, und présentieren ihnen das prozessierte Antigen in Form von Peptidfragmenten, die
an MHC-Molekiile auf der Zelloberfldche gebunden sind. In diesem Stadium haben die bereits
reifen DCs die Fihigkeit verloren, Antigene aufzunehmen und zu prozessieren; stattdessen wird die
Antigenprésentation und die Bereitstellung kostimulatorischer Molekiile zur Hauptaufgabe der
reifen DC. Der Reifungsprozess einer dendritischen Zelle, der iiber TLR-Signale vermittelt wird,

stellt somit die Verknilipfung von angeborener und erworbener Immunitét dar.
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Seltene, antigenspezifische T-Zellen begegnen ihrem Antigen auf der Oberfldche der spezifischen
DC, die der T-Zelle zur Auslosung einer Aktivierungskaskade zwei Signale geben muss: Erstens
ein antigenspezifisches Signal, das die T-Zelle iiber die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Pep-
tid-MHC-Klasse-II-Komplex erreicht. Das zweite und tiber die Auslésung einer adaptiven Immun-
reaktion entscheidende Signal ist die Bereitstellung der kostimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1)
und CD86 (B7.2) auf der Zelloberflidche einer dendritischen Zelle und deren Wechselwirkung mit
dem T-Zell-Rezeptor CD28.

Da zur Aktivierung naiver T-Zellen gleichzeitig von ein und derselben Zelle antigenspezifische und
kostimulierende Signale ausgehen miissen, bedeutet dies, dass T-Zell-Antworten nur von dendriti-
schen Zellen ausgeldst werden konnen, die bereits durch die Bindung von TLR-Liganden aktiviert
wurden [44]. Wenn die Antigenbindung an den T-Zell-Rezeptor ohne Kostimulation erfolgt, bleibt
die T-Zelle nicht nur inaktiv, sondern geht in einen anergischen Zustand tiber [45]. Ist die T-Zelle
einmal aktiviert, exprimiert sie eine Vielzahl von Proteinen, die das kostimulierende Signal, wel-
ches fiir die klonale Vermehrung und Differenzierung sorgt, erhalten und modifizieren. Ein solches
Molekiil ist der CD40-Ligand (CD40L), der an das Oberflichenmolekiil CD40 auf der dendriti-
schen Zelle bindet. Diese Bindung tibermittelt T-Zellen Aktivierungssignale und veranlasst zudem
die DC, kostimulatorische Molekiile zu exprimieren, die die T-Zell-Proliferation wiederum stimu-

lieren.

Naive CD4"-T-Zellen konnen sich nach Aktivierung und Proliferation, die durch die eigene Sekre-
tion von IL-2 verstirkt wird, entweder zu einer TH1- oder TH2-Zelle [46] entwickeln, die jeweils
unterschiedliche Zytokine synthetisieren und sich daher in ihren Funktionen unterscheiden. TH1-
Zellen sezernieren IFNy und férdern hauptséchlich eine zellvermittelte Immunantwort. TH2-Zellen
hingegen produzieren IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und unterstiitzen primér die humorale Immun-
antwort. Das Zytokinmilieu, das die DC schafft, leistet einen groBen und entscheidenden Beitrag zu
diesem Differenzierungsschritt: IL-12 begiinstigt die Induktion einer TH1-Antwort [47], hingegen
fordert IL-4 die Differenzierung zu einer TH2-Zelle (siehe Abb. 1). DCs sind fiir die Aktivierung
von naiven CD8"-T-Zellen ebenso wichtig. DCs alleine konnen die Proliferation von allogenen
CD8*-T-Zellen in vitro stimulieren [48]. Allerdings bedarf es zur Differenzierung einer zytotoxi-
schen T-Zelle der Hilfe von CD4"-T-Zellen; hierbei erkennen beiden T-Zellsubpopulationen auf

der Oberfliche der antigenpréisentierenden Zelle verwandte Antigene.




EINLEITUNG

Z

e

Antigen-
prasentation

|—> IFNy

TLR

kostimulatorische

Molekiile \ @
Dendritische

Zelle inflammatorische
Zytokine

IL-4

angeborene Immunitat » | adaptive Immunitat

Abbildung 1 Verkniipfung von angeborener und adaptiven Immunitiit. Dendritische Zellen nehmen
Pathogene iiber Phagozytose auf und prisentieren nach erfolgreicher Antigenprozessierung den naiven T-
Zellen Peptidfragmente. Zusétzlich werden tiber TLRs molekulare Muster, die fiir Pathogene charakteristisch
sind (PAMP), erkannt. Dies fiihrt in der Folge zur Expression kostimulatorischer Molekiile und inflammato-
rischer Zytokine. Erst die Kombination von Antigenprésentation und einer TLR-vermittelten Expression von
kostimulatorischen Molekiilen sowie die Sekretion inflammatorischer Molekiile ermoglicht die Entwicklung
einer antigenspezifischen, adaptiven Immunreaktion [nach 49].

Die Induktion der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf der Zelloberfldche der DC ist
ein besonders wichtiger Schritt fiir die Einleitung einer adaptiven Immunantwort. Es ist — wie
schon frith von Janeway und Mitarbeiter postuliert wurde - die Verkniipfung von Pathogenerken-
nung und der Induktion von Kostimulatoren, die eine Aktivierung von Pathogen-spezifischen T-

Zellen erlaubt [50].

1.14.2. Die plasmazytoide dendritische Zelle

DCs stellen eine Population von Zellen mit grofer Heterogenitét dar, die sich nach Herkunft und
Differenzierungsstadium unterscheiden und tiber verschiedene Aufgabenfelder charakterisiert wer-
den kénnen. Im humanen System lassen sich phdnotypisch zwei verschiedene DC-Subpopulationen
des peripheren Blut unterscheiden: die myeloide CD11c*™ DC (MDC) und die plasmazytoide
CDll1c DC (PDC) [51]. Weiterhin wurde gezeigt, dass diese zwei DC-Zellpopulationen unter-
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schiedliche Profile an PRRs exprimieren. Dies weist daraufhin, dass sich DCs im Laufe der Evolu-

tion auf die Erkennung unterschiedlicher Pathogene spezialisiert haben [52].

Entdeckung der plasmazytoiden dendritischen Zelle

1958 berichteten erstmals die Pathologen K. Lennert und W. Remmele von einer Zelle, die mor-
phologisch groBe Ahnlichkeit zu einer Plasmazelle hat und sich in den T-Zell-Arealen von huma-
nen, reaktiven Lymphknoten befindet. Sie benannten diese Zelle aufgrund ihres &uBeren
Erscheinungsbildes und ihres ,,Wohnortes“ ,,T-associated plasma cell [53]. Einige Jahre spiter
erfolgte eine Umbenennung zu ,plasmacytoid T cell“, da zwar die Expression des Ober-
flaichenmarkers CD4, der zu den charakteristischen Oberflichenmolekiilen einer T-Zelle zahlt,
nachgewiesen werden konnte, die Suche nach einem B-Zell-Antigen oder einem Oberfldchen-
Immunglobulin jedoch fehl schlug [54]. Die Arbeitsgruppe um Facchetti zweifelte die neue Be-
zeichnung erneut an, da dem ,,plasmacytoid T cell* die T-Zell-Rezeptorkomponente CD3 auf seiner
Oberfliche fehlt, jedoch MHC-II-Molekiile und myeloide Antigene exprimiert werden. Auf diesen

Erkenntnissen beruhend erhielt die Zelle den Namen ,,plasmacytoid monocyt [55]

1993 wurden bei der Untersuchung humaner Tonsillen zwei Populationen von CD4"CD3"-Zellen
entdeckt: 1. CD4*CD3°CD11c* dendritische Zellen innnerhalb von Keimzentren, die T-Zellen und
B-Zellen aktivieren bzw. koaktivieren konnen [56]. 2. CD4"CD3 CDI11c Zellen, die sich rdumlich
auf die T-Zellreichen Areale um die Venole mit hohem Endothel (HEV) beschridnken und eine
lymphoid-plasmazytoide Morphologie aufzeigen. Sie konnen in Gegenwart des Uberlebensfaktors
IL-3 oder einer kombinierten Stimulation mit IL-3 und CD40L zu reifen DCs differenzieren [57].
Bei genauer Betrachtung der gerade beschriebenen CD4°'CD3'CD11c¢ Zellen im Elektronenmikro-
skop tiberraschte die Plasmazell-Morphologie. Man folgerte, dass es sich bei dem ,,plasmacytoid
monocyt“, der einst von Dr. Faccetti beschrieben wurde [55], der CD4*CD3°CD11¢ Zellen und bei
den von O Doherty beschriebenen HLA-DR*CDI11c-Zellen [51] um dieselbe Zelle handeln muss,

die fortan plasmazytoide dendritische Zelle (PDC) genannt wurde [57].

Die néchste, zu kldrende Frage war die Aufgabe der plasmazytoiden dendritischen Zelle, bevor sie
zur antigenprisentierenden Zelle differenziert. Es existierte der Hinweis, dass die plasmazytoide
dendritische Zelle der mysteridsen Interferon-produzierenden Zelle (IPC), die bis dato noch nicht
isoliert und vollstdndig charakterisiert werden konnte, gleicht. Obwohl die meisten Zellpopulatio-

nen konstitutiv die Fihigkeit besitzen, als Reaktion auf eine Virusinfektion Typ-I-Interferon zu
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sezernieren, bestand tibereinstimmende Klarheit dariiber, dass ein Hauptproduzent dieses Zytokins
existieren muss [58]. Uber die sog. IPCs war bekannt, dass ihnen Oberflidchenmarker und Eigen-
schaften von B-, T- und NK-Zellen sowie Monozyten und Makrophagen fehlten [59], allerdings
verwunderte schon immer die starke Expression von MHC-II-Molekiilen [60]. Dieser Phénotyp

fiihrte zu der Annahme, dass IPCs eine DC-Population reprisentieren [61].

1996 wurde von Svensson et al. erneut der Versuch unternommen, den Phénotyp von IFNa-
positiven, mononukleédren Zellen nach 5-stiindiger Stimulation mit Herpes-simplex-Viren (HSV)
zu ermitteln [62]. Wegen der groBen Ubereinstimmungen im Phénotyp von PDC und IPC war
nachvollziehbar, dass aufgereinigte PDCs mit der Population der Interferon-produzierenden Zellen
deckungsgleich sind [63]. Nahezu gleichzeitig veroffentlichte Cella et al. eine Isolationsmethode
von IPCs tiber die Expression von ILT3 (immunglobulin-like transcript receptor 3) und beschrieb
zum ersten Mal, dass plasmazytoide dendritische Zellen in infizierten Lymphknoten Typ-I-
Interferon in situ produzieren [64]. Aus all diesen Beobachtungen konnte folgendes abgeleitet wer-
den: Nach Erkennung eines Pathogens reagiert die IPC als eine Effektorzelle des angeborenen Im-
munsystems mit der Sekretion von IFNa und differenziert darauthin zu einer DC, die eine adaptive

Immunantwort auslosen kann.

PDCs leiten sich von hdmatopoetischen Stammzellen primérer, lymphatischer Gewebe ab [65].
Flt3-Ligand ist ein entscheidender Faktor fiir diesen Entwicklungsprozess, sowohl im humanen als
auch im murinen System [65, 66]. Fiir die PDC-Mobilisierung aus dem Knochenmark spielt GM-
CSF eine bedeutende Rolle [67]. Nach Verlassen des Knochenmarks erreichen PDCs, vergleichbar
mit dem Migrationsverhalten von B- und T-Lymphozyten, die T-Zell-reichen Gebiete sekundarer
Lymphorgane iiber die Venole mit hohem Endothel (HEV). PDCs exprimieren CD62L, der mit L-
Selektin-Liganden, die von Endothelien exprimiert werden, interagieren kann [68]. Monozyten
oder unreife myeloide dendritische Zellen (MDC) hingegen wandern zuerst in nicht-lymphoide
Gewebe und machen sich erst im aktivierten Stadium auf den Weg zum drainierenden Lymphkno-

ten.

Pathogensensoren dendritischer Zellen

Wihrend von Monozyten vorzugsweise TLR1, 2,4, 5, 6 und 8 exprimiert wird, ist bei PDCs ledig-
lich die Expression von TLR7 und 9 nachweisbar [69]. Ubereinstimmend mit den beschriebenen
Expressionsprofilen reagieren Monozyten auf die bekannten mikrobiellen Liganden wie LPS mit

der Produktion von TNFa und IL-6, demgegeniiber antworten PDCs mit der Sekretion riesiger
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Mengen von IFNa auf ihre Liganden, zu denen zum Beispiel CpG-ODN oder einzelstringige, vira-

le RNA zihlt [69, 70].

PDCs produzieren, wie sonst keine andere Zellpopulation des peripheren Blutes, bei Virusbefall
riesige Mengen an IFNa [63]. Nicht alle Klassen von Viren aktivieren PDCs zur IFNa-Produktion
und die PDC muss auch nicht selbst vom Virus befallen sein. Des Weiteren reagieren PDCs nicht
auf jeden Virus mit der gleichen Intensitit. Neueste Beobachtungen zeigen, dass 24 Stunden nach
viraler Stimulation PDCs nur noch méfige Konzentrationen an IFNa produzieren und vor allem
bereits aktivierte PDCs gegeniiber einer erneuten Stimulation - sowohl mit dem gleichen Virus als
auch mit einem neuem Virus - refraktir sind (Kanzler H, Cao W and Liu YJ, unpublished observa-

tion [80]).

Die Induktion von IL-12 in der PDC wird hingegen in der Literatur kontrovers diskutiert: Nach
Stimulation mit HSV oder einem CpG-ODN koénnten bei Einsatz frisch isolierter PDCs nur sehr
geringe bis nicht detektierbare Mengen an IL-12p70 nachgewiesen werden [71]. Meine Arbeits-
gruppe konnte jedoch mit einer Stimulationskombination von CD40L und einem CpG-ODN der
Klasse B betrichtliche Mengen von IL-12p70 in der PDC induzieren. In jedem Fall ist die IL-12-
Produktion einer PDC an eine verringerte IFNa-Sekretionsfihigkeit gekoppelt [69].

Die PDC als Ausléser einer adaptiven Immunantwort

Im Vergleich zu einer ,klassischen* DC verfiigen PDCs iiber ein geringes Potential, Antigene auf-
zunehmen, zu prozessieren und auf MHC-Molekiile zu laden. Des Weiteren konnte in Studien, die
die gerade genannten Fakten unterstiitzen, gezeigt werden, dass PDCs nur unzureichend den Pro-
zess der Phagozytose und Mikropinozytose beherrschen [57] und die zwei lysosomalen Proteasen,
Cathepsin S und Cathepsin D, die in den Prozessierungsmechanismus eines Antigens involviert
sind, nur in vernachlissichbar kleinen Mengen exprimieren [72]. Weiterhin ist von groBer Bedeu-
tung, dass isolierte PDCs konstitutiv wenig MHC-II-Molekiile und nahezu nicht detektierbare
Mengen an kostimulatorischen Molekiilen auf ihrer Oberfliche exprimieren. Hingegen wird durch
einen Aktivierung einer PDC mit einem Pathogen, einem TLR-Ligand oder CD40L ein Reifungs-
prozess ausgelost, der das Expressionsmuster der Oberfldchenmolekiile dahingehend verschiebt,
dass PDCs eine gesteigerte Kapazitit erlangen, mit T-Zellen zu kommunizieren und sie zu aktivie-
ren. Die gesteigerte Expression von MHC-II-Molekiilen sowie der kostimulatorischen Molekiile
CD80/86 nach Aktivierung rechtfertigt die Klassifizierung einer PDC als ein Mitglied der DC-

Familie. Von einer PDC abgeleitete, reife DCs konnen die Expansion sowohl von CD8'-T-
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Gedichtniszellen als auch von THI1-gerichteten CD4"-T-Zellpopulationen spezifisch fiir endogene
Antigene [73] und den Influenzavirus [74] induzieren. In der Polarisierung einer T-Zell-Antwort
sind PDCs in Abhingigkeit von ihrem Reifungsstadium und der Natur sowie der Konzentration des
Antigens flexibel [75]. Virus-aktivierte PDCs lenken vorzugsweise in Richtung einer THI-
Antwort, die T-Zellen zur Produktion grofer Mengen an IFNy oder der beiden Zytokine IFNy und
IL-10 anregt [76]. Eine THI1-Polarisierung, die tiber reife DCs vermittelt wird, ist von Typ-I-
Interferon abhingig [77]. Die tiber IL-3 und CD40L aktivierten PDCs induzieren eine maflige TH2-

Immunantwort in allogenen T-Zellen, bei der IL-4 keine Beteiligung hat [78].

Die Kommunikation zwischen PDCs und MDCs und die Méglichkeit der PDC, eine produktive,
adaptive, T-Zell-vermittelte Immunantwort tiber die Aktivierung einer MDC zu erzielen, steht im
engen Zusammenhang mit dem Vorliegen des Zytokins IFNa. Das von der PDC produzierte IFNa
fordert einerseits den Ausreifungsprozess der MDC, andererseits die Aktivierung und die verstérkte

Produktion der Zytokine IL-12, TL-15, IL-18 und 1L-23 [79].

PDCs haben folglich eine zentrale Position sowohl in der Aktivierung einer angeborenen als auch
einer adaptiven Immunantwort. Die Aktivierung der PDC resultiert wiederum in direkten und indi-
rekten Effekten auf viele weitere Zellpopulationen wie Monozyten, MDCs und T-Zellen. Den Ein-
fluss der PDC auf den Differenzierungsprozess von B-Zellen wurde in der hier vorliegenden Arbeit

untersucht (siche Abb. 2).
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Abbildung 2 Zusammenfassung der immunstimulatorischen Aktivititen von PDCs. PDCs, die iiber
TLR-Liganden oder CD40L aktiviert wurden, sind potente Induktoren von Typ-I-Interferonen, die in der
Folge die Zytotoxizitit von NK- und CD8"-T-Zellen sowie die Sekretion von IFNy (1), die Differenzierung
und den Reifungsprozess von DCs und eine TH1-Polarisierung von nicht festgelegten, antigenspezifischen
CD4*-T-Zellen, die nach Aktivierung durch die DC bereits expandierten, fordern (2). Der Einfluss der PDC
auf die B-Zelldifferenzierung wird in der hier beschriebenen Arbeit untersucht. Typ-I-IFN reguliert des Wei-
teren die Sekretion einiger Zytokine (IL-12, IL-6) und Chemokine. Abhiingig von den Experimentbedingun-
gen besitzen PDCs auch die Fahigkeit, Antigene zu présentieren und somit die Expansion von T-
Zellpopulationen zu unterstiitzen (3) [nach 80].

L.2. CpG-Oligonukleotide

1.2.1. Entdeckung der immunstimulatorischen Aktivitit von bakterieller DNA

1890 wurde von dem ersten Versuch berichtet, eine nicht-bakterielle Erkrankung mit einer im-
munstimulatorischen Therapie zu behandeln. Der New Yorker Chirurg William B. Coley setzte
bakterielle Lysate aus Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens zur Behandlung von Pati-

enten mit inoperablen Sarkomen ein [81]. Trotz voriibergehender Riickbildung des Tumors und
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einer erstaunlichen Heilungsrate von mehr als 10% [82] konnte sich diese Therapieform aufgrund
mangelnder Reproduzierbarkeit und der Etablierung anderer, standardisierbarerer Verfahren, wie
der Strahlentherapie, nicht durchsetzen. Fast 100 Jahre spiter, als wahrgenommen wurde, dass die
Therapie von Tumoren mit konventionellen Behandlungsansétzen ihre Grenzen erreicht hat, wurde
erneut ein Versuch gestartet, maligne Neoplasien mit bakteriellen Lysaten von Mycobacterium
bovis (Bacille Calmette-Guérin; BCG) zu therapieren. Der erfolgreiche Ausgang dieses Versuchs
machte die lokale Instillation von BCG seit 1976 zu einer Standardtherapie des Harnblasenkarzi-

noms [83], wobei der genaue Wirkmechanismus unbekannt war.

Die Arbeitsgruppe von Tokunaga et al. beschrieb erstmals, dass die antitumorale Wirkung der
BCG-Impfung auf eine Stimulation des Immunsystems zurtlickzufiihren ist [84]. Weitere Untersu-
chungen fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die bakterielle DNA fiir die immunstimulatorische
Wirkung verantwortlich gemacht werden kann [85]. Folgende strukturelle Voraussetzungen fiir
eine Immunstimulation wurden erarbeitet: das einzelstringige Oligodeoxynukleotid (ODN) soll
tiber ein zentrales Cytosin-Guanosin-(CG)-Dinukleotid verfiigen, das in eine palindromische Se-
quenz eingebettet ist [85]. Es wurde angenommen, dass die palindromartige Anordnung der Basen
der Grund fiir die Ausbildung von Sekundir- oder Tertiédrstrukturen ist; diese sollten dem Vertebra-

tenorganismus als Erkennungsstruktur dienen [86].

Die Arbeitsgruppe um Pisetsky stellte unabhéngig von den gerade beschriebenen Ergebnissen eine
vergleichbare Hypothese auf. Sie konnten mit aufgereinigter bakterieller DNA und Poly-(dG,dC)-
Nukleotiden murine B-Zellen zur Proliferation anregen, stellten jedoch fest, dass DNA von Ver-
tebraten keine immunstimulatorische Aktivitit zeigt [87]. Des Weiteren war aufgefallen, dass die
stimulatorische Wirkung von Poly-(dG,dC)-Nukleotiden durch eine minimale Modifikation, die
Methylierung der Base Cytosin, stark verringert wird. Sie folgerten daraus, dass die Methylierung
mit der Ausbildung von sekundéren Strukturen interferiert und aufgrund dessen hoherere Struktu-

ren der Polynukleotide fiir die immunstimulatorische Wirkung entscheidend sind [88].

1995 wurde von der Arbeitsgruppe um Arthur M. Krieg die Beobachtung gemacht, dass bestimmte
ODN, die bei antisense-Versuchen als Kontrolle fungierten, B-Zellen stark zur Proliferation und
zur Immunglobulinsekretion aktivieren. Nach der Erprobung einiger hundert ODN-Sequenzen
stellte sich heraus, dass als Sequenzelement ein CpG-Dinukleotid in einem bestimmten Basen-
Kontext (,,XCGY*, wobei X eine beliebige Base ist mit Ausnahme von C, Y irgendeine ausge-
nommen G) ausreichend ist. Sowohl eine Inversion zu der Basenabfolge GC als auch eine Methy-

lierung des Cytosins hebt die Immunstimulation auf. Es konnte widerlegt werden, dass die
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Anordnung der Basen, die das CG-Dinukleotid einschlieBen, palindromartig sein muss und dass die

Ausbildung von héheren Strukturen fiir die Wirkung entscheidend ist [89].

Diese Erkenntnisse bieten somit eine Erkldrungsméglichkeit, wie es dem Immunsystem von Sduge-
tieren gelingt, zwischen eigener und fremder (=bakterieller) DNA zu differenzieren. Erstens treten
CG-Dinukleotide in der bakteriellen DNA mit einer statistisch zu erwartenden Haufigkeit von 1/16
auf, wohingegen CG-Dinukleotide in der vertebraten DNA lediglich mit einer Héufigkeit von 1/60
vorkommen. Zusitzlich zur CpG-Suppression sind CpG-Dinukleotide im vertebraten System zu
etwa 70% an der 5°-Position des Cytosins methyliert [90]. Dariiber hinaus sind die benachbarten
Basen zum CpG-Dinukleotid im vertebraten Genom nicht willkiirlich: die Base, die dem CpG vo-
rausgeht, ist in der Mehrzahl der Fille ein Cytosin, die dem immunstimulatorischen Dinukleotid
nachgeschaltete Base meist ein Guanin [91]. Offensichtlich scheint die Erkennung von CpG-
Motiven Teil eines Abwehrmechanismus des Vertebratenimmunsystems zu sein, um sich vor dem

Eindringen potenziell pathogener Organismen zu schiitzen.

L1.2.2. Stimulation des Inmunsystems durch CpG-DNA

Ausgewihlte CpG-ODN-Sequenzen sind ein auferordentlich starkes Mitogen fiir B-Zellen [89]: sie
induzieren einen schnellen Ubergang in die G1-Phase des Zellzyklus. Des Weiteren reagieren B-
Zellen auf CpG-ODN innerhalb weniger Stunden mit der Sekretion von IL-6 und IL-10 [92, 93],
die fiir die weitere Differenzierung zu antikdrperproduzierenden Plasmazellen mitbestimmend sind.
Abgesehen von der Induktion zur Zytokin- und Immunglobulinproduktion exprimieren CpG-
aktivierte B-Zellen verstirkt folgende Oberflichenmolekiile: die kostimulatorischen Molekiile
MHC-Klasse-II, CD80, CD86 [89, 94], wodurch sie ihre Kompetenz als antigenprédsentierende
Zelle erlangen, sowie CD40 und CD54 [95]. Die verstirkte Expression von CD40 ist vor allem fiir
die Aktivierung von T-Zellen ausschlaggebend. Neben den aufgezéhlten stimulatorischen Effekten

kann CpG-DNA den Prozess der Apoptose bei priméren B-Zellen in vitro unterbinden [96].

Die verschiedenen Subpopulationen humaner dendritischer Zellen sind unterschiedlich mit TLRs
ausgestattet, um auf verschiedenartigste Pathogene reagieren zu kénnen. Unter den DC-Vorldufern
exprimieren nur PDCs gro3e Mengen an TLRY [97, 98]. Eine direkte Aktivierung der PDC durch
CpG-DNA fiihrt zu einer verstdrkten Expression der kostimulatorischen Oberflachenmolekiilen
und zur vermehrten Zytokinsekretion von IL-6 und TNFo. Im Ubrigen férdern CpG-ODN das
Uberleben der PDC in vitro und erhohen die Expression des Reifungsmarkers CD83, der die PDC
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zu einem potenten Stimulus allogener T-Zellen macht [99]. Es zeigte sich, dass durch entsprechen-
de CpG-ODN so groe Mengen an Typ-I-IFN in PDCs induziert werden, wie sie sonst nur durch
eine Virusinfektion ausgelost werden [100]. Uberdies lésst sich durch eine kombinierte Stimulation
mit CpG-DNA und einer simultanen CD40-Ligation die Produktion von IL-12, inbegriffen der
bioaktiven Form IL-12p70, in PDCs erzielen [99]. Myeloide dendritische Zellen (MDC) hingegen

werden nur indirekt innerhalb von PBMCs aktiviert.

Seit den anfinglichen Beobachtungen von Tokunaga, dass mykobakterielle DNA murine NK-
Zellen zur Sekretion von IFNy anregt und zu einer gesteigerten lytischen Aktivitédt verhilft [101],
konnten in vielen weiteren Studien diese ersten Ergebnissen sowohl fiir die Maus bestétigt werden
als auch auf das humane Immunsystem erweitert werden [102]. Die stimulatorischen Effekte von
CpG-DNA auf NK-Zellen sind nicht iiber eine direkte Aktivierung zu erklidren. Sekundir erfolgt
die Aktivierung tliber Zytokine, die von CpG-aktivierten, antigenprisentierenden Zellen (APC)
ausgeschiittet werden (IL-12, IFNo/p, TNFo) [103]. Vergleichbare Ergebnisse lieferten Versuche,
in denen murine T-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo auf ihre CpG-Stimulation hin untersucht

wurden [104].

1.2.3. Wirkmechanismus auf subzellulirer Ebene

Trotz aussagekriftiger und reproduzierbarer in vitro-Daten, die auch vielversprechende in vivo-
Ergebnisse nach sich zogen, wurde lange Zeit iiber den molekularen Mechanismus, iiber den CpG-
DNA Immunzellen aktiviert, spekuliert. Die Arbeitsgruppe um Zhao stellte fest, dass die meisten
Zellen CpG-DNA an ihrer Oberfldache binden, jedoch diese Bindung sequenzunabhingig erfolgt
[105]. Weitere Untersuchungen brachten hervor, dass sich CpG-DNA nach intrazelluldrer Aufnah-
me im endosomalen Kompartiment befindet und seine Wirkung nur nach Azidifizierung des Endo-
soms entfalten kann [106]. Inhibitoren der endosomalen Azidifizierung wie Chloroquin blockieren
den Effekt von CpG-DNA [107]. Bei der Untersuchung der Signaltransduktionskaskade erhielt
man erste Hinweise auf einen ,,CpG-Rezeptor”. Man konnte schlieBlich nachweisen, dass CpG-
DNA iiber MyD88 und TRAF6 signalisiert und dass folglich ein Rezeptor aus der TLR-Familie mit
groBter Wahrscheinlichkeit CpG-DNA erkennt [108].

Bei der Auswertung von Untersuchungen mit TLR-knock-out-Midusen fand Hemmi et al. heraus,
dass die stimulatorische Kapazitit von DNA in TLR9"-Miusen verloren gegangen ist und demzu-

folge TLRO fiir die Erkennung von CpG-DNA einen entscheidenden Beitrag leistet [109]. Diese
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Erkenntnisse konnten auf das humane System iibertragen werden [110]. Die erstbeschriebenen
Ergebnisse zur endosomalen Aufnahme konnten dahingehend bestitigt werden, dass TLRY im En-
dosom lokalisiert ist [111]. 2004 konnten der genaue Ort und Ablauf der direkten Bindung von
CpG-DNA an TLRY aufgeklart werden: CpG-DNA wird tiber einen Clathrin-abhéingigen, endozy-
totischen Pathway internalisiert und gelangt auf diesem Weg ins tubuldre, lysosomale Komparti-
ment. TLRY folgt seinem Liganden aus dem endoplasmatischen Retikulum in die CpG-reichen

Kompartimente [112].

1.2.4. Identifizierung eines optimalen CpG-Motivs

Aus den Ergebnisse vieler Studien im Mausmodell oder in vivo haben sich einige Ein-
satzmoglichkeiten von CpG-DNA ergeben. Bei dem Versuch der Ubertragung auf das humane
System hat sich gezeigt, dass die im Mausmodell eingesetzten CpG-ODN nur iiber eine schwache
Wirkung auf humane Immunzellen verfiigen. Im Gegensatz zum Menschen, bei dem lediglich zwei
Zellpopulationen, B-Zellen und PDCs, direkt von CpG-DNA aktiviert wird, ist die Expression von
TLRY im murinen System iiber ein breiteres Spektrum von Zellpopulationen verteilt. Hier expri-

mieren zusétzlich myeloide dendritische Zellen sowie Monozyten TLRO.

Des Weiteren hat sich herausgestellt, dass TLR9 unterschiedlicher Spezies vorzugsweise durch
verschiedenartige CpG-Motive aktiviert wird: das optimale humane CpG-Motiv, 5° GTCGTT 37,
wurde von Hartmann et al. anhand der Aktivierung humaner B-Zellen identifiziert [95]. Der murine
TLRY hat hingegen, wie Experimente mit Zelllinien, die mit dem murinen TLRY ausgestattet wa-
ren, ergaben, eine Priferenz fiir das Hexamer 5° GACGTT 3" [110]. Folglich bestimmt das Rezep-

torprotein die Spezies-Spezifitit des CpG-Motivs.

Da unmodifizierte Oligonukleotide mit einem Phosphodiester-Riickgrat rasch durch Serum- und
zelluldre Nukleasen abgebaut werden, wird bei der Herstellung von CpG-ODN eine chemische
Modifikation im ,,Riickgrat* vorgenommen. Hierbei wird das nicht an der Bindung beteiligte Sau-
erstoffatom der Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom ersetzt. Die dabei entstehende
Phosphorthioat-Modifikation verhindert den Abbau durch Nukleasen und verlidngert somit die

Halbwertszeit in vivo [113].

17



EINLEITUNG

L.2.5. Einteilung der synthetischen CpG-Oligonukleotide in zwei Klassen

Als ein Ergebnis der Effekte, die unter 1.2.2 beschrieben wurden, kénnen Oligonukleotide mit un-
terschiedlichen Riickgraten und Sequenzmotiven Immunreaktionen auslsen, die sowohl in der
Quantitit als auch in der Qualitit der Immunreaktion abweichend ausfallen. Aufgrund dieser Tat-
sache wurde eine Einteilung in zwei Hauptklassen von CpG-ODN vorgenommen, die CpG-A und
CpG-B (oder Typ D und K [114, 115]) bezeichnet werden. Der bis dato bestehende Pool von ODN
wurde primér nach dem biologischen Wirkprofil und nicht nach spezifischen, strukturellen Eigen-
schaften eingeteilt. Allerdings lassen sich fiir die jeweiligen CpG-Klassen typische Struktureigen-
schaften, wie bestimmte Anforderungen an die Sequenz oder an das ODN-Riickgrat, beschreiben

[116].

CpG-A (Prototyp ODN 2216) ist in der Lage, PDCs zur Produktion maximaler Mengen an IFNo/f3
zu stimulieren und indirekt iiber IFNa/f die lytische Aktivitdt von NK-Zellen zu fordern. Struktur-
analysen der CpG-A-ODN zeigten, dass die Wirkung der IFNa-induzierenden CpG-ODN von
einer zentralen Palindromsequenz, die mindestens ein CG-Dinukleotid enthélt, sowie von PolyG-
Sequenzen an beiden Enden abhéngig ist [100, 117]. Im Vergleich dazu 16st CpG-B (Prototyp
ODN 2006) ein abweichendes Aktivierungsmuster in der PDC aus. CpG-B férdert das Uberleben
und induziert eine rasche Ausreifung der PDC, erkennbar an der starken Expression von kostimula-
torischen Molekiilen und Reifemarkern. Trotz dieser starken Aktivierung stellen CpG-B-ODN nur
einen schwachen Stimulus fiir die Induktion von IFNa. in PDCs dar [100]. Obwohl B-Zellen TLR9
exprimieren, reagieren sie nicht auf CpG-A-ODN. CpG-B stellt jedoch ein starkes Mitogen fiir die
B-Zelle dar, welches sich in einer hohen IL-6-Produktion und einer Aufregulation kostimulatori-
scher und antigenprésentierender Molekiile manifestiert [89, 118] (Abb. 3). Ein Ziel dieser Arbeit
war unter anderem die Identifizierung neuer CpG-ODN, die die immunstimulatorischen Eigen-

schaften von CpG-A- und CpG-B-ODN in sich vereinen.
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Abbildung 3 Zusammenfassung der Immuneffekte von CpG-A- und CpG-B-ODN [nach 119]. Plasma-
zytoide dendritische Zellen (PDC) und B-Zellen werden direkt durch CpG-ODN aktiviert. Andere Immunzel-
len, wie Monozyten, myeloide dendritische Zellen (MDC), T-Zellen und NK-Zellen werden sekundér tiber
Zytokine vermittelt stimuliert. CpG-A (Prototyp ODN 2216) induziert die Produktion groer Mengen an
IFNo in PDCs. Das von der aktivierten PDC sezernierte IFNa induziert die Produktion von IFNy in NK-
Zellen und yd-T-Zellen. IFNy zusammen mit dem von PDCs-gebildeten IFNa aktiviert sowohl Monozyten
als auch myeloide DCs. Des Weiteren verstirkt IFNa die Zytotoxizitdt von CD8* zytotoxischen T-Zellen
(CTL). CpG-B (Prototyp ODN 2006) und CD40L stimulieren synergistisch die Produktion von IL-12 in
PDC, wodurch das Primen naiver o/f-T-Zellen und ihre Differenzierung in Richtung TH1 verstirkt wird.
Durch direkte B-Zell-Aktivierung und vermehrte Bildung von TH1-Zellen verstirkt CpG-B die spezifische
humorale und zelluldre Immunantwort.

1.2.6. Immuntherapeutische Anwendung von CpG-DNA

Therapeutische Einsatzméglichkeiten von immunmodulatorischen ODN im Uberblick:

1. Auslésung einer angeborenen Immunantwort durch Verabreichung von CpG-ODN dient zum

Schutz des Wirtes vor infektiosen Pathogenen.

2. CpG-ODN, die als Adjuvans Vakzinen zugegeben werden, verbessern die Funktion antigenpri-
sentierender Zellen und férdern somit die Einleitung einer antigenspezifischen, adaptiven Immun-

antwort.
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3. Durch Induktion einer TH1-Antwort wirken CpG-ODN allergischen Reaktionen entgegen, die

auf einem Switch von TH1 zu TH2 basieren.

4. Die CpG-vermittelte Aktivierung der angeborenen Immunitét und das TH1-Zytokinmilieu erlau-

ben den Einsatz in der Immuntherapie von Tumoren.

Immunprotektive Aktivitit von CpG-Oligonukleotiden

Um die immunprotektive Eigenschaft von CpG-ODN, die iiber die Aktivierung einer angeborenen
Immunantwort herbeigefiihrt wird, zu iiberpriifen, wurde Méusen vor Injektion pathogener Erreger
prophylaktisch bakterielle DNA oder synthetische CpG-ODN verabreicht. Vorbehandelte Tiere
waren gegentiiber den ursidchlichen Bakterien, die Anthrax, Listeriose und Tulardmia auslésen [120,
121] und gegen Viren wie den Ebola-, Herpes simplex- und Zytomegalievirus [122, 123] resistent.
Gegeniiber Parasiten, die fiir Leishmaniose und Malaria verantwortlich gemacht werden, wurde
ebenso eine erhohte Widerstandsfihigkeit erlangt [124, 125]. Die immunprotektive Aktivitit er-
reichte seinen Hohepunkt wenige Tage nach Verabreichung und blieb iiber mehrere Wochen beste-
hen [120, 121]. Der CpG-induzierte Schutz wird neben weiteren Zellpopulationen zu einem grofien
Anteil tiber die PDC vermittelt. Mausstimme, die PDC-defizient sind, sind durch die prophylakti-
sche Gabe von CpG-ODN nicht vor Infektionen geschiitzt [126].

Da ethische Griinde die Durchfiihrung von Studien, die lethale Infektionen hervorrufen, in nicht-
humanen Primaten stark einschrinken, ist fiir die Beweisfiihrung der protektiven Aktivitdt von
CpG-DNA, die fiir den Einsatz am Menschen geplant ist, sehr begrenzt. Studien, die mit Rhesusaf-
fen durchgefiihrt wurden, geben jedoch erste Hinweise, dass eine Vorbehandlung mit CpG-A die
Schwere einer Infektion stark reduziert [127]. Diese Studie ertffnet auch, dass CpG-DNA als Im-
munadjuvans mit gro3ter Wahrscheinlichkeit im Primaten, wie im Mausmodell vielfach bewiesen,

die Induktion eines TH1-Zytokinmilieus hervorrufen kann.

Einsatz als Vakzine-Adjuvans

CpG-DNA fordert erstens die Produktion von Zytokinen/Chemokinen, die eine Umgebung zur
Unterstiitzung einer antigenspezifische Immunantwort schaffen, aktiviert des Weiteren antigenpré-
sentierende Zellen und 16st deren Reifungsprozess aus. Diese Effekte erkldren den Einsatz von

CpG-ODN als Vakzine-Adjuvans, das die Aufgabe iibernimmt, die Immunogenitit eines gleichzei-
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tig verabreichten Antigens zu erhéhen. Erste Studien, die im Mausmodell durchgefiihrt wurden,
etablierten die Funktion von CpG-ODN in der Steigerung sowohl einer humoralen als auch einer
zelluldren Immunantwort gegen das Protein Ovalbumin [128]. In weiteren Studien zeigte der Zu-
satz von CpG-B-ODN zu Vakzinen gegen Influenzaviren, gegen das Hepatitis-B-Virus-
Oberflidchenantigen oder das Tetanustoxoid antigenspezifische Antikorpertiter, die um ein Vielfa-
ches im Gegensatz zu einer Vakzinierung ohne CpG-Zusatz erhéht waren [129-131]. Ubereinstim-
mend mit der Induktion von TH1-Zytokinen 16sen CpG-ODN vorzugsweise die Produktion von
IFNYy aus, die die Sekretion von IgG2a-Antik6rpern unterstiitzt und die Entwicklung antigenspezifi-
scher, zytotoxischer T-Zellen ermdéglicht [129, 131]. Auch auf das Immunsystem von nicht-
humanen Primaten waren die beschriebenen Effekte tlibertragbar [118]. Eine Studie mit Orang-
Utans verursachte besondere Aufmerksamkeit: da Orang-Utans auf eine herkdmmliche Hepatitis-
B-Vakzine nur mit einer sehr schwachen Immunantwort reagieren, waren die schiitzenden Antikor-
pertiter, die eine Vakzine mit CpG-ODN hervorrief, umso erstaunlicher [132]. Dieses Phidnomen ist
mit der Gabe von CpG-ODN, die immunsupprimierte Wirte vor einer Infektion schiitzen, ver-

gleichbar.

Pravention und Behandlung von Allergien

Asthma ist eine entziindliche Erkrankung der Atemwege, die von einer gesteigerten Produktion von
TH2-Zytokinen, hauptsichlich von IL-4 und IL-5, begleitet wird [133]. Zytokine, die eine TH1-
gerichtete-Zellantwort begiinstigen, wie IFNy und IL-12, mindern die Auspridgung der Erkrankung
[134, 135]. Beim Einsatz von Hausstaubmilben als Allergen konnte gezeigt werden, dass allergi-
sches Asthma in seiner Ausprdgung abgeschwicht oder sogar ausgeheilt werden kann, wenn CpG-
ODN als Induktoren einer TH1-Antwort bereits wihrend der Sensibilisierungsphase verabreicht
wurden [136]. Uberdies zeigt CpG-DNA auch Effekte nach einer Sensibilisierung mit dem entspre-
chenden Antigen [137]. Eine Behandlung mit CpG-DNA steigert das Verhéltnis von IFNy- zu IL-
4-sezernierenden Zellen, reduziert die Anzahl von IgE-produzierenden Plasmazellen und mindert

den Einstrom von entziindlichen Zellen in die Lunge [137].

CpG-DNA in der Immuntherapie von Tumoren

Antitumorale Effekte bedingt durch eine Infektionserkrankung werden schon seit vielen Jahren
beobachtet. Eine systemische Verabreichung von CpG-ODN als Monotherapie zeigte Effekte in der

Bekdmpfung von Tumoren, die sich iiber eine verstirkte NK-Zell-Aktivitat erkldren lassen. Bei
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einem manifesten Tumorbefall im Mausmodell kann eine therapeutische Verabreichung von CpG-
DNA eine Regression des Tumorwachstums und bei einer betrdchtlichen Anzahl von Tieren sogar
eine komplette Remission herbeifiihren [138]. Es konnte ein erneuter Tumorbefall nach totaler
Remission des ersten Tumors aufgrund der Ausbildung eines immunologischen Gedichtnisses
verhindert werden [139]. Ausschlaggebend fiir den Erfolg einer prophylaktischen oder therapeuti-
schen Anwendung von CpG-DNA ist einerseits die Art des Tumors, andererseits die Klasse des

eingesetzten CpG-ODN.

Die Stimulierung des angeborenen Immunsystems kann zur Verstirkung der antitumoralen Aktivi-
tit auf eine effektivere Weise eingesetzt werden, wenn es in Kombination mit der Verabreichung
von monoklonalen Antikorpern (Rituximab, Rituxan®) erfolgt. Ein Effekt eines antitumoralen
Antikorpers beruht auf der Antikorper-vermittelten zellgebundenen Zytotoxizitit (ADCC), der

durch die gleichzeitige Applikation eines ODN stark geférdert werden kann [140].

Obwohl prophylaktische Impfungen gegen Infektionserkrankungen eine positive Auswirkung auf
die weltweite Gesundheit zeigen, gestaltet sich die Entwicklung von Vakzinen zur Bekdmpfung
von Tumoren sehr schwierig. Die grofite Herausforderung in der Entwicklung dieser Vakzinen ist
der Bedarf, die Immuntoleranz gegeniiber einem Antigen zu brechen und eine Tumor-spezifische
Immunantwort zu induzieren, die eine zelluldre Immunreaktion von ausreichender Stidrke zur Zer-
storung von Tumorzellen einschliessen sollte. Als Adjuvans eignet sich CpG-DNA, da es iiber die
Aktivierung von dendritischen Zellen eine THI-gerichtete Zytokin- und Chemokinumgebung
schafft, die ein effektives cross-priming von Antigenen fordert und somit eine starke Antwort

IFNy-produzierender, zytotoxischer T-Zellen induziert [141-143].

Sicherheit von CpG-Oligonukleotiden

Einige Bedenken bestehen beim Einsatz von CpG-ODN in klinischen Studien. CpG-ODN kénnten
neben der angedachten Steigerung der Immunogenitdt von Fremd-Antigenen auch die von Selbst-
Antigenen forcieren und damit die Entwicklung einer organspezifischen oder systemischen Auto-
immunerkrankung vorantreiben. Diese Erwigungen werden von Studien untermauert, die zeigten,
dass hohe Dosen an bakterieller DNA Auto-Antikdrper gegen doppelstringige DNA in gesunden
Miusen hervorrufen konnen [144]. Weiterhin stimuliert bakterielle DNA die Produktion von IL-6
und verhindert die Apoptose von aktivierten Lymphozyten, zwei Faktoren, die das Uberleben von

selbstreaktiven Lymphozyten und somit die Empfénglichkeit fiir Autoimmunerkrankungen begiins-
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tigen [145]. Zu dieser Thematik wurden in vivo-Experimente in der Maus unternommen. Nach
mehrmaliger Verabreichung von CpG-DNA konnten zwar im Serum DNA-spezifische IgG-
Antikorper nachgewiesen werden, deren Menge allerdings nicht ausreichend ist, eine Autoimmun-
reaktion herbeizufiihren oder eine Bestehende zu verstdrken [146]. Bei Applikation von CpG-DNA
besteht auch die Gefahr der Ausldsung eines toxischen Schocks, der tiber TNFa vermittelt wird.
Zur Untersuchung der eventuell bestehenden Toxizitidt wurde BALB/c-Mausen wochentlich iiber
vier Monate hinweg CpG-DNA in Dosen, die denen in Vakzinestudien entsprachen, verabreicht.
Alle Tiere blieben gesund und es konnte weder makroskopisch noch mikroskopisch Beweis iiber
eine Gewebeschidigung oder eine Entziindung gefiihrt werden [147]. Klinische Studien am Men-

schen erbrachten ebenfalls keine Toxizitidtsbeweise.

CpG-Oligonukleotide in der Erprobung am Menschen

Die positiven Endpunkte, die man bei Studien mit nicht-humanen Primaten erzielte, ermutigten,
CpG-Oligonukleotide auch am Menschen als Adjuvans zu erproben. Es zeichnete sich bei einer
veroffentlichten Doppeltblind-Studie ab, dass sich bei gleichzeitiger Verabreichung von Engerix
B® (patentierter Hepatitis-B-Imppfstoff) und einem CpG-ODN hdohere IgG-Antikorpertiter (um
das 13- bis 45-fache) sowohl nach primérer als auch nach sekundirer Immunisierung im Vergleich
zur alleinigen Gabe der Vakzine einstellten [148]. Bei einer weiteren klinischen Erprobung in
Kombination mit der Influenza-Vakzine Fluarix® (SmithKline Beecham) konnte die humorale
Immunantwort durch die Zugabe von CpG-B-ODN 7909 nur bei bereits ,,geprimten* Probanden
signifikant gesteigert werden. Allerdings resultierte die zusétzliche Verabreichung von ODN 7909
in einer gesteigerten Sekretion von IFNy innerhalb von PBMCs. Die gesteigerte zelluldre Immun-
reaktion in Anwesenheit des CpG-ODN erméglicht somit den Einsatz einer reduzierten Vakzinedo-
sis bei gleichbleibender Immunogenitit [149]. Bei beiden Studien zeichneten sich neben den
beeindruckenden immunstimulatorischen Effekten von CpG-ODN keine bedenklichen uner-
wiinschten Wirkungen ab und keiner der Probanden entwickelte Anzeichen oder Symptome einer

Autoimmunreaktion [150].
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1.3. Die B-Zelle

B-Zellen sind eine wichtige Komponente des adaptiven Immunsystems. Sie produzieren und sezer-
nieren Millionen von verschiedenen Antikorpern, die unterschiedliche Antigene zu erkennen ver-
mogen. Die Tatsache, dass das humane Immunsystem iiber ein riesiges Repertoire von Antikdrpern
verfiigt, beruht auf dem komplexen Mechanismus der V(D)J-Rekombination von Immunglobu-
lin(Ig)-Genen und auf Prozessen wie der somatischen Hypermutation und dem Ig-Klassenwechsel
(Isotype-switch). Der B-Zell-Rezeptor (BCR), der als spezifischer Antigenrezeptor fungiert, ist ein
membrangebundener Protein-Komplex. Er setzt sich aus dem antigenbindenden Oberfldchenim-
munglobulin, das aus zwei schweren (heavy; H) Ig-Ketten und zwei leichten (light; L) Ketten, die
tiber Disulfidbriicken verkniipft sind, besteht, und aus zwei membrandurchlaufenden und die
Signaltransduktion auslésenden Heterodimeren Igo und Igf zusammen. Zur Eliminierung von

Fremd-Antigenen kooperieren B-Zellen mit dendritischen Zellen und T-Zellen.

1.3.1. Die Entwicklung der B-Zelle

Das Leben eines B-Lymphozyten kann in zwei Phasen gegliedert werden. Der erste Abschnitt,
auch B-Lymphopoese genannt, findet in der fetalen Leber statt, bei Erwachsenen im Knochenmark.
Es erlaubt die Reifung einer himatopoetischen, multipotenten Stammzelle zu einer naiven B-Zelle
mit einem funktionellen, antigenspezifischen B-Zell-Rezeptor (BCR). Die verschiedenen Stadien
der B-Zellentwicklung sind durch aufeinander folgende Schritte der Umlagerung von Antigenre-
zeptor-Gensegmente an den verschiedenen Genloci und durch die unterschiedliche Expression von
bestimmten Zelloberfldchenproteinen gekennzeichnet. Dieser Prozess lauft unabhéngig von der

Anwesenheit einer T-Zelle oder einem Antigen ab.

Der zweite Lebensabschnitt einer B-Zelle wird mit der Antigenbindung iiber den B-Zell-Rezeptor
eingeleitet. Die Antigenbindung induziert die Aktivierung einer B-Zelle, eine starke Proliferation
und einen Reifungsprozess, der in der Bildung einer B-Gedéchtniszelle miindet oder effiziente
antikorpersezernierenden Plasmazellen hervorbringt. Dieser Prozess wird als Immunopoese be-
zeichnet und erfolgt hauptséchlich in den sekundéren lymphatischen Organen wie den Lymphkno-

ten, der Milz, den Peyerschen Plaques und den Tonsillen [151, 152].
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Das erste Stadium der B-Zell-Linie, die Pro-B-Zelle, ist eine Vorlduferzelle, die nur eine begrenzte
Kapazitit zur Selbsterneuerung besitzt. Sie leitet sich von pluripotenten, himatopoetischen Stamm-
zellen ab und wird anhand von fiir dieses Stadium charakteristischen Oberfldchenmolekiilen identi-
fiziert. In Pro-B-Zellen erfolgt eine Genumordnung des Locus fiir die schwere
Immunglobulinkette. Eine produktive Genumordnung fiihrt zur Expression einer intakten schweren
Hu-Kette (positive Selektion), die der Zelle signalisiert, zu iiberleben und zum nichsten Entwick-
lungsschritt tiberzugehen sowie das nachfolgende Entwicklungsstadium, das Prid-B-Zell-Stadium,
definiert. Dieses Stadium ist von der Umordnung fiir die leichte Kette des Ig gekennzeichnet. So-
bald ein Gen fiir die leichte Kette zusammengestellt und ein vollstindiges IgM-Molekiil auf der
Zelloberfldache exprimiert wird, gilt die Zelle als unreife B-Zelle. Kommt es zu keiner produktiven

Umordnung, geht die sich entwickelnde B-Zelle zugrunde.

Unreife B-Zellen werden in der Folge zur Reduktion von Autoimmunreaktionen auf ihre Selbstto-
leranz hin selektiert (negative Selektion) [153] und in der Folge, ob sie in den peripheren Lymph-
geweben iiberleben koénnen. Sobald die unreife B-Zelle diese Hiirden iliberwunden hat, folgen
weitere Differenzierungsschritte. Es entstehen reife B-Zellen, die zusétzlich zu IgM IgD auf ihrer
Zelloberfliache exprimieren. Diese Zellen werden auch naive B-Zellen bezeichnet, bis sie auf ihr
spezifisches Antigen im peripheren lymphatischen Gewebe treffen und dadurch aktiviert werden.
Wihrend der Entwicklung von Pro-B-Zelle zur naiven B-Zelle werden neben den Immunglobuline
noch andere, fiir jedes Stadium typische Proteine, wie die Tyrosinphosphatase CD45R und CD19,
exprimiert [151, 152, 154].

1.3.2. Antigen-spezifische B-Zell-Aktivierung

Nachdem die Entwicklung zur naiven B-Zelle im Knochenmark abgeschlossen ist, wandern die B-
Zellen iiber eine Venole mit hohem Endothel (HEV) in sekundire lymphatische Organe und halten
sich dort hauptsédchlich in den T-Zell-reichen parakortikalen Bereichen auf. In einer T-Zell-
abhingigen, humoralen Immunantwort treffen B-Zellen auf ihr Antigen, das iiber den spezifischen
B-Zell-Rezeptor erkannt wird. B-Zellen sind als einzigste Zellpopulation beféhigt, 16sliche Antige-
ne des Extrazelluldrbereichs zu erkennen. Der B-Zell-Rezeptor hat bei der Aktivierung der B-Zelle
zwei Funktionen: erstens sendet er ein Signal direkt ins Zellinnere, sobald ein Antigen gebunden
hat, zweitens schleust der B-Zell-Rezeptor das Antigen ins Zellinnere, wo es abgebaut wird und als
ein an MHC-Klasse-II-Molekiil gebundenes Peptid zur B-Zell-Oberfldche zuriickkehrt [155]. Das
prozessierte und auf der Oberfldche prisentierte Antigen kann nun von antigenspezifischen T-

Zellen erkannt werden. Das spezifische Erkennen des Peptid-MHC-Klasse-II-Komplexes auf der
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B-Zelle sorgt dafiir, dass die T-Zelle sowohl zellgebundene als auch sezernierte Effektormolekiile,
unter anderem die Zytokine IL-2, IL-4 und IL-5 [156], synthetisiert, die bei der B-Zell-Aktivierung
zusammenwirken. Bei den direkten, interzelluldaren Kontakten hat die Interaktion CD40-CD40L
groffe Bedeutung. Wird sie in vitro mit I6slichem CD40 oder einem monoklonalem Antikorper

gegen CD40L unterbunden, kann die B-Zelle auf T-Zell-Signale nicht mehr reagieren [157].

Zusitzlich zu der beschriebenen B-Zell-T-Zell-Interaktion konnte auch der direkte Einfluss von
dendritischen Zellen auf die B-Zelldifferenzierung, der hauptséchlich iiber IL-12 vermittelt wird,
beobachtet werden [158]. Man vermutet eine Art Triade aus DC, antigenspezifischer T-Zelle und
B-Zelle, die sich gegenseitig beeinflussen und eine anschliefende Immunreaktion steigern: anti-
genprisentierende DCs aktivieren, wie oben bereits beschrieben, T-Zellen iiber den T-Zell-
Rezeptor und CD28, was die Sekretion von IL-2 und die Expression von CD40L nach sich zieht.
Im Gegenzug stimulieren aktivierte T-Zellen B-Zellen und dendritische Zellen. Die Ligation von
CD40 auf der B-Zelle fordert deren Proliferation, eine CD-40-aktivierte DC induziert die Sekretion
von IL-12 und eine vermehrte Sekretion von sgp80 IL-6-Rezeptor a-Kette [159], die wiederum die

B-Zelle zur Differenzierung anregen.

An der Grenze zwischen dem T- und B-Zell-Bereich im lymphatischen Gewebe bildet sich ein
primédrer Focus der B-Zell-Aktivierung aus. Hier proliferieren beide Zellpopulationen einige Tage.
Viele der im Focus enthaltenen Lymphozyten durchlaufen eine Apoptose, doch einige der prolife-
rierenden B-Zellen differenzieren zu kurzlebigen, antikorperbildenden Plasmazellen und wandern
zu den Markstridngen des Lymphknotens [160]. Die von diesen Plasmazellen sezernierten Antikor-
per, die vorwiegend einen IgM-Isotyp haben, weisen nur eine geringe Affinitit zum Antigen auf,
stellen jedoch die erste Antwort auf ein Antigen dar und bieten dem infiziertem Individuum sofor-

tigen Schutz.

1.3.3. Die Bildung eines follikuldren Keimzentrums

Einige B- und T-Zellen, die sich im Primérfocus vermehrt haben, wandern in den priméren Lymph-
follikel, indem sie weiter proliferieren und schlielich ein Keimzentrum (GC) bilden [161]. Die
priméren Follikel enthalten ruhende B-Zellen, die sich um ein Netzwerk von Zellfortsitzen herum
anordnen, die von einem spezialisierten Zelltyp, den follikuldren dendritischen Zellen (FDC) aus-

gehen; diese Zellen sezernieren ein Chemokin, das aktivierte B-Zellen in die Follikel lockt.
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Zentral im Follikel bildet sich ein Keimzentrum, das sich im Lichtmikroskop gut abgrenzbar in
zwei unterschiedliche Kompartimente gliedert: 1. die dunkle Zone, die dicht gepackt viele, gro3e
B-Zellen (Centroblasten) enthilt, von denen sich die meisten im Zellzyklus befinden, 2. die helle
Zone, wo B-Zellen (Centrozyten) kleiner und weniger dicht gedréingt sind; in diesem Bereich haben
sich vermehrt follikuldre dendritische Zellen angesammelt [161]. Die rasch proliferierenden
Centroblasten sind unter anderem {iber eine reduzierte Expression des Oberflichenimmunglobulins,
vor allem IgD, charakterisiert, wahrend Centrozyten ein normales Ig-Expressionsmuster zeigen

[162]. Follikel, in denen sich Keimzentren gebildet haben, nennt man sekundére Follikel.

Die stark proliferierenden B-Zellen durchlaufen in den Keimzentren eine Reihe wichtiger Modifi-

kationen, die zur Vielfalt der Immunglobuline beitragen:

1. Somatische Hypermutation [163]

Dieser Prozess fiihrt in die variablen Regionen der umgeordneten Gene fiir die schweren und leich-
ten Immunglobulinketten Punktmutationen ein, durch die jeweils nur eine einzige Aminoséure
gedndert wird. Die mutierten B-Zell-Rezeptoren der Centroblasten entscheiden dariiber, ob der

Zelle ein giinstiges oder ein ungiinstiges Schicksal (programmierter Zelltod) beschieden ist.

2. Affinitatsreifung

Einige der durch den Prozess der somatischen Hypermutation entstandenen Immunglobulinmole-
kiile binden das entsprechende Antigen besser als die urspriinglichen B-Zell-Rezeptoren. Die B-
Zellen, die diesen Antikorper exprimieren, werden positiv selektioniert [164]. Sich wiederholende
Zyklen von Proliferation, somatischer Hypermutation und Apoptose im Keimzentrum resultiert in

der Selektion von B-Zellen, die Antikérper mit hochster Affinitét sezernieren kénnen.

3. Isotypenwechsel [165]

Ein Immunglobulin-Klassenwechsel erlaubt den selektionierten B-Zellen in der hellen Zone des
Keimzentrums, in Form von Antikorpern unterschiedlicher Isotypen eine Vielzahl von Effektor-
funktionen zu exprimieren. Dieser Prozess lduft nahezu gleichzeitig, aber unabhéngig von der so-

matischen Mutation ab.
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Die selektierten B-Zellen differenzieren entweder zu B-Gedéchtniszellen oder zu Plasmazellen, die

Antikorper mit hoherer Affinitit und einem anderen Isotypen produzieren kénnen.

Immunglobulin-Klassenwechsel (isotype switch)

Da die Auslosung eines Immunglobulin-Klassenwechsels unter anderem Gegenstand der vorlie-
genden Arbeit ist, mochte ich diesen Prozess detaillierter erldutern. Die Spezifitit einer Antikorper-
reaktion beruht auf der Antigenbindungsstelle, die sich aus den beiden variablen Doménen Vy und
V. zusammensetzt. Welche Effektorfunktion der Antikorper hat, hingt dagegen vom Isotyp der
konstanten (C) Region der schweren Kette des Immunglobulins ab. Durch einen Isotypwechsel
kann eine bestimmte variable Doméine der schweren Kette mit der konstanten Region eines belie-
bigen Isotyps assoziiert werden. Der Klassenwechsel wird durch eine ortsspezifische DNA-
Rekombination hervorgerufen, die class switch recombination (CSR) bezeichnet wird. Dieser Pro-
zess erfolgt zwischen den hintereinander geschalteten, sich wiederholenden Switch (S)-Regionen,
die am 5°-Ende des jeweiligen Cy-Genes lokalisiert sind [165]. Das Enzym AID (activation-
induced deaminase) ist mafigeblich an diesem Prozess beteiligt und Mutationen dieses Enzyms sind
an der Entstehung des Hyper-IgM-Syndroms beteiligt [166]. Die DNA-Umordnungen, die dem
Isotype Switch zugrunde liegen, werden von Zytokinen und darunter besonders von denjenigen
gesteuert, die von T-Zellen freigesetzt werden. Zytokine induzieren den Wechsel, indem sie die
Bildung und das Spleilen von mRNA stimulieren. Unterschiedliche Zytokine 16sen bevorzugt ei-

nen Wechsel zu einem bestimmten Isotypen aus.

Als erster Antikorper wird grundsétzlich IgM gebildet, der in der Regel nur eine geringe Affinitét
besitzt, da die produzierende B-Zelle noch keine somatische Hypermutation durchlaufen hat. IgM-
Molekiile bilden Pentamere mit 10 Antigenbindungsstellen, die alle gleichzeitig mit einem multi-
meren Antigen interagieren und somit die geringe Affinitdt mit insgesamt einer hohen Aviditit
ausgleichen konnen. Die dominierende Effektorfunktion von IgM ist die Aktivierung des Komple-
mentsystems. Die Antikorper des Isotyps IgG sind kleiner und kénnen im Gegenteil zu IgM leicht
vom Blut ins Gewebe diffundieren. Die meisten B-Zellen, die diesen Isotypen exprimieren, wurden
im Keimzentrum im Hinblick auf die erhohte Affinitit fiir die Bindung ihres Antigens selektiert.
IgG opsoniert effizient Pathogene fiir die Aufnahme durch Makrophagen und aktiviert das Kom-

plementsystem.
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1.3.4. Terminale Differenzierung der B-Zelle

Einige tiberlebende Zellen verlassen das Keimzentrum als Plasmablast und differenzieren erst nach
einigen Zellteilungen zur Plasmazelle. Die letztendlich ausdifferenzierte Plasmazelle wandert zum
gréBten Teil ins Knochenmark [167], wo eine Untergruppe von ihnen mehrere Monate ohne Anti-
genkontakt aufgrund von Signalen der Stromazellen, vor allem IL-6, tiberleben kann [168]. Die im
Knochenmark verweilenden Plasmazellen sezernieren iiber Monate Antikorper und sind des Ofte-
ren Teil einer sekunddren Immunantwort, trotz fehlender Reaktion auf eine erneute Antigenstimu-

lation [167].

Plasmazellen tragen folgende charakteristischen Oberfldchenproteine: das Proteoglykan Syndecan-
1 (CD138), das extrazelluldre Wachstumsfaktoren erkennt [169], und CD38 [170]. Hingegen fehlen
MHC-II-Klasse-Molekiile auf der Oberfldche von Plasmazellen, da sie keine Signale mehr von T-
Zellen erhalten. Die Expression des Chemokins CXCR4, das CXCL12 erkennt, welches im Kno-
chenmark gegenwiirtig ist, wird sehr hoch [171]. Die Anderung des Chemokinexpressionsmusters

weist der Plasmazelle den Weg vom Follikel zum Knochenmark.

Die Biologie von B-Gedichtniszellen ist und bleibt mysterios. Uber B-Gedichtniszellen ist nur
wenig bekannt: sie haben eine lange Uberlebenszeit, sogar in Abwesenheit des spezifischen Anti-
gens [172], und haben fiir diese Lebensphase die Fahigkeit verloren, Antikorper zu produzieren
[173]. Bei erneutem Kontakt mit dem spezifischen Antigen, beginnt die B-Gedéchtniszelle schnell
klonal zu expandieren; dabei werden 8-10x so viele Plasmazellen wie bei der primédren Immunreak-

tion generiert [173].

Die Entscheidung tiber das Schicksal einer B-Zelle nach der GC-Reaktion ist von vielen, teilweise
auch noch unbekannten Faktoren abhéngig. Es ist bewiesen, dass B-Zellen mit hochaffinen B-Zell-
Rezeptoren meist zu Plasmazellen differenzieren [174]. CD40-Signale begiinstigen den Phénotyp
einer B-Gedéchtniszelle, wihrend andere Rezeptoren aus der TNF-Familie, wie OX40L, eher die
Differenzierung zur Plasmazelle férdern [175]. Auch Zytokine haben einen entscheidenden Ein-
fluss; IL-10 zum Beispiel unterbindet die Expansion von B-Gedéachtniszellen und treibt die Ent-

wicklung zur Plasmazelle voran [176].
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I.4. Nanopartikel als drug-delivery-System fiir CpG-Oligonukleotide

Ein groBes Ziel in der Entwicklung neuer Arzneistofftriger (drug-delivery-Systeme) ist es, meist
sehr potente Arzneistoffe nach Mdoglichkeit mit hdchster Effizienz und gréBter Sicherheit an ihren
Bestimmungsort zu befordern. Dem neuesten Stand von Wissenschaft und Technik zu Folge wur-
den grofBe Fortschritte in der Entwicklung von immer préziseren drug-delivery-Systemen gemacht,
die zum groBten Teil auf den Einsatz neuer Triigerstoffe zuriickzufiihren sind. Uber folgende Vor-

teile verfligen drug delivery-Systeme [177]:

1. Kontinuierliche Aufrechterhaltung der erforderlichen Arzneistoffkonzentration innerhalb der

gewltinschten therapeutischen Breite.

2. Reduktion unerwiinschter Arzneimittelwirkungen angesichts einer gezielten Ansteuerung aus-

gewihlter Zellpopulationen oder Gewebetypen.

3. Bemerkenswerte Reduktion der benétigten Arzneistoffmenge bei einem gleichbleibenden, thera-

peutischen Effekt.

4. Verbesserte compliance des Patienten aufgrund eines verlidngerten zeitlichen Abstandes zwi-

schen den einzelnen Arzneimittelgaben und/oder weniger invasive Verabreichungsmdoglichkeiten.

5. Moglichkeit der Verabreichung von Wirkstoffen mit kurzen Halbwertszeiten in vivo (Nuklein-

sduren).

Zu den vielversprechende, partikuldren drug-delivery-Systemen zédhlen neben Nanopartikeln, die
hier ndher betrachtet werden, Liposomen und Mikropartikel, die sich iiber abweichende Grofien
und/oder Ausgangsmaterialen (Phospholipide) definieren. Aus der Vielzahl von unterschiedlichen
Nanopartikel-Klassen erscheinen insbesondere die Partikel, die auf Basis von natiirlichen Makro-
molekiilen, wie Gelatine oder Albumin, hergestellt werden, Erfolg versprechend. Sie bieten den
Vorteil, unter physiologischen Bedingungen nicht in toxische Nebenprodukte degradiert zu werden
[178]. Weiterhin ermdglichen Nanopartikel aufgrund der mit dieser Trdgersubstanz zu erzielenden

GroBe ein subzellulidres Targeting.

30



EINLEITUNG

14.1. Definition von Nanopartikeln

Nanopartikel wurden 1983 von der Arbeitsgruppe um Kreuter als feste, kolloidale Partikel defi-
niert, die einem GrofBenbereich von 1 bis 1000 nm angehdren und aus makromolekularen Stoffen
hergestellt werden [178]. In den Partikeln liegt der Arzneistoff entweder geldst, eingeschlossen,
eingekapselt oder in auf der Oberflidche adsorbierter Form vor. Eine zusétzliche Unterteilung von
Nanopartikel wurde von Alleman et al. [179] vorgenommen: er unterschied nach dem Aufbau des
Nanopartikels in Nanokapseln und Nanosphéarulen. Nanosphirulen bestehen aus einer Polymermat-
rix, die mehrere Mdoglichkeiten zur Beladung mit Arzneistoff erdffnet: einerseits kann der Arznei-
stoff direkt in der Matrix gelGst oder dispergiert sein, andererseits aber auch an der Oberfldche des
Partikels gebunden vorliegen. Die adsorptive Bindung des Arzneistoffs beruht entweder auf hydro-
phoben/hydropilen oder ionischen Wechselwirkungen oder aber auf der Basis einer kovalenten
Verkniipfung. Nanokapseln hingegen bestehen aus einem festen, fliissigen oder gasférmigen Kern,
der von einer Polymerwand umgeben ist. Der Arzneistoff kann auch hier entweder im Kern einge-

schlossen oder an der Oberflédche adsorbiert vorliegen.

14.2. Verteilung von Nanopartikeln im Korper

Nach i.v.-Applikation werden Nanopartikel zum grofiten Teil von dem retikulo-endothelialem Sys-
tem (RES), das auch mononukledr phagozytierendes System (MPS) bezeichnet wird, aufgenom-
men. Es ist eine funktionelle Einheit von biologisch aktiven, durch Speicherung, Phagozytose und
Immunkdérperbildung ausgezeichneten Zellen des Mesenchyms. Hierzu zédhlen unter anderem Reti-
kulum- und Endothelzellen der Milz und der Lymphknoten sowie die von Kupfferschen Sternzellen
der Leber. Folglich sind die Hauptaufnahmeorte von nicht-modifizierten Nanopartikeln die Leber
(80%), Milz (2-10%), Lunge (3-10%) und zu einem geringen Anteil das Knochenmark [184, 185].
Zur Therapie von Erkrankungen, die diese Organe betreffen, sind folglich mit Arzneistoff versehe-
ne Nanopartikel optimal geeignet (passives drug-targeting). Im Mausmodell konnte durch Bindung
von Doxorubicin an Nanopartikel ein ausgeprégterer, antitumoraler Effekt auf Metastasen in der
Leber nachgewiesen werden [186]. Jedoch sind die Ursachen der meisten Erkrankungen nicht mit
diesem System in Verbindung zu bringen. Demzufolge sind Modifikationen nétig, die Nanopartikel
vom RES abschirmen und damit die Erreichbarkeit anderer Wirkorte gewahrleisten. Eine gezielte
Suppression des RES durch Polystyrol oder Dextransulfat [187] ist theoretisch md&glich, jedoch
nicht in die Praxis umsetzbar, da auf diesem Wege ein ansonsten wichtiger Schutzmechanismus des
Korpers, das RES, dessen Hauptaufgabe die Entfernung korperfremder Substanzen aus dem Blut-

kreislauf ist, vollstindig ausgeschaltet wird. Auch die Option der Steuerung mittels magnetischer
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Nanopartikel ist fiir eine Langzeittherapie ungeeignet [179]. Eine Verlidngerung der Plasmahalb-
wertszeiten von Nanopartikeln, die durch eine reduzierte Aufnahme durch das RES erlangt wird,
wird durch Modifikationen der Partikeloberfldche, wie ein Uberzug mit Tensiden [179] oder die
Bindung von langen, hydrophilen Polymerketten, das unter den Begriff der PEGylierung (Poly-
ethylenglykol) fillt [188], erzielt.

1.4.3. Gelatine als optimales Ausgangsmaterial fiir Trdgersysteme

Gelatine ist ein aufgereinigtes Peptidgemisch tierischen Ursprungs, welches durch den Prozess
einer partiellen Hydrolyse aus natiirlich vorkommendem Kollagen gewonnen wird. Hauptbestand-
teile der Gelatine sind Glycin (ca. 27%), die sauren Aminosduren Glutamin- und Asparaginsdure
(ca. 19%) und die basischen Aminoséduren Lysin und Arginin (ca. 15%). Die Abfolge der einzelnen
Aminoséduren folgt keinen festen Regeln, aufler dass Glycin statistisch jede dritte Aminosdure aus-
macht [189]. Gelatine wird auf Grundlage von physikochemischen Eigenschaften und von der Ge-
winnungsart in zwei verschiedene Klassen unterteilt: sie kann aus Schweineschwarten durch eine
saure Aufspaltung gewonnen werden. Die resultierende Gelatine wird als Typ A (acid) bezeichnet.
Der zweite, weit verbreitete Gelatinetyp wird aus der Knochensubstanz von Rindern gewonnen und

aufgrund des Aufspaltungsprozesses im basischen Milieu als Typ B fiir basic bezeichnet.

Beim Vergleich mit der Literatur ergeben sich einige Vorziige fiir den Einsatz von Gelatine-
Nanopartikeln. Gelatine vereint als Ausgangssubstanz fiir die Herstellung von Nanopartikel viele

positiv zu bewertende Eigenschaften:

1. Gelatine ist ein natiirliches, wasserldsliches Makromolekiil, das stets in grolen Mengen verfiig-

bar und kostengiinstig ist.

2. Gelatine zeichnet sich durch eine gute Vertraglichkeit bei gleichzeitig geringer Antigenizitit aus

[190].

3. Gelatine wird seit vielen Jahren erfolgreich als Plasmaexpander in der Volumenersatztherapie

bei guter Vertridglichkeit angewendet (Gelafundin®, Gelafusal®).

4. Auf Basis von Gelatine hergestellte Partikel sind intravends applizierbar und biodegradierbar;
toxische Abbauprodukte, die im Koérper akkumulieren und unerwiinschte Wirkungen verursachen

konnten, sind nicht zu erwarten [191].
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Ein weiterer Vorteil liegt in der Vielzahl von Modifikationsméglichkeiten. Potentielle Bindungs-
stellen, die chemisch leicht zugédnglich und aktivierbar sind, er6ffnen sich iiber die Seitenketten der
Aminosduren auf der Oberflidche von Gelatine-Nanopartikel. So konnen naive Nanopartikel durch
Quervernetzung ihrer Oberflidche mit Crosslinkern gehirtet werden. Des Weiteren lassen sich Arz-
neistoffe wie auch Nukleinsduren, je nach physikochemischen Eigenschaften, durch ionische oder
hydrophile/hydrophobe Wechselwirkungen oder iiber eine kovalente Bindung an den Trigerparti-
kel fixieren. Auch andere funktionelle Molekiile, wie targeting-Proteine, konnen an die Oberfliche
gebunden werden. In Anlehnung an stealth-Liposomen, die eine Aufnahme iiber das RES unterbin-

den, kann auch eine PEGylierung erfolgen.

1.4.4. Herstellungsverfahren von Nanopartikeln

Erste Beschreibungen von Verfahren zur Herstellung von Nanopartikel wurden Ende der 70iger
Jahre veré6ffentlicht [180, 181]. Eine hiufig angewandte Herstellungstechnik beruht auf der Poly-
merisation von geldsten oder in Emulsion vorliegenden Mono- oder Oligomeren, unter anderem
kommen hier Polyacrylamide, Polyalkylmethacrylate oder Polyalkylcyanoacrylate zum Einsatz
[179]. Andere Herstellungsrezepte setzen direkt dispergierte, natiirliche Makromolekiile, wie Pro-
tamin und Albumin, oder synthetische Polymere, wie Polymilchsaure, ein. Am Beispiel der Grenz-
flichenpolymerisation soll diese Herstellungstechnik néher erldutert werden: es wird hierbei eine
wissrige Phase, die mit einem Tensid stabilisiert wurde, in eine organische, duflere Phase hoch-
dispers emulgiert, wobei Mizellen entstehen (W/O-Emulsion). Bei Zugabe eines geeigneten Mo-
nomers, wie z.B. L-Lysin, in die &uBlere Phase wird an der Grenzfliche spontan ein
Polymerisationsprozess initiiert, der eine wissrige Mizelle mit Polymerhiille hervorbringt [182,
183]. Die Herstellung von Nanopartikeln aus hochdispersen, lipophilen W/O-Emulsionen findet

vor allem bei natiirlichen Polymeren wie Gelatine und Albumin breite Anwendung [182].

Beim Einsatz von Makromolekiilen als Ausgangssubstanz wird aber auch haufig auf den Vorgang
einer Prézipitation als Herstellungsverfahren zuriickgegriffen. Die Prazipitation der Ausgangssub-
stanz erfolgt aufgrund einer Ladungsédnderung, einer pH-Verschiebung oder durch Zugabe eines
Desolvatationsreagenzes. Desolvatationsreagentien sind entweder ausgewihlte Salze, die das Aus-
salzen eines Polymers bewirken, oder organische L&sungsmittel, die den Makromolekiilen die
Hydrathiille entziehen [182]. Fiir welches Herstellungsverfahren sich entschieden wird, hingt vor-
dergriindig von den physikalischen Eigenschaften des Polymers ab und von dem zu erzielenden

Nanopartikeldurchmesser.
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Herstellungsverfahren der in der vorliegenden Studie eingesetzten Gelatine-Nanopartikeln

In der pharmazeutischen Nanotechnolgie wird Gelatine schon seit langem als eine sehr interessan-
te, biodegradierbare Ausgangssubstanz fiir die Entwicklung von Partikeln aus den oben genannten
Griinden gehandelt. Bereits 1978 wurde eine Priparationsmethode fiir Gelatine-Nanopartikel, die
auf einem Desolvatationsprozess beruht, beschrieben [181]. Die Qualitdt der Nanopartikel, die auf
Basis dieser Methode hergestellt wurden, war nicht zufriedenstellend: die ermittelte GréBe der
resultierenden Partikel zeigte eine breite Verteilungskurve, des Weiteren tendierten die Partikel zur
Instabilitit und Aggregation und schlieBlich war eine Validierung des Herstellungsverfahren nicht
moglich. Die zugrundeliegende Ursache liegt in der Heterogenitit der Ausgangssubstanz; Gelatine
ist kein Protein mit definiertem Molekulargewicht, sondern ein heterogenes Gemisch (1 bis 10000
kDa) [192]. Die Problematik wurde mit der Entwicklung einer zweistufigen Desolvatationstechnik
beseitigt [191], die die Produktion von homogenen und stabilen kolloidalen Partikeln durch die
Entfernung von niedermolekularen Gelatine-Bestandteilen ermoglicht. Zusétzlich wurde eine Me-
thode zur Oberflichenmodifikation, die positiv geladene Partikel hervorbringt, entwickelt [193].
Der Beladungsprozess mit negativ geladenen Molekiilen, wie Nukleinsduren, wurde soweit opti-

miert, dass reproduzierbare Daten generiert werden konnen [194].

Die in einem Teilprojekt der vorliegenden Arbeit verwendeten Gelatine-Nanopartikel wurden am
Institut fiir Pharmazeutische Technologie (Prof. Winter) der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen teilweise entwickelt und von K. Zwiorek hergestellt. Im Folgenden soll kurz der Herstel-
lungsprozess der Gelatine-Nanopartikel beschrieben werden [191]: Unter Erwdrmen (70°C, Was-
serbad) wird eine 5%ige Gelatinelosung (Gelatine Typ A, 175 Bloom) hergestellt und durch rasche
Zugabe von Aceton sowohl eine Desolvatation als auch eine anschlieBende Sedimentation der Ge-
latine erzielt. Dieser erste Schritt dient der Entfernung von niedermolekularen Gelatinekomponen-
ten, die die Produktion von stabilen Nanopartikeln mit einer moglichst geringen GréBenverteilung
unmdglich machen wiirden. Der Uberstand, der zum Teil aus desolvatisierter Gelatine sowie aus
geloster Gelatine besteht, wird verworfen und das Sediment erneut unter Erhitzen in Wasser
dispergiert und auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt, um ideale Oberfldchenladungsbedingungen
fiir den anschlieBenden Herstellungsschritt zu schaffen. Durch erneute, tropfenweise Zugabe von
Aceton erfolgt unter konstantem Riihren der zweite Desolvatationsschritt. Die beim zweiten Desol-
vatationsschritt entstandenen nativen Nanopartikel werden mit Glutaraldehyd (25%) durch intra-
partikuldres Quervernetzen stabilisiert. Durch viermaliges Redispergieren und Zentrifugieren in
Wasser werden die Nanopartikel in der Folge aufgereinigt. Zur Modifikation ihrer Oberflache wer-

den nacheinander 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), welches freie Carbo-
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Xxygruppen zu einem aminoreaktiven Intermediat aktiviert, und Cholaminchlorid-Hydrochlorid zur
Dispersion gegeben. Das primdre Amin des Cholamins reagiert mit dem reaktiven Intermediat,
bildet ein Sdureamid und verleiht somit dem Partikel eine positive Oberfldchenladung [195] (Abb.
4).
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Abbildung 4 Herstellungsprozess der Gelatine-Nanopartikel nach [191, 195]

14.5. Anwendung von Nanopartikeln

Das Anwendungsspektrum von Nanopartikeln ist breitgefidchert. Neben dem Einsatz in der Medizin
als Wirkstofftridger sind weitere Anwendungsgebiete die medizinische Diagnostik (Durchflusszy-
tometrie) sowie die chemische oder Lebensmittel-Industrie (z.B.Verarbeitung von Vitaminen)
[196]. Die Bindung eines Wirkstoffs (in der hier vorliegenden Arbeit CpG-ODN) an kolloidale

Partikel bietet folgende Vorteile:

1. Stabilitétserhohung: Schutz des Wirkstoffs vor Abbau durch Nukleasen, was in einer verldnger-
ten Halbwertszeit und einer héheren Bioverfiigbarkeit resultiert; dies ist ein entscheidender Faktor

fiir die in vivo-Applikation von CpG-ODN.
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2. Retardierung des Wirkstoffs: verzégerte Freisetzung des Wirkstoffs aus dem Nanopartikel durch

Auswabhl einer entsprechenden Ausgangssubstanz

3. organspezifischer Wirkstofftransport (drug-targeting): mit Hilfe von galenischen Trigersyste-
men soll der Wirkstoff direkt an seinen Bestimmungsort gelangen. Wie oben erldutert wird von
einem passiven drug-targeting gesprochen, wenn nach i.v.-Injektion ein Organ des RES der Be-
stimmungsort fiir die verabreichten Partikel ist. Bei einem aktiven drug-targeting weist hingegen
das Trédgersystem neben dem zu transportierenden Wirkstoff zusétzlich eine Spezifitit zum Zielor-

gan auf (Organ- oder Gewebespezifische Antikorper).

L.5. Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

CpG-Oligodeoxynukleotide sind kurze einzelstrdngige, synthetisch hergestellte Nukleinsduren, die
vom humanen Immunsystem als Gefahrensignale erkannt werden und die TLR9-exprimierenden
Zellpopulationen, B-Zellen und PDCs, in einen Aktivititszustand versetzen, der dem einer Infekti-
on gleichkommt. Wie unter Punkt I.2.5 erldutert, werden CpG-ODN in der Literatur vorwiegend
auf Grundlage ihres immunstimulatorischen Aktivitdtsmusters in zwei Klassen, CpG-A und CpG-
B, eingeteilt: CpG-A-ODN werden hauptséchlich iiber die Induktion grofer Mengen an IFNa in
PDCs charakterisiert. Hingegen stellen CpG-B-ODN eine starke Stimulationsquelle fiir B-Zellen
dar und tiberfiihren PDCs in einen aktivierten Zustand (erhohte Expression von kostimulatorischen
Molekiilen und des Reifemarkers CD83); allerdings besitzen CpG-B-ODN nicht das Vermdgen, die
Sekretion von IFNa in PDCs zu induzieren. Obwohl die Einteilung von CpG-ODN in die zwei
beschriebenen Klassen urspriinglich nicht auf Basis von strukturellen oder sequenzspezifischen
Eigenschaften vorgenommen wurde, konnten dennoch im nachhinein Anforderungen an Struktur-
elemente, die sich durch eine entsprechende Basenzusammensetzung ergeben, fiir die jeweilige

CpG-ODN-Klasse abgeleitet werden.

Gegenstand der hier vorliegenden Dissertation ist es, CpG-ODN-Sequenzen unter Zuhilfenahme
der bereits vorhandenen Kenntnisse iiber CpG-ODN zu identifizieren, die die immunstimulatori-
schen Aktivitétsprofile beider CpG-ODN-Klasse kombinieren. Wir vermuteten die Existenz von
CpG-Sequenzen, die bei Aufrechterhaltung einer optimalen B-Zellaktivierung gleichzeitig tiber die
stimulatorische Kompetenz verfiigen, PDCs zu aktivieren und IFNa zu induzieren. Anhand dieser

CpG-ODN sollen wesentliche Sequenzelemente und die sich daraus ableitbaren Strukturen fiir das
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jeweilige Aktivitidtsmuster - B-Zellaktivierung und/oder Induktion von IFNa in PDCs - erarbeitet

werden.

Des Weiteren soll die angenommene immunstimulatorische Potenz der neuen CpG-Sequenzen in
vitro auf beiden TLRO-tragenden Zellpopulationen untersucht werden. Bei Erfiillung der ge-
wiinschten Voraussetzungen an die neuen CpG-ODN, die optimale Aktivierung von B-Zellen bei
gleichzeitiger Stimulation der PDC zur Induktion von IFNa, kénnten die neuen ODN als optimales
Werkzeug zur Untersuchung der funktionellen Konsequenz einer TLR-vermittelten Stimulation
beider TLR9-tragenden Zellpopulationen, die sich in Kokultur befinden, dienen. Diese Versuchs-
reihe konnte zur weiteren Aufklidrung einer adaptiven Immunreaktion, vor allem zur Funktion der
PDC in der humoralen Immunantwort, beitragen: die Literatur gibt Hinweise und lédsst die Vermu-
tung zu, dass PDCs und vor allem IFNo., das unter entsprechenden Voraussetzungen von PDCs

sezerniert wird, die B-Zellaktivierung sowie den Differenzierungsprozess beeinflussen kénnten.

In der hier vorliegenden Arbeit soll weiterhin ein Trigersystem fiir CpG-ODN in Anbetracht einer
kiinftigen, klinischen Anwendung in vitro getestet werden. Es soll gekldrt werden, ob sich das im-
munstimulatorische Aktivitdtsprofil von CpG-ODN, die einen partikuldren Charakter verliehen

bekommen haben, verindert.
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II. Material und Methoden

I1.1. Gerite und Verbrauchsmaterial

I1.1.1. Gerite

FACSCalibur Fa. Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
Lamin Air (HB 244 8) Fa. Heraeus (Hanau, D)
Begasungsbrutschrank (1384) Fa. Heraeus (Hanau, D)

ELISA-Reader Fa. Dynatech Laboratories (Guernsey, GB)
Omnifuge 2 ORS Fa. Heraeus (Hanau, D)

Zentrifuge (5417 R) Fa. Eppendorf (Hamburg, D)

Mikroskop (Axiovert 25) Fa. Zeiss (Jena, D)

Waage (SBC 21) Fa. Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D)
Waage (LP 6209) Fa. Sartorius (Géttingen, D)

Vortexer Fa. Janke & Kunkel (Staufen, D))
MidiMACS Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
MiniMACS Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
pH-Meter Fa. WTW (Weilheim, D)

Eismaschine Fa. Ziegra (Isernhagen, D)
Konfokalmikroskop LSM 510 Fa. Zeiss (Jena, D)

I1.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Geneticin g-418 Sulfat Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)
PharMLyse-Reagenz Fa. BD PharMingen (Heidelberg, D)
EDTA (kristallin) Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
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EDTA-Losung 0,02%
Heparin-Natrium
Kochsalzlosung 0,9%
Wasser f. Injektionszwecke
Brefeldin A

DMSO (Dimethylsulfoxid)
FACSFlow

FACSClean/ FACSRinse
Trypan-Blau

Glycerol
1,4-Diazabicyclooctan (DABCO)
Mowiol® 4-88

Alexa® 594-Concanavalin A
Alexa® 488-Concanavalin A

Paraformaldehyd 4 %-L&sung

I1.1.3. Reagenziensdtze

Zytokin-Bestimmung mittels ELISA:

IFNo-ELISA

IL-6-ELISA
IL-10-ELISA
TNFo-ELISA

IgM-ELISA Quantitation Kit

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

MATERIAL UND METHODEN

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Braun (Melsungen, D)

Braun (Melsungen, D)

Wyeth Pharma (Miinster, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Calbiochem (La Jolla, CA, USA)
Molecular Probes (Leiden, NL)
Molecular Probes (Leiden, NL)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

PBL Biomedical Laboratories (New Brun-

swick, NJ, USA)

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)
OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)
OptEIA PharMingen (San Diego, CA, USA)

Bethyl Laboratories (Montgomery, Texas,

USA)
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IgG-ELISA Quantitation Kit

Zellisolation mittels der MACS-Methode:

BDCA-4 Cell Isolation Kit
CD19 MicroBeads

CD27 MicroBeads

CD3 MicroBeads

B Cell Isolation Kit 1

B Cell Isolation Kit 11

11.1.4. Materialien fiir die Zellkultur

RPMI 1640

humanes AB-Serum

fetales Kilberserum (FCS)
humanes Serumalbumin

Biocoll Separationsmedium (Ficoll)
Penicillin

Streptomycin

L-Glutamin

PBS (phosphate buffered saline)

MATERIAL UND METHODEN

Fa. Bethyl Laboratories (Montgomery, Texas,
USA)

Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)

Fa. Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)

Fa. Biochrom (Berlin, D)

Fa. BioWhittaker (Wakersville, USA)
Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)

Fa. Pharmacia & Upjohn (Erlangen, D)
Fa. Biochrom (Berlin, D)

Fa. PAA (Linz, A)

Fa, PAA (Linz, A)

Fa. PAA (Linz, A)

Fa. PAA (Linz, A)

Plastikmaterialien fiir die Zellkultur wurden von folgenden Firmen bezogen:

Fa. Greiner (Frickenhausen, D), Fa. Falcon (Heidelberg, D), Fa. Becton Dickinson (Le Pont de
Claix, F), Fa. Bibby Sterrilin (Stone, Staffordshire, GB), Fa. Corning (Corning, USA), Fa. Nunc

(Wiesbaden, D)
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11.1.5. Zytokine und Antigene

Interleukin-3 Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Interleukin-15 Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Interferono2a Fa. PBL Biomedical Laboratories

(New Brunswick, NJ, USA)
AffiniPure F(ab"), Fragment Fa. Dianova (Hamburg, D)
Goat anti-human IgA+IgG+IgM
AffiniPure F(ab"), Fragment Fa. Dianova (Hamburg, D)

Goat anti-human IgM

11.1.6. Medien und Puffer fiir die Zellkultur

RPMI-Vollmedium

RPMI 1640-Medium, 100 IU/ml Penicillin, 100 wg/ml Streptomycin, 1,5 mM L-Glutamin, 10

Vol % fotales Kélberserum oder 8 Vol% humanes AB-Serum

Erythrozyten-Lysepuffer

1 Teil PharMLyse-Reagenz, 9 Teile Wasser fiir Injektionszwecke; sterilfiltriert

MACS-Puffer

2mM EDTA (kristallin), 0,5 Vol% BSA, PBS,pH7,2-74

Zur Isolation von B-Zellen werden noch zusétzlich 10% AB-Serum hinzugefiigt.

DMEM-Selektionsmedium fiir die Kultivierung von CD401 -transfizierter Fibroblasten

DMEM-Medium, 5 Vol% fétales Kélberserum, 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 2
mM Glutamin, 200 ng/ml Geneticin g418 Sulfat
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Kryo-Medium

50 Vol% RPMI-Vollmedium, 40 Vol% humanes AB-Serum, 10 Vol% DMSO

TE-Puffer

10 mM TRIS-Chlorid, ImM EDTA (kristallin), pH 8,0

11.1.7. Antikorper gegen humane Oberflichenmolekiile und Zytokine

Folgende Antikorper wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

Tabelle 2 In der hier vorliegenden Arbeit eingesetzte Antikérper

Name Spezifitit Klon Fluoreszenz Hersteller

Anti BDCA-2 BDCA-2 ACl144 - Miltenyi Biotech
Anti CD123 CDhw123 7G3 PE BD/ Pharmingen
Anti CD14 CD14 MS5E2 FITC BD/ Pharmingen
Anti CD19 CD19 HIB19 APC BD/ Pharmingen
Anti CD40 CD40 5C3 FITC BD/ Pharmingen
Anti CD80 CD80 L307.4 PE BD/ Pharmingen
Anti CD83 CDS83 HB15e FITC BD/ Pharmingen
Anti CD86 CD86 2331 APC BD/ Pharmingen
Anti HLA-DR HLA-DR 1243 PerCP BD/ Pharmingen
Lineage CD3,CD14, CD16, |SK7 FITC BD/ Pharmingen
Cocktail I (lin1) |CD19,CD20, CD56

Anti CD20 CD20 2H7 PE BD/ Pharmingen
Anti CD38 CD38 HIT2 APC BD/ Pharmingen
Anti IgD IgD [IA6-2 FITC BD/ Pharmingen
Anti IFNa IFNa Poly - PBL

Anti IFN IFNP Poly - PBL
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Anti IFNa-Rez. | IFNa MMHAR-2 |- PBL

(CD1183) receptor chain 2

Anti TNFa TNFa MAbI1 PE BD/ Pharmingen
Anti Interleukin- | IL-12 p40+p70 C8.6 - BD/ Pharmingen
12

Anti CD154 CD154 - BD/ Pharmingen

11.1.8. Oligodesoxynukleotide (ODN)

Die in dieser Arbeit verwendeten ODN wurden freundlicherweise von der Fa. Coley Pharmaceuti-
cal-Group (Wellesley, MA, USA) zur Verfiigung gestellt oder von der Firma Metabion (Martins-
ried, D) nach Auftrag synthetisiert. Es wurden hochkonzentrierte Stockldsungen (2000 ug/ml) in
TE-Puffer hergestellt und bei -20°C aufbewahrt; weitere Verdiinnungen (400 ug/ml), die zum Ein-
satz in Zellkultur hergestellt wurden, wurden mit PBS vorgenommen. ODN wurden iiblicherweise
in einer Konzentration von 3 ug/ml eingesetzt, falls nicht ausdriicklich eine andere Konzentration
angegeben ist. Vor dem Einsatz in Zellkultur wurden die ODN auf Endotoxinfreiheit getestet; hier-
fiir wurde eine intrazellulire TNFo-Féarbung in Monozyten durchgefiihrt. Monozyten reagieren
bereits auf kleinsten Mengen an Endotoxin mit der Produktion von TNFa; dieser Test ist sensitiver

als die kommerziell erhiltlichen LAL-Tests.

Folgende Oligonukleotid-Sequenzen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

Tabelle 3 Eingesetzten Oligonukleotide. Grofle Buchstaben sind Phosphorthioat-Verkniipfungen am 3°-
Ende der jeweiligen Base, kleine Buchstaben stellen Phosphodiester-Verkniipfungen dar. CG-Dinukleotide

sind fettgedruckt, das Palindromzentrum ist mit einem ":" gekennzeichnet.

Name Sequenz

2006 5" TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3°

2216 5" Gggggacga:tegtcGGGGGg 3°

M362 5" TCGTCGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
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M358 " TCGTCGTTGTCGACGA:TCGTCGATGGAT 3°
M352 " TCGTCGAAC:GTTCGAGATGAT 3°

M361 " TCGTCGTTGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
M354 " TCGTCGTTTTGTCGAAC:GTTCGAGATGAT 3°
M356 " TCGTCGACGA:TCGTCGATGAT 3°

M357 " TCGTCGTCGT:ACGACGATGAT 3°

M355 " TCGTCGTTC:GAACGAGATGAT 3°

M353 " TCGTCGTTGTCGAAC:GTTCGAGATGAT 3°
M383 " TGCTGCTGCTTG:CAAGCAGCTTGAT 3°
M384 " TGCTCGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
M385 " TCGTCGTGCTTG:CAAGCACGTTGAT 3°
M386 "TCGTCGTCGATCGTACGACGTTGAT 3°
M387 " TCGTCGTCGTTC:GAACGACG 3°

M388 " TCGTCGTCGTTC:GAACGACGTCGTT 3°

I1.2. Zellulidr - immunologische Methoden

I1.2.1. Zellkulturen

11.2.1.1.

Kulturbedingungen

Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsschrank (Fa. Heraeus, Hanau, D) bei einer Temperatur

von 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und einem 5% CO,/Luftgemisch. Alle Experimente mit Zellkultu-

ren wurden ausschlieflich unter sterilen Bedingungen in einem Laminar-Air-Flow durchgefiihrt.
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11.2.1.2. Bestimmung der Zellzahl und Vitalitdt

Zur Bestimmung der Anzahl der lebenden Zellen wurde ein Trypanblau-Ausschlufitest durchge-
fiihrt. Das Farbstoffanion bindet an zytosolische Proteine, wodurch tote Zellen lichtmikroskopisch
blau erscheinen, wihrend die iiberlebenden Zellen farblos bleiben. Zellzahlen wurden durch Aus-

zdhlen geeigneter Verdiinnungen in einer Neubauer-Zihlkammer ermittelt.

11.2.1.3. Kultivierung von PBMCs

PBMCs oder aufgereinigte Zellpopulationen wurden in 96-well-Mikrotiterplatten in RPMI-
Vollmedium mit FCS- oder AB-Serum kultiviert. Bei Versuchen, in denen mit PBMCs gearbeitet
wurde, wurde die Zellkonzentration stets auf 2 Mio/ml eingestellt. Bei den Kokulturversuchen (I-
I1.2) mit plasmazytoiden dendritischen Zellen und der jeweils aufgereinigten B-Zellsubpopulation
wurde stets ein Verhiltnis von 1:10 eingesetzt (10° bzw. 5x10* B-Zellen zu 10* bzw. 5x10° plasma-

zytoiden dendritischen Zellen).

11.2.2. Durchflusszytometrie

Die FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorter) bietet die Mdoglichkeit, Zellen anhand von
Oberflidchenantigenen zu unterscheiden und zu quantifizieren. Dazu werden die zu untersuchenden
Zellen mit fluoreszierenden Antikorpern gegen das entsprechende Oberfldchenantigen markiert und

in einem laminaren Fliissigkeitsstrom einzeln hintereinander durch einen Laserstrahl gefiihrt.

Zelleigenschaften wie Grofle, Form, Membranoberflidche und intrazelluldre granuldre Bestandteile
fiihren zu einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (Vor-
wirtsstreulicht) und einer rechtwinklig dazu angebrachten (Seitwértsstreulicht) gesammelt und
photometrisch detektiert wird. Das Vorwirtsstreulicht wird wesentlich durch die Zellgrofe, das
Seitwirtsstreulicht durch die intrazelluldre Granularitdt bestimmt. Die gewiinschte Zellpopulation
wird anhand dieser Kriterien ausgewdhlt und weiter auf ihre Fluoreszenzeigenschaften hin unter-
sucht. Der Laserstrahl regt das Chromophor der fiir die Oberflichenmarkierung verwendeten Anti-
korper zur Emission von Lichtquanten an, die durch eine Linse gesammelt werden. Filter trennen
das gesammelte Licht nach Wellenlidngenbereichen und lenken es zu unterschiedlichen Detektoren.
So kénnen die Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei der Mehrfarbenanalyse

getrennt aufgenommen und quantitativ ausgewertet werden. Die Fluoreszenz ist dabei proportional
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zur Anzahl der pro Zelle gebundenen Antikrper und damit zur Anzahl der untersuchten Oberfli-

chenmolekiile.

Bei der direkten Immunfluoreszenz werden Fluorochrom-gekoppelte Antikorper verwendet, die
direkt an Oberfldchenmolekiile binden. Bei dem Verfahren der indirekten Immunfluoreszenz wer-
den die Zellen in einem ersten Schritt mit einem unmarkierten Antikorper inkubiert und erst in
einem zweiten Schritt mit einem Fluorochrom-gekoppelten Antikorper geférbt, der gegen den Fc-

Teil des zuerst eingesetzten Antikorpers gerichtet ist.

Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzintensititen durch die Lichtfilter gelingt meist
nicht vollstiindig, da meist spektrale Uberlappungen zwischen den verschiedenen Fluorochromen
vorliegen. Diese Uberlappungen miissen durch Kompensationsvorgiinge korrigiert werden. Warum
die Kompensation erforderlich ist, erklédrt sich aus den Wellenldngenbereichen des emittierten
Lichts der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe. Die emittierten Wellenlidngen konnen sich iiber
einen weiten Bereich um einen Maximalwert erstrecken. Dabei kommt es vor, dass sich die Emis-
sionswellenldngebereiche zweier Fluorochrome iiberlappen. Von jedem registrierten Fluoreszenz-
signal wurde folglich der Teil abgezogen, der durch Uberlappung entstand. Ohne Kompensation

fiihrt die Uberlappung zu falsch positiven Signalen.

Hierzu wurden bei jedem Versuch Kontrollproben hergestellt, bei denen jeweils nur eine Eigen-
schaft mit einem bestimmten Fluorochrom angeférbt wurde, wihrend die anderen Fluorochrome,
gebunden an Isotypen-Antikdrper (Maus-IgGl, k), als Negativkontrolle dienten und so die Kom-
pensation ermdglichten, da hier sichtbar wurde, wie stark das bestimmte Fluorochrom in die ande-
ren Kanile hineinstrahlte. Ebenso konnte mit Hilfe der Isotypen die Signalverstirkung der
einzelnen Kanile so justiert werden, dass sich Zellen mit entsprechenden Antigenen bzw. Eigen-

schaften qualitativ und quantitativ unterscheiden und vergleichen lieen.
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Tabelle 4 Ubersicht iiber die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe und die dazugehérigen maximalen Emis-
sions- und Exzitations-Wellenléingen

Fluoreszenzfarbstoff Exzitation Emission

FITC (Fluorescein-Isocyanat) 494 nm 518 nm

PE (Phycoerithrin) 565 nm 575 nm

APC (Allophycocyanin) 650 nm 660 nm

PerCP (Peridinin Chlorophyll-a Protein) |488 nm 675 nm
11.2.2.1. Bestimmung von Oberfldchenmolekiilen

Fiir FACS-Analysen wurden 5x10° - 3x10° Zellen in einem FACS-R&hrchen abzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Zellen resuspendiert. Zur Firbung wurden die Zellen daraufhin 15
Minuten bei 4°C unter Lichtausschlul mit FITC, PE, PerCP oder APC gekoppelten Antikérpern
(direkte Fluoreszenz) inkubiert und anschliefend einmal mit PBS gewaschen. Die Fluoreszenzin-
tensitdt der gefdrbten Zellen wurde auf einem FACSCalibur gemessen und anschliefend mit Hilfe

der Cell Quest-Software analysiert.

11.2.2.2. Bestimmung von intrazelluldren Molekiilen

Zur Messung intrazelluldrer Molekiile (z.B. Endotoxin-Test: intrazelluldre TNFa-Bestimmung in
Monozyten) wurden die Zellen nach der konventionellen Oberflidchenfirbung mit Formaldehyd-
Losung 4% fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die Fixierung, die eine Kreuzvernetzung
verursacht, ist die Voraussetzung fiir die nachfolgende Permeabilisierung und soll das exprimierte,
intrazelluldre Molekiil iiber einen ldngeren Zeitraum stabil und dadurch den Verlust des Molekiils
moglichst gering halten. Es schlieBen sich zwei Waschschritte an, um einen bestehenden Rest an
Fixationslésung zu entfernen. Zur Permeabilisierung der Zellen erfolgte ein weiterer Inkubations-
schritt: als Permeabilisierungsreagenz wurde das pflanzliche Detergens Saponin verwendet. Sapo-
nine interagieren mit Cholesterol der Zellmembran. Durch die permeabel gewordene Zellmembran
wird den Antikérpern der freie Zugang in Richtung zu untersuchendes intrazellulidres Molekiil erst

ermoglicht. Die Analyse wurde dann wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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11.2.2.3. Untersuchung der Aufnahme von ODN durch die plasmazytoide dendritische Zelle

Die Aufnahme von FITC-markiertem CpG-ODN M362 oder 2006 von der PDC wurde neben der
Konfokalmikroskopie (II.2.5) auch mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Hierzu wurden
PDCs (2,5x10° PDCs/ml) oder B-Zellen mit ODN M362 oder 2006 (3 ug/ml), das am 3"-Ende mit
dem Farbstoff FITC markiert war, bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Als Negativkontrolle dienten
PDCs, die iiber den gleichen Zeitraum allerdings bei 4°C inkubiert wurden. Bei 4°C ist der Prozess
der Endozytose unterdriickt. Zur Entfernung von CpG-ODN, die auf der Zelloberfliche adhérieren,
musste mindestens zweimal griindlich mit PBS gewaschen werden. Anschlieend wurde die Inten-
sitdt des Fluoreszenzsignals im Durchflusszytometer analysiert. Bei der Auswertung des Experi-
ments vergleicht man jeweils die Bedingung bei 37°C mit der entsprechenden Kontrollbedingung
bei 4°C und erst die Differenz der beiden mean fluorescence intensities (MFI) stellt die tatsdchlich

aufgenommene Menge an CpG-Oligonukleotid dar.

11.2.3. Aufreinigung von Zellpopulationen

11.2.3.1. Isolation von PBMCs

Zur Isolation peripherer Blutlymphozyten (PBMC: peripher blood mononuclear cells) wurden
entweder buffy coats oder frisches Spenderblut von gesunden Probanden verwendet. Die Buffy
coats wurden freundlicherweise vom Institut fiir Inmunologie und Transfusionsmedizin, Universi-
tit Greifswald, fiir Versuchszwecke zur Verfligung gestellt. Als buffy coat bezeichnet man die
Leukozytenmanschette, die man beim Abzentrifugieren von Vollblut erhilt. Diese besteht aus
plasmafreien, zelluldren Bestandteilen des Blutes mit einem reduziertem Prozentsatz an Erythrozy-
ten. Bei Verwendung von frischem Spenderblut wurde gesunden Probanden 200 ml Blut abge-
nommen, wobei in der Spritze pro 10 ml Blut 100 ul Heparin zur Unterbindung der Blutgerinnung

vorgelegt wurde.

Die Isolation von PBMCs erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation iiber eine "Ficoll-
Hypaque"-Losung. Das synthetische Polysaccharid Ficoll ist ein neutrales, stark verzweigtes Poly-
mer aus Saccharosemonomeren, die tiber Epichlorhydrin kreuzvernetzt sind. Ficoll besitzt aufgrund
seiner spezifischen Dichte von 1.077 g/ml die Eigenschaft, in einer Dichte-Zentrifugation mono-
nukledre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) an der Phasengrenze zwischen Blutserum und

Ficoll anzureichern. Wegen ihrer héheren Dichte sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten
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unter die Ficollschicht. Thrombozyten hingegen befinden sich wegen ihrer geringeren Dichte in der
Serumschicht oberhalb der Ficoll-Schicht. Die Dichten der unterschiedlichen Blutzellen iiber-
schneiden sich teilweise. Daher mufl man davon ausgehen, dass die PBMC-Fraktion stets mit ba-
sophilen Granulozyten und Thrombozyten kontaminiert ist. Zusitzlich bewirkt Ficoll die

Agglutination von Erythrozyten und beschleunigt so deren Sedimentation

Fiir die PBMC-Préparation wurde das Blut auf acht 50 ml R6hrchen (blue caps) verteilt und mit
sterilem 0,9% NaCl auf 50 ml aufgefiillt und vermengt. Es wurde in 12 blue caps jeweils 15 ml
warmes Ficoll-Hypaque vorgelegt und das verdiinnte Blut vorsichtig aufgeschichtet, ohne dass sich
dabei die beiden Phasen vermischen. Nach dem ersten Zentrifugationsschritt (800xg, 20°C, 25
Minuten, Beschleunigung 1, Bremsung 1) fand man in jedem blue cap von oben nach unten fol-
gende Schichtung vor: Plasma, Ring aus mononukledren Zellen (MNC), Ficoll, Erythrozyten. Der
PBMC-Ring wurde vorsichtig abpipettiert, in ein neues blue cap iiberfiihrt, mit NaCl auf 50ml
aufgefiillt und wiederum zentrifugiert (520xg, 20°C, 15 Minuten, Beschleunigung 9, Bremsung 4).
Vor allem musste bei diesem Isolationsschritt darauf geachtet werden, dass eine moglichst geringe
Menge Ficoll in das néchste blue cap tberfiihrt wird, da dieses in gewissem Grad zytotoxisch
wirkt. AnschlieBend folgten zwei weitere Waschschritte, bei denen zuniichst der Uberstand dekan-
tiert, das Zellpellet mit 10 ml NaCl resuspendiert und jeweils zwei Suspensionen zusammenpipet-
tiert, erneut auf 50 ml aufgefiillt und zentrifugiert wurden (400xg, 4°C, 7 Minuten, Beschleunigung
9, Bremsung 4). Vor dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 3 ml Erythrozyten-
Lysepuffer (hypotone Lyse) resuspendiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um
eine eventuell stérende Erythrozyten-Kontamination zu minimieren. Zuletzt wird das Zellpellet in
dem gewiinschten Kulturmedium aufgenommen, die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
und Trypanblaufirbung gezihlt und auf die gewiinschte Zellkonzentration eingestellt. Die erwarte-
te Ausbeute an PBMCs betrug bei durchschnittlichem Blutbild ca. 10° Zellen/ml Vollblut. Es wur-
den nur solche mononukledre Zellfraktionen weiterverwendet, von denen iiber 95% den

Supravitalfarbstoff Trypanblau dank intakter Zellmembranen ausschlossen.

11.2.3.2. Aufreinigung mit der MACS-Technologie (magnetic-activated cell sorting)

Bei dieser Trennmethode wurden Zellen mit speziellen Antikorpern markiert, die an paramagneti-
sche Mikropartikel mit einem Durchmesser von 70 nm gekoppelt sind. Nachdem die Zellen fiir 15
Minuten in einem MACS-Puffer bei 4°C mit den entsprechenden MicroBeads inkubiert und mar-
kiert wurden, wurden sie gewaschen und in MACS-Puffer resuspendiert. Anschliefend wurde die

Suspension mit markierten Zellen auf eine Trennsédule gegeben, die eine paramagnetische Matrix
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enthdlt. Die Sdule wurde in das Magnetfeld eines starken Permanentmagneten eingebracht. Auf
diese Weise gelang es, alle mit MicroBeads beladenen Zellen in der Matrix zuriickzuhalten. Alle
unmarkierten Zellen wurden durch mehrmaliges Spiilen mit MACS-Puffer aus der Saule entfernt,
so daB nur die gewtinschte Zellpopulation in der Sdule zuriickgehalten wird. AnschlieBend lieB sich
die markierte Zellpopulation mit einem Stempel aus der Sdule auerhalb des Magnetfeldes eluie-
ren. Sowohl die markierte als auch die unmarkierte Zellfraktion kann anschliefend in Kultur ge-
nommen werden. Das MACS-System kann entweder zur Anreicherung (Positivselektion) oder zum
AusschluB einer Zellpopulation (Depletion) aus einer Gesamtzellpopulation eingesetzt werden. Zur
Aufreinigung nach der MACS-Methode wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich Reagentiensétze der
Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) nach entsprechendem Protokoll verwendet. Die
Isolation der plasmazytoiden dendritischen Zelle erfolgte tiber das spezifische Oberfldchenmolekiil

BDCA-4.

Fiir die Kokulturversuche (III.2) wurden die zwei B-Zellsubpopulationen - naive B-Zellen und B-
Gedichtniszellen - wie folgt isoliert (Abb. 5): es wurde die Population der PDCs, wie oben be-
schrieben, isoliert und im Anschluss mit dem Durchfluss (nicht-markierte Zellfraktion; PDC deple-
tierte PBMCs) eine Negativselektion der B-Zellfraktion vorgenommen. Hierfiir wurde das B cell
isolation kit I bzw. sein Produktnachfolger B cell isolation kit Il eingesetzt: Die PDC-depletierten
Zellen wurden mit einer Mischung aus Hapten-gekoppelten Antikdrpern gegen T-Zellen (CD2,
CD4), NK-Zellen (CD11b), Monozyten, Granulozyten, dendritische Zellen, Basophile, Thrombo-
zyten und Erythrozyten (CD16, CD36, anti-IgE Antik6rper) markiert. Nach zwei erfolgten Wasch-
schritten wurden die Zellen mit einem magnetisch markierten Anti-Hapten-Antikérper inkubiert.
Es erfolgte im Anschluss eine Negativselektion tliber eine Depletionssdule (CS-Saule, Miltenyi
Biotech). Als Negativfraktion erhielt man die Gesamt-B-Zell-Fraktion, die fiir den beschriebenen
Isolationsschritt nicht mit magnetisch markierten Antikdrpern beladen wurden und als "untouched"
B-Zellen bezeichnet werden. In einem weiteren MACS-Aufreinigungsschritt erfolgte die Auftren-
nung der "untouched" B-Zellen in naive B-Zellen und B-Gedichtniszellen. Aufgrund der unter-
schiedlichen Expressionsmusters fiir den Oberflichenmarker CD27 konnen die beiden B-
Zellpopulationen gut voneinander getrennt werden: B-Gedéachtniszellen exprimieren im Vergleich
zu naiven B-Zellen auf ihrer Oberfldche den Marker CD27. Voraussetzung fiir den Erhalt von rei-
nen B-Zellpopulationen ist, dass im ersten Isolationsschritt eine B-Zellpopulation ohne Verunreini-
gung mit T-Zellen, die ebenfalls auf ihrer Oberfldiche CD27 tragen kénnen, erhalten wird. Die
CD27-positiven Zellen sind folglich die Population der B-Gedichtniszellen, die CD27-negativen
Zellen (Durchfluss) entsprechen den naiven B-Zellen. Die durchflusszytometrisch ermittelte Rein-
heit der naiven B-Zellen (IgD'CD27CD20*CD19%) und der B-Gedichtniszellen (IgD
CD27°CD20"CD19%) lag je nach Spender zwischen 80-90%.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung
der ersten Aufreinigungsmethode von
plasmazytoiden dendritischen Zellen,
naiven B-Zellen und B-Gedichtniszellen

Nachdem durch die Umstellung der Zusammensetzung des B cell isolation kit I groe Reinheits-
probleme mit der oben beschriebenen Isolationsmethode auftraten (starke Verunreinigung mit T-
Zellen), wurde bei der Isolation auf ein fertig zusammengestelltes Kit verzichtet und folgende Iso-
lationstechnik angewandt (Abb. 6): Nach der Isolation der plasmazytoiden dendritischen Zelle
wurde der Durchfluss (PDC-depletierte PBMCs) von allen CD3-positiven Zellen mit anti-CD3
Micro-Beads tiber eine CS-Saule depletiert. Damit hatte man die Fraktion der T-Zellen entfernt.
Die Population der B-Gedéchtniszellen wurde im Anschluss aus der Negativfraktion mit anti-CD27
MicroBeads mittels einer LS™-Séule positiv selektioniert. Darauthin wurden aus der zuriickbleiben-
den CD27-Negativfraktion die naiven B-Zellen iiber einen Positiv-Selektionsschritt mit anti-CD19
MicroBeads isoliert. Mit dieser Aufreinigungsmethode erzielte man im Durchschnitt fiir die Popu-
lation der Gesamt-B-Zellen eine Reinheit von 96-98%. Naive B-Zellen waren um die 10% mit
CD27"-B-Zellen verunreinigt, die aufgereinigte Population der B-Gedéchtniszellen enthielt einen
geringen Prozentsatz an naiven IgD*-B-Zellen (weniger als 8%). Aufgrund der guten Gesamt-B-

Zellreinheit kann eine T-Zell-Verunreinigung nahezu ausgeschlossen werden.

PBMC-Isolation
Anti-BDCA-4-Isolation Kit ——  Pos- Selektion: Plasmazytoide
m soation K dendritische Zelle (PDC)
l Durchfluf
CD3 MicroBeads —»  Entfernung von T-Zellen
l Durchfluf
CD27 MicroBeads ——  pos. Selektion: B-Gedachtnis-Zelle Abbildung 6 Schematische Dar-
stellung einer weiteren Aufreini-
DurchfluR .
l gungsmethode zur Isolation der
CD19 MicroBeads =~ ——  pos. Selektion: naive B-Zelle fiir die Kokultur bendtigten Zell-
populationen
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11.24. ELISA

Zur Bestimmung verschiedener Proteine im Uberstand von Zellkulturen wurde ein enzyme-linked
immuno sorbent assay (ELISA) durchgefiihrt. Wie aus der Bezeichnung hervorgeht, bedient man
sich beim ELISA eines Enzyms als Marker. So kann die Proteinkonzentration anhand des Substrat-
umsatzes bestimmt werden. Weiterhin besagt der Name, dass eine Komponente an eine feste Phase
adsorbiert ist. Zur Durchfiihrung dieser Bestimmungsmethode wurden zellfreie Uberstéinde abge-
nommen und falls nétig entsprechend mit Medium verdiinnt. Neben einer Standardreihe mit be-
kannter Proteinmenge wurden alle Proben in die mit einem Protein-spezifischen Antikérper
beschichteten wells pipettiert. Wihrend einer zweistlindigen Inkubationszeit bindet das vorhandene
Protein an die Antikorper. Nach drei Waschschritten wurde ein zweiter biotinylierter Antikrper
zugegeben, der das bereits gebundene Protein an einem anderen Epitop bindet. Nach 30 Minuten
folgt ein erneuter Waschschritt. Darauthin wird ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat zugegeben,
welches an Biotin bindet. Durch die Verwendung mehrerer Biotin-Streptavidin-Briicken pro Anti-
korper wird eine Verstarkung sowie eine hohere Sensitivitat erzielt. Nach Entfernung des Konjuga-
tes durch einen weiteren Waschschritt gibt man die Substratlosung hinzu, das gebundene Enzym
wird zu Farbstoff umgesetzt. Die Reaktion wird mit Schwefelsdure (2N) gestoppt. Die Farbintensi-
tit, die proportional zur Protein-Konzentration der Probe ist, wurde mittels eines ELISA-Readers
eingelesen. Uber die Standardreihe besteht die Moglichkeit die genaue, in der Probe enthaltene

Konzentration zu berechnen.

11.2.5. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Zur Untersuchung des uptakes von mit CpG-ODN beladenenen Gelatine-Nanopartikel durch die
plasmazytoide dendritische Zelle wurden Aufnahmen mit einem konfokalen Mikroskop durchge-
fiihrt. Entsprechende, datentechnisch erfasste Aufnahmen dienten der Dokumentation der Anrei-
cherung von CpG-ODN bzw. von mit ODN-beladenen Nanopartikeln durch die plasmazytoide

dendritische Zelle.

11.2.5.1. Das Funktionsprinzip

Das zu mikroskopierende Objekt wird im Fall der konfokalen Mikroskopie Punkt fiir Punkt mit
einem Argon-Krypton-Laser abgetastet. Das dabei reflektierte Licht wird in der Passage einer De-

tektionslochblende (pinhole) von einem Photomultiplier aufgefangen und mittels Computer-
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Software als Pixel auf dem Bildschirm abgebildet. Der Strahlengang bzw. die Funktionsweise eines
CLSM ist in Abb. 7 dargestellt. Mit Hilfe einer speziellen Spiegeloptik kdnnen die optischen Ebe-
nen des zu untersuchenden Objekts linienweise abgetastet (gescannt) werden und das entsprechen-

de Bild erscheint simultan auf dem Bildschirm.

Durch die Anordnung der beiden Lochblenden (pinholes) ist es moglich, dass nur Informationen
aus der fokussierten Ebene des Priparates zum Detektor gelangen. Von anderen Strukturen ein-
strahlendes Reflexionslicht kann die Detektorblende nicht passieren und wird auf diese Weise aus-
geblendet. Durch die VergréBerung der Offnung des pinholes nimmt jedoch der Anteil des
Streulichtes aus anderen Ebenen des Objekts zu und damit der konfokale Effekt ab, bis bei grofiter
Offnung die Abbildung mit der eines konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopes vergleichbar ist.
Somit ist es mit einem konfokalen Mikroskop méglich, optische Schnitte eines Préparates in der Z-
Ebene anzufertigen und diese als Bildserie abzuspeichern. Durch spezielle Bildbearbeitungs-
Software konnen die Einzelebenen zu dreidimensionalen Bildern zusammengesetzt werden. Da-

durch konnen Strukturen innerhalb und auBBerhalb der zu beurteilenden Zellen betrachtet werden.

Lochblenden
(pinholes)

Strahlteiler-
spiegel

Detektor
(Photomultiplier)

Objekt Ebenen auBerhalb

des Fokus Abbildung 7 Schematische Darstellung der Bild-
entstehung in der konfokalen Mikroskopie

53



MATERIAL UND METHODEN

Im Falle der durchgefiihrten Studien zur Aufnahme von mit CpG-ODN beladenen Nanopartikeln
waren die Zellmembranen und die CpG-ODN mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kiert. Der eingesetzte Argon-Krypton-Laser verfiigt iiber vier diskrete Laserlinien verschiedener
Wellenldngen (A = 488, 568 und 647 nm) und kann sowohl Fluoreszein als auch Rhodamin und
dessen Modifikationen zur Fluoreszenz anregen. Durch optische Filter kann der jeweils uner-
wiinschte Anteil des emittierten Fluoreszenzlichtes bei Mehrfachfidrbungen ausgeblendet werden.
Dadurch ist es moglich, mit einer 2-Kanal-Aufnahmetechnik die von den Zellmembranen bzw. von
den beladenen Nanopartikel ausgehenden Fluoreszenzen getrennt aufzunehmen und die generierten

Bilder anschlieBend {ibereinander zu lagern.

Zur Dokumentation der mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erhaltenen Bilder wurden
entweder Fluoreszenzaufnahmen einer optischen Ebene der Zellen oder Aufnahmen von 42
Schnittebenen durch die Zellen erstellt, um anhand der dreidimensionalen Darstellung besser beur-
teilen zu kénnen, ob und wo sich die Partikel in der Zelle befinden oder ob es sich lediglich um
Adhision der beladenen Nanopartikel an der Oberfldache der plasmazytoiden dendritischen Zelle
handelt. Die generierten digitalen Daten wurden gespeichert und im direkten Vergleich zu den je-

weiligen Kontrollen ausgewertet.

11.2.5.2. Prdparation des zu untersuchenden Probenmaterials

Fiir die uptake-Experimente in plasmazytoide dendritische Zellen wurden zur Beladung der Nano-
partikel CpG-ODN verwendet, die am 3°-Ende mit Fluoreszein markiert waren. Es wurde, wie
unter I1.2.3.2 beschrieben, PDCs (2,5x10° PDCs/ml) isoliert, mit IL-3 (10 ng/ml) und einer CpG-
ODN-Nanopartikel-Dispersion (3 ug/ml) (IL.2.6) im Brutschrank fiir einen definierten Zeitraum
(10 Minuten) in Kultur gegeben. Die PDCs wurden in fiir das Konfokalmikroskop geeignete
Chamber-slides® kultiviert. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen und die
Zellen dreimal mit 200 ul PBS-Puffer pH 7,4 gewaschen. Fiir die Fluoreszenzfiarbung der Zellwin-
de wurde 100 ul 0,0005% Alexa®594-Concanavalin A in PBS-Puffer pH 7,4 fiir 1 Minute hinzu-
gegeben. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um ein mit Alexa®594 gelabeltes Lektin, das an o-
Mannopyranosyl-a-Glucopyranosyl-Reste bindet; es werden damit alle Zellwédnde unspezifisch
angefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 100 ul PBS-Puffer aufgenom-
men und bei 4-8° Grad im Kiihlschrank unter Lichtausschluss bis zur mikroskopischen Auswertung
aufbewahrt. Die Zellen wurden mit einem Zeiss LSM 510 Konfokalmikroskop, das mit der Soft-

ware LSM 510, Version 2.02, einem Ar/Kr-Laser (458 und 488 nm) und zwei He/Ne-Lasern (543
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und 633 nm) ausgestattet ist, gesichtet. Die Linse, die fiir die Aufnahmen eingesetzt wurde, war

eine Plan-Neofluar 40 1.3 Ol-Linse.

11.2.6. Beladung der Gelatine-Nanopartikeln

Die Beladung der positiv geladenen Nanopartikel erfolgte nach folgendem Protokoll: die Nanopar-
tikel wurden 5%ig mit CpG-ODN (ODN 2006, 2216, M362) beladen und zu einem definierten
Endvolumen mit PBS ergédnzt. Nach intensivem Vortexen wurde die CpG-ODN-Nanopartikel-
Dispersion fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einen Riittler gegeben. Danach konnten die mit
CpG-ODN beladenen Nanopartikel entweder sofort in Zellkultur eingesetzt werden oder fiir einen
zeitlich spiteren Versuch bei -20°C eingefroren werden. Mehrmalige Tau- und Einfrierzyklen ver-
dnderten die biologische Aktivitit der beladenen Nanopartikel nicht. Die CpG-ODN beladenen
Nanopartikel wurde so eingesetzt, dass die ODN-Konzentration 3 ug/ml betrug. Fiir die Ver-
gleichsbedingungen, die mit ungebundenem CpG-ODN stimuliert wurden, wurde die gleiche End-
konzentration gewdhlt. Als Kontrollen dienten Nanopartikel, die mit dem Kontrolloligonukleotid

M383 beladen waren.
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III. Ergebnisse

III.1. Design einer neuen Klasse von CpG-ODN, die sowohl B-Zellen aktivieren als

auch simultan grofSe Mengen an IFNa in der PDC induzieren

II1.1.1. Aufgereinigte B-Zellen zeigen keine Sensitivitit gegeniiber den Vertretern der CpG-A-

Klasse

Trotz groBer Bedeutung fiir die Unterscheidung der zwei Klassen von CpG-ODN wurde eine ver-
gleichende Analyse der direkten Effekte von CpG-A (Prototyp ODN 2216) und CpG-B (Prototyp
ODN 2006) auf aufgereinigten B-Zellen bis dato noch nicht durchgefiihrt. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass durch CpG-A-ODN indirekt eine Vielzahl von Zellpopulationen, die kein TLR9
exprimieren, wie Monozyten, NK-Zellen, y8-T-Zellen und Gedéichtnis-T-Zellen, aktiviert werden
konnen [97]. Die Moglichkeit einer indirekten Aktivierung der TLR9-tragenden B-Zelle wurde
jedoch nicht bedacht. Aus diesem Grund untersuchten wir, ob Vertreter der CpG-A-Klasse direkt
B-Zellen aktivieren konnen oder ob eine CpG-A-vermittelte B-Zell-Aktivierung von der Anwesen-

heit weiterer Zellpopulationen abhingig ist.

Hierzu wurden PBMCs (4x10°/200 ul) mit dem genannten CpG-ODN in einer Konzentration von
3,2 ug/ml inkubiert. Nach 48 Stunden Inkubation wurde die Population der B-Zellen durchflusszy-
tometrisch tiber das fiir B-Zellen spezifische Oberflichenmolekiil CD19 ermittelt und die Expressi-
on des kostimulatorischen Molekiils CD86 auf den CD19-positiven Zellen untersucht. Innerhalb
der Population der PBMCs steigerten sowohl CpG-A- als auch CpG-B-ODN auf B-Zellen die Ex-
pression von CD86 (Abb. 8A). Uberraschenderweise wurde bei der Untersuchung von aufgereinig-
ten B-Zellen, die mit der MACS-Technologie isoliert wurden (Reinheit tiber 98%), festgestellt, dass
lediglich CpG-B-ODN, nicht jedoch CpG-A-ODN, auf B-Zellen zu einem Anstieg der CD86-
Expression fiihrten. Eine indirekte B-Zell-Aktivierung, die iiber eine minimale Kontamination mit

PDCs (kleiner 0,005%) vermittelt werden konnte, kann ausgeschlossen werden (Abb. 8B).

Der beobachtete, direkte Effekt von ODN 2006 auf B-Zellen, der mit CpG-A-ODN nicht nachge-
wiesen werden konnte, wurde mit einer intrazelluldren Zytokinfidrbung fiir IL-6 innerhalb von
PBMCs bestitigt (Abb. 8C). In diesem Versuch kann ein eventueller Sekundireffekt, der iiber

losliche Faktoren vermittelt wird, durch die Anwesenheit von Brefeldin A (1 ug/ml), welches die
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Zytokinsekretion blockiert, ausgeschlossen werden. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass nur CpG-B befihigt ist, die B-Zelle direkt zu aktivieren, wihrend B-Zellen, im
Gegensatz zur PDC, nicht in der Lage sind, CpG-Motive, die in CpG-A enthalten sind, zu erken-

nen.

A B-Zellen innerhalb von PBMCs B aufgereinigte B-Zellen
200 CD86 801 cD8s6
[MFI] [MFI]
150 60
100 40
50 20 l
0 0
Medium 2006 2216 Medium 2006 2216

C IL-6-positive B-Zellen innerhalb von PBMCs

2516
20 [% positive]

15

10

| B

Medium 2006 2216

Abbildung 8 CpG-A kann B-Zellen innerhalb von PBMCs, jedoch nicht aufgereinigte B-Zellen aktivie-
ren. PBMCs (2x10%ml) (A) oder aufgereinigte B-Zellen (2x10°/ml) (B) werden mit 3,2 ug/ml CpG-A (2216)
oder CpG-B (2006) inkubiert. Nach 48 Stunden wurde die CD86-Expression auf CD19*-B-Zellen mittels der
Durchflusszytometrie gemessen. Es wird der Mittelwert der Fluoreszenzintensitit (MFI) von vier individuel-
len Spendern (Mittelwert + SEM) gezeigt. (C) PBMCs wurden mit ODN 2216 oder ODN 2006 inkubiert.
Nach 12 Stunden wurde fiir vier weitere Stunden Brefeldin A (1 ug/ml) hinzugegeben und in einer intrazellu-
laren Zytokinfarbung die IL-6-Produktion in CD19*-B-Zellen bestimmt. Ein reprisentatives Experiment von
drei Versuchen wird hier gezeigt.
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I11.1.2. Identifizierung von CpG-ODN-Sequenzen, die sowohl aufgereinigte B-Zellen aktivieren
als auch gleichzeitig grofie Mengen an IFNa in der PDC induzieren

CpG-A-ODN werden als starke IFNo-Induktoren in PDCs beschrieben [100], kénnen jedoch B-
Zellen, wie gerade erldutert, nicht direkt stimulieren. Wir vermuteten die Existenz von CpG-ODN,
die IFNa in PDCs induzieren kénnen, bei gleichzeitiger Wahrung der Fahigkeit, direkt B-Zellen zu
aktivieren. Um diese Annahme zu bestitigen, wurden einige neu entworfene CpG-ODN-Sequenzen
(Tabelle 5) mit den Hauptvertretern der ODN-Klassen A und B beziiglich ihrer Fahigkeit, IFNa in
PBMCs zu induzieren, verglichen. Die neuen Oligonukleotidsequenzen sind teils von den bereits
etablierten Sequenzen ODN 2216 (CpG-A) und ODN 2006 (CpG-B) abgeleitet, leicht modifiziert

oder enthalten neuen Sequenzkomponenten.

Name |Sequenz
2216

M362
M358

5" Gggggacga:tegtcGGGGGg 3°
5" TCGTCGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
5" TCGTCGTTGICGACGA:TCGTCGATGAT 3°
M352 |5 TCGTCGAAC:GTTCGAGATGAT 3°
M361 |5 TCGTCGTTGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
M354 |5 TCGTCGTTTTGICGAAC:GTTCGAGATGAT 3°
5
5
5
5
5

M356 * TCGICGACGA:TCGTCGATGAT 3°

M357 " TCGICGTCGT:-ACGACGATGAT 3°

M355 TCGICGTTC:GAACGAGATGAT 3°

M353 TCGTCGTTGTCGAAC:GTTCGAGATGAT 3°
2006 TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3°

Tabelle 5 Die Oligonukleotidsequenzen sind nach ihrer Aktivitit, IFNa in PBMCs zu induzieren, auf-
steigend geordnet. Alle Sequenzen mit Ausnahme von ODN 2216 haben ein 5°-TCGTCG-Motiv. Die Pa-
lindromsequenz ist jeweils unterstrichen und das Palindromzentrum ist mit einem ,,:* gekennzeichnet. CG-
Dinukleotide sind fettgedruckt. Groe Buchstaben sind Phosphorthioat-Verkniipfungen am 3*-Ende der je-
weiligen Base, kleine Buchstaben stellen Phosphodiester-Verkniipfungen dar.

ODN 2216 als ein Vertreter der CpG-Klasse A induzierte, wie bereits in der Literatur beschrieben,
gro3e Mengen an IFNa innerhalb von PBMCs, ODN 2006 hingegen zeigte ein geringes Vermogen
zur Induktion von IFNa [100] (Abb. 9A). Mit den neuen Sequenzen wurde eine Gruppe von CpG-

ODN identifiziert, die ebenfalls die Sekretion betrdchtlicher Mengen an IFNa induzieren konnen.
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Allerdings konnte mit den neuen Sequenzen nicht die Gréenordnung an IFNa-Mengen, die mit

CpG-A-ODN erzielt werden, erreicht werden.
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Abbildung 9 Vergleich von unterschiedlichen CpG-ODNs in Bezug auf ihre Fiahigkeit, IFNa in
PBMCs zu induzieren, und die Auswahl von M362 als die aktivste Sequenz. PBMCs (2x10%ml) wurden
mit ODN 2216, ODN 2006 oder mit einer der neuen CpG-Sequenzen stimuliert (siche Tabelle 5; ODN-
Konzentration 3,2 ug/ml). Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und
die Konzentration von IFNa im ELISA bestimmt. (A) Hier wurde die immunstimulatorische Aktivitdt der
CpG-ODN auf PBMC-Ebene untersucht (Mittelwert + SEM bei n=12). p-Werte zeigen die statistischen Un-
terschiede in der Produktion von IFNa im Vergleich zu CpG-B-ODN 2006 auf. (B) Eine Dosis-Wirkungs-
Studie ausgewdihlter CpG-ODN ist dargestellt; eingesetzter Konzentrationsbereich 0,8-6,4 ug/ml (Mittelwert
= SEM; n=4). (C) Die Sequenzspezifitit fiir die Induktion von IFNa in PBMCs wurde mit einem Panel von
Kontrolloligonukleotiden zu der ODN-Sequenz M362 getestet (siche Tabelle 6). Die Mittelwerte = SEM von
sechs unabhiingigen Experimenten sind gezeigt.

Name Sequenz
M362 5" TCGTCGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3
M383 5" TGCTGCTGCTTG:CAAGCAGCTTGAT 3°

M384 5" TGCTCGTCGTTC:GAACGACGTTGAT 3°
M385 5" TCGTCGTGCTTG:CAAGCACGTTGAT 3°

M386 5" TCGTCGTCGATCGTACGACGTTGAT 3°

M387 57 TCGTCGTCGTTC:GAACGACG 3°

M388 5" TCGTCGTCGTTC:GAACGACGTCGTT 3°

Tabelle 6 Kontroll-Oligonukleotide zu ODN M362. Die Palindromsequenzen sind jeweils unterstrichen
und das Palindromzentrum ist gekennzeichnet mit ,,:*“. CG-Dinukleotide sind fettgedruckte Buchstaben.
M383: alle CGs sind durch GCs ausgetauscht worden; M384/M38S: partieller Austausch (5°-Ende oder die
palindromische Region der Sequenz M362) der CG-Dinukleotide durch GC-Dinukleotide; M386: Sequenz
enthélt kein zentrales Palindrom; M387: das 3*-Ende endet mit der Palindromsequenz; M388: die Sequenz
ttgat”“ am 3°-Ende wurde durch das humane CpG-Motiv ,,gtcgtt™ ersetzt.

Die Gruppe von neuen Sequenzen zeichnet sich durch die Kombination struktureller Merkmale, die
in CpG-A- (Palindrom mit immunstimulatorischen CG-Dinukleotide) und CpG-B-ODN (eine 5°-
TCGTCG -Sequenz) enthalten sind, aus. Die aktivste der neuen IFNa-induzierenden Oligonukleo-
tide ist die Sequenz M362, die das komplette "humane CpG-Motiv" (5°-GTCGTT-3"), das als ein
charakteristisches Merkmal von CpG-B-Oligonukleotiden beschrieben wurde [95], in der pa-
lindromischen Region aufweist. Es wurde beobachtet, dass CpG-A-ODN ihre Fihigkeit, IFNa zu
induzieren, verlieren, sobald das chimére Phosphorthioat-Phosphodiester-Riickgrat durch ein kom-
plettes Phosphorthioat-Riickgrat ersetzt wird [100]. Im Gegensatz dazu verfiigen die neuen Se-

quenzen trotz des kompletten Phosphorthioat-Riickgrates iiber ein starkes Aktivierungspotential.
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Man kann sich vorstellen, dass die Fahigkeit, unterschiedliche CpG-Motive zu erkennen, von
Spender zu Spender individuell verschieden ist. Bei der Auswertung einer groffen Anzahl von
Spendern (n=12) konnte allerdings gezeigt werden, dass die Sequenz M362 konsistent die hochste
Aktivitét unter allen getestet Sequenzen besitzt (Abb. 9A). Eine Dosis-Wirkungs-Studie bestitigt,
dass die tiblicherweise in Zellkulturversuchen eingesetzte Konzentration von 3,2 ug/ml fiir die
Induktion von IFNa in PBMCs sowohl fiir CpG-A-ODN als auch fiir die neue Gruppe an CpG-
ODN eine optimale Dosis darstellt (Abb. 9B).

Die immunstimulatorische Aktivitdt der Sequenz M362 ist nur in Gegenwart von CG-
Dinukleotiden gegeben. Bei Inversion aller CG-Dinukleotide zu GC-Dinukleotide (M383) bleibt
die IFNa-Sekretion im Vergleich zu M362 aus (Abb. 9C). ODN-Sequenzen, bei denen lediglich
ein partieller Austausch von CG-Dinukleotide, wie bei M384 (Austausch am 5 -Ende) oder M385
(Austausch in der Palindromsequenz), vorgenommen wurde, zeigen bereits eine stark abweichende
IFNao-induzierende Aktivitdt im Vergleich zu M362. Auch die Zerstérung des selbst-
komplementédren Bereichs limitiert bei Erhalt der immunstimulatorischen CG-Dinukleotiden die
IFNa-induzierende Kapazitit (M386). Das 3"-Ende der Sequenz M362 verfligt hingegen tiber ei-
nen unbedeutenden Einfluss auf die biologische Aktivitit: das Beenden der Oligonukleotidsequenz
mit dem Palindromelement (M387) sowie eine Modifikation des urspriinglichen 3*-Endes durch
Einfiligen eines zusétzlichen "humanen CpG-Motivs" (M388) wirkt sich nur in geringem Mafle auf

die Aktivierungskapazitit aus (Abb. 9C).

In friiheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte der Nachweis erbracht werden, dass IFNa nach
Stimulation mit CpG-ODN ausschlieBlich von PDCs produziert wird [100]. Zur Bestétigung, ob
der Befund auch auf die neuen CpG-ODN-Sequenzen zutrifft, wurden PDCs aufgereinigt und unter
identischen Versuchsbedingungen, die bereits fiir die oben beschriebenen PBMC-Versuche ange-
wandt wurden, stimuliert. Die Inkubation von aufgereinigten PDCs mit M362 resultierte, wie zu
erwarten war, in der Sekretion betrdchtlicher Mengen an IFNa. Allerdings konnten die IFNa-
Konzentrationen, die mit CpG-A erzielt werden, mit den neuen CpG-Sequenzen nicht erreicht wer-

den (Abb. 10).
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Abbildung 10 Induktion von IFNa und Untersuchung der Sequenzspezifitit in aufgereinigten PDCs.
Aufgereinigte PDCs (5x10*/200 wl) wurden mit 2216, 2006, M362 sowie einiger ausgewihlter Kontroll-
ODN zu M362 (siehe Tabelle 6) in einer Konzentration von 3,2 ug/ml inkubiert. Nach 48 Stunden wurde in
den Kulturiiberstinden mittels ELISA die Konzentration von IFNa bestimmt. Die Mittelwerte + SEM von
vier unabhéngigen Experimenten sind gezeigt.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die neuen CpG-ODN, im Gegensatz zu 2216 (Abb. 8), die
Kompetenz besitzen, B-Zellen direkt zu stimulieren. Zur Kldrung dieser Frage wurden aufgereinig-
te B-Zellen (2x10°/200 wl) mit 2006, 2216 oder M362 fiir 48 Stunden inkubiert. Als MaB fiir eine
frithe B-Zell-Aktivierung wurde die Induktion von IL-6 analysiert. Nach Stimulation der B-Zellen
mit der neuen Sequenz M362 war die Produktion von IL-6 unvorhergesehen hoch und konnte die

IL-6-Mengen, die durch CpG-B-ODN hervorgerufen werden, weit tibertreffen (Abb. 11).

Zusammengefasst  prédsentieren die in dieser Studie generierten Daten  CpG-
Oligonukleotidsequenzen (Prototyp M362) mit einem abweichenden immunstimulatorischen Mus-
ter im Vergleich zu CpG-A- und CpG-B-ODN: die hier identifizierte Klasse von CpG-ODN besitzt
das Vermogen, betrdchtliche Mengen an IFNa in der PDC bei gleichzeitiger, direkten Aktivierung
von B-Zellen zu induzieren und vereint somit die immunstimulatorischen Eigenschaften beider bis

dato etablierter CpG-Klassen.
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Abbildung 11 Vergleich der CpG-Oligonukleotidsequenzen in ihrer Fihigkeit, IL-6 in aufgereinigten
B-Zellen zu induzieren. Aufgereinigte B-Zellen (2x10°/200 ul) wurden mit 2216, 2006 oder M362 in einer
Konzentration von 3,2 ug/ml in Kultur gegeben. Nach 48 Stunden wurde in den Zellkulturiiberstinden die
Konzentration von IL-6 im ELISA gemessen (Mittelwert + SEM von n=9).

111.1.3. Die Aktivierung der B-Zelle mit den neuen CpG-ODN-Sequenzen beruht auf direkten
und indirekten Effekten

Es ist anzunehmen, dass die neuen CpG-ODN-Sequenzen nicht nur einen direkten Effekt auf die
beiden TLR9-tragenden Zellpopulationen besitzen, sondern auch indirekt weitere Zellpopulationen
verstéirkt stimulieren kénnen. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde die Produktion von IL-6 als
ein Marker fiir eine kombinierte, direkte (IL-6-Produktion in B-Zellen und PDCs) sowie indirekte
(sekundire IL-6-Produktion in Monozyten) Aktivierung durch CpG-ODN in PBMCs beleuchtet.
Tatsdchlich war die Sequenz M362 aktiver in der Induktion von IL-6 in PBMCs als CpG-B- oder
CpG-A-ODN (Abb. 12A). Die durchschnittlichen IL-6-Mengen, die in PBMC-Kulturen detektiert
wurden, zeigten bei den Sequenzen der neuen ODN-Klasse nur geringfiigige Unterschiede (siehe p-
Werte in Fig. 12A). Vergleichbar zur Induktion von IFNa in PDCs durch CpG-C-ODN wurde auch
fiir diesen Aktivierungsmarker eine CpG-Spezifitit beobachtet: die Produktion von IL-6 in PBMCs
war bei Stimulation mit dem Kontrolloligonukleotid M383, bei dem im Vergleich zu M362 alle
CG- zu GC-Dinukleotiden ausgetauscht sind, nahezu auf den Mediumwert reduziert (Abb. 12B).
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Abbildung 12 Vergleich
der unterschiedlichen
CpG-ODN-Sequenzen in
ihrer Fihigkeit IL-6 in
PBMCs zu induzieren.
PBMCs (2x10%ml) wurden
mit den unterschiedlichen
CpG-ODN (3,2 ug/ml) fiir
48 Stunden inkubiert. IL-6
wurde in den Uberstinden
im ELISA bestimmt. (A)
Das Panel der neuen IFNa-
induzierenden CpG-ODN
wurde mit CpG-A-ODN
2216 und CpG-B-ODN 2006
verglichen (Mittelwert =+
SEM; n=9). Die p-Werte
zeigen die signifikanten
Unterschiede zu 2006 auf.
(B) Die Sequenz M362 wur-
de mit dem Kontrolloligo-
nukleotid M383, in dem alle
CG-Dinukleotide durch GC-
Dinukleotide  ausgetauscht
wurden, verglichen (Mittel-
wert + SEM; n=3).

Um den Beitrag der CpG-ODN-stimulierten PDC an der B-Zellaktivierung sowie an der IL-6 Pro-

duktion zu untersuchen, wurde ein Versuch mit PDC-depletierten PBMCs unternommen. Die

Depletion der PDC reduzierte die B-Zellaktivierung, die anhand des Oberflaichenmarkers CD86

festgemacht wurde, erheblich. Die neuen CpG-ODN-Sequenzen zeigten folglich in Abwesenheit
der PDC ein Aktivierungsmuster, das dem von CpG-B-ODN sehr dhnlich ist (Abb. 13A). Die IL-6-

Produktion war in PDC-depletierten PBMCs in gleichem Malle wie der Aktivierungsmarker CD86

vermindert (Abb. 13B). Die Uberlegenheit der neuen CpG-ODN-Sequenzen in der Aktivierung

von B-Zellen basiert infolgedessen auf einer direkten Aktivierung der B-Zelle in Kombination mit

einem indirekten Effekt, der tiber PDCs vermittelt wird.
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111.1.4. Aufkldrung von Strukturen, die die neuen CpG-ODN ausbilden konnen

Zur Strukturaufkldrung der hier identifizierten CpG-ODN wurde die Methode der Gelelektrophore-
se eingesetzt. Die elekrophoretische Mobilitdt von Nukleinsduren ist nicht ausschlielich von der
absoluten Masse abhingig, sondern auch sekundédre Strukturen - superhelikale, einzelstringige oder
doppelstriangige Form — nehmen Einfluss auf die Laufgeschwindigkeit. Das hier gezeigte Agarose-
gel sollte der Strukturanalyse des Prototyps von CpG-C-ODN im Vergleich zu den Prototypen der
Klasse A (2216) und B (2006) dienen. Es kamen Agarosegele zum Einsatz, die einen Anhaltspunkt
fiir eine eventuell vorliegende Struktur liefern. Agarosegele, die den Vorteil einer einfachen Her-
stellung und leichten Handhabung besitzen, haben jedoch den Nachteil eines geringen Auftren-
nungsvermogens fiir DNA, die weniger als 100 bp (Basenpaare) umfasst. Zur Reproduktion und
Bestitigung des gesehenen Bandenmuster miisste mit sensitiveren Methoden, wie einem Polyacry-
lamidgel unter physiologischen Bedingungen, gearbeitet werden. Polyacrylamidgele verfiigen tiber
ein hoheres Auftrennungsvermogen (DNA-Stringe mit 5-500 bp sind auftrennbar) und eine grofe-
re Ladekapazitit ohne Auflosungsverluste. Genauere Strukturanalysen werden zurzeit im Labor

von Christine Richter vorgenommen.

Die Tatsache, dass CpG-A-ODN starke IFNa-Induktoren sind, wird unter anderem auf die fiir die-

se CpG-ODN-Klasse spezifischen Sequenzelemente (PolyG-Motiv und ein zentraler selbst-
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komplementérer Bereich) und die sich daraus ergebenden hShermolekularen, tertidren Strukturen
zurlickgefiihrt. Im Gegensatz dazu weisen CpG-B-ODN keine strukturbildenden Zentren auf [206].
Wir nahmen an, dass der palindromische Sequenzbereich der neuen CpG-ODN die Basis fiir die
Verkniipfung von komplementédren Basen zu einer partiellen Duplexstruktur bildet und dass eine

hohere Struktur des CpG-C-ODN mit der immunstimulatorischen Aktivitét korreliert.

M362 2216 2006 Abbildung 14 Strukturanalyse der Prototypen der drei
CpG-ODN-Klassen Strukturanalyse der Prototypen der
CpG-C CpG-A CpG-B drei CpG-ODN-Hauptklassen, M362, 2216 und 2006 auf

einem 3,5% Agarosegel. Auftragspuffer Bromphenolblau
in 30% Glycerol, Detektion erfolgte mit Ethidiumbromid.

Es wurde ein 3,5% Agarosegel mit 1XTBE (89 mM Tris-borat, 2 mM EDTA, pH 8.,0) hergestellt.
Nach Beendigung des Polymerisationsprozesses wurde das Gel in eine Elektrophoreseapparatur
tiberfiihrt und die Elektrophoresekammer bis zur vollstindigen Abdeckung des Gels mit Laufpuffer
(1xTBE) gefiillt. Dann erfolgte der Probenauftrag: die jeweiligen Proben (1,2 ug ODN in 3 ul Auf-
tragspuffer (0,05% Bromphenolblau in Glycerol)) wurden in die Geltaschen pipettiert und eine
Spannung von Volt und eine Stromstirke von 80 Ampere angelegt. Die Elektrophorese wurde ge-
stoppt, als das gut sichtbare Bromphenolblau des Auftragspuffers zu dreiviertelt die Platte passiert

hatte.

Die auf den Gelen gesichteten Banden konnen die Annahmen bestétigen: die Hauptvertreter der
drei CpG-ODN-Klassen unterscheiden sich in ihrer Fihigkeit intra- und intermolekulare Bindungen
einzugehen. CpG-B zeigt ein einheitliches Laufverhalten. Es ist eine deutlich begrenzte Bande
erkennbar, die einer monomeren Form gleichkommt. CpG-A hingegen kann auf einem Agarosegel
nicht in definierte Banden aufgetrennt werden. Der "Bandenschmier" entspricht einem heterogenen

Gemisch von vielen, nicht definierbaren Strukturen, die sich teilweise aus mehreren CpG-A-
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Molekiilen zusammensetzen. Es ist beschrieben, dass nicht-definierbare Banden fiir h6hermoleku-

lare Komplexe Guanin-reicher Oligonukleotide charakteristisch sind (8, 9).

CpG-C-ODN M362 hat sich in zwei definierte Banden aufgetrennt (Abb. 14). Die Bande D ist
aufgrund der ermittelten Laufh6he vermutlich einem Molekiil mit partieller Duplexstruktur und
einzelstriingigen Uberhiingen zuzuordnen, die Bande M hingegen scheint der monomeren Form des
Oligonukleotids M362 zu entsprechen. Uberraschend war der Befund, dass die monomere Form
von M362 das Gel geringfiigig schneller als ODN 2006 passierte und aufgrund der abweichenden
Sequenzldngen der beiden ODN (25 Basen versus 24 Basen) ein umgekehrtes Ergebnis erwartet
wurde. Es kann die Annahme erhoben werden, dass das ODN M362 neben der Einzelstrang-
Konformation auch eine hairpin-Struktur ausbilden kann, die angesichts einer "kugeligen" Gestalt
schneller die Gelporen durchdringen kann. Demnach entspricht die Bande M von ODN M362 ei-
nem Gemisch von unterschiedlichen monomeren Strukturen und zeigt ein verdndertes, schnelleres

Laufverhalten als unter der Voraussetzung, dass M362 nur in linearer Form vorliegen wiirde.

IIL1.2. B-Zell-PDC-Interaktion unter Stimulation mit CpG-C-ODN M362

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine neue CpG-ODN-Klasse etabliert und charakterisiert.
Der Prototyp M362 fiihrt zur optimalen Aktivierung beider TLR9-tragenden Zellpopulationen, B-
Zellen und PDCs, und stellt demzufolge ein geeignetes Werkzeug zur Untersuchung der funktio-

nellen Konsequenz einer TLR-vermittelten Stimulation dieser Zellpopulationen dar.

Wie die gerade gezeigten Ergebnisse mit PDC-depletierten PBMCs verdeutlichen, scheint die PDC
unter bestimmten Stimulationsbedingungen auf das immunologische Verhalten von B-Zellen Ein-
fluss zu nehmen (II1.1.3). Anlass zur nidheren Untersuchung gab zusitzlich eine Veréffentlichung,
die beschreibt, dass IFNa eine humorale Immunantwort verstidrken kann [41]. Wir nahmen folglich
an, dass in einer autologen Kokultur von aufgereinigten B-Zellen und PDCs unter dem IFNa-
induzierendem Stimulus ODN M362 die Aktivierung und Differenzierung der B-Zelle beeinflusst
werden konnte. Als zusétzliche Stimulationsquelle wurde das B-Zellrezeptor(BCR)-Antigen anti-Ig
eingesetzt, von dem beschrieben ist, dass es bei simultanem Einsatz mit einem CpG-ODN vor al-

lem die Aktivierung von naiven B-Zellen potenzieren kann.
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Zur Kldrung dieser Fragestellung wurden PDCs und B-Zellen nach Protokoll isoliert (IL.2.3). Die
Zellpopulation von B-Zellen wurde auf Basis ihrer Oberflichenmolekiile weiter in B-
Gedichtniszellen (CD27%, IgD", CD19%) und naive B-Zellen (CD27, IgD*, CD19*) aufgeteilt, um in
Erfahrung zu bringen, ob beide Subpopulationen tiber ein vergleichbares immunologisches Verhal-

ten verfiigen und ob die PDC eine der B-Zellsubpopulationen insbesondere fordert.

111.2.1. Die Anwesenheit der PDC verstirkt die Zytokinproduktion unter dem Stimulus CpG-
ODN M362 und anti-Ig in beiden B-Zellpopulationen

Zur Untersuchung der Zytokinproduktion humaner B-Zellen in der Gegenwart von PDCs wurden
naive B-Zellen und B-Gedéchtniszellen getrennt isoliert und mit PDCs (+ 10 ng/ml IL-3) in einem
Verhiltnis 1:10 (1x10* PDC auf 1x10° B-Zellen) in Kokultur gegeben. Als Stimulus wurde entwe-
der ODN M362 (3 ug/ml), der B-Zellrezeptor-Stimulus anti-Ig (2 ug/ml) oder eine Kombination
von beiden Reagenzien eingesetzt. Nach 72 Stunden Inkubation wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen und mittels ELISA auf die gesuchten Zytokine, IL-6 und IL-10, hin untersucht. IL-
6/IL-10 gehdren zu den Zytokinen, die als erstes als Antwort auf CpG-ODN von B-Zellen produ-

ziert werden.

Sowohl in den Kokultur-Bedingungen der naiven B-Zellen als auch der B-Gedéchtniszellen konn-
ten in den Uberstéinden betriichtliche Mengen an IL-6 und IL-10 als Antwort auf die kombinierte
Stimulation mit CpG-C und anti-Ig ermittelt werden (Abb. 15). Die Anwesenheit der PDC steigerte
die Produktion der Zytokine in beiden B-Zellpopulationen auf annihernd die doppelte Menge. U-
berraschend waren die hohen, CpG-C-induzierten Konzentrationen an IL-6 und IL-10 in den Uber-
stinden, die von den Kokulturbedingungen mit naiven B-Zellen gewonnen wurden: erstens war
eine betrdchtliche Steigerung der sezernierten Zytokinmenge durch die Anwesenheit der PDC zu
verzeichnen, die nochmals durch die zusitzliche Stimulation iiber den B-Zellrezeptor potenziert

werden konnte.

Die beobachtete Abstufung in den detektierten Zytokinmengen je nach Stimulationsart war bei den
Bedingungen mit B-Gedichtniszellen in geringerem Ausmal} gegeben. Vor allen Dingen war die
Differenz zwischen der CpG-C-induzierten Zytokinmenge und der Menge, die nach kombinierter
Stimulation mit anti-Ig gemessen wurde, schwicher ausgeprigt. Die Stimulation allein liber den B-
Zell-Rezeptor, auch in Anwesenheit der PDC, brachte IL-6- und IL-10-Mengen in beiden B-

Zellsubpopulationen hervor, die mit dem Mediumwert vergleichbar waren. Beim Vergleich der
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Skalierung der Achsen war auffallend, dass die Zytokinkonzentrationen in den Uberstiinden der

Bedingungen mit naiven B-Zellen im Vergleich zu denen mit B-Gedichtniszellen konsistent héher

waren.
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Abbildung 15 Die Anwesenheit der PDC verstirkt die Zytokin-Produktion unter dem Stimulus
ODNM362 und anti-Ig in naiven B-Zellen und B-Gedéchtnis-Zellen. Naive B-Zellen (n=8) oder B-
Gediichtniszellen (n=3) wurden alleine (schwarze Balken: 1x10° B-Zellen pro 200 wl/well) oder mit PDCs
(gestreifte Balken: 1x10* PDC pro 200 ul/well) inkubiert und wurden mit CpG-ODN M362 (3 ug/ml), anti-Ig
(2 ug/ml) oder einer Kombination aus ODN M362 und anti-Ig stimuliert. Nach 72 Stunden wurde IL-6 und
IL-10 in den Zellkulturiiberstinden im ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM darge-
stellt.

111.2.2. Die PDC fordert die Plasmazelldifferenzierung sowohl der naiven B-Zelle als auch der
B-Geddchtniszelle

Die vorausgegangenen Daten unterstiitzen die Spekulation, dass PDCs neben dem positiven Ein-
fluss auf die Zytokinsekretion auch B-Zellen in ihrem Differenzierungsprozess zur Plasmazelle

fordern konnten. Der Aufbau des Experimentes entsprach dem gerade Beschriebenem, mit dem
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Unterschied, dass die Auswertung des Versuches auf den Tag 8 verlegt wurde. Nach Ablauf der
erforderlichen Inkubationszeit wurde die Population von Plasmazellen durchflusszytometrisch
quantifiziert. Plasmazellen lassen sich iiber eine hohe Expression des Oberflichenmarkers CD38
und eine stark reduzierte Expression von CD20 charakterisieren [169, 170]. Hingegen exprimieren
die eingesetzten Ausgangspopulationen, naive und B-Gedéichtniszellen, ein abweichendes Profil an

Oberfldchenmolekiilen, was eine eindeutige Zuordnung zu einer Plasmazelle erlaubt.

In der Abwesenheit der PDC war die kombinierte Stimulationsweise mit anti-Ig und ODN M362
nicht ausreichend, dass naive B-Zellen zur Plasmazellen differenzieren (Abb. 16B). Erst mit der
Zugabe der PDC zur Zellkultur waren fiir naive B-Zellen die optimalen Voraussetzungen geschaf-
fen, den Differenzierungsprozess zur Plasmazelle einzugehen. Der Unterschied in den detektierten
Plasmazellfrequenzen mit und ohne PDC war beeindruckend. Wihrend fiir die Plasmazellent-
wicklung von naiven B-Zellen die PDC eine wesentliche Funktion iibernimmt, reagieren B-
Gedichtniszellen bereits auf die Stimulation mit M362 und dem BCR-Antigen anti-Ig mit der Dif-
ferenzierung zur Plasmazelle. Die Zugabe von PDCs zu den Kulturen mit B-Gedichtniszellen stei-

gerte gleichfalls betréchtlich die Frequenz der Plasmazellen.

Bei der FACS-Analyse wurde neben den charakteristischen Oberflichenmarkern CD38/CD20 auch
HLA-DR, das der Prédsentation von prozessiertem Antigen dient, betrachtet. Wie auch als ein cha-
rakteristisches Merkmal von Plasmazellen beschrieben, weisen die hier betrachteten Plasmazellen
(Gate R3) eine sehr geringe HLA-DR-Expression im Vergleich zu den nicht-ausdifferenzierten B-
Zellen (Gate R2) auf (Abb. 16A). Die ausdifferenzierte B-Zelle hat nunmehr die neue Funktion,

Immunglobuline zu produzieren.
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Abbildung 16 PDCs fordern die Plasmazelldifferenzierung von naiven und B-Gedéichtniszellen. Aufge-
reinigte naive B-Zellen oder B-Gedéchtniszellen (1x10° B-Zellen pro 200 ul/well) wurden alleine (schwarze
Balken: 1x10° B-Zellen pro 200 ul/well) oder mit PDCs (gestreifte Balken: 1x10* PDC pro 200 wl/well)
inkubiert und mit ODN M362 (3 ug/ml), anti-Ig (10 ug/ml) oder einer Kombination aus ODN M362 und
anti-Ig stimuliert. Nach 8 Tagen wurde die Frequenz an Plasmazellen (CD20°, CD38*) mit der Durchflusszy-
tometrie bestimmt. (naive B-Zelle: Mittelwert + SEM von 8 unabhingigen Experimenten; B-Gedéchtniszelle:
3 Experimente)

Die vermehrte Plasmazelldifferenzierung in den Kokulturen von PDCs und naiven B-Zellen bzw.
B-Gedichtniszellen fiihrte in der Folge auch zur Produktion beachtenswerter Mengen an Im-
munglobulinen. Zur Quantifizierung der sezernierten Immunglobulinmengen wurden die Uberstin-
de der Kokulturen am Tag 13 geerntet. Die Bestimmung der Immunglobuline IgG und IgM erfolgte
nach dem Protokoll des entsprechenden ELISA-Kits. Betrichtliche Mengen an IgM wurden sowohl
von naiven als auch von B-Gedichtniszellen sezerniert, allerdings nur unter der Voraussetzung,
dass PDCs in Kokultur vorlagen. Der Nachweis von IgG in den Zellkulturiiberstinden war hinge-

gen auf die Kokulturen mit B-Gedéchtniszellen beschrankt (Abb. 17).
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Abbildung 17 Produktion von IgM und IgG in den Kokulturen von PDCs mit naiven B-Zellen oder B-
Gediichtniszellen. Aufgereinigte naive B-Zellen bzw. B-Gedichtniszellen (1x10° B-Zellen pro 200 ul/well)
wurden alleine oder mit PDCs (1x10* PDCs pro 200 ul/well) inkubiert und mit anti-Ig (10 wg/ml) mit oder
ohne ODN M362 (3 ug/ml) stimuliert. Nach 13 Tagen wurde in den Zellkulturiiberstinden im ELISA die
Menge an IgM und IgG bestimmt. Es werden die Mittelwerte + SEM von drei unabhiingigen Experimenten
gezeigt.

Zusammenfassend demonstrieren die Daten, dass die Stimulationskombination mit dem neuen
ODN M362 und anti-Ig sowie die Zugabe der PDC zur B-Zellkulturen ausreichend ist, dass eine
naive B-Zelle zur Plasmazelle differenziert, IgM produziert und sezerniert. Ein Immunglobulin-
Klassenwechsel in der naiven B-Zelle, der sich in der Produktion von IgG widerspiegeln wiirde,

kann in diesem Kultursystem nicht induziert werden.

111.2.3. Das von der PDC produzierte IFNa beeinflusst die B-Zellaktivierung und -

differenzierung

Die néchste Fragestellung diente der Aufkldrung des Mechanismus, auf dem der beobachtete Effekt
der gesteigerten B-Zellaktivierung und -differenzierung beruht. Eine Kommunikationsméglichkeit
zwischen Zellpopulationen sind 16sliche Faktoren. Ob IFNa ein entscheidender Faktor fiir die In-
teraktion B-Zelle/PDC darstellt, wurde in dem oben beschriebenen Kokultursystem durch Zugabe
von blockierenden Antikdrpern sowohl das 16slich vorliegende IFNo/f (anti-IFNo 2500 U/ml,
anti-IFNP 2000 U/ml) abgefangen als auch der IFNa/B-Rezeptor (5 ug/ml) blockiert. Die Blockade

resultierte in einer 90%igen Reduktion des detektierbaren IFNoa nach 72 Stunden (nicht gezeigte
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Daten). Diese Versuchsreihe wurde mit Gesamt-B-Zellen und nicht mit den reinen Subpopulatio-

nen durchgefiihrt.

Wie in Abb. 18A/B dargestellt, fiihrte die Blockade des 16slichen Faktors IFNa zur Reduktion der
Zytokinsekretion. Vor allem war die Sekretion von IL-10 in Abwesenheit von IFNa stark beein-
trichtigt. Die gemessenen IL-10-Konzentrationen waren um mehr als 50% reduziert. Die detektier-
ten IL-6-Mengen schienen hingegen nicht so stark von IFNa abhingig zu sein. Die ermittelten
Plasmazellfrequenzen sind durch die Blockade und das Abfangen von IFNo/f3 ebenfalls gemindert
(Abb. 18C). Diese Daten schreiben IFNa eine wesentliche Funktion in der Aktivierung und Diffe-
renzierung von B-Zellen zu und unterstiitzen die bestehenden Literaturdaten, die IL-10 als ein

wichtiges Zytokin im Differenzierungsprozess einer B-Zelle beschreiben.
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Abbildung 18 Blockade von IFNa fiihrt zur Reduktion von IL-6, IL-10 und der Frequenz an Plasma-
zellen im Kokultursystem. B-Zellen (1x10° B-Zellen pro Bedingung) wurden alleine oder mit PDCs (1x10*
PDCs pro Bedingung) inkubiert und mit ODN M362 (3 ng/ml), anti-Ig (10 ug/ml) oder einer Kombination
aus ODN M362 und anti-Ig stimuliert. Nach 72 Stunden wurden die Konzentrationen von IL-6 (A) und IL-10
(B) in den Zellkulturiiberstinden mittels ELISA ermittelt. (C) Nach 8 Tagen wurde die Frequenz an Plasma-
zellen (CD20°, CD38*) mit der Durchflusszytometrie bestimmt. Es werden die Mittelwerte + SEM (n=3) der
Plasmazellhdufigkeit gezeigt. Die biologische Aktivitdt von Typ-I-IFN (IFNoa und IFNf) wurde mit einer
Kombination aus den Antikdrpern anti-IFNo (2500 U/ml), anti-IFNf (2000 U/ml) und anti-IFNo/-8-
Rezeptor (5 ng/ml) blockiert (schwarzer Balken: B-Zelle; gestreifter Balken: B-Zelle+PDC; weifler Balken:
B-Zelle +PDC+Typ-I-IFN-Blockade).
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111.2.4. IL-15 als Ausloser eines Isotyp-Switches?

Wie unter III.1.3 beschrieben wurde, konnte in der Kokultur von PDCs und naiven B-Zellen mit
der kombinierten Stimulation anti-Ig und ODN M362 keine erwihnenswerten IgG-Mengen im
Uberstand detektiert werden. Welcher weiteren Zellpopulation oder welchem Zytokin bedarf es
dem oben beschriebenen T-zellunabhidngigen Kokultursystem zur Auslosung eines Isotyp-Switch
zu IgG in der naiven B-Zelle. Die Literatur gibt Hinweise, dass die Population der myeloiden
dendritischen Zellen (MDC) unter bestimmten Voraussetzungen einen Ig-Klassenwechsel - ohne
Beteiligung einer T-Zelle - in der naiven B-Zelle induzieren kann [197]. Hieraus entstand die Idee
einer ,,Dreiecksbeziehung* zwischen B-Zelle, PDC und MDC, die einer naiven B-Zelle einen Iso-

type-Switch erméglichen konnte.

Nachdem sich versuchstechnische Schwierigkeiten durch die gleichzeitige Aufreinigung von vier
verschiedenen Zellpopulationen ergaben, wurden fiir Vorversuche, die lediglich zur Bestétigung
unserer Hypothese dienen sollten, anstelle der MDC das Zytokin IL-15 (10 ng/ml) eingesetzt. IL-
15 miisste unter den Bedingungen, die das Kokultursystem aus PDC und naiver B-Zelle schafft,

von MDCs sezerniert werden.

Aufgrund der geringen Ausbeute an reinen Zellen und der wachsenden Anzahl von Versuchsbedin-
gungen wurde die Zellanzahl bei gleichbleibendem Zellzahlverhiltnis halbiert (5000 PDCs auf
50000 naive B-Zellen oder B-Gedéichtniszellen). Aus diesem Grund wurden im Verhéltnis zu den
voran gezeigten Daten geringere Immunglobulinmengen gemessen. Ein direkter Vergleich der

Resultate ist somit nicht méglich.

Als weiterer Stimulus ist R-848 (0,5 ug/ml) in die Versuchsreihe aufgenommen worden. R-848, ein
synthetischer Ligand von TLR7, der, wie TLR9, sowohl von der B-Zelle als auch von der PDC
exprimiert wird, zeigt ein vergleichbares Aktivierungsmuster zu CpG-ODN der Klasse C: R848
stimuliert die B-Zelle zur Proliferation und Differenzierung, allerdings nur in Anwesenheit von

Typ-I-IFN [199], und induziert ebenfalls in der PDC betrichtliche Mengen an IFNo [198].

Der Versuchsaufbau wurde dahingehend modifiziert, dass jeweils eine Vergleichsbedingung mit
IL-15 (10 ng/ml) angesetzt wurde. In Abb. 19 ist der Einfluss von IL-15 unter dem Stimulus ODN
M362 auf die Plasmazelldifferenzierung dargestellt. Nach 8 Tagen Inkubation wurde die Plasma-
zellfrequenz mittels der FACS-Methode ermittelt. Allein durch die Zugabe von IL-15 zu den Kul-
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turbedingungen mit naiven B-Zellen wurde die Frequenz an Plasmazellen stark erhoht (von 21%
auf 57%). Der immense Anstieg der Plasmazellanzahl ist zu einem gewissen Prozentsatz auf die
gesteigerte Proliferationsrate durch die Anwesenheit des Wachstumsfaktors IL-15 zuriickzufiihren;
die vermehrte Proliferation stellt aber nur eine teilweise Erklarung fiir das gesehene Phidnomen dar
(Daten von Isabelle Ding). Mit der simultanen Zugabe von PDCs und IL-15 zur B-Zellkultur war
die Plasmazellfrequenz auf den beachtlichen Wert von 84% gestiegen. Unter der Stimulation mit

R848 wurden vergleichbare Plasmazellfrequenzen wie mit ODN M362 erzielt.

100

Plasmazellen
in %

[l B-zelle

[ ] B-zelle +IL-15

[ B-zelle + PDC
B-Zelle + PDC + IL-15

Medium M362 R848

Abbildung 19 Die Plasmazelldifferenzierung der naiven B-Zelle wird durch die Anwesenheit von IL-15
stark gefordert. Aufgereinigte naive B-Zellen (5x10* B-Zellen pro 200 ul/well) wurden alleine (schwarze
Balken), unter Zugabe von IL-15 (10 ng/ml) (weile Balken), mit PDCs (schwarz-weil} gestreifte Balken:
5x10° PDC pro 200 ul/well) oder einer Kombination von PDCs und IL-15 (schwarz-wei8 karierte Balken)
inkubiert und mit ODN M362 (3 ug/ml) oder R848 (0,5 ug/ml) stimuliert. Nach 8 Tagen wurde die Frequenz
an Plasmazellen (CD20°, CD38") mittels der Methode der Durchflusszytometrie bestimmt. Der Mittelwert (+
SEM) der Frequenz an Plasmazellen von 8 unabhiingigen Experimenten ist dargestellt.

Eine betridchtliche Anzahl von Plasmazellen korreliert meist mit einer verstirkten Produktion von
Immunglobulinen. In den Zellkulturtiberstdnden nach 13tégiger Inkubationszeit konnten bemer-
kenswerte Mengen an IgM und zu unserer Uberraschung auch IgG detektiert werden (Abb. 20).
Folglich induzierte die Zugabe von IL-15 zu den Kokulturen die Sekretion des Immunglobulins
IgG. Unerwartet war der Befund, dass die nachgewiesenen Ig-Konzentrationen unter der Stimulati-
on mit R848 die Mengen an IgM und IgG, die durch ODN M362 induziert wurden, sogar noch

tibertrafen. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass IL-15 die Differenzierungsphase der naiven
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B-Zelle beeinflussen kann. Die Frage, ob IL-15 einen Ig-Klassenwechsel auslgsen kann, ist anhand

dieser Datenlage jedoch nicht eindeutig zu beantworten.

IgM
(ng/ mi)

80

Medium M362 R848

B 10 IgG
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[ naive B-Zelle + IL-15
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Abbildung 20 Die Anwesenheit von IL-15 in den Kokulturen induziert die Sekretion von IgG. Aufge-
reinigte naive B-Zellen (5x10* B-Zellen pro 200 ul/well) wurden alleine (schwarze Balken), unter Zugabe
von IL-15 (10 ng/ml) (weie Balken), mit PDCs (schwarz-weil gestreifte Balken: 5x10° PDC pro 200
ul/well) oder einer Kombination von PDC und IL-15 (schwarz-weil} karierte Balken) inkubiert und mit ODN
M362 (3 ug/ml) oder R848 (0,5 ug/ml) stimuliert. Nach 13 Tagen wurde in den Zellkulturiiberstinden im
ELISA die Menge an IgM und IgG bestimmt. Es werden die Mittelwerte + SEM; n=4 gezeigt.
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III.3. Gelatine-Nanopartikel

111.3.1. Beladung von Gelatine-Nanopartikel mit ODN M362 und ODN 2006 verstdrkt lediglich

einen Arm der immunstimulatorischen Aktivititen von CpG-ODN

Es wurde jiingst veroffentlicht, dass die IFNa-induzierende Wirkungskomponente von CpG-ODN
nicht ausschlieBlich Anforderungen an die primére Basensequenz, sondern auch an die sich daraus
ergebende Struktur stellt. Die Detektion betridchtlicher IFNa-Mengen in PDC-Kulturen nach Sti-
mulation mit CpG-A-ODN wird in engen Zusammenhang mit der Ausbildung héhermolekularer,
Partikel-dhnlicher Strukturen gebracht [206]. Mit welcher immunstimulatorischen Konsequenz ist
in Anlehnung an die aufgestellte Hypothese einer Struktur-Wirkungsbeziehung zu rechnen, wenn
ODN der CpG-Klasse B und C, die unter physiologischen Bedingungen in monomerer oder dime-
rer Form (III.1.4) vorliegen, eine Partikel-dhnliche Struktur verliehen wird. Zur Untersuchung
dieser Fragestellung wurden die jeweiligen CpG-Oligonukleotide an die positivierte Oberfldche

von Gelatine-Nanopartikel iiber ionische Wechselwirkungen gebunden.

In dieser Versuchsreihe wurden die naiven Gelatine-Nanopartikel in zwei unterschiedlichen Gro-
en eingesetzt; sie hatten entweder einen Durchmesser von 160 oder 300 nm. Eine homogene Gro-
Benverteilung konnte durch den Herstellungsvorgang (1.4.4) sichergestellt werden. Die eingesetzte
Menge an CpG-ODN zur Beladung der Nanopartikel war mit 5% so gewihlt und optimiert, dass
die zugegebene Menge an ODN zu 100% gebunden wurde und kein Uberschuss an freiem ODN im
Uberstand der Nanopartikeldispersion nachweisbar war. Nicht an Nanopartikel adsorbierte CpG-
ODN-Monomere kénnten die im Folgenden vorgestellten Beobachtungen verfilschen, da sie bei
Einsatz einer Dispersion mit CpG-beladenen Nanopartikeln am TLR9 antagonistische Wirkung

zeigen [304].

Innerhalb von PBMCs wurde die Produktion von IFNa durch Adsorption der CpG-ODN 2006 und
M362, die als alleinige Stimulationsquelle schwache bzw. mittelméfige IFNa-Induktoren darstel-
len, an die positiv geladene Oberfliche von Gelatine-Nanopartikel signifikant gesteigert (Abb. 21).
Der IFNa-induzierende Effekt von CpG-C konnte durch die Adsorption an Gelatine-Nanopartikel
verdoppelt werden, CpG-B-ODN gebunden an Nanopartikel fiihrten erstmals zu einer messbaren
Produktion von IFNa. Die detektierten IFNo-Konzentrationen waren beachtlich und erreichten je

nach urspriinglicher NanopartikelgroBe nahezu die Mengen an IFNa, die mit der Positivkontrolle
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CpG-A-ODN erzielt werden. Das Vermogen von ODN 2216, IFNa. zu induzieren, war durch die

Kopplung an Gelatine-Nanopartikel im Vergleich zur ungebundenen Form stark herabgesetzt.
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2000
15001
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Medium ODN ODN ODN ODN
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Abbildung 21 Verstiirkte Induktion von IFNa in humanen PBMCs durch CpG-Oligonukleotide, die
an Gelatine-Nanopartikel gebunden sind. PBMCs (4x10° PBMCs/well) wurden mit Gelatine-Nanopartikel,
die jeweils mit einem Hauptvertreter der 3 CpG-ODN-Klassen (ODN 2006, ODN M362, ODN 2216) bela-
den wurden, inkubiert. Als Kontrolle wurden PBMCs angesetzt, die nur mit dem jeweiligen CpG-ODN allei-
ne (3 ug/ml) inkubiert wurden. Die Nanopartikel waren 5%ig mit CpG-ODN beladen und die Nanopartikel-
CpG-ODN-Dispersion wurde entsprechend einer Konzentration von 3 ug ODN/ml eingesetzt. Es wurden
zwei verschiedene GroBen an Gelatine-Nanopartikel (160 nm und 300 nm) zum Vergleich mit CpG-
Oligonukleotiden beladen. Nach 48 Stunden wurde in den Zellkulturiiberstinden die Konzentration von
IFNo im ELISA gemessen. Es werden die Mittelwerte + SEM von acht unabhédngigen Experimenten gezeigt.

Die Sequenzspezifitit wurde durch die Formulierung nicht modifiziert: die korrespondierende GC-
Kontrolle (M383) zu M362 konnte weder in monomerer Form noch gebunden an Nanopartikel eine
detektierbare IFNo-Synthese in PBMCs induzieren. Dies bestétigt nochmals, dass der Stimulus,
der die Sekretion von IFNa in PDCs auslost, in seiner Sequenz CpG-Motive zur Immunstimulation
einschlieBen muss und dass die eingesetzten, nativen Gelatine-Nanopartikel isoliert liber keine
intrinsische, IFNa-induzierende Aktivitat verfiigen. In den Folgeversuchen diente ODN M383 als
Negativkontrolle, da native Gelatine-Nanopartikel aufgrund der fehlenden Absittigung ihrer positi-
ven Oberfldchenladung mit anionischen CpG-Oligonukleotiden mit der Zellmembran interagieren
und zum Tod der betreffenden Zelle fiilhren wiirden. Auffallig war der signifikante Unterschied in
den detektierten IFNo-Mengen in Abhédngigkeit von der eingesetzten Partikelgrofe. Die Nanopar-
tikel mit einer durchschnittlichen GréBe von 300 nm waren den kleineren Nanopartikeln mit 160

nm in der Induktion von IFNa weit tiberlegen.
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Zur Nachweisfiihrung, dass die immunstimulatorischen ODN in ungebundener Form und die an
Nanopartikel gebundenen ODN die gleichen Zellpopulationen aktivieren, wurden die gerade be-
schriebenen Versuche mit isolierten PDCs wiederholt. Die Steigerung der IFNa-Synthese durch
die Formulierung von CpG-B- oder CpG-C-ODN konnte auf reinen PDCs bestitigt werden (Abb.
22). Auch das auf PBMC-Ebene gesehene IFNoa-Muster fiir das CpG-A-ODN 2216 und das Kon-
troll-ODN M383 konnte auf hherem Niveau reproduziert werden. In Abhéngigkeit von der durch-
schnittlichen GroBe der eingesetzten Nanopartikel (160 oder 300 nm) hat die im Uberstand
nachgewiesene Konzentration an IFNa die Menge, die durch die Positivkontrolle ODN 2216 indu-

ziert wird, sogar tibertroffen.
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Abbildung 22 Mit CpG-Oligonukleotid beladene Nanopartikel zeigen eine immunstimulatorische Ak-
tivitiit auf PDCs, B-Zellen sind jedoch inert. Mit der MACS-Technologie aufgereinigte Gesamt-B-Zellen
(2x10° B-Zellen/well) oder PDCs (5x10* PDCs/well) wurden mit 3 ug/ml = Gelatine-Nanopartikel (160 bzw.
300 nm) fiir 48 Stunden in Kultur gegeben. In den Uberstiinden der PDC-Kulturen wurde IFNa, in den B-
Zell-Kulturiiberstinden das Zytokin IL-6 bestimmt. Die gezeigten Daten stellen die Mittelwerte + SEM von 5
unabhiingigen Experimenten dar.
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Von CpG-ODN der Klasse B und C ist bekannt, dass sie B-Zellen direkt aktivieren kdnnen: B-
Zellen beginnen zu proliferieren und sezernieren nach Stimulation mit CpG-ODN als erstes das
Zytokin IL-6. Als Nachweis fiir eine frithe B-Zellspezifische Aktivierung wurde die Sekretion von
IL-6 nach Stimulation mit CpG-ODN beladenen Nanopartikeln herangezogen. Unvorhergesehen
reagierten B-Zellen, im Vergleich zu PDCs, nicht mit einer gesteigerten immunstimulatorischen
Aktivitdt nach Kultivierung mit CpG-Oligonukleotid beladenen Nanopartikeln (Abb. 22). Gegen-
tiber den groBen mit CpG-ODN beladenen Nanopartikeln waren die B-Zellen nahezu inert; die
detektierten IL-6-Konzentrationen waren mit denen der Mediumkontrolle vergleichbar. Die im-
munstimulatorischen Effekte von CpG-ODN auf B-Zellen konnten durch die Bindung an Nanopar-

tikel nicht potenziert werden.

Zusammengefasst scheinen Gelatine-Nanopartikel, die mit Vertretern der CpG-B- oder CpG-C-
Klasse beladen sind, die immunstimulatorische Aktivitdt von CpG-A-ODN, wie angenommen, zu
imitieren. Zusétzlich betonen die gezeigten Daten die Selektivitit der Formulierung zur Aktivie-
rung der plasmazytoiden dendritischen Zelle. Hingegen zeigte die B-Zelle gegeniiber dieser ,,Ver-

packungsform® des CpG-ODN keine Sensitivitit.
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IV. Diskussion

IV.1. Identifizierung einer neuen CpG-Oligonukleotidklasse

In der hier vorliegenden Arbeit wurden CpG-ODN-Sequenzen identifiziert, die starke Effekte auf
beide humane TLRO-tragende Zellpopulationen zeigen. Diese neue Klasse von stimulatorischen
CpG-Oligonukleotiden, die CpG-C getauft wurde, Uliberschreitet in ihrem Aktivititsmuster die
Grenzen, die fiir die beiden bereits etablierten CpG-ODN-Klassen beschrieben wurden, dahinge-
hend, dass sie sowohl einen optimalen Stimulus fiir B-Zellen darstellt als auch simultan plasmazy-

toide dendritische Zellen aktiviert, groBe Mengen an IFNa zu sezernieren.

Die Klassifizierung unterschiedlicher CpG-Oligonukleotide sollte auf spezifischen Populationen
von Immunzellen beruhen, die aufgrund der Expression des korrespondierenden Rezeptors TLR9
kompetent sind, das CpG-Motiv zu erkennen. Als Konsequenz kann im humanen Immunsystem
eine Einteilung der verschiedenen CpG-ODN-Klassen auf der Basis von immunologischen Effek-
ten auf B-Zellen und PDCs, die einzigsten Immunzellen im peripheren Blut des Menschen, die
TLRY exprimieren, vorgenommen werden. Entsprechend dem Umfang der IFNa-Induktion wurde
fiir CpG-ODN bereits eine Einteilung in zwei Gruppen beschrieben: CpG-A (starke Induktion von
IFNa in PDCs, der Aktivierungsgrad von B-Zellen wurde bislang nicht eindeutig festgelegt) und
CpG-B (sehr schwacher IFNa-Induktor, starker Aktivator von B-Zellen) [116]. Allerdings erfor-
dert eine graduelle Differenzierung der IFNo-Induktion durch unterschiedliche CpG-Sequenzen
eine festgelegte Grenzkonzentration. Wir halten es deshalb fiir sinnvoller und in der Praxis besser
umsetzbar, eine Einteilung nach unterschiedlichen, funktionellen Aktivititen der CpG-sensitiven

Zellpopulationen vorzunehmen.

IV.1.1. Charakteristische Eigenschaften von CpG-C-Oligonukleotiden

In der hier beschriebenen Studie wurde eine Reihe von CpG-Oligonukleotidsequenzen identifiziert,
die die funktionellen Aktivititen beider bislang existierenden CpG-Hauptklassen in sich vereinen:
der Prototyp dieser neuen CpG-C-Klasse, M362, induziert die Aktivierung von B-Zellen, die an der
Expression kostimulatorischer Molekiile CD80/CD86/CD40 festgemacht werden kann (nicht ge-
zeigte Daten) und fordert die Sekretion des B-Zellspezifischen, proinflammatorischen Zytokins IL-

6. Das neue Panel an CpG-ODN-Sequenzen ist in der Stimulation von B-Zellen in gemischten
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Zellkulturen den Vertretern der CpG-Klasse A und B iiberlegen. Die Prédvalenz beruht einerseits
auf einer direkten Aktivierung, andererseits auf einer indirekten B-Zellaktivierung, die iiber die

PDC vermittelt wird.

Im Gegensatz zu den Vertretern der CpG-B-Klasse zeigen die Sequenzen, die der neuen Klasse
zuzuordnen sind, aber auch eine den CpG-A-ODN vergleichbare Aktivitit; sie besitzen ebenfalls
das Vermégen, grofe Mengen an IFNa in der PDC zu induzieren. Dies demonstriert, dass nicht nur
die Vertreter der CpG-A-Klasse grofie Mengen an IFNo bewirken konnen, eine Beobachtung, die
erstmals von T. Tokunaga und seiner Arbeitsgruppe gemacht wurde [102]. Sie zeigten, dass
Phosphordiester-Oligonukleotide (PO-ODN) mit entsprechenden palindromischen, CpG-haltigen
Hexameren Typ-I-IFN in humanen PBMCs induzieren kénnen. Jedoch 16sen die von Tokunaga
beschriebenen Sequenzen keine IFNo-Expression mehr aus, sobald ihr Riickgrat modifiziert wurde

und die Sequenz als Nuklease-resistentes Phosphorthioat-ODN (PS-ODN) vorliegt [117].

Die neuen CpG-Oligonukleotidsequenzen werden liber folgende gemeinsame Sequenzelemente

charakterisiert:
1. mehrere TCG-Trinukleotide am oder in unmittelbarer Nidhe zum 5°-Ende des Oligonukleotids,
2. eine zentrale Palindromsequenz, die immunstimulatorische CG-Dinukleotide einschlieft, und

3. mit einem kompletten Phosphorthioat-Riickgrat ausgestattet ist.

Interessant ist, dass bei Einhaltung der drei genannten Voraussetzungen - ein 5°-TCG, mehrere CG-
Dinukleotide innerhalb einer palindromischen Sequenz sowie ein komplett modifiziertes Riickgrat -
bereits alle Anforderungen, die an die Sequenzen der neuen CpG-ODN-Klasse gestellt sind, erfiillt
sind. Das Sequenzmotiv am 3"-Ende des Palindroms scheint dagegen einen geringen Einfluss auf
die Aktivitdt zu besitzen, da eine Modifikation mit Einfiihrung eines zusétzlichen CG-Dinukleotids
oder die Entfernung des iiberhiingenden 3°-Endes keine Veridnderung der immunstimulatorische
Aktivitdt zur Folge hatte (M387, M388). Die umfassende Bedeutung des ,,TCGTCG*-Motivs am
5"-Ende der Sequenz wird durch das Kontroll-ODN M384 bestirkt. ODN M384, bei dem der erste
Sequenzabschnitt im Vergleich zu M362 durch ,,TGCTCG* ausgetauscht ist, d.h. das erste stimula-
torische CG-Dinukleotid fehlt, zeigt eine signifikante Abnahme in der Fihigkeit, IFNa zu induzie-
ren. Auch allein die Verschiebung des ersten CpG-Dinukleotids schrittweise vom 5°-Ende in
Richtung 3-Ende einer CpG-C-ODN-Sequenz verringert die IFNa-induzierende Aktivitit zuneh-
mend [200, 201]. Demnach scheint die Erkennung des CpG-ODN iiber das 5°-Ende zu erfolgen
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und die Anwesenheit eines CpG-Motivs in dieser Region fiir die immunstimulatorische Aktivitit

mitentscheidend zu sein.

Diese Annahme wird durch die herausragende Arbeit von S. Agrawal und seinen Mitarbeitern, die
ein weites Spektrum von chemischen Modifikationen an Oligonukleotid-Sequenzen einschlief3t,
bestitigt. Hierzu zdhlten Modifikationen des Riickgrates [202], des Deoxyribose-Rings, der einzel-
nen Nukleotide [203] sowie auch die Markierung [204] oder Verlinkung [205] von ODN-
Sequenzenden. Diese Daten fiihrten zu dem Ergebnis, neben weiteren interessanten Befunden, dass
5°-Modifikationen einen negativen Effekt auf die immunstimulatorische Aktivitit besitzen, Modi-
fikationen am 3°-Ende hingegen einen unbedeutenden Einfluss auf die Aktivitdt immunstimulatori-
scher Oligonukleotide ausiiben. Diese Befunde stellen gleichfalls die Bedeutung des 5°-Endes einer
stimulatorischen ODN-Sequenz in den Vordergrund. Folglich ist neben der priméren Sequenz, wie
hier gezeigt, auch eine freie Zugénglichkeit des 5°-Endes fiir die Rezeptorerkennung von CpG-

Oligonukleotiden ausschlaggebend.

Das zweite charakteristische Sequenzelement fiir die CpG-C-Klasse ist ein Palindrom, welches
CG-Dinukleotide umfassen sollte. Die palindromische Sequenz stellt die Voraussetzung fiir die
Ausbildung eines partiellen Doppelstranges oder einer Hairpin-Struktur dar [206]. In einer vor
kurzem veroffentlichten Studie wird einer Doppelstrangbildung grofle Bedeutung bei dem Auf-
nahme- und dem Erkennungsprozess zugesprochen. Bei Kontrolloligonukleotiden, denen aufgrund
einer N3-Methylierung am Thymidin eine Duplexbildung verwehrt wird, war mit einem starken
Aktivitétsverlust verbunden [207]. Dies wurde in murinen Makrophagen gezeigt, ist aber in Teilen
auf die IFNa-induzierende Kapazitdt von CpG-C-ODN im humanen System libertragbar. Das Kon-
trolloligonukleotid M386, das keinen selbstkomplementédren Bereich in seiner Sequenz beinhaltet,

zeigte eine 60%ige Reduktion in seiner immunstimulatorischen Aktivitit.

Diese Ergebnisse verleiten zu der Behauptung, dass Toll-like-Rezeptoren fiir die Aufnahme
und/oder fiir die Ausldsung einer bestimmten Signaltransduktion sowohl einen CpG-reichen 5°-
Terminus als auch eine Duplexstruktur fordern. Die Notwendigkeit der Erkennung von zwei Se-
quenzmotiven gleichzeitig, neben den immunstimulatorischen CpG-Motiven, steigert einerseits die
Selektivitdt, andererseits verhindert es die versehentliche Erkennung von Wirts-DNA. Eine Selek-
tivitdt ist schwer zu garantieren, wenn der Erkennungsmechanismus lediglich auf einer Saule, den
immunstimulatorischen CpG-Dinukleotide, beruhen wiirde, die zwar mit einer unbetrdchtlichen

Hiufigkeit, aber dennoch in der Wirts-DNA vorkommen.
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Die geringere Gewichtung des 3'-Endes einer immunstimulatorischen DNA-Sequenz bezeugen
neben den hier gezeigten Daten Immunomere, die durch die Verkniipfung zweier CpG-
Oligonukleotide tiber ihre Sequenzenden entstehen und infolgedessen entweder iiber zwei freie 5°-
oder 3°-Enden verfiigen. Ein 5°-5"-verknlipftes Immunomer, das fiir die Interaktion mit dem Rezep-
tor zwei 3 -Enden zur Verfligung stellen kann, zeigt im Vergleich zu einem monomeren CpG-ODN
keine immunstimulatorische Aktivitat [208]. Des Weiteren beeinflusst die Konjugation von funkti-
onellen Liganden am 3*-Ende des CpG-ODN, die der Stabilitdt gegentiber 3" -Exonukleasen dient,
die immunstimulatorische Aktivitét nicht, zeigen aber den Vorteil einer gesteigerten metabolischen

Stabilitét in vivo [209, 210].

Wir konnten drei charakteristische Sequenzelemente der CpG-C-Klasse sowie deren Lokalisation
innerhalb einer Oligonukleotidsequenz erarbeiten. Interessant ist beim Vergleich der von uns beo-
bachteten Daten mit der bestehenden Literatur, dass bei der Untersuchung von CpG-ODN, die in
ihrer Basenzusammensetzung und folglich auch in ihrem Aktivitdtsmuster stark von CpG-C-ODN
abweichen, immer die Bedeutung eines 5°-Endes sowie einer zentralen Sequenz fiir die immunsti-
mulatorische Aktivitdt hervorgehoben wird, hingegen dem 3°-Ende eine geringe Relevanz fiir die
Aktivitdt zugesprochen wird. Dieser Befund gibt Hinweise, dass TLR9, als Erkennungsrezeptor fiir
CpG-DNA, die CpG-Sequenz hochstwahrscheinlich vom 5°- zum 3-Ende abliest und eine be-
stimmte Sekundéarstruktur bedingt durch eine ausgewdhlte, zentrale Basenkonstellation fiir eine
erfolgreiche Interaktion mit dem entsprechenden Rezeptor nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip

benétigt wird.

1V.1.2. Vergleich des Prototyps M362 mit Vertretern von CpG-A und CpG-B

Ein charakteristisches Sequenzelement der Vertreter der CpG-A-Klasse, Prototyp 2216, ist eine
zentrale Palindromsequenz, die mehrere CG-Dinukleotide aufweist. Ein weiteres Schliisselse-
quenzelement sind vier aufeinanderfolgende Guanosine (PolyG) sowohl am 3°- als auch am 5°-
Sequenzende. Der im Kern der Sequenz vorliegende selbstkomplementire Bereich kann zu einer
doppelstriangigen Struktur iiber Watson-Crick-Basenpaarung hybridisieren, die PolyG-Motive fiih-
ren zusitzlich zur Ausbildung von intermolekularen Verkniipfungen. Fiir Oligonukleotide, die
mindestens vier Guanosine in Folge aufweisen, ist bekannt, dass sie sogenannte Quadruplex-
Strukturen iiber Guanin-Guanin-Hoogsten-Basenpaarung ausbilden, die G-Tetraden bezeichnet
werden [211, 212]. Dadurch entstehen hohermolekulare, sekundire und tertidre Strukturen unter-
schiedlicher Grofle und Form, die die immunstimulatorische Aktivitidt von CpG-A, die Induktion

von IFNa, garantieren. Modifikationen, wie der Austausch des PolyG-Motivs durch PolyCs oder
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die teilweise Zerstérung des Palindroms durch Basenaustausch, verhindern die Ausbildung héher-
molekularer Strukturen, was das vollstindige Ausbleiben einer IFNa-Sekretion zur Folge hat [100,
206]. Hingegen ist die Ausbildung von héheren Strukturen, die sich vor allem tiber die Verkniip-
fung der PolyG-Enden erkléren lassen, fiir CpG-C-ODN im Vergleich zu den Vertretern der CpG-

A-Klasse zur Induktion von IFNo in PDCs nicht entscheidend.

Des Weiteren zeigt ODN 2216 seine IFNa-induzierende Kapazitat ausschlieBlich unter der Vor-
aussetzung, dass die Sequenz iiber ein chiméres Riickgrat verfiigt. Die Nukleotide im Zentrum der
Sequenz 2216 sind iiber unmodifizierte Phosphodiester-Bindungen verkniipft, die den zentralen
Bereich flankierenden Basen am 3°- und 5 -Ende sind iiber Phosphorthioate verbunden. Bei Modi-
fikation des chimiren Riickgrats zu einem kompletten Phosphorthioat-Riickgrat verliert CpG-A
seine immunstimulatorische Aktivitdt [100]. Die neuen CpG-C-Sequenzen hingegen stellen nicht
den Anspruch eines chimiren Phosphodiester-Phosphorthioat-Riickgrates, sondern sind alle mit
einem kompletten Phosphorthioat-Riickgrat ,,ausgestattet™, das bei einer in vivo-Applikation den
Vorteil der Resistenz gegeniiber Nukleasen bietet und somit eine verlidngerte Halbwertszeit begiins-
tigt [213]. Eine B-Zellaktivierung durch Phosphorthioat-Oligonukleotide unabhingig von ihrer
DNA-Sequenz, wie von der Arbeitsgruppe um Pisetsky beschrieben [214], kann bei den Sequenzen
der CpG-C-Klasse ausgeschlossen werden. Das Kontrolloligonukleotid M383, bei dem alle CG-
durch GC-Dinukleotide ersetzt wurden, belegt, dass ein Phosphorthioat-Riickgrat allein ohne im-

munstimulatorische CpG-Motive keine Hintergrungsaktivitit zeigt.

Offensichtlich senden CpG-C-Oligonukleotide abweichende Signale an PDCs als die, die von
CpG-A-Oligonukleotiden ausgehen. Die Prototypen beider CpG-Klassen, 2216 und M362, erzielen
eine hohe IFNa-Sekretion und férdern vergleichbar das Uberleben von PDCs. Allerdings iibertrifft
CpG-C in der Aktivierung der PDC die Stimulationskraft von 2216 (nicht gezeigte Daten). Der
Stimulus CpG-A ist beziiglich der Expression der Aktivierungsmarkern CD80/CD86 vergleichbar
mit einer nicht-CpG-haltigen Negativkontrolle [100], was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass CpG-
A-ODN PDCs auf anderem Wege im Vergleich zu CpG-C- und CpG-B-ODN aktivieren. Weiterhin
konnte von der Arbeitsgruppe um J. Marshall beobachtet werden, dass bei Zugabe hoherer Kon-
zentrationen an CpG-C zu einer Zellkultur als die optimal ermittelte Dosis die IFNa-Sekretion
abrupt eingestellt wird. Hingegen endet die Kurve einer IFNa-Antwort, die durch CpG-A hervor-
gerufen wird, in einer Plateauphase und unterliegt keinem negativen Riickkoppelungsmechanismus
[215]. Die Existenz von zwei unterschiedlichen, regulatorischen Pathways fiir die Synthese von
Typ-I-IFN in humanen PDCs - in Abhéangigkeit von der Aktivierung eines IFN-Rezeptor-

vermittelten feedback-loops - wurde vor kurzem auch von unserer Arbeitsgruppe fiir CpG-A- und
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CpG-B-ODN belegt [37]. Die Ungleichheit in der IFNa-Antwort, die durch die Vertreter der zwei
ODN-Klassen hervorgerufen wird, in Verbindung mit der abweichenden Kompetenz, den DC-
Reifungsprozess auszuldsen, indiziert, dass CpG-A und CpG-C qualitativ unterschiedliche Signale
an die PDC senden. Bei Erorterung der Ursachen fiir die Differenzen im Aktivitdtsmuster ist auch

das Vermdgen zur Ausbildung von sekundidren Strukturen zu beriicksichtigen.

Mit den Sequenzen der CpG-B-Klassen haben die Vertreter von CpG-C neben dem komplett modi-
fizierten Phosphorthioat-Riickgrat folgende Gemeinsamkeiten. Ein Sequenzelement, das sich alle
neuen Oligonukleotide mit CpG-B teilen, ist ein ,, TCGTCG*“-Motiv am 5 -Ende der Sequenz. Ein
weiteres charakteristisches Merkmal der meisten aktiven humanen CpG-B-ODN ist der Einschluss
von einer oder mehreren Kopien des ,humanen® CpG-Motivs 5°-GTCGTT- 3° [95, 110]. Es war
bei der Auswertung der hier beschriebenen Studie interessant, dass die aktivste Sequenz der neuen
Gruppe von CpG-ODN, M362, ebenso auf das 6-Basen-lange CpG-Motiv ,,GTCGTT* nicht ver-

zichtet.

Die neue Gruppe von CpG-ODN l6ste innerhalb von PBMCs eine stirkere Aktivierung (vermehrte
Expression kostimulatorischer Molekiile CD80/86 und gesteigerte Sekretion von IL-6) von B-
Zellen als die Vertreter von CpG-B aus. Dieser zusétzliche Effekt der neuen ODN-Sequenzen im
Vergleich zu CpG-B war aufgehoben, sobald die Population der PBMCs von PDCs depletiert wur-
de. Diese Ergebnisse betonen, dass die direkte Aktivierungsweise von B-Zellen iiber einen indirek-
ten Aktivierungsweg, der iiber die PDC vermittelt wird, potenziert wird. Als Konsequenz sind die
Vertreter der neuen CpG-ODN-Klasse, die eine Kombination von direkter und indirekter Aktivie-
rung von B-Zellen ermdéglicht, sowohl CpG-A-ODN, denen eine direkte B-Zellaktivierung vorent-
halten ist, als auch CpG-B-ODN, die schwache IFNa-Induktoren darstellen, in Anbetracht der B-

Zellstimulation tiberlegen.
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1V.1.3. Vergleich mit anderen Vertretern der ODN-Klasse C

Nahezu gleichzeitig wurde von zwei weiteren Arbeitsgruppen ebenfalls die neue CpG-

Oligonukleotid-Klasse C beschrieben [215, 216].

ODN M362: 5 TCGTCGTCGTTC: GAACGACGTTGAT ¥
(25 Basen)

ODN 2395 [216]: 5" TCG TCG TTTT CGGCGC : GCGCCG 3
(22 Basen)

ODN C274 [215]: 5" TCG TCG AAC : GTT CGA GAT GAT 3
(21 Basen)

Beim ersten visuellen Vergleich der Prototypen ist nicht erkennbar, dass alle drei Sequenzen einer
CpG-Oligonukleotidklasse angehoren. Dies ist ein Hinweis, dass die hier vorgestellten Sequenzen
nur eine kleine Auswahl von vielen mdglichen Sequenzen mit verwandtem immunstimulatori-

schem Aktivitdtsmuster bieten.

Bei genauer Betrachtung stellt man fest, dass die von uns formulierten, relevanten Sequenzelemen-
te fiir CpG-C auch in den Sequenzen der beiden anderen Prototypen 2395 und C274 vorkommen.
Ergidnzende Informationen zu den CpG-C-spezifischen Sequenzkomponenten, die von den anderen
Forschungsgruppen erarbeitet wurden, kdnnen gleichfalls auf den Prototyp M362 angewendet wer-

den.

Fir die immunstimulatorische Aktivitdit von ODN 2395 ist ein hexameres CpG-Motiv 5°-
TCGTCGTT-3, das iiber einen PolyT-Abstandshalter an eine GC-reiche palindromische Sequenz
kniipft, mageblich. Eine Vielzahl von Modifikationen, die den selbstkomplementédren Sequenzab-
schnitt in seinem Umfang nicht beeintrichtigen diirfen, werden toleriert: ein partieller Austausch
von Guanin/Cytosin durch Adenin/Thymidin innerhalb der Palindromsequenz beeinflusst bei Er-
halt der gleichen Palindromlidnge die Aktivitdt nicht [216]. Die durch gezielten Austausch der

Nukleotide entstandenen Sequenzen zeigen groBe Ahnlichkeit zur Sequenz M362.
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Wie von uns gleichfalls beobachtet, hat die Position des Palindroms bei Wahrung eines freien 5°-
TCG-Terminus innerhalb bestimmter Grenzen keinen Einfluss auf die IFNo-induzierende Aktivi-
tit. Von Vollmer et al. wurde fiir die palindromische Einheit eine Mindestldnge von 6 komplemen-
tiren Basen festgelegt, bei Unterschreitung dieser Grenze verringert sich das Aktivierungspotential
stark, was im engen Zusammenhang mit der Ausbildung einer sekundiren Struktur steht. Jiingst
wurde dieser Befund von einer weiteren Arbeitsgruppe bestétigt: eine optimale IFNo-induzierende
Aktivitdt kann mit ldngeren palindromischen Sequenzen, die mit einer erhShten Stabilitéit der dop-
pelstringigen Struktur korrelierbar ist, erzielt werden. Dies indiziert die Praferenz fiir partiell dop-
pelstringige Oligonukleotide zur Aktivierung des Signalweges fiir die Produktion von IFNa [217].
Des Weiteren kann die immunstimulatorische Aktivitit nur bei Verkniipfung der entscheidenden
Sequenzkomponenten, Palindrom und 5°-TCG-Ende, gewéhrleistet sein [216]. Dieser Befund bietet
eine Erkldrung fiir das Ausbleiben einer signifikanten IFNa-Produktion nach Stimulation von
PDCs mit dem ODN 2006: allein das Vorhandensein einer 5°-TCG-Sequenz in Abwesenheit eines

Palindroms ist folglich zur Induktion von IFNa nicht ausreichend.

Die Arbeitsgruppe um J. Vollmer konnte neben der genauen Lokalisation der palindromischen
Teilsequenz zusitzlich eine optimale Nukleotidabfolge innerhalb des selbstkomplementiren Be-
reichs definieren. Die palindromische Region, die mindestens 10-12 Basen umfassen sollte, sollte
in ihrer Sequenz mindestens zwei CG-Dinukleotide aufweisen, die vorzugsweise ein bis drei Basen
Abstand voneinander haben. Sequenzen, bei denen die immunstimulatorischen CG-Dinukleotiden
jeweils durch vier Nukleotide getrennt sind, fiihren liberraschenderweise zu einer stark verminder-
ten IFNa-Sekretion in PDCs [215]. Diese ergiinzende Anforderung an die palindromische Teilse-
quenz ist auf den Prototyp M362 anwendbar, kann allerdings nicht einheitlich bestitigt werden.
Das Kontrolloligonukleotid M385, welches keine CG-Dinukleotide nach Inversion mehr in seiner
palindromischen Sequenz aufweist, zeigt lediglich eine minimal verdnderte Immunstimulation.

Ebenso entspricht die Sequenz 2395 dieser Voraussetzung nicht.

In Zellkulturversuchen wurde das immunstimulatorische Potential, IFNo zu induzieren, von den
Prototypen der neu etablierten CpG-Oligonukleotidklasse C unter identischen Bedingungen unter-
sucht. Wie erwartet, induzieren die Oligonukleotide C274 (2184 pg/ml), 2395 (2863 pg/ml) und
M362 (2364 pg/ml) vergleichbar grole Mengen an IFNa in PBMCs (n=14; Daten wurden nicht
gezeigt). Die drei ausgewihlten CpG-Oligonukleotide, die die drei charakteristischen Komponen-
ten fiir CpG-C, allerdings mit unterschiedlichen flankierenden Nukleotiden, in ihrer Sequenz auf-

weisen, besitzen folglich nur ein gering abweichendes biologisches Muster.
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IV.1.4. Ableitung einer Struktur-Wirkungsbeziehung

Die fiir das ODN 2216 aufgestellte Hypothese einer Struktur-Wirkungsbeziehung beziiglich dem
immunstimulatorischen Parameter, der Induktion von IFNa in PDCs, konnte anhand der in der hier
vorliegenden Arbeit generierten Daten auf die CpG-ODN, die der Klasse C angehoren, ausgedehnt
werden. Wie in Abb. 23 demonstriert, ergibt der Prototyp der CpG-C-ODN M362 zwei definierte
Banden, die wahrscheinlich einer monomeren (M) und dimeren Form (D) entsprechen. Die zentrale
palindromische Region der Sequenz ODN M362 kann fiir die Ausbildung eines Doppelstranges
verantwortlich gemacht werden, was durch das Laufverhalten des Kontrolloligonukleotids M386,
dem ein selbstkomplementérer Bereich in der Sequenz fehlt, bestitigt wird. ODN M386 zeigt eine
klar abgrenzbare Bande, die in Anbetracht der Laufhche einer monomeren Struktur zugeordnet

werden kann (Abb. 23, rechtes Gel).

5TCGT_
FRITEITS M362 2216 2006

. GCAGCAAG
3ITAGTT CpG-C CpG-A CpG-B

M362 C274 2006 2395 M386

2 Chargen

5" TCGTCGTCGTTCGAACGACGTTGAT 3°

Abbildung 23 Strukturanalyse von ausgewihlten CpG-Oligonukleotiden: Strukturanalyse der Prototypen
der drei CpG-ODN-Hauptklassen, M362, 2216 und 2006 auf einem 3,5% Agarosegel (linkes Gel). Detektion
erfolgte mit Ethidiumbromid. Unter gleichen Gelbedingungen wurden des Weiteren die drei Hauptvertreter
von der CpG-C-Klasse (M362, C274 und 2395) und das Kontrolloligonukleotide (M386) untersucht (rechtes
Gel). Abweichende Laufhdhen und Abstéinde zwischen den einzelnen Banden eines Oligonukleotids in den
beiden gezeigten Gelen ergaben sich aufgrund unterschiedlicher Laufzeiten.

Anhand der Gelauswertung und den beschriebenen immunstimulatorischen Aktivititen kann die

bereits erhobene Struktur-Wirkungs-Hypothese erweitert werden. Die Hypothese wird zusitzlich
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von der Tatsache unterstiitzt, dass das angeborene Immunsystem des Vertebraten eine Strategie
entwickeln musste, bakterielle DNA, die wahrend des Replikationvorganges neben der einzelstran-
gigen Form auch doppelstringig vorliegt, zu detektieren. Zur Induktion von IFNa in PDCs ist von
der primidren Sequenz abgesehen die Bildung einer sekundiren und/oder tertidiren Struktur Voraus-
setzung. ODN 2216 stellt, neben einer viralen Infektion, den potentesten, synthetischen Stimulus
fiir die Induktion von IFNa dar und bildet aufgrund seiner Sequenzelemente spontan und unter
physiologischen Bedingungen stabile ,,Nukleinsdure-Nanopartikel” aus [206]. ODN M362 indu-
ziert ebenfalls eine betrdchtliche Menge an IFNoa und bildet Duplexstrukturen aus, die unserer
Hypothese entsprechend fiir die biologische Aktivitit einen entscheidenden Beitrag leisten. CpG-B
hingegen, bekannt als sehr schwacher IFNa-Induktor, liegt nur als einzelstringiges, lineares Mole-
kiil vor. Aufgrund der hier beschriebenen Datenlage dient die Ausbildung sekundérer Strukturen
sicherlich nicht nur der Stabilisierung des ODN gegeniiber einer Degradierung durch 3*-Nukleasen
[206, 218]. Zur Bestitigung der aufgestellten Struktur-Wirkungs-Beziehung miissten die einzelnen
Gelbanden ausgeschnitten, die in dieser Bande vorliegende Oligonukleotid-Form aus dem Gel iso-
liert, aufgereinigt und die immunstimulatorische Aktivitit in einem Zellkulturversuch tiberpriift
werden. Allerdings muss bei dieser Untersuchung die schnelle Konformationsinderung der Oligo-

nukleotidfraktionen beachtet werden.

Um die gerade erhobene Struktur-Wirkungs-Beziehung auf die beiden anderen Prototypen der neu-
en Klasse CpG-C, die unter IV.1.3 vorgestellt wurden, zu iibertragen, wurde eine weitere Gelanaly-
se (Abb. 23, rechtes Gel) durchgefiihrt. ODN M362 zeigt das oben erlduterte, bekannte Muster von
zwei Banden. ODN 2395 lediglich eine scharf abgegrenzte Bande, die aufgrund der Laufhéhe
zweifellos der dimeren Form zugewiesen werden kann. Bei ODN C274 gestaltet sich die Interpre-
tation schwieriger: hier liegt wahrscheinlich eine Mischung von einzel- und doppelstringigen

Strukturen vor, die keine definierte Bande ergeben [215].

Der Unterschied im Verhéltnis Monomer zu Dimer ldsst sich teilweise iiber die Linge sowie der
Nukleotidzusammensetzung der selbstkomplementéiren Region erkldren. ODN 2395 enthélt in sei-
ner Palindromsequenz nur Cytosine und Guanine und bildet die doppelstringige Struktur tiber die
Basenpaarung Cytosin/Guanin aus; diese Watson-Crick-Bindung beruht auf drei linearen Wasser-
stoffbriickenbindungen. Hingegen werden bei der Paarung von Adenin und Thymidin lediglich
zwei Wasserstoffbindungen ausgebildet. Folglich wird bei einer G/C-Hybridisierung eine stabilere
Bindung eingegangen. Bei ODN C274 und M362 sind alle vier Nukleotide in der Palindromse-
quenz vertreten; somit bilden sich Bindungen unterschiedlicher Energie aus. Die Wahrscheinlich-

keit der Ausbildung eines Doppelstrangs sowie die Stabilitit des dabei entstandenen, partiellen
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Doppelstranges ist demzufolge geringer. Auch die Linge der palindromischen Sequenz spielt eine
nicht zu unterschitzende Rolle. Die genannten Griinde sind ein Erkldrungsansatz fiir die bei M362

und C274 vorliegende Mischung unterschiedlicher struktureller Konformationen.

IV.1.5. CpG-C - moglicher therapeutischer Einsatz

Die Identifizierung der zwei wesentlichen CpG-sensitiven Immunzellen im Menschen, die B-Zelle
sowie die PDC, erméglicht eine rationale Basis fiir die Entwicklung von neuen, funktionell unter-
schiedlichen CpG-ODN. Unsere Studie spiegelt einen ersten Versuch wieder, sich dieser Informa-
tion fiir die Identifizierung von CpG-ODN mit abweichenden, funktionellen Eigenschaften zu
Nutzen zu machen. Innerhalb des Spektrums von Aktivititen, die CpG-vermittelt sind, stellen die
Vertreter der CpG-A-Klasse immunstimulatorische ODN bereit, die selektiv die PDC stimulieren.
CpG-B-ODN reprisentieren eine Stimulationsform, die beide TLR9-tragenden Zellpopulationen
aktivieren kann. Die Stimulation der PDC durch CpG-B-ODN unterscheidet sich jedoch qualitativ
von der Aktivierung durch die Vertreter der CpG-A-Klasse: CpG-B-ODN begiinstigen die Reifung
der PDC, besitzen jedoch ein geringes Vermégen, IFNa in PDCs zu induzieren. Mit diesem Akti-
vierungspotential bietet der Einsatz von CpG-B-ODN den Vorteil, die unerwiinschten Wirkungen
von IFNa, die wihrend einer Therapie mit rekombinantem IFNa beobachtet wurden [219], zu um-
gehen. Das CpG-C-ODN M362, das in unserer Studie erstmals identifiziert wurde, aktiviert die B-
Zelle und induziert gleichzeitig in der PDC betrédchtliche Mengen an IFNa und vereinigt somit die
immunstimulatorischen Eigenschaften der etablierten CpG-ODN-Klassen A und B, die in der klini-
schen Erprobung im Zusammenhang mit einer Immuntherapie bei unterschiedlichen Tumoren be-
reits gute Resultate hervorbrachten. Die Kombination der Immuneffekte beider CpG-ODN-Klassen
bei Einsatz eines Vertreters der CpG-C-Klasse hat méglicherweise einen zusétzlichen, noch nicht

bekannten Nutzen [220].

Die drei Klassen von CpG-Oligonukleotiden représentieren einen kleinen Teil von moglichen Se-
quenzen eines Spektrums von CpG-ODN mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften. Es
existieren mit Sicherheit andere Sequenzen, die ausschlieBlich B-Zellen aktivieren kénnen oder die
qualitativ unterschiedliche Kapazititen besitzen, die B-Zelldifferenzierung zu modifizieren. Die
Entwicklung einer Terminologie fiir CpG-Oligonukleotide sollte ein gemeinsames Anliegen sein,
dass dazu beitragen wiirde, die Vielzahl von unterschiedlichen Ausdriicken, die in der Literatur

bentitzt werden, zu vereinheitlichen.
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Neben einer direkten Aktivierung der TLRO9-tragenden Zellpopulationen durch CpG-C konnten
noch indirekte Effekte nachgewiesen werden, die hauptsichlich tiber Zytokine, die durch CpG-C-
ODN indiziert werden, vermittelt werden [216]: Die betridchtlichen Mengen an IFNa, die beim
Einsatz von CpG-C oder CpG-A in Zellkultur von PDCs sezerniert werden, vermitteln eine starke
lytische Aktivitdt von NK-Zellen. CpG-B-ODN zeigen diesen Effekt in viel geringerer Auspri-
gung. Dieses Ergebnis unterstiitzt die therapeutische Verabreichung von CpG-C-Oligonukleotiden
zur Behandlung von Krankheiten, bei denen eine starke Aktivierung von NK-Zellen zur Bekdmp-

fung des Krankheitserregers erforderlich ist.

Des Weiteren wurde der Einfluss von CpG-C-ODN auf Monozyten untersucht: CpG-C-ODN l6sen
innerhalb einer PBMC-Population bei Monozyten ein veridndertes Expressionsmuster von Oberflé-
chenmolekiilen aus, das fiir den Ubergang vom Monozyten zur myeloiden dendritischen Zelle cha-
rakteristisch ist; CpG-C fordert folglich indirekt tiber die Induktion von IFNa den Reifungsprozess
zur funktionellen dendritischen Zelle [216]. Angesichts dieses Befundes kann eine Stimulierung
mit CpG-C-ODN eine antigenspezifische, zellulire Antwort, die im Rahmen eines

Vakzinierungsmodells gewiinscht wird, beglinstigen.

Den hier erdrterten, immunstimulatorischen Aktivititen zu Folge reprdsentieren die neuen CpG-
Oligonukleotide vielversprechende Kandidaten zum Einsatz als Th1-férderndes Vakzineadjuvans.
Es existiert bereits eine Vielzahl von Studien, die den Gebrauch von CpG-B-ODN als Adjuvans
beschreiben. Eine betrichtliche Steigerung der Immunantwort gegen das spezifische Antigen ist
diesen Studien gemeinsam [94, 118]. Die adjuvante Aktivitit von CpG-C-ODN wurde bereits im
Mausmodell untersucht. Die Ergebnisse der Maus-Studie brachten hervor, dass bei gleichzeitiger
Verabreichung von CpG-C-Oligonukleotiden, im Gegensatz zu CpG-A-ODN [116], in Kombinati-
on mit einem rekombinanten HBsAg eine vielfach hohere Antikorper-Antwort als bei alleiniger
Gabe des Antigens ausgeldst wird. Hauptsdchlich konnte unter den Antikdrpern der Isotyp IgG2a
nachgewiesen werden, der bei einer Thl-gerichteten Immunantwort vorzugsweise sezerniert wird
[216]. Die zusitzliche Verabreichung von CpG-C-ODN erzielte auch im Primatensystem positive

Resultate [217].

Des Weiteren hat die Firma Coley Pharmaceuticals bei in vitro-Studien mit humanen PBMCs, die
von Hepatitis-C-Patienten gewonnen wurden, mit dem Stimulus CpG-C eine starke Immunantwort
stimulieren konnen. Mit CpG-C-Oligonukleotiden scheint ein "neues Medikament" entdeckt, das
nicht nur kurzfristig die Effekte des angeborenen Immunsystems, die voriibergehend die Viruslast

kontrollieren konnen, aktiviert, sondern zusétzlich eine adaptive Immunreaktion, einschlieBlich

92



DISKUSSION

einer starken T-Zell-Antwort, induziert, die eine langanhaltende, antivirale Reaktion erméglicht.
Die vielversprechenden in vitro-Ergebnisse gaben Anlass zur vorklinischen Testung. Die bereits
abgeschlossenen klinischen Studien der Phase Ia und Ib, die an chronischen Hepatitis-C-Patienten
mit dem CpG-ODN 10101 (Actilon™), einem CpG-C-Vertreter, durchgefiihrt wurden, brachten
positive Ergebnisse hervor: bei zweimaliger subkutanen Verabreichung von 20 mg Actilon™ pro
Woche konnte die Viruslast nach vierwochiger Therapie um mehr als 90% bei guter Vertéglichkeit,
auch der hohen Dosen, gesenkt werden (news & events, Homepage der Coley Pharmaceutical
Group, 17. Mai 2005; Actilon™ ). Basierend auf den erfreulichen Resultaten der vorklinischen und
klinischen Untersuchungen ist vorstellbar, dass Actilon™ breiten Einsatz in der Behandlung und
der Prédvention einiger Infektionserkrankungen finden kann. Aufgrund des Potentials sowohl die
kurzfristige, angeborene als auch die langanhaltende, adaptive Immunantwort zu aktivieren, wiren
als weitere Einsatzgebiete, neben der Therapie einer chronischer Hepatitis C, HIV, Hepatitis B-

oder Herpes-Infektionen zu nennen.

Neben den vorldufigen beeindruckenden Studienergebnissen bieten CpG-C-ODN einen weiteren
Vorteil fiir die klinische Entwicklung im Vergleich zu den Vertretern der CpG-A-Klasse. Die Pri-
senz von PolyG-Motiven innerhalb der Sequenzen von CpG-A-ODN stellt eine grofe Herausforde-
rung an die Entwicklungsabteilung des jeweiligen Herstellers. Die Synthese, die Aufreinigung
sowie die Charakterisierung von PolyG-enthaltenden Oligonukleotiden stellt aufgrund der Tendenz
zur Bildung von Aggregaten eine schwierige Aufgabe dar. Es konnte von unserer Arbeitsgruppe
beobachtet werden, dass signifikante Unterschiede in der immunstimulatorischen Aktivitit zwi-
schen den einzelnen Chargen von ODN 2216 bestehen (nicht gezeigte Daten). Des Weiteren ist
nicht aufgeklart, welche strukturelle Form von ODN 2216 fiir die Induktion von IFNa in PDCs
verantwortlich gemacht werden kann. Im Gegensatz dazu bediirfen die Vertreter der CpG-C-Klasse
nicht der Ausbildung héhermolekulare Strukturen fiir ihr immunstimulatorisches Potential. Aus
diesem Grund werden an die Herstellung und Charakterisierung von CpG-C-ODN geringere An-

forderungen gestellt.
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IV.2. B-Zell-PDC-Interaktion

IV.2.1. Erhohte Mengen an IL-6 und IL-10 als Wegweiser fiir eine verstdirkte

B-Zelldifferenzierung

IL-6 und IL-10 zdhlen zu einem Netzwerk von 16slichen immunmodulatorischen Proteinen, die
zusammen mit unterschiedlichen, membrangebundenen Rezeptoren und Gegenrezeptoren einen
wesentlichen Beitrag zum Differenzierungsprozess einer B-Zelle leisten. Es ist in der Literatur fest
etabliert, dass auf T-Zellhilfe, die auch durch CD40L-transfizierte Fibroblasten (CD40L) ersetzt
werden kann, fiir die endogene Produktion dieser beiden Zytokine nicht verzichtet werden kann
[221]. Das Zytokin IL-6, frither BSF-2 (B cell-stimulatory-factor 2) genannt, spielt hauptsichlich in
der spédten Phase einer B-Zellantwort, der terminalen Differenzierung vom nicht-Ig-sezernierenden
Plasmablasten zur antikdrperproduzierenden Plasmazelle, eine Rolle. Dies stimmt mit der Beo-
bachtung iiberein, dass der IL-6-Rezeptor nur auf aktivierten B-Zellen exprimiert wird [222]. Zu-

sétzlich wird IL-6 auch die Funktion eines autokrinen Wachstumsfaktors nachgesagt [221].

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass B-Zellen, die iiber ihren B-Zell-Rezeptor mit dem
polyklonalen Stimulus anti-Ig und dem mikrobiellen Molekiil ODN M362 (CpG-C) in Kokultur
mit PDCs stimuliert wurden, in etwa die doppelte Menge an IL-6 und IL-10 im Vergleich zu den
Versuchsbedingungen ohne PDC sezernieren. Die synergistische Verstidrkung der Zytokinsynthese
durch die Anwesenheit der PDC konnte sowohl bei naiven B-Zellen als auch bei B-
Gedichtniszellen nachgewiesen werden. Auffallend war das abweichende Zytokinniveau in den
Bedingungen mit naiven B-Zellen im Vergleich zu denen mit B-Gedéchtniszellen, was zum Teil

auf den Differenzierungsgrad der jeweiligen Subpopulation zuriickgefiihrt werden kann.

In unserem Kokultursystem weisen die detektierten IL-6-Konzentrationen daraufhin, dass die An-
wesenheit der PDC schon in friithen Stadien der B-Zellentwicklung iiber die Anregung zur ver-
mehrten Zytokinsekretion den Differenzierungsprozess positiv beeinflusst. Es ist vorstellbar, dass
nicht nur die B-Zelle einseitig durch die Anwesenheit der PDC zur vermehrten Zytokinsekretion
motiviert wird, sondern die Stimulierungsaktivitit auf Gegenseitigkeit beruht. Vergleichbar zur
bereits aufgeklidrten DC/B-Zelle-Interaktion konnte die PDC zusitzlich an der IL-6-abhidngigen B-

Zelldifferenzierung tiber die Sekretion der 16slichen Form von sgp80-IL-6-Rezeptor, die die biolo-
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gische und von B-Zellen autokrin produzierte Form von IL-6 iiber die Bildung eines IL-6/sgp80-

Komplexes potenzieren, beteiligt sein [158]. Diese Annahme ist allerdings zu bestitigen.

Die spezifische Beteiligung des endogen produzierten IL-6 an dem iiber PDCs vermittelten Diffe-
renzierungs-Pathway ist mit dem Abfangen des I6slichen IL-6 belegbar; B-Zellen, die zwar iiber
einen abweichenden Stimulationsweg aktiviert wurden, zeigten eine stark verringerte Sekretion von
Immunglobulinen [221]. Bis dato konnte, wie auch die gerade zitierte Studie beweist, fiir die endo-
gene Produktion von IL-6 und IL-10 nicht auf die Hilfe von T-Zellen verzichtet werden [221]. In
unserer Studie scheint die PDC sowie die kombinierte Stimulationsart mit ODN M362 und anti-Ig

die Funktion der T-Zelle in Bezug auf eine verstirkte Zytokinsekretion zu ersetzen.

Das im Kokultursystem vermehrt sezernierte, antiinflammatorische Zytokin IL-10 wird als potenter
Inhibitor vieler durch CpG-ODN-vermittelter Aktivitdten beschrieben, obgleich IL-10 selbst durch
CpG-haltige immunstimulatorische Sequenzen induziert wird. In PDCs inhibieren bereits geringe
Mengen von IL-10 die Aktivierung, induzieren den Tod in vitro und kénnen die IFNa-Produktion
innnerhalb einer Virus-aktivierten PBMC-Population stark reduzieren [223]. Ein Gegenspieler zu
IL-10 ist IFNa, welches ein starker autokriner Uberlebensfaktor fiir die PDC darstellt [224]. Die
Resistenz der PDC gegentiber dem IL-10-vermitteltem Zelltod ist streng mit der Menge an IFNa
korrelierbar [225]. Dieser jlingst beschriebene Effekt diirfte trotz der hohen IL-10-Konzentrationen
in unserem Kokultursystem nicht relevant sein, da durch den Stimulus ODN M362 so gro3e Men-

gen an IFNo induziert werden, die einem zytotoxischen Effekt von IL-10 entgegenwirken kénnen.

IL-10 spielt eine bedeutende Rolle in der Amplifizierung einer humoralen Immunantwort. Wieder-
um konnte anhand von CD40-aktivierten B-Zellen demonstriert werden, dass die Differenzierung
von B-Zellen zu Plasmazellen durch die exogene Zugabe von IL-10 positiv beeinflusst wird [226].
IL-10 wurde in einer weiteren Studie als ein Schliisselmolekiil der Keimzentrumreaktion bezeich-
net, da es die Expansion von B-Gedichtniszellen beendet und sogleich die Entwicklung zu Plasma-
zellen induziert [227]. Mit diesen Daten korreliert die Tatsache, dass IL-10 die Expression von IL-
6, dem potenten Wachstumsfaktor, stark verringert, sobald der Differenzierungsprozess durch IL-
10 eingeleitet wird [221]. Des Weiteren wurde endogen produziertes IL-10 erst kiirzlich als ein
Regulator der CpG-ODN-induzierten IgG und IgM-Produktion identifiziert [228]. Zusammenge-
fasst sind die durch die Anwesenheit der PDC gesteigerten Zytokinmengen von IL-10 und IL-6 als

Vorboten fiir eine verstirkte B-Zelldifferenzierung zu deuten.
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1V.2.2. Neuer, T-Lymphozyt-unabhdngiger Pathway der Plasmazelldifferenzierung

Eine grofe Besonderheit in der hier gezeigten Studie ist die Generierung einer Plasmazelle in vitro,
die sich von einer naiven B-Zelle ableitet und dies in der Abwesenheit einer T-Zell-vermittelten
Kostimulation. Die zwei Zellpopulationen, B-Zelle und PDC, und eine angemessene mikrobielle
Stimulation (CpG-C) verkniipft mit einem Modellstimulus fiir das B-Zellantigen (anti-Ig) war fiir
die Differenzierung von naiven B-Zellen sowie B-Gedichtniszellen zu antikorperproduzierenden

Plasmazellen vollkommen ausreichend.

Einige Studien sind tiber die Aktivierung von B-Zellen, die teilweise auch eine Auftrennung in die
beiden B-Zellsubpopulationen vorgenommen hatten, mit CpG-ODN mit und ohne einem B-Zell-
Rezeptorantigen verfiigbar: 1. CpG-ODN kénnen die Plasmazelldifferenzierung sowohl von naiven
B-Zellen als auch von B-Gedichtniszellen férdern, die tiber ihren B-Zellrezeptor und ihr CD40-
Antigen sowie mit den exogenen Zytokinen IL-2 und IL-10 stimuliert wurden [229]. 2. Die Ar-
beitsgruppe um A. Lanzavecchia berichtete von der Beobachtung, dass B-Gedéachtniszellen bei
Aktivierung mit dem CpG-B-ODN 2006 sogar in der Abwesenheit eines B-Zellrezeptor-Antigens
zu einer antikorperproduzierenden Plasmazelle differenzieren, naive B-Zellen jedoch eines grofie-
ren Aktivierungscocktail bediirfen [230]. Den beiden aufgezihlten Studien ist gemeinsam, dass
naive B-Zellen neben den Stimulantien, die eine B-Gedéichtniszelle zur Plasmazellentwicklung
benétigt, ein B-Zellantigen und ein entsprechendes CpG-ODN, eine zusitzliche T-Zellhilfe in

Form von CD40L und/oder T-Zell-abgeleiteter Zytokine nicht entbehren konnen.

Das seltene Ereignis einer Plasmazelldifferenzierung in Abwesenheit einer T-Zelle existiert jedoch:
In der friihen Ontogenese wird die B-Zellpopulation von einer kleinen Subpopulation dominiert,
die B1-Zellen genannt und iiber den spezifischen Oberflaichenmarker CDS5 charakterisiert werden.
Spiter beschrinkt sich die B1-Zellpopulation auf die Pleura und auf das Peritoneum des Menschen,
wo sie an lokalen Darm- und Lungen-assoziierten Immunantworten beteiligt ist [231]. Neuere
Entwicklungen der B-Zell-Biologie weisen daraufhin, dass die Aktivitdt von B1-Zellen von T-
Zellunabhingigen Antigenen (thymus-independent antigen; TI-Antigen) reguliert wird. TI-
Antigene werden in TI-Typ-I-Antigenen, die B-Zellen polyklonal aktivieren, wie CpG-DNA, und
in TI-Typ-II-Antigene, die B-Zellen direkt aktivieren kénnen, wie bakterielle Zellwandpolysaccha-
ride, unterteilt. Den Typ-II-Antigenen ist gemeinsam, dass sie hochrepetitive Strukturen aufweisen,
die B-Zell-Rezeptoren intensiv miteinander vernetzen [232]. Auch die sog. konventionellen B-
Zellen (B2-Zellen) kénnen an einer T-Lymphozyten-unabhingige Immunantwort, die hauptséch-

lich in der Sekretion von IgM und IgG3 miinden, beteiligt sein. Die Plasmazelldifferenzierung aus
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dieser B-Zellpopulation ist allerdings auf eine spezielle Untergruppe von TI-Antigenen [233] und

auf einige virale Infektionen in vivo beschrinkt [234].

Weiterhin ist beschrieben, dass dendritische Zellen (DC) in einem ausgewéhlten Zytokinmilieu T-
Zell-unabhingig in der naiven B-Zelle den Differenzierungsprozess zur Plasmazelle und einen Ig-
Klassenwechsel zu IgG und IgA induzieren kénnen [197]. Dieser Prozess wird iiber die zwei Mo-
lekiile BLyS (B lymphocyte stimulator protein) und APRIL (a proliferation-inducing ligand) ver-
mittelt, die als Antwort auf Typ-I- und Typ-II-Interferon von der DC ausgeschilittet werden, von B-
Zellen iiber TACI (transmembrane activator and calcium modulator and cyclophylin ligand inte-
ractor), BCMA (B cell maturation antigen) und BAFF-Rezeptoren erkannt werden und bei erfolg-

reicher Rezeptor-Ligand-Interaktion zur beschriebenen B-Zellaktivierung fiihren.

Die Ergebnisse, die in der zweiten Studie publiziert wurden, kénnen aufgrund ihrer postulierten
CDA40L-Unabhingigkeit angezweifelt werden. Dieser Kritikpunkt ist ebenfalls auf das hier be-
schriebene Zellkultursystem tibertragbar. CD40L wird nicht ausnahmslos von aktivierten T-Zellen
exprimiert. Auch andere Zellpopulationen kénnen unter bestimmten Voraussetzungen CD40L auf
ihrer Oberfldche tragen. Hierzu zéhlen aktivierte Endothelzellen [235], Mastzellen [236], Blutplétt-
chen [237], dendritische Zellen [238] sowie aktivierte B-Zellen selbst [239]. Aufgrund dieser Tat-
sache konnte eine T-Lymphozyten-unabhidngige Plasmazelldifferenzierung, die durch PDCs
ausgelost wird, ermoglicht werden. Aufgrund der Aufreinigungsschritte zur Isolation der in unse-
rem Kultursystem eingesetzten Zellpopulationen kann eine Verunreinigung mit Blutpléttchen,
Mastzellen oder Endothelzellen nahezu ausgeschlossen werden. Allerdings wire es vorstellbar,
dass B-Zellen unter der beschriebenen Stimulation CD40-Ligand, der mit der Sequenz des CD40L
von T-Zellen identisch ist [239], exprimieren und die im System vorliegenden B-Zellen einer ge-
genseitigen Aktivierung unterliegen. Uberraschend war der Literaturbefund, dass humane DCs des
peripheren Blutes ebenfalls CD40L exprimieren konnen. Das Expressionsniveau von CD40L liegt
niedriger als das aktivierter T-Zellen, kann jedoch iiber die Ligation eines CD40-Antigens einer
weiteren DC sowohl nachweisbar auf mRNA als auch Proteinebene erh6ht werden. Es besteht folg-
lich die Moglichkeit, dass der auf DCs exprimierte CD40L an der B-Zellaktivierung beteiligt ist
[238]. Da zum Zeitpunkt dieser Veréffentlichung der gerade zitierten Daten die Population der
PDC noch nicht entdeckt war, miisste unter den in unserem Kultursystem vorliegenden Bedingun-
gen das CD40L-Expressionsmuster der PDC untersucht werden. Erst dann kann die Méglichkeit

einer CD40L-Beteiligung vollends ausgeschlossen werden.
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I1V.2.3. IFNa als ein Schliisselmolekiil der B-Zell-PDC-Interaktion

Der molekulare Mechanismus der DC-abhéngigen Regulation einer B-Zellantwort wurde bereits
entschliisselt. Hierfiir wurden drei 16slichen Faktoren verantwortlich gemacht, die von der CD40-
aktivierten MDC freigesetzt werden: IL-12, IL-6 und sgp80, eine Komponente des IL-6-Rezeptors
[158]. Dies veranlasste uns, die Faktoren zu identifizieren, die in die PDC-vermittelte B-
Zellaktivierung involviert sind. PDCs sezernieren nur eine begrenzte Anzahl von Zytokinen, von
denen bekannt ist, dass sie B-Zellen Signale geben konnen; hierzu zdhlt IFNaf [240] sowie IL-6
[241]. Wir konzentrierten uns auf den Einflussfaktor Typ-I-IFN. Bezeichnend war der starke pro-
zentuale Riickgang der Plasmazellfrequenz durch das Abfangen des l6slichen IFNo/p und der
gleichzeitigen Blockade des IFNo/f-Rezeptors. Anhand dieses Ergebnisses wurde deutlich, dass
die hier untersuchte B-Zell/PDC-Interaktion zu einem groBen Teil iiber den 16slichen Faktor IFNa
vermittelt wird. Die zweite Moglichkeit der Einflussnahme auf eine interagierende Zellpopulation
ist neben 16slichen Faktoren ein Zell-zu-Zell-Kontakt. Dieser Effekt kann nahezu ausgeschlossen
werden, da Uberstinde, die von PDC-Kulturen nach Stimulation mit CpG-C-ODN M362 gewon-
nen wurden, aktivierte B-Zellen immer noch zur Differenzierung von Plasmazellen verhelfen (nicht

gezeigte Daten).

Die IFNo/B-Blockade ging mit einer deutlichen Reduktion der Plasmazellfrequenz einher, konnte
den Differenzierungsprozess jedoch nicht vollstindig unterbinden. Auch die exogene Zugabe von
IFNa kann die Effekte der PDC auf den Ausdifferenzierungsprozess der B-Zelle nicht ersetzen
(nicht gezeigte Daten). Es werden folglich noch weitere von der PDC sezernierte Faktoren beteiligt
sein. In Anlehnung an die MDC/B-Zell-Interaktion [197, 242] wire vorstellbar, dass die beiden
Molekiile BLyS und APRIL, die durch die Anwesenheit von IFNa in der MDC induziert werden,
in den hier erlduterten Prozess involviert sind. Dies ist gerade Gegenstand der Forschung einer
anderen Forschungsgruppe. Erste genomische Analysen von ruhenden und Virus-aktivierten PDCs
verneinen die aufgestellte Hypothese einer verstidrkten Transkription von BLyS und APRIL (Pique-
ras B, Palucka AK, nicht publizierte Daten, [243]). Folglich kontrollieren die beiden DC-

Subpopulationen die B-Zellentwicklung nicht iiber die gleichen molekularen Pathways.

Weiterhin prisentieren unsere Daten, dass die Anwesenheit der PDC nicht nur den Differenzie-
rungsprozess zur Plasmazelle fordert, sondern auch die nachfolgende Sekretion von Immunglobu-
linen steigert. In den Kokulturbedingungen mit naiven B-Zellen konnte lediglich das primér von
einer B-Zelle sezernierte IgM nachgewiesen werden, was den Prozess eines Isotype-Switches in der

naiven B-Zelle ausschlief3t.
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Ob das von der PDC sezernierte IFNov/p fiir die vermehrte Produktion von Immunglobuline gleich-
falls wie fiir die Plasmazelldifferenzierung verantwortlich gemacht werden kann, ist nicht klar zu
beantworten. Aus den Ergebnissen des IFNa/B-Blockade-Versuch kann kein eindeutiger Schluss
gezogen werden, ob IFNa/f auf die Antikérperproduktion Einfluss nimmt (nicht gezeigte Daten).
Auch der Beitrag von IL-6 zur Immunglobulinsekretion ist nicht zu unterschitzen. Die kiirzlichst
veroffentlichte Studie, in der ebenfalls die Beteiligung der PDC an der humoralen Immunantwort
untersucht wurde, hat detailliert beschreiben konnen, dass IFNa fiir den ersten Schritt im Differen-
zierungsprozess einer B-Zelle zum Plasmablasten verantwortlich gemacht werden kann, das von
der PDC sezernierte 1L-6 die terminale Differenzierung vom Plasmablasten zur Plasmazelle be-
stimmt [243]. Auf einem vergleichbaren 2-Stufen-Prozess beruht der Beitrag der DC zur Differen-
zierung einer naiven B-Zelle: hier kooperieren aufeinanderfolgend die beiden Zytokine IL-12 und
IL-6 [158, 244]. Diese Befunde stimmen mit der Kinetik der Expression des IL-6-Rezeptors liber-
ein, die fiir die Plasmazelldifferenzierung in vitro und in vivo beschrieben wurde. Diese Datenlage
bietet unter anderem eine Erkldrung, dass die IFNo/p-Blockade in unserem Kultursystem einen

unerwartet schwach ausgeprégten Einfluss auf die Immunglobulinsekretion gezeigt hat.

Die Beteiligung von IFNa an der Immunglobulinproduktion wurde bereits in den 70iger Jahren
von einigen wissenschaftlichen Gruppen in vivo an Miusen untersucht. Diese Studien brachten
kontroverse Ergebnisse hervor [244-248]. Wihrend einige Autoren iiber einen inhibitorischen Ef-
fekt berichteten, konnten andere diesen negativen Einfluss von IFNa nicht bestitigen und/oder
sahen einen mifigen stimulatorischen Effekt. Die variablen Ergebnisse stehen eng mit den ver-
schiedenen Zeitpunkten der IFNo-Injektion und mit der eingesetzten IFNo-Menge im Zusammen-
hang. Ein genereller Trend zeichnete sich dahingehend ab, dass eine Behandlung mit IFNa vor der
Vakzinierung eine ausgepridgte humorale Immunantwort verhindert, wihrend eine der eigentlichen
Impfung anschlieende IFNa-Injektion die Antikérperproduktion steigert. Nachdem die Expressi-
on von IFNa nach Antigenexposition sowieso den Abldufen, die sich wihrend einer viralen Infek-
tion ereignen, nidher kommt, implizieren die Ergebnisse, dass IFNo/p in Abhingigkeit der
vorliegenden Konzentration eine gewissen Beitrag zur Verstirkung einer humoralen Immunantwort

leistet.

Die Beteiligung von IFNa an der terminalen B-Zelldifferenzierung liefert einen zelluldren Mecha-
nismus fiir frithere Studien, die eine gesteigerte Ig-Sekretion bei humanen B-Zellen, die mit IFNa
vorbehandelt wurden, zeigten [249, 250]. Des Weiteren stellt es eine Erklarungsmdglichkeit fiir
den vor kurzem veréffentlichten adjuvanten Effekt von Typ-I-IFN auf die humorale Immunantwort

dar. Interessanterweise wurde in dieser Veroffentlichung beobachtet, dass IFNa/f eine antikérper-

99



DISKUSSION

produzierende Immunantwort verstédrkt und einen Ig-Klassenwechsel in vivo auslosen kann, jedoch
die einzige Zellpopulation, die auf IFNo/f reagieren kann, die dendritische Zelle ist [41]. In unse-
rer Studie konnte, trotz der Produktion von grolen Mengen an IFNa und der Anwesenheit einer
DC-Subpopulation, nicht nachgewiesen werden, dass PDCs einen Isotype-Switch in einer Kokultur
mit naiven B-Zellen auslosen kann. Deshalb scheint die PDC alleine nicht befdhigt zu sein, die
wichtigen Signale zwischen B-Zelle und T-Zelle, die einen Isotype-Switch herbeifiihren, zu erset-

zen.

IV.2.4. Neue Funktion der plasmazytoiden dendritischen Zelle in der adaptiven Immunantwort

Die entscheidende Funktion der dendritischen Zelle in der Ausldsung einer humoralen Immunant-
wort wurde bereits in einigen, wenigen Studien beschrieben [251, 252]. In den genannten Untersu-
chungen wurde jedoch das Hauptaugenmerk auf die Population der myeloiden dendritischen Zellen
(MDC) gelegt. Zusétzlich wurde in den meisten Fillen die Beteiligung der MDC aufgrund der di-
rekten Effekte auf T-Zellen untersucht, die in der Folge B-Zellen kontrollieren. Es wurde meist
nicht die Option berticksichtigt, dass DCs direkt mit B-Zellen interagieren und das von ihnen auf-
genommene, unprozessierte Antigen an die B-Zelle weitergeben konnen [253]. Vor kurzem konnte
die direkte B-Zell-DC-Interaktion nachgewiesen werden: myeloide DCs beeinflussen nicht nur die
B-Zellproliferation, sondern 16sen auch einen isotype-switch zu IgA aus und férdern die Plasma-
zelldifferenzierung [254]. Die beschriebenen Daten schliefen immer eine T-Zell-abhingige Akti-
vierung nicht nur der B-Zelle, sondern auch der dendritischen Zelle ein. Im Unterschied zur PDC,
die den beschriebenen Effekt auf die B-Zelldifferenzierung zum grofiten Teil tiber die Produktion
von IFNo vermittelt, 14sst sich der Einfluss der MDC auf die naive B-Zelle tiber IL-12 und IL-6
erkldren [158].

Die von uns generierten Daten und eine vor kurzem erschienene Veroffentlichung beleuchteten
erstmals die Beteiligung der PDC an der B-Zelldifferenzierung. Die Arbeitsgruppe um G. Jego
arbeitete jedoch mit einem stark abweichenden Studiendesign [243]. Hier konnte fiir die Induktion
der Plasmazelldifferenzierung nicht auf die Unterstiitzung einer T-Zelle verzichtet werden. B-
Zellen wurden iiber ihr CD40-Antigen aktiviert, zur Induktion von IFNa in der PDC wurden In-
fluenza-Viren eingesetzt. Im Vergleich dazu scheint in unserem System die PDC eine Alternative
zur T-Zellhilfe zu sein und das neue CpG-C-ODN M362 gleich zwei Funktionen zu {ibernehmen:
einerseits imitiert es die virale Stimulation der PDC, andererseits die CD40L-vermittelte Stimulati-

on der B-Zelle.
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An unseren Daten kann eindeutig festgemacht werden, dass die PDC weder die naive B-Zelle noch
die B-Gedichtniszelle in ihrer Aktivierung bevorzugt. Zur Induktion eines Isotyp-Switches in der
naiven B-Zelle fehlen allerdings noch Signale, die die PDC unter den gegebenen Umstinden nicht
zu senden vermag. Mit diesen Erkenntnissen kann ein in MHC-II-knock-out-Méusen gesehener,
verwandter Effekt aufgeklédrt werden. Méuse, denen aufgrund eines MHC-II-Defizits jegliche CD4-
T-Zellhilfe fehlt, konnen eine neutralisierende, humorale Immunantwort gegen das Glykoprotein
des Vesicular stomatitis virus (VSV) hervorrufen. Es konnte neben IgM allerdings kein IgG detek-
tiert werden. Die Induktion einer IgG-Sekretion schliefft folglich die Anwesenheit einer CD4"-T-
Zelle ein [234]. Ubereinstimmend mit dieser Studie demonstrieren unsere Ergebnisse, dass eine
Kokultur von PDCs und naiven B-Zellen, die mit einem mikrobiellen Stimulus, der eine virale
Infektion imitieren kann, aktiviert wurden, zur Plasmazelldifferenzierung und zur IgM-Produktion
ohne T-Zellhilfe fiihrt. Vergleichbar zur Beschridnkung auf die IgM-Produktion im Virusmodell in
der Abwesenheit einer T-Zellhilfe, konnte in unserer Studie auch kein Isotype-Switch in der naiven
B-Zelle bewirkt werden. Somit bietet die hier beschriebene Funktion der PDC in der terminalen
Differenzierung zu einer IgM-produzierenden Plasmazelle eine Erkldrung fiir die humorale CD4"-

T-Zell-unabhingigen Immunantwort wéhrend einer viralen Infektion in vivo.

Es wurde folglich eine neue, entscheidende Funktion der PDC in der Einleitung einer humoralen
Immunantwort entdeckt. Insbesondere ist hervorzuheben, dass hier erstmals ein B-
Zelldifferenzierungs-Pathway beschrieben wird, der sowohl die Beteiligung der PDC einschlieBt
als auch die Unabhingigkeit von der Anwesenheit einer T-Zelle betont. Infolgedessen kann die
PDC als Alternative zur T-Zelle den B-Zelldifferenzierungsprozesses in einigen Bereichen erset-

zen.

I1V.2.5. Funktion von TLRY in der B-Zell-PDC-Interaktion

In dieser Studie setzten wir die neu identifizierte und oben im Detail beschriebene CpG-ODN-
Klasse CpG-C ein, die das erste definierte mikrobielle Molekil darstellt, dass beide TLR9-
exprimierenden Zellpopulationen, sowohl B-Zellen als auch PDCs, gleichzeitig aktivieren kann
[IV.1, 215]. Die Synergy, die unter der mikrobiellen Stimulation und einer simultanen BCR-
Ligation beobachtet wurde, brachte die Idee auf, ob mdglicherweise eine modulierte TLRO-
Expression in B-Zellen fiir den gesehenen Effekt verantwortlich gemacht werden kann. Uberra-
schenderweise war nur eine geringe Menge an TLRIMRNA bei einer kombinierten Stimulation mit
B-Zell-Antigen und CpG-C-ODN nach 12 Stunden nachweisbar [255]. Dies bestitigt friihere Da-

ten, die von unserer Arbeitsgruppe generiert wurden; sie zeigten, dass an zwei Zeitpunkten, nach 3
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und 15 Stunden Inkubation von B-Zellen mit CpG-B-ODN 2006, die Anzahl der TLR9-Transkripte
im Vergleich zur Kontrolle stark gemindert war [97]. Dementsprechend scheint die Regulation der
TLR9-Expression nicht in den synergistischen Effekt von BCR-Ligation, CpG-C-ODN M362 und
dem von der PDC produziertem IFNa wihrend der achttdgigen Plasmazellentwicklung involviert

Zu sein.

Die Arbeitsgruppe um A. Lanzavecchia berichtete nahezu zum gleichen Zeitpunkt von Beobach-
tungen, die im Widerspruch zu den gerade beschriebenen Ergebnissen stehen [256]. Sie untersuch-
ten ebenfalls das TLR-Expressionsmuster von B-Zellen und prisentierten eine verstirkte
Expression von TLR9 nach Stimulation mit anti-Ig und ODN 2006. Der Grund fiir die gegensitzli-
chen Aussagen kann vielschichtig sein. Eine Erkldrungsmdglichkeit ist die unterschiedlich gewihl-
te Inkubationszeit. Bei den oben erlduterten Daten kann ein voriibergehender Anstieg von TLR9-
Transkripten innerhalb der ersten Stunden nach Stimulation nicht ausgeschlossen werden. Eine
weitere Option zur Erkldrung der aufgezeigten Resultate ist, dass eine Auftrennung in die zwei B-
Zellsubpopulationen vorgenommen wurde und nicht die unaufgetrennte Population der Gesamt-B-

Zellen untersucht wurde und eine abweichende Stimulation erfolgte.

Die gerade zitierte Publikation hat durch die Untersuchung der aufgetrennten B-Zellpopulation
einen weiteren, interessanten Aspekt offen gelegt. Es bestehen grofe Unterschiede im TLR-
Expressionsmuster zwischen naiven B-Zellen und B-Gedéachtniszellen, von besonderer Bedeutung
sind fiir uns die Unterschiede in der TLR7- und TLR9-Expression. Naive B-Zellen exprimieren die
genannten TLRs auf sehr geringem bis nicht detektierbaren Level, steigern jedoch die Expression
betrichtlich durch eine B-Zell-Rezeptor-Ligation. Hingegen zeigen B-Gedichtniszellen konstitutiv
eine hohe Expression von TLR7 und TLR9. Konsequenterweise konnte auf dieser Basis nachge-
wiesen werden, dass B-Gedéachtniszellen durch die alleinige Stimulation mit CpG-DNA proliferie-
ren und sich zu Ig-sezernierenden Plasmazellen entwickeln, wihrend naive B-Zellen die simultane
Aktivierung des B-Zellrezeptors und des TLR9Y fiir den Differenzierungsprozess benétigen. Diese
Daten fiihrten zu einem Modell, das auf der engen Verkniipfung von BCR und TLR beruht: Erst
bindet das Antigen an den BCR und 16st die Expression von TLR9 aus. In einem zweiten Schritt
werden das Antigen und der assoziierte TLR9-Ligand in die Zelle internalisiert, wo sie im endoso-
malen Kompartiment mit dem neu synthetisierten TLRY interagieren. Die direkte Kopplung von
Antigen an CpG-ODN sei in der Folge ausreichend, um eine T-Zell-unabhingige Immunantwort
auszulosen. Die hier gezeigten Daten sind grundsétzlich auf das dargestellte Modell zu iibertragen.
Auch wir konnten in den Kokulturen mit naiven B-Zellen mit dem Stimulierungscocktail anti-Ig

und CpG-C eine Differenzierung zur antikorperproduzierenden Plasmazelle hervorrufen, die allei-
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nige Stimulation mit CpG-C war, im Gegensatz zu den Kokulturen mit B-Gedéchtniszellen, nicht

ausreichend. Ferner war natiirlich die Anwesenheit der PDC immer dringend erforderlich.

In humanen, naiven B-Zellen ist die Aktivierung des TLRs von einer vorangegangenen BCR-
Ligation abhingig. Im Gegensatz zur Funktion von TLRs auf dendritischen Zellen, die tiber die
Auslosung des Reifungsprozesses eine Briicke zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort
schlagen, haben TLRs in der B-Zelle unterschiedliche Funktionen. Die BCR-induzierte Expression
von TLRs in der naiven B-Zelle verhindert eine polyklonale Aktivierung in einer primdren Immun-
antwort, da die Stimulation auf antigenspezifische B-Zellen beschrinkt ist. Im Gegensatz dazu
erlaubt die konstitutive TLR-Expression in B-Gedéchtniszellen eine polyklonale Aktivierung des
bestehenden Gedéachtnis-Pools. Folglich sind TLRs in humanen B-Zellen dem BCR nachgeschaltet
und spielen eine bedeutende Rolle sowohl in der primédren Immunantwort als auch in der Aufrecht-

erhaltung des serologischen Gedéchtnisses.

IV.2.6. Auslosung eines CD40L-unabhdngigen isotype-switch in naiven B-Zellen

Es wurde lange Zeit angenommen, dass fiir den DNA-Rekombinationsprozess, der einem Ig-
Isotype-Switch vorgeschaltet ist, CD40L zwingend erforderlich ist, da die Produktion von IgG, IgA
und IgE bei der Erkrankung des Hyper-IgM-Syndroms, die durch eine Mutation im CD40L-Gen
verursacht wird, zweifelsohne stark eingeschrinkt ist [257]. Jedoch konnen virale Glykoproteine
und bakterielle Polysaccharide zur Produktion von IgG und IgA auch in der Abwesenheit von
CD40L-exprimierenden CD4*-T-Zellen fiihren. T-Zellunabhingiger Ig-Klassenwechsel erfolgt in
B1-Zellen, die sich in der Marginalzone der Milz oder in der intestinalen Lamina propia befinden,
und fiihrt zu einem sofortigen Schutz gegen eingedrungene Pathogene [233]. Die genauen Anforde-
rungen an einen T-Zellunabhingigen Isotype-Switch sind bis dato jedoch nicht génzlich geklart. Da
die Interaktion von MDCs und naiven B-Zellen zur Produktion von IgG und IgA fiihrt, was einen
erfolgreichen Isotype-Switch voraussetzt [254], erhoben wir die Annahme, ob nicht die MDC, ne-

ben der PDC, die Ausldsung einer CD40L-unabhiingigen Ig-Klassenwechsels bewirken konnte.

Zellen myeloider Herkunft, wie Monozyten und MDCs, exprimieren das Molekiil BLyS nach Sti-
mulation mit IFNo, IFNy oder CD40L [258, 259]. Dieses Molekiil gehort der TNF-Superfamilie an
und bindet an drei Rezeptoren, die selektiv auf der Oberflache von B-Zellen présentiert werden:
BCMA, TACI und BR3 [260]. Antigenprisentierende Zellen exprimieren noch einen weiteren
Ligand, APRIL, der mit hoher Affinitdt an BCMA bindet und dessen Funktion bis dato nicht voll-
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stindig geklart wurde [261]. Die Bindung von BLyS an einen der drei spezifischen Rezeptoren auf
der Oberfldche einer B-Zelle aktiviert einen CD40-dhnlichen Pathway, der das B-Zelliiberleben
tiber die Expression der antiapoptotischen Molekiile NF-kB und BcL-2 fordert [262]. Ein BLyS-
Defizit verhindert, im Vergleich zu einem CD40L-Mangel, die Immunglobulinantwort sowohl auf

TD- als auch TI-Antigene [263].

Nach Inkubation mit IFNa sezernieren Monozyten und DCs BLyS und APRIL und ermd&glichen in
Gegenwart  entsprechender  Zytokine, wie IL-10, die Auslosung eines DNA-
Rekombinationsprozesses in humanen naiven B-Zellen, der die Grundlage fiir einen Ig-
Klassenwechsel bildet. Zusitzlich bedarf es einer B-Zell-Rezeptor-Ligation und der Anwesenheit
von IL-15 fiir die nachgeschaltete Sekretion der ,,class-switched“ Antikorper IgA und IgG [197].
Interessanterweise erfolgt dieser Ig-Klassenwechsel ohne direkten Kontakt einer B-Zelle mit einer
T-Zelle und scheint eine Erkldrungsoption fiir die beschriebene IgG/IgA-Produktion zu bieten, die
in der Abwesenheit von CD4"-T-Zellen und in CD40L-defizienten Miusen beobachtet wurden
[264-266].

Die in vivo-Induktion von Typ-I-IFN in naiven Miusen durch die Injektion von poly(I:C) in Be-
gleitung einer Antigenverabreichung 16st die Produktion von spezifischen IgG-Antikorpern aller
Subklassen aus [41]. Der beobachtete Effekt ist IFNo/pB-abhéngig, da die Ig-Sekretion in IFNapR-
defizienten Méausen ausblieb. Weiterhin war interessant, dass IFNof nur eine Antikérperprodukti-
on in Miusen ausldsen konnte, deren DCs tiber einen Typ-I-IFN-Rezeptor verfiigen. Dieses gerade
erlduterte Modell ist auch mit der Verdffentlichung iibereinstimmend, die zeigte, dass IFNa-

aktivierte DCs die IgG- und IgA-Sekretion in Patienten mit SLE verstirken [267].

Diese Ergebnisse fiihrten in Anlehnung an die zitierten Publikationen zu der Idee, dass bei Auf-
nahme einer dritten Zellpopulation, der MDC, in das hier vorgestellte Kokultursystem folglich alle
Voraussetzungen fiir einen CD40L-unabhéngigen Isotype-Switch gegeben sein miissten. Dies konn-
te als eine Art ,,ménage a trois“ zwischen B-Zelle, PDC und MDC unter Ausschluf} einer T-

Zellpopulation bezeichnet werden.

IFNa, das im vorliegenden System von der PDC auf Stimulation mit CpG-C in grolen Mengen
sezerniert wird, wird als Induktor fiir die gesteigerte Expression von BLyS und APRIL in der MDC
beschrieben [197]. Die Bedeutung von BLyS in der humoralen Immunantwort konnte bereits in

einigen Studien nachgewiesen werden: Die Applikation von BLyS im Mausmodell resultierte in
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einem 5-fachen Anstieg der Serumspiegel fiir IgM und immerhin in einer Verdoppelung der IgA-
Mengen [268]. Weiterhin entwickelten Miuse, die fiir das Molekiil BLyS transgen verdndert wur-
den, Autoimmunerkrankungen, die sich in einer vermehrten Formation von Keimzentren, in der
Produktion von Autoantikdrpern und einer Ig-Akkumulation in der Niere duBerten [269]. Diese
Daten heben nicht nur die bedeutende Funktion von BLyS hervor, sondern eréffnen auch die Még-
lichkeit, dass iiber die Regulation der BLyS-Expression folglich die B-Zellfunktion verdndert wer-
den kann. IL-10, welches in unserem System in betrdchtlicher Menge von B-Zellen produziert
wird, kann ebenso die Sekretion von BLyS und APRIL auslésen [270] und ist fiir den DNA-

Rekombinationsprozess mitentscheidend [197].

Die Anwesenheit von 16slichen Zytokinen ist neben anderen stimulatorischen Signalen wesentlich
fiir die Induktion eines Isotype-Switch und auch fiir die nachfolgende Ig-Sekretion [271-273]. Von
IL-15 als ein Kostimulator ist bekannt, dass es die Proliferation von aktivierten B-Zellen und die
Sekretion von IgM, IgG und IgA induzieren kann [274]. DCs, eine Zellpopulation, die neben vielen
weiteren IL-15 sezernieren kann, zeigen nicht nur eine gesteigerte Expression des Zytokins IL-15,
sondern auch eine erhchte Anzahl von IL-15-Rezeptor-Transkripten (IL-15Ra), sobald sie Signale,
die mit einer Infektion assoziierbar sind, empfangen: hierzu zihlt IFNo/f3, doppelstringige RNA,
wie poly(I:C), oder LPS [277]. Eine gesteigerte Expression von IL-15 nach Behandlung mit IFNa

konnte sowohl in humanen als auch in murinen DCs nachgewiesen werden [275, 276].

Nachdem wir vor dem Problem standen, drei Zellpopulationen mit maximaler Reinheit, vor allen
Dingen mit einer geringst mdglichen Verunreinigung mit T-Zellen zu isolieren, sollten Vorversu-
che erstmals unter dem FEinsatz von IL-15 gestartet werden. IL-15, wie oben erldutert, fiihrt als
Kostimulation zu CD40L zur Sekretion von IgM, IgG und IgA [274]. Da in der hier vorliegenden
Studie gezeigt werden konnte, dass PDCs die B-Zelldifferenzierung bis zum Stadium einer IgM-
sezernierenden Plasmazelle stark fordern und diesbeziiglich alternativ zur T-Zelle eingesetzt wer-
den konnen, konnte man sich vorstellen, dass IL-15 als ein von der MDC produzierter Kostimulus
die MDC in ihrer Funktion teilweise vertreten kann. Mit diesen Versuchen sollte nur eine Tendenz
erarbeitet werden, ob die von uns aufgestellte Annahme einer ,,ménage a trois* Recht behélt (Abb.

24).
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Abbildung 24 Idee einer ,,Dreiecksbeziehung® zwischen naiver B-Zelle, PDC und MDC ohne T-
Zellbeteiligung. Unter der Stimulation ODN M362 werden B-Zellen sowie PDCs direkt aktiviert. Das von
der PDC unter den gegebenen Bedingungen sezernierte IFN-a soll in der myeloiden dendritischen Zelle die
Ausschiittung der Molekiile BLyS/APRIL und des Zytokins IL-15 auslosen sowie den B-
Zelldifferenzierungsprozess, wie unter IIL.2.2 beschreiben, fordern.

Die Ergebnisse waren auf dem ersten Blick positiv tiberraschend und mit unserer Annahme, unter
den beschriebenen Gegebenheiten einen isotype-switch auslosen zu kénnen, iibereinstimmend. Eine
genauere Betrachtung liel Zweifel aufkommen. Naive B-Zellen reagierten in den hier gezeigten
Daten bereits auf den mikrobiellen Stimulus CpG-ODN und bedurften keiner zusétzlichen BCR-
Ligation. Es ist in der Literatur fest etabliert, dass naive B-Zellen zur Aktivierung von einem Signal
tiber ihren B-Zell-Rezeptor abhéngig sind, hingegen B-Gedichtniszellen mit CpG-ODN und einem
entsprechenden Zytokin ohne vorherige B-Zellrezeptor-Ligation aktivierbar sind [230, 256]. Wie
auch die vorangegangenen Daten bezeugen, wird die Immunantwort einer B-Gedichtniszelle nicht
signifikant iiber die Zugabe von anti-Ig beeinflusst, was indiziert, dass die stimulatorischen Bedin-
gungen, die durch polyklonale Aktivatoren hervorgerufen wurden, fiir B-Gedéachtniszellen zur Sti-
mulation vollkommen ausreichend sind. Dies hat zur Konsequenz, dass in Abwesenheit eines
spezifischen Antigens nur B-Gedéachtniszellen als Antwort auf einen polyklonalen Stimulus prolife-

rieren und zu antikorperproduzierenden Plasmazellen differenzieren. Unter den gegebenen Bedin-
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gungen diirften sich naive B-Zellen, trotz der Anwesenheit von IL-15, nicht einmal teilen; es diirfte
lediglich beobachtet werden, dass die Expression von CD69 und CD86 verstérkt ist und die Zellen
an GroBe zunehmen ([230], unpublished data Bernasconi NL, Traggiai E).

Aufgrund dieser ,,Sachlage™ wird wahrscheinlich die Verunreinigung der Population von naiven B-
Zellen mit B-Gedichtniszellen, die im Durchschnitt bei 10% liegt, fiir den gesehenen Effekt ver-
antwortlich gemacht werden konnen. Zusétzlich kann durch den Wachstumsfaktor IL-15 der ur-
spriinglich kleine Anteil an B-Gedichtniszellen innerhalb der 13tdgigen Inkubationszeit stark
anwachsen [230] und der Produzent fiir die detektierten IgG-Mengen sein. Aber auch eine positive
Bilanz kann aus den dargestellten Daten gezogen werden: eine von den normalen Kontrollen gelos-
te Aktivierung von naiven B-Zellen, die liblicherweise iiber das B-Zellantigen und tiber CD4"-T-

Zellen bewerkstelligt werden, wiirde das Risiko fiir eine Autoimmunreaktion erhéhen.

Allerdings ist mit dieser Datenlage die Idee einer ,,Dreiecksbeziehung® zwischen B-Zelle, PDC und
MDC nicht zerschlagen. Weitere Untersuchungen miissten mit abweichendem Versuchsaufbau
unternommen werden: Anstatt der Zugabe von IL-15 sollten MDCs oder Monozyten zur Kokultur
gegeben werden, da neben den bereits identifizierten Molekiilen BLyS und APRIL und dem von
der MDC unter IFNo-Einfluss sezernierten IL-15 weitere, noch nicht entdeckte Molekiile beteiligt
oder ein Zell-zu-Zell-Kontakt in den Prozess involviert sein kdnnten. Des Weiteren ist zu liberprii-
fen, ob der von CpG-C-abgeleiteter Stimulus IFNa ausreichend ist, dass BLyS und APRIL expri-
miert und IL-15 sezerniert wird. Als weiterer Punkt miisste an der Optimierung der
Isolationsmethode von naiven B-Zellen gearbeitet werden, um den ,,verunreinigten* Anteil mit B-
Gedichtniszellen moglichst zu minimieren. Zum Nachweis eines isotype-switch sollten nicht nur
die detektierbaren IgG-Konzentrationen herangezogen werden, sondern die molekulare Grundlage,
der DNA-Rekombinationsprozess, mittels western-blotting nachgewiesen werden. Versuche, die

sich mit dieser Thematik befassen, werden zurzeit von Hendrik Poeck durchgefiihrt.

Zu unserer Uberraschung konnten wir zeigen, dass die simultane Aktivierung von kokultivierten
PDCs und naiven B-Zellen in einem T-Zellfreiem System nicht nur mit TLR9-, sondern auch mit
TLR7-Liganden erzielt werden kann. Der natiirliche Ligand von TLR?7 ist bis dato noch nicht be-
kannt, allerdings sind einige synthetische Liganden identifiziert worden, die eine strukturelle Ahn-
lichkeit zu Nukleinsduren gemeinsam haben. Hierzu zdhlen Imidazoquinoline (Imiquimod und
R848) und Loxorubin (7-Allyl-7,8-dihydro-8-oxoguanosin) [32, 49]. Es existieren bereits einige
Publikationen, die die Aktivierung von murinen B-Zellen iiber ihren TLR7-Rezeptor beschreiben

[278, 279], allerdings konnte erst jlingst gekldrt werden, liber welchen Mechanismus und welche
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Gegebenheiten vorliegen miissen, dass TLR7-Liganden humane B-Zellen aktivieren [199]. Ebenso
wie der synthetische Stimulus des TLR9-Rezeptors, CpG-ODN, kénnen TLR7-Liganden als starke
IFNao-Induktoren in PDCs fungieren [198].

Auffallend war der Befund, dass fiir die Stimulation mit R848 die Anwesenheit der PDC zwingend
erforderlich ist. Eine Erkldrung bietet der Befund, dass das im System vorliegende IFNa versus
PDC erstmals selektiv zur Expression von TLR7mRNA in B-Zellen fiihrt und damit der B-Zelle
ermoglicht wird, auf TLR7-Liganden zu reagieren [199]. Diese Daten demonstrieren folglich einen
wesentlichen Unterschied in der Funktion von TLR7 und TLR9: die Funktion des TLR7 ist abhén-
gig von der Anwesenheit von IFNa und, wie oben beschrieben, ist die Verkniipfung von TLR-

Expression und IFNa auf die Funktion von TLR9 nicht anwendbar.

In der Tat stellte sich wiederum die Frage, ob R848 im Kokultursystem mit PDCs der naiven B-
Zelle zum Isotype-Switch verhelfen kann. Aus eigenen Daten sowie aus der oben zitierten Verdtf-
fentlichung [199] geht hervor, dass R848 trotz fehlender B-Zell-Rezeptor-Stimulation die Differen-
zierung einer naiven B-Zelle fordern kann, allerdings die Produktion von IgG unter den gegebenen
Bedingungen der Population von B-Gedichtniszellen vorenthalten ist [199]. Da der Differenzie-
rungsprozess, wie gesehen, antigenunspezifisch ablaufen kann, sollte fiir einen eventuell zukiinfti-
gen klinischen Einsatz sowohl von exogenen als auch von natiirlichen TLR7-Liganden bedacht
werden, dass sich schon bestehende Autoimmunerkrankungen in ihrer Ausprigung verschlechtern
konnen. Nachdem R848 jedoch die Differenzierung einer naiven B-Zelle zur IgG-sezernierenden
Plasmazelle nicht unterstiitzen kann, halten sich die negativen Konsequenzen der TLR7-induzierten

Autoreaktivitdt in Schranken.

1V.2.7. PDC-B-Zell-Interaktion - zum besseren Verstindnis des Pathomechanismus des Syste-

mischen Lupus Erythematodes

Die hier gezeigten Daten besitzen unbestreitbar eine grole Bedeutung fiir die weitere Aufklarung
des molekularen Pathomechanismus des systemischen Lupus Erythematosus (SLE), ein Prototyp
von Autoimmunerkrankung, der liber eine abweichende Toleranz gegeniiber nuklearen Komponen-
ten und tiber bedeutsame Umgestaltungsprozesse des Immunsystems charakterisiert ist [280, 281].
Des Weiteren ist die Erkrankung tiber hohe Titer an Autoantikérpern, die ein breites Spektrum an
Spezifitdaten abdecken, einschlielich Antikdrper gegen doppelstriangige DNA, gekennzeichnet

[280]. 1979 wurde bereits von einer IFN-Aktivitit des Serums von Patienten, die an Autoimmuner-
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krankungen wie SLE, Arthritis oder Sklerodermie leiden, berichtet [282]. Dieses Resultat wurde
spéter in der Hauptsache fiir die Erkrankung SLE bestétigt. Es hat mehr als zwei Jahrzehnte For-
schung in Anspruch genommen, die Funktion von IFNaf im Pathomechanismus von SLE zu ver-
stehen. Hinweise zur Aufkldrung wurden von Studien erbracht, die aufzeigten, dass
Autoimmunerkrankungen unter der Therapie mit IFNof auftraten [283] und die Existenz von zir-
kulierenden IFNof-Induktoren im Blut von SLE-Patienten entdeckt wurde [284]. Uberraschen-
derweise konnten im Blut von SLE-Patienten im Vergleich zu dem von gesunden Patienten jedoch
nur ein geringerer Prozentsatz an PDCs detektiert werden [267], was entweder auf eine gesteigerte
Migration von PDCs ins Gewebe und/oder in sekundédre Lymphorgane oder aber auf einen Phino-

typwechsel, der durch die Aktivierung bedingt ist, hervorgerufen wird.

Die direkte Einbindung von IFNa in die Pathogenese von SLE wurde von Blanco et al. [267] vor-
geschlagen, der zeigen konnte, dass das von SLE-Patienten gewonnene Serum die Aktivierung von
myeloiden dendritischen Zellen als Antwort auf ein UbermaB an IFNa antreiben kann. Unreife
DCs, die Selbst-Antigene auf ihrer Oberfldche tragen, sind fiir die Aufrechterhaltung einer periphe-
ren Toleranz entscheidend, da sie Antigene prédsentieren, die in Abwesenheit einer entsprechenden
Kostimulation antigenspezifische T-Zellen in einen anergischen Zustand tiberfiihren. Unverminder-
te, IFNa-vermittelte Aktivierung von DCs, die Selbst-Antigene von apoptotischen Zellen préisen-
tieren, scheint in einem Bruch der Toleranz bei Patienten mit einer genetischer Priddisposition fiir

Autoimmunerkrankungen zu miinden.

Fiir die charakteristische Eigenschaft von SLE, die Expansion autoreaktiver Plasmazellen, bieten
die hier vorgestellten Daten einen Erkldrungsansatz. Das von der PDC sezernierte IFNa leistet
hierzu einen entscheidenden Beitrag [281]. Ubereinstimmend mit der aufgestellten Hypothese sind
die Resultate von zwei aktuellen Studien, die in murinen SLE-Modellen durchgefiihrt wurden und
die einen engen Zusammenhang zwischen der Induktion von IFNof und einer gesteigerten Anzahl
von Plasmazellen sowie einer wahrnehmbaren Verschlimmerung der Erkrankung herstellen und
bestitigen [285, 286]. Einige Szenarien sind vorstellbar, die zur Erkldrung des Bruchs der B-

Zelltoleranz und der Generierung von anti-DNA-Antikérpern in SLE dienen kdnnten:

1. Die unter dem Einfluss von IFNa ausgereiften DCs prisentieren CD4"-T-Zellen Autoantigene,
die nach erfolgter klonaler Expansion nach dem klassischen Muster zur Differenzierung von auto-
antikorperproduzierenden B-Zellen beitragen [45]. Dies konnte zusitzlich durch einen direkten

Effekt von IFNa. auf B-Zellen verstirkt werden: erstens durch die Reduktion des Schwellenwertes
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fiir die BCR-Aktivierung, zweitens durch die Forderung der Differenzierung von naiven B-Zellen
sowie B-Gedichtniszellen zu Plasmazellen. IFNo konnte ebenso die Sekretion der Molekiile
BLyS und APRIL in MDCs stimulieren, die neben der bedeutenden Funktion im Prozess des Ig-

Klassenwechsels auch einen Uberlebensfaktor fiir Plasmazellen darstellen.

2. B-Zellen werden ohne Beteiligung einer T-Zelle an der Stimulation sowohl iiber ihren B-
Zellrezeptor als auch tiber ihren Toll-like-Rezeptor aktiviert, wie mit Immunkomplexen, die
Chromatin beinhalten [287], oder wie die Daten der hier vorliegenden Arbeit gezeigt haben. Ein
groBer Prozentsatz (55-75%) aller Antikorper, die von friihen unreifen B-Zellen gesunder Indivi-
duen exprimiert werden, zeigen Selbstreaktivitdt, einschlieflich Polyreaktivitit und antinukleére
Spezifitaten [288]. Wihrend selbstspezifische B-Zellen normalerweise wihrend ihrer Entwicklung
einer negativen Selektion unterliegen [288], konnten IFNa und/oder DCs, die in der Anwesenheit
von IFNa ausgereift sind, die Differenzierung einiger dieser autoreaktiven Klone zu antikorper-
produzierenden Plasmazellen erlauben. Die nachfolgenden Immunkomplexe wiirden dann den B-

Zellaktivierungs-Loop vervielfachen und auf Dauer aufrechterhalten.

3. Eine weitere Option wire, dass SLE-Patienten genetische Veridnderungen, die nicht im Zusam-
menhang mit IFNa stehen und die das Uberleben von autoreaktiven Klonen erlauben, in autoreak-
tiven B-Zellen aufweisen. IFNo konnte in der Folge an der Aktivierung und Differenzierung

dieser Klone zu autoantikdrperproduzierenden Plasmazellen beitragen.

Eine weitere charakteristische Eigenschaft von B-Zellen eines SLE-Patienten ist die gleichzeitige
Expression von CD38 und IgD. Es konnte bereits gezeigt werden, dass IFNa die Expression von
CD38 auf der Oberfliche von B-Zellen in vitro induzieren kann [289]. Ubereinstimmend mit den
Resultaten der gerade zitierten Arbeit konnten sich in der hier vorliegenden Arbeit durch die An-
wesenheit von PDCs und das unter den gegebenen Bedingungen von PDCs sezernierte IFNa Plas-
mazellen entwickeln, die iiber eine hohe Expression des Oberflichenmarkers CD38 gekennzeichnet
sind. Das CD38-Expressionsniveau ist mit dem von humanen zirkulierenden oder im Gewebe vor-
liegenden Plasmazellen vergleichbar, was wiederum die Rolle von IFNa im Differenzierungspro-

zess einer Plasmazelle in vivo bestitigt.
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IV.3. Gelatine-Nanopartikel

IV.3.1. Die strukturelle Beschaffenheit eines CpG-Oligonukleotids ist fiir eine Komponente der

immunstimulatorische Potenz entscheidend

Wie bereits in der aktuellen Literatur beschrieben und teilweise unter Punkt III.1.4 in der vorlie-
genden Arbeit niher betrachtet, spielt eine partikuldre Struktur des ODN fiir die Induktion von
IFNa in PDCs eine entscheidende Rolle [206]. Bei der hier vorgestellten Studie wurde unser Proto-
typ der CpG-Klasse-A, 2216, eingesetzt, der iiber die beiden Sequenzelemente, zentrales Palindrom
und PolyG-Enden [100], die fiir die Ausbildung von intra- und intermolekularen Bindungen ver-
antwortlich gemacht werden, verfiigt. Die spontan entstehenden und unter physiologischen Bedin-
gungen stabilen partikuldren Strukturen, die sich aus bis zu 30 CpG-A-Stringen zusammensetzen
konnen [215], haben durchschnittlich einen Durchmesser von 20-100 nm [290]. Dies kommt der

GroBe eines Virus, einem natiirlichen, IFNa-induzierenden Stimulus der PDC, gleich.

Die Hypothese, dass eine partikulédre Struktur mit dem Aktivierungsgrad der PDC, der sich auf die
sezernierte Menge an IFNa bezieht, korrelierbar ist, wurde durch die Adsorption von CpG-B- oder
CpG-C-ODN an Gelatine-Nanopartikel, die aufgrund ihrer positiv geladenen Oberfliche iiber e-
lektrostatische Wechselwirkungen CpG-Oligonukleotide binden kénnen, tiberpriift und bestitigt.
Nicht nur die primire Sequenz des CpG-Oligonukleotids, sondern auch der physikalische Aggrega-

tionszustand kontrolliert folglich die immunstimulatorische Potenz eines Oligonukleotids.

Eine betrichtliche Steigerung der IFNa-induzierende Aktivitét, wie sie durch die partikulédre For-
mulierung von CpG-B- und CpG-C-ODN mit Gelatine-Nanopartikel erzielt wurde, konnte von
weiteren Arbeitsgruppen mit abweichenden Formulierungsarten und anderen CpG-ODN-
Sequenzen gleichfalls beobachtet werden: unter anderem kamen als Formulierungsagenz kationi-
sche Liposomen [291], kationische Mikropartikel aus einem Polymilchsédure-Polyglykolsdure-
Gemisch (cPLGA) [201], Polystyrol-Nanopartikel [206], Nanopartikel aus Protamin (fertiges Ma-
nuskript Kerkmann et al.) sowie Mikropartikel aus dem polykationischen Antibiotikum Polymyxin
B, wie jiingst verdffentlicht [292], zum Einsatz. Auch eine sekundire Struktur, die sich aus der
priméren Basenfolge eines ODN ergibt, wie ein selbstkomplementirer Bereich, der die Ausbildung
eines Dimers oder einer Hairpin-Struktur am 3°-Ende der Sequenz ermdéglicht [201, 218], erfiillt
die Voraussetzung einer strukturellen Domaéne, die an ein IFNa-induzierendes ODN gestellt wird.

Eine Partikel-dhnliche Struktur kann folglich entweder iiber die Adsorption von CpG-ODN an Na-
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nopartikel oder aber durch den Einsatz von ODN, die aufgrund einer palindromischen Basenfolge

oder PolyGs selbst héhere Strukturen (ODN 2216 und M362) ausbilden, realisiert werden.

Unerwartet war die starke Hemmung der IFNo-Induktion nach Stimulation mit dem bereits parti-
kulédr vorliegenden ODN 2216 gebunden an Gelatine-Nanopartikel. Eine mogliche Erkldrung fiir
dieses Phinomen ist, dass die Menge an IFNa, die durch CpG-A alleine induziert wird, bereits die
maximale Menge an IFNa ist, die durch keinen natiirlichen oder synthetischen Stimulus mehr stei-

gerungsfihig ist [100].

Des Weiteren entstehen durch die Adsorption von 2216 an Gelatine-Nanopartikel partikulire
Strukturen mit einem Durchmesser, der allem Anschein nach die optimale GréBe zur Aufnahme
und/oder Signalgebung tiberschreitet. Nach Messungen, die von Klaus Zwiorek, Pharmazeutische
Technologie der LMU, Miinchen, mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) durchgefiihrt
wurden, nimmt der Durchmesser der Gelatine-Nanopartikel durch Bindung von CpG-B- oder CpG-
C-ODN nur geringfiigig zu. Hingegen war ein betrichtlicher Gréenzuwachs bei mit CpG-A bela-
denen Gelatine-Nanopartikeln beobachtet worden; die Partikel nahmen tiber die Zeit gesehen stetig
an Grofe zu - von anndhernd 10 um bis zur sichtbaren Ausféllung eines Aggregates, was eine Gro-
e im Millimeterbereich impliziert. Einem ODN, das durch Verleihung einer partikuldren Struktur
die GroBe der zu aktivierenden Zelle iibersteigt, ist die Immunstimulation einer Zelle, mdglicher-

weise aufgrund fehlender Internalisierung, untersagt [293].

Neben der strukturgebenden Komponente ist jedoch eine ,stimulatorische Doméne* mit CpG-
Motiven fiir die IFNa-induzierende Kapazitit eines ODN nicht zu vernachlédssigen. Dies beweist in
der hier vorliegenden Studie das Kontroll-ODN M383, welches das korrespondierende GC-Pendant
zum ODN M362 darstellt und trotz partikuldrem Charakter durch die Adsorption an Gelatine-
Nanopartikel keine immunstimulatorische Aktivitidt aufweist. Infolgedessen sollte eine Oligonukle-
otidsequenz, die zur Aktivierung einer humanen PDC bestimmt ist, sowohl iiber eine stimulatori-
sche als auch eine strukturelle Domine verfiigen. Im Gegensatz dazu scheint fiir die Aktivierung
von B-Zellen vorrangig die Sequenz entscheidend und eine partikulire ,,Gestalt” des Oligonukleo-

tids tendenziell fiir die stimulatorische Aktivitéit nachteilig zu sein.

1V.3.2. Liganden-abhdngige Rezeptor-Aggregation als Erkldrung fiir die Steigerung der IFN a-

Sekretion
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Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die beobachtete Signalverstirkung beruht auf der Vorstellung,
dass die dichte, rdumliche Anordnung von CpG-Motiven auf der Oberfliche des Gelatine-
Nanopartikels zum Clustering und Crosslinking des CpG-Rezeptors TLRO fiihrt. Die Vermittlung
eines Signals durch die Interaktion eines einzelnen Rezeptor-Molekiils mit einem einzigen Ligan-
den stellt ein sehr vereinfachtes Modell der tatsdchlichen Situation dar. Mit einer bildgebenden
Untersuchungsmethode wurden die genauen Abldufe zwischen T-Zelle und dendritischer Zelle zu
Beginn einer antigenspezifischen Immunreaktion aufgeklart; die hierbei entstandenen Resultate
prigten ein neues Bild einer Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung [294]. Eine Vielzahl von Rezepto-
ren akkumuliert in den meisten Fillen in definierten Bereichen der Zellmembran, die als lipid rafts
bezeichnet werden [295]. Die erhohte Dichte an Rezeptormolekiilen in Mikrodoménen der Zell-
membran wird als clustering bezeichnet und ermdglicht bei einer Interaktion mit einem multimeren
Stimulus entweder erstmals ein Signal oder fiihrt zu einer Verstirkung eines bereits bestehenden

Signals [296].

Im Falle eines mit CpG-Oligonukleotid beladenen Nanopartikels oder des natiirlichen Liganden,
der bakteriellen DNA, werden in unmittelbarer riumlicher Nihe viele CpG-Motive prisentiert, die
zum Crosslinken der in lipid rafts akkumulierten Rezeptoren fiihren konnten; die Signaltransdukti-
on wird in der Folge verstirkt oder verdndert. Alternativ kann angenommen werden, dass die Bin-
dungsenergie, die bei der Interaktion eines einzigen CpG-Oligonukleotids mit TLRY frei wird, so
gering ist, dass die gesteigerte Aviditat, die iiber multivalente Molekiile moglich wird, fiir ein op-
timales Signaling notwendig ist [297]. Die beschriebenen Annahmen fiihren zur folgender Spekula-
tion tUiber die TLR9-ODN-Interaktion: die Rezeptoraggregation scheint eine wesentliche
Komponente der TLRO-Aktivierung, vor allen Dingen fiir die nachfolgende Ausldsung des
Pathway, der zur Expression von IFNa fiihrt, zu sein. Die Aufkldrung des genauen Mechanismus
des TLRO-Signalings erfordert allerdings entsprechende Studien, die die Rezeptor-Ligand-
Interaktionen genau untersuchen. Fiir die Auslosung des TLR4-Signaling wurde ein analoger Me-

chanismus vorgeschlagen [298].

Zusitzlich wird die Annahme durch die Tatsache bekréftigt, dass TLRs eine strukturelle Homolo-
gie zu IL-1-Rezeptoren besitzen. Studienergebnisse, die auf der Methode des Fluoresenz-
Resonanz-Energie-Transfers beruhen, demonstrierten einen engen Zusammenhang zwischen der
Fahigkeit des Polypeptids IL-1a, die Aggregation des korrespondierenden Rezeptors auszulGsen,
und der Stimulation einer bestimmten, funktionellen Reaktion, in diesem Fall der Produktion von
PGE, [299]. Der zur Behandlung der rheumatischen Arthritis eingesetzte IL-1-Rezeptor- Antagonist

Anakinra (Kineret®), dessen Wirkung auf einer kompetitiven Rezeptorblockade beruht, verursacht
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bei der Interaktion mit seinem korrespondierenden Rezeptor keine Rezeptoraggregation [300]. In
Analogie dazu ist vorstellbar, dass die biologischen Effekte einiger ODN einem &hnlichen Mecha-
nismus unterliegen. Mit dieser Theorie iibereinstimmend ist der Befund, dass das CpG-B-ODN
2006, das unter normalen Kulturbedingungen in monomerer Form vorliegt, nur in schwachem Ma-
e die PDC zur Sekretion von IFNa anregen kann. Eine synergistische Wirkung beziiglich der
Induktion von IFNa bei einer kombinierten Stimulation mit 2006 und 2216 blieb jedoch aus; es ist

vorstellbar, dass in diesem System 2006 wie ein Antagonist wirkt (nicht gezeigte Daten).

Die multimere Prdsentation von CpG-Motiven und das damit verbundene Crosslinken von Rezep-
toren ist eine mogliche Begriindung fiir die verstirkte Induktion von IFNa in PDCs. Dieser Befund
wird auch mit Daten, die von anderen Arbeitsgruppen erhoben wurden, unterstiitzt [201, 292, 300].
Weitere, durch CpG-ODN hervorgerufene Merkmale einer PDC-Aktivierung, wie die gesteigerte
Expression von kostimulatorischen Molekiilen oder die Sekretion von TNFa, blieb von der polyva-
lenten Prisentation von CpG-Motiven unbeeinflusst (nicht gezeigte Daten). Diese Divergenz deutet
auf unterschiedliche Pathways hin, die von einem aktivierten TLRO initiiert werden. Die Prédsenta-
tion von ODN in partikuldrer Form, die zahlreiche Rezeptor-Ligand-Kontakte ermdglicht, amplifi-

ziert selektiv den Pathway, der zur Transkription von IFNa fiihrt.

1V.3.3. Verstirkte Aufnahme als ein Grund fiir die gesteigerte IFN a.-Sekretion?

Bei Hinterfragung des beschriebenen Phdnomens - der betridchtlichen Steigerung der IFNo-
Induktion durch partikulédre Prisentation von CpG-Motiven — war es nahe liegend, den Aspekt ei-

ner verstdrkten Aufnahme in die PDC im Vergleich zur ungebundenen Form zu betrachten.

Mittels einer FACS-Analyse erfolgte die Untersuchung der Aufnahme in aufgereinigte PDCs und
B-Zellen (nicht gezeigte Daten). Hierbei konnte kein Unterschied in der Aufnahme zwischen ODN
2216, 2006 und an Nanopartikel gebundenes ODN 2006/M362 festgestellt werden. Diese Untersu-
chungsmethode ist mit einigen, nicht vermeidbaren Fehlern behaftet, die das gesehene Resultat
verfilschen konnten: trotz gewissenhafter Waschschritte nach festgelegter Inkubationszeit mit dem
jeweiligen FITC-gelabelten ODN kann die Adsorption des ODN oder des mit ODN beladenen
Nanopartikels auf der Oberflidche der PDC nahezu nicht ausgeschlossen werden. Diese Fehlerquel-
le kann durch eine Kontrollbedingung, die wahrend der gesamten Versuchszeit auf Eis gelagert
wird, in seiner Ausprigung abgeschwicht werden. Unter der Voraussetzung einer 4°C-Inkubation

werden alle physiologischen Prozesse, einschlielich einem endozytotischem Vorgang, stark einge-

114



DISKUSSION

schrinkt. Erst die Differenz der mean fluorescence intensity (MFI) zur Eisprobe erlaubt eine Aus-

sage liber die tatsichlich aufgenommene Menge an ODN oder ODN beladener Nanopartikel.

Die Arbeitsgruppe um K. Fearon erklért sich die verstdrkte immunstimulatorische Potenz von kur-
zen ODN-Sequenzen adsorbiert an cPLGA-Mikropartikel iiber eine gesteigerte Aufnahme, quanti-
fiziert allerdings nicht die aktuell internalisierte Menge an CpG-Oligonukleotid [201]. Auch von
einer in Liposomen gebundenen Form eines ODN wird geschildert, dass sie die Aufnahme um
einige Potenzen im Vergleich zur ungebundenen Form steigern kann [301]. Hingegen existieren
einige Publikationen, die von der Aufnahmerate eines partikuldr formulierten ODN Gegensitzli-
ches behaupten [206, 292]. Zusammengefasst scheint, dass, trotz nachgewiesener Steigerung der
Aufnahme, auf Grundlage der bestehenden Daten eine vermehrte Aufnahme nicht eindeutig mit

einer gesteigerten Immunstimulation korrelierbar ist.

Der Unsicherheitsfaktor einer Adsorption von CpG-ODN auf der Oberfliche der betrachteten Zelle
kann mit einer konfokalmikroskopischen Betrachtung umgangen werden. Die Konfokalmikrosko-
pie eroffnet die Moglichkeit einer dritten Dimension; aufgrund der pinholes, die als konfokale
Blende wirken, entstehen optische Schnitte, die frei von Streulicht sind und zur tiefenscharfen Pro-
jektion zusammengesetzt werden konnen. Hiermit kann eine eindeutige Aussage iiber die Aufnah-
me qualitativ, jedoch nicht quantitativer Art, getroffen werden. Auflerdem koénnte durch
Markierung ausgewdihlter Zellorganelle der genaue Ablauf sowie die Lokalisierung des ODN im
Unterschied zu ODN-beladenen Nanopartikeln verfolgt werden, was zur weiteren Aufklidrung des

gesehenen Effekts beitragen wiirde.

Eine iiber das Resultat mitentscheidende Voraussetzung der Konfokalmikroskopie ist die korrekte
Priparation der Probe; dafiir miissen die zu untersuchenden Zellen adhérent sein. Plasmazytoide
dendritische Zellen zahlen jedoch nicht zu den Populationen von adhérenten Zellen. Drei alternati-
ve Methoden wurden ausgetestet, um PDCs in einen adhirenten Zustand zu iiberfiihren: 1. Kulti-
vierung der PDC in einem ausgewdhlten Medium nach [112], 2. Beschichtung der Kulturgefifle
mit bivalenten Kationen und/oder Proteinen (Poly-D-lysin, Matrigel®) und 3. schneller Zentrifuga-
tionsschritt, der zu schwach adhérenten, aber stark deformierte PDCs fiihrt. Keine der drei Varian-
ten zur Probenvorbereitung fiihrten zu einem zufriedenstellenden Ergebnis. Folglich wurden
Versuche mit PDCs, die sich in Zellsuspension befanden, den bekannten Nachteilen bewusst, vor-
genommen. Eine Anreicherung von FITC-markierten Oligonukleotiden aller drei CpG-

Hauptklassen in der PDC konnte nach wenigen Minuten Stimulation beobachtet werden (Abb. 25).
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Fir die Aufnahme von mit ODN beladenen Nanopartikeln blieb hingegen ein Ergebnis bzw.

Nachweis aus, was unter anderem auf eine unzureichende Probenpréparation zuriickzufiihren ist.

Abbildung 25 Konfokalmikroskopische Aufnahmen von PDCs nach Stimulation mit FITC-markiertem
CpG-ODN. PDCs (2,5x10° PDCs /ml) wurden in fiir das Konfokalmikroskop geeignete chamber-slides®
mit IL-3 (10 ng/ml) und einer CpG-Nanopartikel-Dispersion (3ug/ml) im Brutschrank fiir 10 Minuten in
Kultur gegeben (CpG-C M362: oberes Bild; CpG-A 2216: unten, linkes Bild; CpG-B 2006: unten, rechtes
Bild). Nach entsprechenden Firbe- und Waschschritten (siehe Material & Methoden, II. 2.5.2.) wurden die
Zellen mit einem Konfoklamikroskop gesichtet.

Anhand der bis dato existierenden Daten ist die Potenzierung der IFNa-Synthese durch Kopplung
von CpG-ODN an Gelatine-Nanopartikel nicht mit einem quantitativen Unterschied in der Auf-
nahme korrelierbar. Aufféllig war bei der Auswertung des uptake-Versuches, vor allem bei Be-

trachtung der konfokalen Aufnahmen, der Befund, dass zwischen den einzelnen Vertretern der drei
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CpG-Klassen visuell keine grolen Unterschiede in der aufgenommenen Menge festgestellt werden
konnten, wie auch eine Aussage in der Verdffentlichung [206] lautet. Damit wird die vor einiger
Zeit postulierte Annahme zum Teil entkriftigt, dass ODN, die ein PolyG-Motiv in ihrer Sequenz
aufweisen, wie ODN 2216, aufgrund dieser Tatsache besser aufgenommen werden und folglich

eine verstirkte Aktivitit zeigen [114, 302].

Einige Arbeitsgruppen beschreiben, dass ODN mit PolyG-Motiven von Scavenger-Rezeptoren
erkannt werden und somit besser in die Zelle internalisiert werden [302]. Dieser Befund ist jedoch
nur fiir die Zellpopulation von Makrophagen, Monozyten und murine CD11c¢* DCs bewiesen [114,
303]. Neueste Resultate besagen, dass PDCs keine Scavenger-Rezeptoren exprimieren (nicht publi-
zierte Daten, S. Rothenfusser). Folglich kann die abweichende IFNa-induzierende Potenz von
CpG-A-ODN, die von ODN-beladenen Nanopartikeln imitiert wird, und dem CpG-B-ODN 2006

wahrscheinlich nicht auf unterschiedliche Aufnahmeraten zuriickgefiihrt werden.

1V.3.4. Allein die Sequenz bestimmt den Grad der B-Zellaktivierung

Obgleich die Aufnahme von CpG-ODN in komplexer, partikuldrer Form wie auch die der singuld-
ren Form in B-Zellen nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigte Daten), konnte nicht nur kein
Anstieg, sondern abhingig von der Gr6Be des eingesetzten naiven Nanopartikels sogar eine starke
Reduktion der immunstimulatorischen Aktivitéit gezeigt werden. In den Zellkulturiiberstinden, die
mit ODN-beladenen Nanopartikeln stimuliert wurden, wurden IL-6-Konzentrationen in dem Men-

genbereich detektiert, wie sie mit CpG-A-ODN 2216 erzielt werden.

Von einer annihernd analogen Ungleichheit in der Immunantwort der reagierenden Zellpopulatio-
nen wurde beim Vergleich der zwei Hauptklassen von immunstimulatorischen CpG-ODN, CpG-A
und CpG-B, bereits in der hier vorliegenden Arbeit berichtet. Die beladenen Gelatine-Nanopartikel
entsprechen zugegebenermaf3en nicht den chemischen bzw. Sequenz-Anforderungen, die fiir CpG-
A-ODN (palindromisches Sequenzelement, chiméres Riickgrat, PolyG-Enden) definiert wurden,
zeigen dennoch ein vergleichbares Aktivitdtsmuster. Diese Resultate weisen darauthin, dass eine
multimere Pridsentation von CpG-Motiven entweder durch Adsorption von ODN-Sequenzen an
einen Triger oder durch Aggregation des ODN, die durch die primire Basenfolge bedingt ist, wie
anhand der Sequenz von 2216 gezeigt [206], die IFNa-Sekretion iiber alle anderen immunstimula-
torischen Aktivitdten stellt. Die Voraussetzungen, die an die Prédsentationsform der immunstimula-

torischen CpG-Motive zur Induktion von IFNa gestellt werden, sind von den Anforderungen, die
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einer optimalen B-Zell-Aktivierung bediirfen, abweichend; dies ldsst wiederum auf einen signifi-
kanten Unterschied schliefen, auf welche Weise die beiden Zellpopulationen CpG-Oligonukleotide
erkennen. Griinde fiir die erhobene Annahme konnen unterschiedlichen Ursprungs sein: 1. es wire
denkbar, dass polymorphe Formen des Rezeptors TLR9 in PDCs und B-Zellen existieren, die un-
terschiedliche, strukturelle Voraussetzungen an ihren Liganden stellen; 2. eine Heterodimerisierung
von TLRY mit einem weiteren Mitglied der TLR-Familie fiir jeweils eine der immunstimulatori-
schen Aktivitidten notwendig ist; 3. ein noch nicht identifizierter CpG-Co-Rezeptor oder Adapter-
molekiile, die nur in einer der beiden TLR9-tragenden Zellpopulationen exprimiert werden, noch
entdeckt werden oder 4. TLRO sich in unterschiedlichen Kompartimenten des Endosoms befinden

kann.

Die Aktivierung von B-Zellen wird folglich vorherrschend durch die Sequenz des Oligonukleotids
bestimmt. Dies bestétigt eine weitere Studie, in der sogenannte CICs (chimeric immunomodulatory
compounds) zur Immunstimulation von B-Zellen eingesetzt wurden. Hierbei handelt es sich um
heptamere ODN, die iiber nicht-nukleosidische Abstandshalter verkniipft werden [297]. Uber die
Dimension der Stimulation entscheidet wiederum die Basenkombination am 5 -Ende der Sequenz,
der Konfigurationszustand des CICs, der durch den eingesetzten Spacer bedingt ist, hat hingegen
nur einen marginalen Einfluss. Wie schon in die Definition der sequenzspezifischen Anforderungen
an die ODN der CpG-Klasse C eingegangen ist, ist ein 5°-TCG gefolgt von einem weiteren Thymi-

din fiir das B-Zellspezifische Aktivitdtsmuster am besten geeignet.

Der Aktivierungsgrad der B-Zelle ist iiber die Adsorption von CpG-B- oder C-ODN an unter-
schiedliche Groflen von Nanopartikeln steuerbar. Eine Spanne von 10-50%iger B-Zellaktivierung
im Vergleich zur monomeren Form ist durch die Formulierungsart bei gleichzeitiger Aufrechterhal-
tung hoher Konzentrationen an IFNa abdeckbar. Dies konnte insbesondere bei der Behandlung
bestimmter Erkrankungen von Nutzen sein, die von einer IFNa-vermittelten Immunantwort, jedoch
nicht von einer polyklonalen B-Zellstimulation, profitieren. Bei einem klinischen Einsatz zur Be-
handlung von allergischem Asthma oder ausgewdhlter Tumorerkrankungen wire es wiinschens-
wert, eine polyklonale B-Zellaktivierung, die in einer Potenzierung von Asthma-vermittelnden B-
Zellen oder in B-Zelllymphomen resultieren konnte, zu unterbinden. So hat die Bindung von CpG-
ODN an einen Nanopartikel gegeniiber dem entsprechenden, konventionellen ODN, in der klini-
schen Anwendung einen bedeutenden Vorteil, wenn nur ein eingeschréinktes Set an immunstimula-

torischen Aktivitiaten erforderlich ist.

118



DISKUSSION

1V.3.5. Vorteile einer Formulierung von immunstimulatorischen CpG-Oligonukleotiden in An-

betracht einer klinischen Anwendung

AufBer der Absicht mit den Untersuchungen von ODN-beladenen Nanopartikeln die strukturellen
Voraussetzungen, die an IFNo-induzierende CpG-Oligonukleotiden gestellt werden, aufzukléren,
lag ein weiterer Schwerpunkt dieser Studie in der Suche nach einer Formulierung fiir Oligonukleo-
tide mit dem Ziel einer verbesserten Stabilitit und Bioverfiigbarkeit in vivo. Ein signifikanter Nach-
teil von Nukleinsduren, deren therapeutischer Einsatz iiberlegt wird, liegt in der Instabilitdt unter
physiologischen Bedingungen. Das einzigste weltweit zugelassene therapeutische Oligonukleotid
Formivirsen (Vitravene®), das zur Behandlung einer Zytomegalie-Retinitis bei AIDS-Patienten
angewandt wird, muss direkt an seinen Bestimmungsort, lokal in den Glaskdrper, appliziert wer-

den.

Da die biologischen Effekte von ODN, die in vitro nachgewiesen wurden, bei der Ubertragung in
ein in vivo-System aufgrund kurzer Halbwertszeiten nicht nur begrenzt sind, sondern teilweise
ausbleiben, miissen Wege zur Losung dieses Problems gefunden werden, den lidngeren Verbleib
von ODN am Ort des Geschehens zu gewihrleisten. Ein kleiner Fortschritt in die richtige Richtung
wurde bereits durch eine abgeinderte Riickgrat-Chemie des ODN erzielt. Durch den Austausch
eines an der nukleosidischen Bindung nicht beteiligten Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom
entsteht ein Phosphorthioat-ODN, das resistenter gegeniiber endogenen Nukleasen und Proteasen
ist und aufgrund dessen die Plasmahalbwertszeit im Vergleich zu einem Phosphodiester-ODN von
flinf Minuten auf bis zu eine Stunde erhéht [304]. Eine zusitzliche Option, die zur Verbesserung
der Stabilitit von stimulatorischen Nukleinsduren gegeniiber enzymatischer Degradierung und
somit zu einer gesteigerten Bioverfligbarkeit beitréigt, ist die Bindung von Oligonukleotiden an
kationisierte, partikuldre Triagersysteme, wie Nanopartikel, Liposomen oder Mikropartikel [305]. In
der Tat konnte gezeigt werden, dass Trigersysteme die Wirkung von ODN steigern [306]. Diesem

Resultat fehlt noch eine in vivo-Bestitigung fiir die hier vorgestellten Gelatine-Nanopartikel.

Bei der Auswahl des Tridgersystems sollten gewisse Voraussetzungen an den Ausgangsstoff in
Anbetracht einer kiinftigen klinischen Anwendung erfiillt werden. Gelatine als Ausgangssubstanz
hat den Vorteil einer guten und bereits langjéhrig erprobten Vertréiglichkeit, zeigt eine schwache
Eigen-Antigenizitdt und ist vor allen Dingen biokompatibel und auch biodegradierbar ohne Bil-
dung von toxischen Abbauprodukten. Viele synthetische Polymere, die zur Herstellung von parti-
kuldren Systemen eingesetzt werden, haben den Nachteil, dass sie nicht bioabbaubar sind und

somit je nach Beurteilung des Ausganges einer toxikologischen Untersuchung nur bedingt fiir me-
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dizinische Zwecke einsetzbar sind oder aber der klinische Einsatz aufgrund eines betrdchtlichen
Nebenwirkungsprofils nicht vertretbar ist. Hierzu zihlen z.B. als Ausgangsmaterial die Polymere
Polystyrol oder Polyhexylcyanoacrylat. Auch die Anwendung des polykationischen Antibiotikum
Polymyxin B zur Ausbildung von Mikropartikeln ist kritisch zu bewerten [292]. Trotz Einsatz ge-
ringer Mengen an Polymyxin B zur Herstellung im Vergleich zu den Gaben, die zur Erzielung ei-
nes antibakteriellen Effekts notwendig sind, sind die renalen und neurologischen Toxizititen, die
bei Anwendung von Polymyxin B am Menschen beobachtet wurden, bei der Bewertung nicht aufler

Acht zu lassen [307].

Es ist vorstellbar, dass durch die Adsorption einer Vielzahl von ODN auf der Oberfldche eines
Nanopartikels eine Art ,,ODN-Depot“ geschaffen wird. Die gebundenen ODN k&nnen an ihrem
Bestimmungsort kontinuierlich freigesetzt werden; auf diesem Wege sind iiber eine lidngere Zeit-
spanne CpG-Motive im Endosom der PDC allgegenwirtig, die den IFN-Rezeptor-vermittelten,
autokrinen Feedback-loop aktivieren konnen, der ebenfalls durch die Vertreter der CpG-A-Klasse
angeregt wird [37]. Diese Annahme bietet einen weiteren Ansatz zur Erkldrung der gesteigerten

IFNao-Induktion durch an Nanopartikel gebundenes ODN.

Interferon-a, das in den hier vorgestellten in vitro-Studien nach Stimulation mit beladenen Gelati-
ne-Nanopartikeln selektiv in betrichtlichen Mengen von PDCs sezerniert wurde, ist ein wesentli-
ches Effektormolekiil sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunitét. Es existiert
ein breitgefichertes Wissenspektrum tiber die immunstimulatorischen Potenz von IFNa, auf dem
die feste Platzierung von rekombinantem IFNa in einigen Therapierichtlinien ausgewéhlter Er-
krankungen, wie dem malignen Melanom oder als Kombination mit Ribavirin bei Hepatitis-C-
Infektionen, begriindet ist. Jedoch ist die ,,Einnahme* der zugelassenen IFNa-Priparaten, wie
Intron A®, aufgrund der Instabilitdt des Proteins fiir den Patienten mit einigen Nachteilen, wie der
i.v.-Applikation, behaftet. Es wird stetig nach Zubereitungsformen fiir IFNa gesucht, die eine pati-
entenfreundlichere, eventuell orale Applikationsform erméglicht. Deshalb ist ein attraktiver und zu

berticksichtigender Forschungsansatz die Entwicklung von endogenen IFNa-Induktoren.

Zu den endogenen IFNo-Induktoren kénnen neben CpG-A-ODN auch die hier prisentierten, mit
ODN-beladenen Nanopartikel gezihlt werden. Sie verfiigen iliber den Vorteil einer genau definier-
baren Charakterisierung. Bei Einhaltung eines optimierten Herstellungs-, Aufreinigungs- und Bela-
dungsprotokolls ist die Produktion eines jeweils identischen Partikels sowohl in Bezug auf die

PartikelgroBe als auch auf die Beladungskapazitit des Partikels mit ODN gewdahrleistet. Das CpG-
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A-ODN 2216 hingegen stellt ein Gemisch unterschiedlicher sekundirer und tertidrer Strukturen
dar, die sich aus einer variablen Anzahl von Einzelmolekiilen zusammensetzen [206]. Das in seinen
Bestandteilen nicht-definierte Gemisch unterliegt zusitzlich einer schnellen Anderung seiner Zu-
sammensetzung bedingt durch dufere Einfliisse, wie ein Gefrier-Tau-Zyklus oder Erwidrmen. Folg-
lich st6t man bei der Ausarbeitung von Qualitédtskontrollprotokollen fiir 2216 auf Schwierigkeiten:
es muss nicht nur die Lange und die korrekte Basenfolge des Einzelmolekiils sichergestellt werden,
sondern auch das betrichtliche Spektrum an unterschiedlichen PartikelgréBen ist zu quantifizieren

und zu standardisieren.

CpG-ODN sind vielversprechende Immunadjuvantien, die eine antigenspezifische Immunantwort
gegen eine Vielzahl von Antigenen signifikant steigern kénnen. Im Gegensatz zu den herkdmmlich
eingesetzten Adjuvantien (Aluminiumverbindungen) lenken CpG-ODN, wie auch der ,,Goldstan-
dard®“, das vollstindige Freud sche Adjuvans (CFA), die Immunantwort in die gewtinschte Rich-
tung eines Thl-Phenotyps (CTL, IFNy-Produktion, entsprechendes Ig-Profil) [94, 308]. Eine
optimale Immunogenitidt wird dem ausgewdhlten Antigen verliehen, sobald eine enge, rdumliche
Nachbarschaft von Adjuvans und Antigen besteht; diese erforderliche physikalische Nihe kann
durch die Bindung von ODN und Antigen an einen gemeinsamen Trédger hergestellt werden. In
einem murinen Vakzinierungsmodell erzielte die Verabreichung eines Nanopartikels, der sowohl
mit ODN als auch mit dem entsprechenden Antigen beladen war, eine signifikant gesteigerte Im-
munreaktion im Vergleich zur separaten Verabreichung der beiden entscheidenden Vakzine-
Bestandteilen [309]. Weitere Publikationen konnten mit abweichenden Tragersystemen vergleich-
bare Ergebnisse generieren [310-312]. Dieses Modell des Einsatzes eines partikulidren Systems, das
sowohl Antigen als auch Adjuvans der gleichen Zelle liefert, dient nicht nur der Potenzierung der
Immunreaktion, sondern auch der Reduktion der eingesetzten Menge an ODN [313] sowie dem

Schutz einiger Antigene vor dem Abbau durch lysosomale Enzyme [314].

Die hier vorgestellten Gelatine-Nanopartikel bieten gleichfalls die Méglichkeit Antigene an die
Oberflidche des Partikels zu binden. Die Oberfldche der Partikel bietet durch Tausende von freien
Seitenketten der Gelatine-bildenden Aminosduren chemisch leicht zugédngliche Bindungsstellen,
die eine kovalente Kopplung eines Antigens erméglichen. Des Weiteren ermoglichen etablierte
Methoden der Proteinchemie die kovalente Bindung von drug targeting-Liganden, wie spezifische
Antikorper, auf die Oberflache von Nanopartikeln. Das dabei entstehende Transportsystem zeich-
net sich tliber eine hohe Spezifitit fiir seinen Bestimmungsort aus. Jiingst veroffentlicht wird durch
die Bindung eines biotinylierten anti-CD3-Antikérpers iliber die Ausbildung eines Avidin-Biotin-

Komplexes gewihrleistet, dass das Tragersystem in diesem Fall spezifisch von der Population der
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T-Zellen erkannt wird [315]. Gelatine-Nanopartikel als Tragersystem erdffnen folglich ein grofies
Spektrum an Modifikationsméglichkeiten: einerseits ermdglicht die positivierte Oberfldche die
Adsorption negativ geladener Molekiile wie die von immunstimulatorischen CpG-ODN oder ande-
rer therapeutischer Nukleinsduren wie siRNA [316], andererseits besteht die Option Antigene oder

aber spezifische Leitsubstanzen kovalent zu binden.
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V. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit ist es uns gelungen, CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) zu identifi-
zieren, die die immunstimulatorischen Eigenschaften von CpG-A- und CpG-B-ODN kombinieren:
die neuen Oligonukleotid-Sequenzen, die unter dem Begriff CpG-C zusammengefasst werden,
stellen nicht nur eine optimale Stimulationsquelle fiir B-Zellen dar, sondern verfiigen — im Gegen-
satz zu CpG-B-ODN - auch iiber das Potential, in plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC)
groBe Mengen an Interferon-alpha zu induzieren. CpG-C-ODN iibertreffen in ihrer Stimulations-
kraft aufgrund einer direkten und indirekten, liber Zytokine vermittelten B-Zellaktivierung das
Potential von CpG-B-ODN. Neben der funktionellen Charakterisierung, die mit den beiden TLR9-
tragenden Zellpopulationen in in vitro-Versuchen vorgenommen wurde, konnten bei einem direk-
ten Vergleich der Immunstimulation von ausgewéhlten Kontroll-Oligonukleotiden und dem Proto-
typ der CpG-C-Klasse, M362, zusitzlich sequenzspezifische und strukturelle Voraussetzungen fiir
jeweils einen Arm des immunstimulatorischen Aktivierungsprofils von CpG-ODN erarbeitet wer-
den: iiber die Ausldsung einer Signaltransduktionskaskade, die in einer B-Zellstimulation miindet,
entscheidet primér die ODN-Sequenz. Hingegen ist eine hohermolekulare Struktur, die sich auf-
grund der primdren Basenabfolge eines Oligonukleotids ergibt, fiir das Interferon-alpha-
induzierende Potential eines Oligonukleotids entscheidend. Diese Annahme konnte mit den Ergeb-
nissen, die mit der Bindung von CpG-C-ODN M362 an die Oberfldche von positiv geladenen Gela-
tine-Nanopartikeln generiert wurden, bestétigt werden. Allen Sequenzen der neuen CpG-C-Klasse
ist gemeinsam, dass sie entsprechend ihrem Aktivierungsprofil sowohl iiber einen selbstkomple-
mentdren Sequenzbereich verfiigen, der dem Oligonukleotid eine sekundire Struktur verleiht und
somit iliber das Ausmaf} der Interferon-alpha-Sekretion der plasmazytoiden dendritischen Zelle
bestimmt, als auch iiber eine entsprechende Basenzusammensetzung, die fiir eine optimale B-
Zellaktivierung ausschlaggebend ist (freies 5-TCG, humanes CpG-Motiv) (Tab. 7). Der Einblick
in die Anforderungen, die an eine ODN-Sequenz fiir das jeweilige immunstimulatorische Aktivie-
rungsmuster gestellt werden, sowie die Kenntnis iiber die beiden CpG-sensitiven Zellpopulationen
bieten nun die Voraussetzung, ein optimiertes Oligonukleotid mit entsprechendem Aktivierungspo-

tential zu entwickeln.

Oligonukleotide, die der CpG-Klasse C angehéren, konnten fiir die Immuntherapie grofle Bedeu-
tung erlangen: zum einen ist der Einsatz von CpG-C-ODN als Vakzineadjuvans vorstellbar, wofiir
sich Oligonukleotide der CpG-Klasse B bereits sehr bewéhrt haben. Zum anderen stellen die Ver-
treter der neuen CpG-Klasse aufgrund ihrer Fahigkeit, das antivirale Zytokin Interferon-alpha zu

induzieren, vielversprechende Kandidaten fiir die Entwicklung von Immunmodulatoren dar, die
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sowohl zur Behandlung als auch zur Pravention einer Infektionserkrankung eingesetzt werden

konnten.

CpG-A CpG-B CpG-C
primére PDC PDC und B-Zelle PDC und B-Zelle
Zielzelle
Prototyp ODN 2216 ODN 2006 ODN M362
funktionelle Cha-| ¢ induziert sehr | ¢ induziert sehr geringe|#® induziert hohe Mengen
rakteristika hohe Mengen Typ-I-|Mengen an IFN-Typ-l in PDCs, [ an IFN-Typ-l in PDCs

IFN in PDCs aber starke Expression von

¢ keine Aktivierung
von B-Zellen

kostimulatorischen Molekiilen

¢ starke Aktivierung von B-
Zellen

¢ Expression kostimulato-
rischer Molekiile

¢ starke Aktivierung von B-
Zellen

strukturelle Cha-
rakteristika

¢ Poly-G-Enden

¢ optimales ,humanes CpG-
Motiv“

¢ zentrales Palindrom mit
CG-Dinukleotiden

¢ zentrales Pa-
lindrom mit CpG-Motiv | ¢ Phosphorthioat-Riickgrat ¢ 5TCG-Ende und ,huma-

nes CpG-Motiv“

¢ chimadres Rulck-| ¢ keine Ausbildung sekunda-
grat rer Strukturen ¢ modifiziertes
 Ausbildung se- Phosphorthioat-Riickgrat

kundarer und tertiarer dimerer
Strukturen (partikulare

Strukturen)

¢ Ausbildung
Strukturen

Tabelle 7 Charakteristische Eigenschaften der humanen CpG-ODN-Klassen im Uberblick

Der Prototyp der neuen CpG-Klasse M362 fiihrt zur optimalen Aktivierung beider TLR9-tragenden
Zellpopulationen, B-Zellen und plasmazytoide dendritische Zellen, und stellt demzufolge ein ge-
eignetes Werkzeug zur Untersuchung der funktionellen Konsequenz einer TLR-vermittelten Stimu-
lation dieser beiden Zellpopulationen dar. Zusitzlich zu der Stimulationsweise mit dem neuen
CpG-C-ODN M362 ist an dem Kokultursystem bedeutsam, dass der direkte Einfluss der plasmazy-
toiden dendritischen Zelle auf den Differenzierungsprozess einer B-Zelle bis dato noch nicht unter-
sucht wurde. Mit den in der hier vorliegenden Arbeit dargestellten Befunden kann der
plasmazytoiden dendritischen Zelle erstmals eine Rolle in der humoralen Immunreaktion zugespro-
chen werden. Wir konnten zeigen, dass in Anwesenheit einer plasmazytoiden dendritischen Zelle
eine Stimulation mit dem CpG-C-ODN M362 und dem B-Zellrezeptorantigen anti-Ig fiir die Diffe-
renzierung einer naiven B-Zelle zur Plasmazelle, die IgM produziert und sezerniert, vollkommen
ausreichend ist. Hervorzuheben ist die Besonderheit, dass das hier vorgestellte Kokultursystem auf

die bisher als unabdingbar eingestufte T-Zellhilfe fiir den B-Zelldifferenzierungsprozess verzichten
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kann. Die plasmazytoide dendritische Zelle scheint unter den gegebenen Bedingungen die T-Zelle
in gewissen Grenzen ersetzen zu kdnnen, was fiir einige, bereits in der Literatur existierende, nicht
geldste Fragestellungen eine Erkldrung bietet. Gleichfalls konnten wir die Férderung des Differen-
zierungsprozesses durch die Prdsenz der plasmazytoiden dendritischen Zelle auch fiir die B-
Gedichtniszelle nachweisen. Ein Zytokin-Blockadeversuch schaffte teilweise Klarheit tiber den
Mechanismus: einen groen Beitrag zur der B-Zell/PDC-Interaktion trigt mit Sicherheit das unter
den gegebenen Bedingungen von der plasmazytoiden dendritischen Zelle sezernierte Interferon-
alpha sowie die von den B-Zellen unter den beschriebenen Voraussetzungen im vermehrten Malle

produzierten Zytokine IL-6 und IL-10 (Abb. 26A).

Der Nachweis von IgG konnte lediglich fiir die Uberstinden der Kokulturbedingungen mit B-
Gedichtniszellen gefiihrt werden. Der plasmazytoiden dendritischen Zelle scheint es im Vergleich
zur T-Zelle unter den gegebenen Bedingungen an der Fahigkeit zu mangeln, einen isotype-switch in
der naiven B-Zelle auszulosen. Die Aufnahme einer dritten Zellpopulation, der myeloiden dendriti-
schen Zelle (MDC), in das Kokultursystem soll entscheidende Impulse fiir die Ausldsung eines
isotype-switch in der naiven B-Zelle geben. Das Kokultursystem von naiven B-Zellen und plasma-
zytoiden dendritischen Zellen miisste unter der Stimulation mit ODN M362 und anti-Ig optimale
Bedingungen schaffen, die eine myeloide dendritische Zelle zur Sekretion von BLyS/APRIL und
dem Zytokin IL-15 veranlasst — l6sliche Faktoren, die nachweislich einen entscheidenden Einfluss
auf den B-Zelldifferenzierungsprozess ausiiben. Es konnten in der hier vorliegenden Dissertation
Hinweise gewonnen werden, dass die angenommene ,,Dreiecksbeziehung®™ zwischen plasmazytoi-
der dendritischer Zelle, myeloider dendritischer Zelle und naiver B-Zelle einen Immunglobulin(Ig)-

Klassenwechsel ohne Beteiligung einer T-Zelle nach sich zieht (Abb. 26B).
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Abbildung 26 B-Zell-PDC-Interaktion schematisch dargestellt. In Abbildung A werden die in der hier
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Ergebnisse zum Einfluss der plasmazytoiden dendritischen Zelle auf
den B-Zelldifferenzierungsprozess ohne Beteiligung einer T-Zelle dargestellt. Abbildung B skizziert die Idee
einer Dreiecksbeziehung zwischen naiver B-Zelle, plasmazytoider dendritischer Zelle und myeloider dendri-
tischer Zelle, die theoretisch einen Immunglobulin-Klassenwechsel in der naiven B-Zelle auslosen miisste,
was allerdings noch zu bestitigen ist.

Bei der Durchfiihrung von in vitro-Untersuchungen mit Gelatine-Nanopartikeln, die iiber elektro-
statische Wechselwirkungen auf ihrer Oberfldche CpG-ODN adsorbieren kénnen, wurde eine mog-
liche ,Darreichungsform* fiir ansonsten unter physiologischen Bedingungen instabile
Nukleinsduren entdeckt. Ein groBer Vorteil des eingesetzten drug-delivery-Systems als kiinftige
Applikationsform fiir CpG-ODN ist die Unbedenklichkeit der Ausgangssubstanz Gelatine sowie
die Option, die Partikeloberfldche aufgrund der freien Seitenketten der Gelatine zu modifizieren
und zur Verstirkung der Aktivierung gleichzeitig ein Antigen bzw. andere Immunstimulantien, wie

siRNA, zu binden.

Die hier vorgestellten Daten mit Oligonukleotid-beladenen Gelatine-Nanopartikeln zeigten im
Vergleich zu der ungebundenen Form eines Oligonukleotids ein abweichendes immunstimulatori-

sches Potential. Das Aktivierungsprofil eines partikuldr vorliegenden Oligonukleotids verschiebt
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sich hin zu einer 100%igen Stimulation der plasmazytoiden dendritischen Zelle, die sich in der
Sekretion grofler Mengen an Interferon-alpha manifestiert. B-Zellen sind hingegen inert gegeniiber
der partikuldren Prédsentation von CpG-ODN. Dies steht im Einklang mit der erhobenen Struktur-
Wirkungsbeziehung, wie oben bereits erldutert. Den Mechanismus, der diesen Resultaten zugrunde
liegt, ist nicht bekannt: vermutlich spielt die multimere Prdsentation des CpG-Motivs bei der Akti-
vierung der Signaltransduktion, die in der Sekretion von Interferon-alpha miindet, eine bedeutende
Rolle. Auf eine unterschiedliche Aufnahmerate zwischen gebundener und freier Form des CpG-

ODN ist das beschriebene Phinomen mit groler Wahrscheinlichkeit nicht zurtickzufiihren.

Wir identifizierten in der hier vorliegenden Dissertation neue CpG-ODN-Sequenzen mit abwei-
chendem Stimulationsprofil im Vergleich zu den Vertretern der bisher bekannten CpG-A- und B-
Klassen. Zur Definition der neuen Oligonukleotid-Klasse ermittelten wir sowohl die immunstimu-
latorischen Eigenschaften als auch strukturelle Voraussetzungen. Neben dem Nachweis des Akti-
vierungsmusters fiir die einzelnen CpG-sensitiven Zellpopulationen dienten die neuen CpG-C-
ODN zudem als Stimulationsquelle in einem Kokultursystem aus plasmazytoider dendritischer
Zelle und B-Zelle, um die Einflussnahme der plasmazytoiden dendritischen Zelle auf den B-
Zelldifferenzierungsprozess aufzukliren. Des Weiteren wurde ein drug-delivery-System flir die
neuen CpG-Sequenzen mit Zielsetzung eines therapeutischen Einsatzes in vitro untersucht und die
funktionelle Konsequenz erarbeitet, die sich ergibt, sobald einem CpG-ODN ein partikuldrer Cha-

rakter verliehen wird.
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VII. Anhang

VIL.1. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity
Ag Antigen

AID activation-induced deaminase

APC 1. antigenprésentierende Zelle; 2. Allophycocyanin
APRIL a proliferation-inducing ligand

BCG Bacille Calmette-Guérin

BCMA B cell maturation antigen

BCR B cell receptor

B7.1/B7.2 kostimulatorische Molekiile (CD80 bzw. CD86)
BDCA blood dendritic cell antigen

BLyS B lymphocyte stimulator protein

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

BSF-2 B cell stimulatory factor 2

CD cluster of differentiation

CD40L CD40-Ligand-transfizierte Fibroblastenzelllinie
CFA complete Freund's adjuvant

CIC chimeric immunomodulatory compounds
CLSM confocal laser scanning microscopy

CO, Kohlendioxid

CpG Cytosin-Phosphat-Guanosin

CpG-DNA CpG-haltige DNA

CpG-ODN CpG-haltige Oligodesoxynukleotide
CSR class switch recombination

CTL zytotoxische CD8" T-Zellen

DC dendritische Zelle

DMEM Dulbecco's modified eagles medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

EDTA Ethylendiaminotetraessigsidure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FACS fluorescence-activated cell sorting

FCS fetales Kélberserum

FDC follikuldre dendritische Zelle

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

Flt3 Fms-like tyrosine kinase 3
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GC germinal center

GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
HBsAg Hepatitis B-Oberfldchenantigen

HBV Hepatitis B-Virus

HEV high endothelial venule

HIV human immunodeficiency virus

HLA human leukocyte antigen

HSP Hitzeschock-Protein

HSV Herpes-simplex-Virus

LE. internationale Einheit

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

ILT3 immunglobulin-like transcript receptor 3
IPC Interferon-a-produzierende Zelle

LAL Limulus amebocyte lysate

LAM Lipoarabinomannan

LPS Lipopolysaccharid

mAb monoklonaler Antikdrper

MACS magnetic-activated cell sorting
MALP-2 Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2kDa
MDC myeloide dendritische Zelle

MFI mittlere Fluoreszenzintensitét

MHC-I/ MHC-II major histocompatibility complex I/1]
MPS mononukleédr phagozytierendes System
mRNA messenger ribonucleic acid

MyDS88 myeloid differentiation factor 88
NF-xB nuclear factor kappa B

NK-Zellen natlirliche Killerzellen

ODN Oligodesoxynukleotide

)/ statistische Wahrscheinlichkeitskonstante
PAMP pathogen-associated molecular pattern
PBMC peripheral blood mononuclear cell
PBS phosphate-buffered saline

PCS Photonenkorrelationsspektroskopie
PDC plasmazytoide dendritische Zelle

PE Phycoerythin

PEG Polyethylenglykol

PerCP Peridinin-Chlorophyll-a-Protein

PolyG Poly-Guanosin

Poly(I:C) polyinosinic:polycytidylic acid

PRR pattern recognition receptor

RNA ribonucleic acid
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RES retikulo-endotheliales System

SEM standard error of mean

sgp80 soluble IL-6 receptor

SLE systemischer Lupus erythematodes

ss RNA single-stranded RNA

TACI transmembrane activator and calcium modulator and cyclophylin ligand interactor
TBE Tris-Borat-EDTA

TCR T-Zell-Rezeptor

TH T-Helfer

TI thymus-independent

TIR Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Doméne

TIRAP TIR domain-containing adapter protein

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAF 6 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6

TRIF TIR domain-containing adapter inducing IFN-beta
vV(D)J variability; diversity; joining

VSV vesicular stomatitis virus

W/O Wasser-in-Ol
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