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Abkurzungen:

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin

APZ Antigen prasentierende Zelle/ Zellen
BCG Bacillus Camette-Guérin

BSA bovines Serumalbumin

CD »cluster of differentiation antigene®

CFA vollstéandiges Freundsches Adjuvans (,,complete Freund’s adjuvant*)
CpG Cytosin-Guanosin

CT Threshold-Cycle

cpm »counts per minute"

DNA Desoxyribonukleinsaure

Dz Dentritische Zelle/ Zellen

ELISA »enzyme linked immunosorbent assay*
FACS Fluoreszenz aktivierter Zellsorter

HTC Fluoreszei nisothiocyanat

FKS fotales Kélberserum

FS Forward Scatter

HBSS »Hank’s balanced” Salzl6sung

HEPES Hydroxyethyl pi perazinethanol sulfonséaure
HLA humanes L eukozytenantigen

ICAM interzelluléare Adhesionsmolekl (,intercellular adhesion molecule*)

IFN Interferon



LFA

LPS

LTA

MHC
NF-éB
NK Zellen
ODN

ODP

PAMP

PBMZ
PBS
PE
PerCP
PFA
PRR

RT

Ty -Zéelle
TNF
Tris
TZR

ZTL

Interleukin
L eukozytenintegrine (,, lymphocyte function-associated antigen)
Lipopolysaccharid

Lipoteichonsdure

Haupthi stokompatibilitdtskomplex (, major histocompatibility complex”)

,huclear factor éB“
natUrliche Killerzellen
Oligodesoxyribonukleotid

o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid

Pathogen assoziierte molekulare Muster (,, pathogen-associated molecular

patterns)

Peripherblut mononukle&re Zellen
Phosphat gepufferte Salzlsung
Phycoerythrin
Peridinchlorophyllprotein
Paraformaldehyd

Muster erkennender Rezeptor (,, pattern recognition receptors”)
Raumtemperatur

Sideward Scatter

T-Helfer-Zelle
Tumor-Nekrose-Faktor
Tris-hydroxymethylaminomethan
T-Zellrezeptor

zytotoxischer T-Lymphozyt
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1 Einleitung

1.1 Das | mmunsystem

Unser Korper ist stéandig damit beschéftigt, Fremdkorper und potentielle Krankheitserreger
abzuwehren. Diese Aufgabe hat das Immunsystem tGbernommen. Das Immunsystem setzt sich
aus zwei Komponenten zusammen, dem angeborenen Immunsystem und dem adaptiven
Immunsystem. Diese Trennung existiert nur theoretisch, da beide Komponenten eng
miteinander verflochten sind, wie z.B. an Hand des Zusammenspiels antigenprasentierender
Zellen (APZ) und Lymphozyten deutlich wird (Lo 1999). Aulerdem stimmen die
Effektormechanismen der angeborenen mit denen der adaptiven Immunitdt prinzipiell
Uberein, so dal3 man annehmen kann, dal3 das adaptive Immunsystem eine Weiterentwicklung
des angeborenen Immunsystems darstellt (Medzhitow 1998, Medzhitow 1997).

Das angeborene Immunsystem besteht aus humoraden Bestandteilen, wie dem
Komplementsystem, dem Lysozym und den Proteinen der , akuten Phase und aus zelluléren
Bestandteilen zu denen die Granulozyten zdhlen, als auch die nattirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) und die Makrophagen zdhlen. Die angeborene Immunantwort ist nicht
antigenspezifisch und erzeugt kein immunol ogisches Gedéchtnis.

Das adaptive Immunsystem setzt sich aus T- und B-Lymphozyten zusammen. Die T-Zellen
sind fur die zelulare Abwehr zustdndig, die B-Zellen bilden durch Differenzierung in
Antikorper sezernierende Plasmazellen den humoralen Teil dieses Systems. Im Gegensatz
zum angeborenen Immunsystem, dessen Aktivierung antigenunspezifisch erfolgt, z.B. durch
Lipopolysacharid (LPS) gramnegativer Bakterien (Ulevitch 1999), wird eine adaptive
Immunantwort erst durch ein bestimmtes Antigen ausgel6st. Diese Immunantwort ist durch
das Prinzip der klonaen Selektion gekennzeichnet, d.h. es kommt zur Aktivierung und
Proliferation von Zellen, die spezifisch auf das Antigen reagieren. Die adaptive
Immunantwort hinterlé3t ein immunologisches Gedachtnis, das eine schnellere und stérkere

Reaktion bei erneutem Zusammentreffen mit demselben Antigen ermdglicht.



1.1.1 DieT-Zédle

Die Reifung der T-Zellen findet im Thymus statt. Von dort gelangen sie ins Blut und auf
diesem Weg auch in die peripheren lymphatischen Organe (Res 1999, Haynes 1998). Die
Zirkulation zwischen Blut und peripherem lymphatischem Gewebe dauert so lange, bis die T-
Zelle auf ihr spezifisches Antigen trifft und im Rahmen der adaptiven Immunantwort zur
klonalen Expansion angeregt wird. Man unterscheidet innerhalb der T-Zelpopulation die
naiven T-Zellen, die noch nicht auf ihr spezifisches Antigen gestol3en sind und die
Gedachtnis-T-Zellen, die bereits mit ihrem spezifischen Antigen konfrontiert wurden und Tell
des immunologischen Gedéchtnisses sind. Da diese beiden Zelltypen unterschiedliche
Isoformen des CD45-Molekils exprimieren (Clement 1991, Beverley 1991), kénnen durch
Farbung dieser Oberflachenmolekile die beiden T-Zelphanotypen von enander
unterschieden werden.

T-Zellen besitzen zur Antigenerkennung T-Zellrezeptoren (TZR). Dabel handelt es sich um
ein membrangebundenes Polypeptid-Heterodimer (Bentley 1996), das mit dem CD3-Komplex
und einem zytoplasmatisch gerichteten Homodimer assoziiert ist. Das Heterodimer des TZR
besteht bei der Mehrzahl der T-Zellen aus einer a- und einer b-Polypeptidkette, wahrend etwa
5 % der T-Zellen einen TZR mit einer g und einer d-Polypeptidkette exprimieren. Nach
Erkennung eines Antigens durch den abTZR, erfolgt die intrazelluléare Signal Ubertragung
Uber den CD3-Komplex und die z-Ketten des Homodimers. Um mit jedem Antigen spezifisch
interagieren zu koénnen, muld es eine immense Zahl von unterschiedlichen TZR geben. Die
Gene der beiden TZR-Ketten bestehen aus mehreren Regionen. Fir jede Region steht eine
gewisse Anzahl an unterschiedlichen Segmenten auf Keimbahnebene zur Verfiigung. Die
Diversitédt des TZR wird einerseits durch somatische Rekombination der Segmente fur die
unterschiedlichen Regionen erreicht, andererseits durch die ungenaue VerknlUpfung der
einzelnen Regionen durch die terminalen Transferasen (Wang 1997, Gilfillan 1995).

Wie bereits erwéhnt sind T-Zellen fur die zellvermittelte Immunité verantwortlich. Sie
erkennen das Antigen nicht in [6slicher Form wie die B-Zellen, sondern in Kombination mit
speziellen Prasentationsmolekilen. Diese Molekile werden as Haupthistokompatibilitéts-
komplex (,major histocompatibility complex® = MHC) bezeichnet. MHC-Molekile lassen
sich in zwel Klassen eintellen. Klasse I-Molekile (MHC 1) finden sich mit Ausnahme der
Erythrozyten auf allen Korperzellen und prasentieren vorallem , Selbstpeptide®. Zellen, die

von einem Virus infiziert sind, pasentieren die viraen Proteine zusammen mit dem MHC |



und kdnnen so vom Immunsystem erkannt werden. Klasse I1-Molektle (MHC Il) werden nur
von antigenprasentierenden Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Diese
Zellen phagozytieren Antigene und présentieren diese den T-Zellen.

Fur die Interaktion zwischen dem TZR und einem MHC-Molekll braucht die T-Zelle einen
Korezeptor. Dieser Korezeptor ist entweder CD8 oder CD4 und legt fest mit welcher Klasse
der MHC-Molekile die Zelle interagiert. CD8-Zellen erkennen Peptidantigene, die zusammen
mit Klasse I-Molekilen prasentiert werden und zerstéren im Anschlufd an diese Interaktion
ihre Zielzelle. Deswegen werden die CD8-Zellen auch zytotoxische T-Zellen genannt. CD4-
T-Zellen interagieren mit APZ und werden als T-Helferzellen bezeichnet, da ihnen ene
zentrale Bedeutung bel der Modulation und Steuerung der Immunantwort zukommt (Janeway
1988).

Um ene klonale Expansion von T-Lymphozyten zu erreichen sind nicht nur spezifische
Liganden, sondern auch kostimulatorische Signale der présentierenden Zelle notwendig, d.h.
neben dem Signa 1, das TZR vermittelt ist, muf3 die T-Zelle noch durch ein Signa 2, z.B.
Uber CD28 aktiviert werden (Lenschow 1996). Denn die aleinige Stimulation Uber den TZR-
CD3-Komplex ohne Kostimulus fuhrt zu einem Zustand der as Anergie bezeichnet wird
(Medema 1999, Schwartz 1996). Im Verlauf einer vollsténdigen T-Zellstimulation produziert
die T-Zelle den Wachstumsfaktor Interleukin-2 (IL-2), exprimiert verstarkt den IL-2-

Rezeptor und proliferiert.

1.1.2 Dieantigenprasentierende Zelle (APZ)

Zu den APZ zahlen die B-Zellen, die Makrophagen und die dendritischen Zellen (DZ), die
sich sowohl hinsichtlich ihrer Fahigkeit Antigen aufzunehmen as auch bezlglich ihrer
Mdoglichkeiten aktivierende Faktoren zu produzieren unterscheiden. APZ missen
Peptidfragmente auf beiden Klassen von MHC-Molekilen présentieren konnen und
gleichzeitig ein kostimulatorisches Signal, wie z.B. B7, Uberbringen.
Diese Voraussetzungen werden von ruhenden Makrophagen nicht erflllt. Ruhende
Makrophagen konnen zwar gut phagozytieren, aber es fehlen ihnen kostimulatorische
Molekile. Durch die Aufnahme von Mikroorganismen wird die Expression von B7 und MHC
[1-Molekilen induziert, so dal3 die Makrophagen zu professionellen APZ werden.

DZ findet man in den meisten Korpergeweben, wie z.B. in der Haut, im

Respirationstrakt und in lymphatischen Geweben. Ihre Fahigkeit Antigen aufzunehmen ist gut



ausgebildet, da sie sowohl zur Phagozytose (Moll 1993), zur Makropinozytose as auch zur
adsorptiven Endozytose féhig sind (Bancherau 1998). Letzteres ist auf spezielle Rezeptoren
wie z.B. dem Makrophagen Mannose Rezeptor, dem DEC-205 und den Fcg- und Fce-
Rezeptoren zurtckzufihren (Sallusto 1994, Jang 1995). Um an einer Immunantwort
teilnehmen zu kénnen mul3 die DZ eine Reifung durchlaufen. Der Reifungsprozefd der DZ
wird durch proinflammatorische Zytokine beeinflufdt, deren Produktion und Freisetzung durch
Pathogen assoziierte Molekile (, pathogen-associated molecular patterns® = PAMP), die im
Sinne eines , danger-signals’ wirken, vermittelt wird. Diese Moleklle wirken Uber , pattern
recognition receptors® zu denen z.B. die Toll-Rezeptoren und CD14 gehdren (Janeway 1998).
Zu den proinflammatorischen Zytokinen, die eine Reifung der DZ férdern gehdren
Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) (Buelens
1997). Andererseits sind aber auch PAMP wie z.B. das von gramnegativen Bakterien
stammende LPS in der Lage die Reifung der DZ direkt zu induzieren (Sallusto 1995). Die
reife DZ ist gekennzeichnet durch eine hohe Dichte von MHC-Molekilen beider Klassen auf
der Zelloberflache (Inaba 1997). Sie exprimiert eine grof3e Zahl akzessorischer Molekiile zur
Kostimulation, wie z.B. B7-2, und zur Adhasion, wie Leukozytenintegrine (,lymphocyte
function-associated antigen“ = LFA) und das interzellulare Adhesionsmolekul (,,intercellular
adhesion molecule’ = ICAM-1), und produziert Interleukin-12 (IL-12). Jedoch verliert die DZ
im Laufe des Reifungsvorgangs die Fahigkeit Antigene so potent zu endo- und phagozytieren
wie sie es als immature DZ konnte. Im weiteren Verlauf der Immunantwort wandert die DZ in
lymphatisches Gewebe und schliefdt dort ihre Reifung ab. Durch Freisetzung von Zytokinen
lockt sie T- und B-Lymphozyten an, denen sie auf ihren MHC-Molekilen korpereigene
Antigene und prozessierte korperfremde Antigene prasentiert. Die korpereigenen Antigene
|6sen keine T-Zellaktivierung aus, da die autoreaktiven T-Zellen bereits im Thymus depl etiert
wurden.

Die Zuordnung der B-Lymphozyten zu den APZ ist nicht unumstritten, da ihre Fahigkeit zur
Kostimulation gering ausgepragt ist. B-Lymphozyten binden mit Hilfe von
zellmembranstandigen Immunglobulinen  |6sliche Antigene. Diese Antigene werden
aufgenommen und prozessiert. Die dabei entstehenden Peptidfragmente werden tber MHC 11-
Molekile présentiert und von T-Zellen erkannt. B-Zellen exprimieren vide MHC -
Molekile, haben aber keine konstitutive kostimulatorische Aktivitét. Durch die Stimulation
mit mikrobiellen Bestandteilen wie z.B. LPS wird die Expression kostimulatorisch wirksamer
Oberflachenmolekiile induziert. Dennoch ist nicht genau geklart, ob B-Zellen wirklich in der
Lage sind T-Zellen zu aktivieren.



1.1.3 Dielnteraktion zwischen T-Lymphozyt und APZ

Die Wanderung naiver T-Zellen zu den T-Zonen des Lymphknotens und die erste Interaktion
mit einer APZ werden durch Adh&sionsmolekile gesteuert. Auf der T-Zelle werden die
Adhadsionsmolekile LFA-1 und CD2 exprimiert auf der APZ sind die entsprechenden
Molekile ICAM-1,-2 und -3 und LFA-3 (Dustin 1991). Die T-Zelle pruft wahrend des
Adhasionsprozesses die MHC-Molekile auf das Vorhandensein ihres spezifischen Peptides.
Wenn es zu einer TZR-MHC-Ligation kommt, induziert dies eine Konformationsdnderung
von LFA-1, die dessen Affinitdét zu den Adhasionmolekilen ICAM-1,-2 und -3 erhoht
(Moingeon 1991). Dieser Vorgang stabilisiert die Bindung zwischen den beiden Zellen und
ermoglicht es, dal’ die Assoziation mehrere Tage bestehen bleibt. In dieser Zeit kann die naive
T-Zelle mit Hilfe eines kostimulatorischen Signals der APZ proliferieren und ihre
Tochterzellen konnen sich zu Effektorzellen differenzieren.

Wenn die Differenzierung der T-Zelle abgeschlossen ist, verldlét die Zelle das lymphatische
Gewebe und gelangt ins Blut. Von dort kann sie in die Organe wandern. Die Migration der T-
Lymphozyten an den Ort einer Infektion wird durch die von Endothelzellen im Zuge eines
entzindlichen Vorganges exprimierten Adhasionsmolekile unterstiitzt (Dustin 1991). Die T-
Effektorzelle bindet mit Hilfe ihrer Oberflachenmolekiile CD2 und LFA-1 an ihre potentiellen
Zielzellen am Ort der Entziindung, bis sie die Zelle gefunden hat, die ihr spezifisches Antigen
présentiert. Dann kommt es wiederum zu einer Konformationsanderung von LFA-1 und die
Bindung wird stabilisiert. Die Ligation des TZR fuhrt zur Freisetzung von Effektormolekilen
und zu elner Polarisation des Zytoskeletts der T-Zelle. Durch die Polarisation werden die
Effektormolekile auf engem Raum konzentriert und auf die antigentragende Zielzelle
gerichtet freigesetzt. Die Wirkung der T-Effektorzellen entfaltet sich in unterschiedlicher
Weise. Die T-Effektorzellen kénnen 16dliche Mediatoren freisetzen wie z.B. Zytotoxine, die
vorallem von CD8-T-Zellen stammen, und Zytokine, die sowohl von CD4-T-Zellen als auch
von CD8-T-Zellen produziert werden und sie exprimieren membrangebundene Molekiile wie
Fas-Ligand oder CD40-Ligand.

1.1.4 DieDifferenzierungvon T1- und Ty2-Zellen

Bel den Zelen des Tyl- oder Tu2-Typs, handelt es sich um CD4-T-Zellen, die en

unterschiedliches Repertoire an Zytokinen produzieren. Als Tyl-Zellen bezeichnet man
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inflammatorische Zellen, die bevorzugt die Zytokine Interferon gamma (IFNg) und IL-2
sezernieren. lhre Aktivierung fuhrt zu einer zellvermittelten Immunitdt. Die Ty2-Zellen
produzieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 (Muraille 1998, Mosmann 1996, Reiner 1995).
Uberwiegen Tu2-Zellen im Verlauf einer Immunreaktion fiihrt dies zu einer humoral
gepragten |mmunantwort.

Fir gewisse Krankheitsbilder wie z.B. Allergien und Wurminfektionen ist eine Ty2-
Immunantwort charakteristisch, auf andere Krankheitserreger reagiert das Immunsystem mit
einer Ty1l-Immunantwort, dazu zdhlen viele intrazelluldre Parasiten. Wenn das Immunsystem
auf eine Infektion inadequat reagiert, d.h. anstelle einer Tyl-Antwort eine Ty2-Antwort
ausbildet oder umgekehrt, fihrt dies zu langeren und schweren Krankheitsverlaufen. Ein
Beispiel dafir ist die Ty2-Antwort der lepromatdsen Form der Lepra, die im Gegensatz zu der
Tyl1-dominierten tuberkuloiden Form zu entstellenden und ulzerierenden Hauterscheinungen
fahrt, da die Antikorper, die durch die T-Helferzellen induziert werden, die intrazelluléren
Bakterien nicht erreichen konnen. Ein weiteres Beispid ist das Le shmanieninfektionsmodell
der Maus. Bel Méausen, die eine Tyl-Immunantwort ausbilden, findet man weniger Parasiten
as be Mausen, die mit einer Ty2-Immunantwort reagieren. Durch Konversion der Ty2-
Antwort in eine Ty1l-Antwort kann eine Reduktion der Parasitenzahl erreicht werden (Sypek
1993).

Die Differenzierung von CD4-T-Zellen in Zellen des Ty1- oder Ty2-Typs wird von mehreren
Faktoren beeinfluf’, die z.T. noch nicht vdllig gekléart sind. Eine wichtige Rolle bei diesem
Differenzierungsvorgang spielen die Zytokine, die wahrend der ersten Reaktion einer naiven
CDA4-T-Zelle mit dem Antigen anwesend sind.

Die Anwesenheit von IL-12 und IFNg, die von Makrophagen und NK-Zellen gebildet werden,
unterstutzt die Ausbildung einer Tyl-Immunantwort (Muraille 1998, Wu 1993, Manetti
1993). Die Bedeutung dieser beiden Zytokine wurde in vivo und in vitro gezeigt. C3H/HeN
Mause sind gegen Leishmanieninfektionen resistent, da sie bevorzugt einen Ty1-Phénotyp
ausbilden. Die Neutraisation von IFNg in C3H/HeN Mausen, die unter einer
Leishmanieninfektion leiden, fihrt zu einem Fortschreiten der Infektion, da die Mause nicht
mehr in der Lage sind die kurative Ty1-Antwort auszubilden (Belosevic 1989). Ein weiteres
Zytokin, das bel der Differenzierung von T-Lymphozyten in Ty1-Zellen eine Rolle spielt, ist
IFNa (Rogge 1998). IFNa wird von DZ und von Zelen, die von Viren infiziert sind,
synthetisiert (Siegal 1999, Biron 1998).
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Fur die Ausbildung einer Ty2-Immunantwort sind die Zytokine IL-4 und IL-10 wichtig
(Seder 1992, Schmitt 1994). Diese Zytokine werden von Ty2-Zellen synthetisiert und fordern
im Sinne einer positiven Rickkopplung die Ty2-Differenzierung.

Die Vorstellung, dal3 das Immunsystem entweder im Sinne einer Tyl- oder einer Ty2-
Antwort reagiert, ist stark vereinfacht. Vielmehr handelt es sich wahrscheinlich um zwel sich
gegenseitig kontrollierende Systeme, in denen IL-10 einen Schitisselrolle spielt (Muraille
1998).

Ein weiterer Faktor, der fur die Differenzierung der CD4-T-Zellen bedeutend ist, ist die
Dichte der Antigene auf der Oberflache der APZ. Eine hohe Dichte des Antigens auf der
Zelloberfache fordert die Ausbildung einer Tyl-Antwort,
Antigenkonzentration eine Ty2-Antwort hervorruft (Rogers 1998).

wahrend ene niedrige

1.1.5 Herkunft und Funktion der Zytokine

Zytokine sind l6diche Faktoren, die von unterschiedlichen Zellen gebildet werden und ihre
Wirkung abhéngig von der Art der Zielzelle durch Bindung an einen Zytokinrezeptor
entfalten. Sie kdnnen autokrin, parakrin oder endokrin wirken. In der folgenden Tabelle sind
einige wichtige Zytokine sowie ihre Herkunft und die Funktion bezogen auf ihre Zielzellen
zusammengefaldt (modifiziert nach Janeway/Travers. Immunology 1997, 2. Auflage):

Wirkung auf
Zytokin synthetisier- B-Zellen T-Zéelen NK-Zellen Makrophagen | andere
ende Zellen Zellen
Interleukin-2 |[Tyl, CTL Wachstum Wachstum | Wachstum
(IL-2)
Interferon g Twl, CTL, Differenzierung, Aktivierung | Aktivierung, antiviral,
(IFNg) NK-Zellen 1gG2a-Synthese - MHC-lund |- MHCI
MHC-I1 und MHC I

Interleukin-4 |[Tx2 Aktivierung, Wachstum, Inhibition der
(IL-4) Wachstum, Uberleben, Makrophagen-

- MHC 1 und Differen- aktivierung

MHCII, zierung zu

IgE-Antwort Th2




Interleukin-5 | Ty2 Differenzierung
(IL-5) IgA-Synthese
Interleukin-10 | Ty2 - MHC I Inhibition Inhibition der
(IL-10) von Tyl Zytokinfrei-
setzung

Interleukin-12 | Makrophagen, Differen- | Aktivierung,
(IL-12) B-Zellen zierung zu| IFNg

Thl Synthese
Interleukin-18 | Makrophagen IFNg Aktivierung,
(IL-18) Synthese | IFNg

Synthese
Interferon a L eukozyten, Differen- antiviral,
(IFNa) v.a dendri- zierung zu - MHCI
tische Zellen Thl
Interferon b | Fibroblasten antiviral,
(IFNb) - MHCI
1.2 Bakterielle DNA und synthetische CpG-Oligodeoxynukleotide

(ODN) als Aktivatoren von Immunzellen

Hinweise fur immunstimulatorische Wirkungen von , Fremd‘-DNA gibt es seit den 60er
Jahren (Jensen 1963). Beschrieben wurde sowohl die Induktion der Produktion von IFNg, as
auch die Aktivierung von NK-Zellen, sowie Induktion einer antitumoralen Aktivitét durch
Fraktionen des Bacillus Calmette-Guerin (BCG) (Tokunaga 1984, Y amamoto 1988, Mashiba
1990). Die immunstimulierende Aktivitét dieser Fraktion konnte durch Vorinkubation mit
DNAsen, nicht aber mit RNAsen zerstort werden. Dies legte den Schluf3 nahe, dal3 die
bakterielle DNA den immunstimulierenden Anteil der BCG-Fraktion ausmacht. Die genaue
Untersuchung der immunologisch aktiven DNA-Sequenzen ergab, dal3 es sich dabei um
Oligonukleotide handelt, die aus einem zentralen Palindrom mit einem CpG-Motiv bestehen
(Yamamoto® 1992, Yamamoto® 1992). Weitere Untersuchungen gaben Anla zu der
Hypothese, dal3 sich das fur die immunstimulatorische Wirkung wichtige Motiv aus einer
zentralen CpG-Gruppe zusammensetzt, die am 5-Ende von zwel Purinen und am 3"-Ende
von zwei Pyrimidinen flankiert wird (Krieg 1995). CpG-Dinukleotide werden in eukaryonter

DNA supprimiert. Einerseits kommen diese Motive in eukaryonter DNA nur mit einem
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Funftel der erwarteten Frequenz vor , andererseits sind sie zu 60-90 % methyliert (Bird 1986).
Im Gegensatz dazu findet man das CpG-Motiv in bakterieller DNA unmethyliert und mit der
erwarteten Frequenz (1:16). Es konnte gezeigt werden, dal3 die Methylierung das
stimulatorische Potential des CpG-Motivs zerstort (Krieg 1995). Diese Unterschiede zwischen
bakterieller und eukaryonter DNA ermdglichen es, die biologischen Beobachtungen bezuglich
der immunstimulatorischen Wirkung von bakterieller DNA und CpG-ODN sinnvoll zu
interpretieren. Die Erkennung von ,,Fremd“-DNA und die darauf folgende immunologische
Reaktion ist fur das angeborene Immunsystem eine Mdglichkeit zwischen ,Selbst” und
.Fremd“ zu unterscheiden, ohne auf Vermittlung und Intervention des adaptiven
Immunsystems angewiesen zu sein. Diese Wirkung und Funktion der ,Fremd“-DNA ist
vergleichbar mit der von LPS, Peptid G und Lipoteichonsaure (LTA) (English 1996,
Greenberg 1996, De Kimpe 1995). Auch von doppelstrangiger RNA, die im vertebralem
Immunsystem as ,Fremd“ erkannt wird, sind immunstimulatorische Wirkungen bekannt
(Cella 1999, Taborsky 1977).

1.2.1 Immunstimulatorische Wirkung von ODN im murinen

I mmunsystem

Die Effekte und der Wirkungsmechanismus der CpG-ODN wurden vor alem im murinen
System untersucht. ODN wirken sowohl auf das angeborene als auch auf das adaptive
Immunsystem der Maus stimulatorisch, wobel sich die Wirkungen im Bezug auf die

SignalUbertragung und die Sequenzspezifitéat unterscheiden.

1.2.1.1 Wirkung der CpG-ODN auf APZ

Es konnte gezeigt werden, da3 CpG-ODN auf die unterschiedlichen Typen von APZ
immunstimulatorisch wirken.

Die Stimulation von gereinigten B-Lymphozyten mit unmethylierten CpG-ODN fihrt zur
Proliferation und Sekretion von Immunglobulinen (Krieg 1995).

CpG-ODN induzieren in Makrophagen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear
Factor kB (NF-kB), die Transkription von Zytokin-mRNA (Stacey 1996) und die Sekretion
von Zytokinen wie TNFa, IL-1, IL-6 und IL-12 (Sparwasser 1997, Lipford® 1997). Ferner
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konnte durch bakterielle DNA und CpG-ODN eine Induktion der NK-Zellaktivitédt gemessen
werden (Yamamoto' 1992). Hierbei handelt es sich um einen indirekten CpG-Effekt, da
gezeigt werden konnte, dal3 die Induktion dieser NK-Zellaktivitét die Anwesenheit
akzessorischer Zellen braucht und durch IL-12, IFNa/b und TNFa vermittelt wird (Ballas
1996, Tokunaga 1992).

CpG-ODN wirken sowohl auf reife als auch auf unreife DZ aktivierend. Sie verstarken auf
beiden Zellpopulationen die MHC |1-Expression und die Expression von kostimulatorischen
Molekilen (CD40, CD86) und induzieren die Produktion von Zytokinen wie IL-6, IL-12 und
TNFa (Sparwasser 1998).

Um den Wirkmechanismus der CpG-ODN ndher zu untersuchen, wurden Versuche mit
immobilisierten CpG-ODN durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche weisen daraufhin,
dal3 eine Aufnahme der CpG-ODN in die Zelle fur die immunstimulatorische Wirkung
notwendig ist (Krieg 1995). Andere Versuche zeigen, dal3 die Aufnahme der DNA an der
Zelloberflache von Makrophagen durch jedes beliebige kompetitiv zugegebene ODN
blockiert werden kann (Hacker 1998), was die Schlul¥folgerung nahelegt, dal? die Aufnahme
der ODN in die Zelle nicht sequenzspezifisch erfolgt. Dagegen konnte die CpG-Spezifitét
durch einen intrazelluléren Rezeptor, der z.B. im Endosom lokalisiert ist, vermittelt werden.
Die Hypothese der endosomalen Lokalisation eines intrazelludren CpG-Rezeptors wird durch
Ergebnisse untermauert, die zeigen, dal3 die endosomale Ansduerung fir den Signalweg der
CpG-ODN notwendig ist, da die CpG-ODN-Wirkung durch Inhibitoren der endosomalen
Ansduerung wie z.B. Chloroquin blockiert wird (Macfarlane 1998, Yi 1998, Hacker 1998).
Der vollstdndige Wirkmechanismus und Signalweg der CpG-ODN ist jedoch grofdtenteils

noch ungekléart.

1.2.1.2 Wirkung der CpG-ODN auf T-Lymphozyten

CpG-ODN entfalten ihre Wirkung auf Makrophagen und DZ direkt, wahrend die CpG-ODN-
Wirkung auf die B-Zellen sowohl direkt als auch im Sinne einer Kostimulation mdglich ist
(Krieg 1995). Dagegen konnten direkte Wirkungen von CpG-ODN auf T-Zellen nicht gezeigt
werden (Lipford® 1997). Jedoch werden T-Zellen, die iber eine TZR-Ligation ihr Signal 1
erhalten, durch CpG-ODN kostimuliert (Bendigs 1999). Diese Kostimulation ist CD28-
unabhangig und geht mit einer gesteigerten IL-2-Produktion und vermehrter Expression des
IL-2-Rezeptors einher. Die kostimulatorische Aktivitét der ODN ist nicht strikt CpG-abhangig
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und die Wirkung der ODN kann durch Chloroquin nicht gehemmt werden (Lipford
unverdffentlichte Daten). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal3 der Mechanismus der T-
Zellkostimulation ein anderer ist as der einer direkten CpG-ODN-Wirkung auf APZ.

Die Untersuchungen der direkten Wirkung von ODN auf T-Zellen wurden in vitro
durchgefuhrt. Es liegen allerdings viele in vivo-Ergebnisse vor, in denen CpG-ODN as
Adjuvans verwendet wurden, und durch die Injektion von CpG-ODN in vivo eine T-
Zellaktivierung induziert wurde. Die CpG-ODN unterstiitzen die Ausbildung einer Tyl-
Immunantwort und induzieren eine starke peptidspezifische zytotoxische T-
Lymphozytenaktivitdt (ZTL) (Lipford® 1997, Roman 1997, Weiner 1997). Diese in vivo-
Experimente erlauben alerdings keine Aussagen dartiber, inwieweit die T-Zellaktivierung auf
direkte kostimulatorische oder indirekte Effekte der CpG-ODN zurtckzufUhren ist.

1.2.2 Immunstimulatorische Wirkung von ODN im humanen

I mmunsystem

Im Gegensatz zum murinen System liegen fur die Wirkung von ODN im humanen System
nur wenige Befunde vor. Es ist bekannt, dal3 ODN mit CpG-Motiven in Lymphozyten aus
dem peripheren Blut die Produktion von IFNa induzieren (Yamamoto 1994, Roman 1997).
Ferner ist gezeigt, dal3 durch CpG-ODN - dhnlich wie im murinen System - NK-Zellen durch
die Vermittlung von IL-12, das von aktivierten Makrophagen produziert wird, aktiviert
werden (Ballas 1996). Humane periphere mononukledre Zellen (Peripherblut monocytische
Zellen = PBMZ) werden durch CpG-ODN sequenzspezifisch aktiviert. Diese Aktivierung
fuhrt zu einer erhdhten Expression von CD86, CD40, MHC |- und MHC I1-Molekilen und zu
einer Produktion der Zytokine IL-12, IL-6 und TNFa. Wie im murinen System induzieren
CpG-ODN die Proliferation humaner B-Zellen (Bauer 1999). Die bisher gewonnenen
Ergebnisse im humanen System weisen viele Gemeinsamkeiten mit den Ergebnissen im
murinen System auf.

Es bleibt noch zu untersuchen, ob die ODN-Effekte auf murine T-Lymphozyten analog auch

im humanen System gezeigt werden kénnen.
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2 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen die Effekte synthetischer ODN auf humane
T-Lymphozyten in vitro unter Einbeziehung der Proliferation, der Zytokinproduktion und der
Expression von Oberflachenantigenen untersucht werden.

Der erste Teil der Arbeit soll die direkten Effekten der ODN auf gereinigte humane T-Zellen
untersuchen. Zu diesem Zweck soll ein System entwickelt werden, in dem die T-Zellen durch
immobilsiertes anti human CD3 ein Signal 1 erhaten und die in 16slicher Form zugegebenen
ODN as méglicher Kostimulus dienen. Die eventuelle Aktivierung der mit anti human CD3
und ODN stimulierten T-Zellen soll anhand der Proliferation, der Zytokinausschittung und
der Expression von Oberflachenmolekiilen quantifiziert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen die indirekten Effekte von ODN auf humane T-Lympho-
zyten, die sich in einem PBMZ-Verband befinden, untersucht werden. Der Versuchsaufbau
wird so konzipiert sein, dal? durch Zugabe von 16dichem anti human CD3 eine TZR-Ligation
stattfindet und die Zugabe von CpG-ODN zu einer Aktivierung der B-Zellen und APZ fihrt.
Die indirekten Effekte auf die T-Zellen werden anhand der Expression von Oberflachen-
molekilen und der Produktion von Zytokinen gemessen werden. Zur weiteren
Charakterisierung eventuell vorhandener indirekter Effekte sollen Transwell-Systeme,
Uberstandstransfer, neutralisierende Antikérper und rekombinante Zytokine eingesetzt

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 M edien und Reagenzien fir die Zdlkultur

3.1.1 Zédlkulturmedium zur Kultivierung priméarer Zellen

Als Zelkulturmedium wurde RPMI 1640 (Biochrom, Seromed, Berlin) mit folgenden

Zusdtzen verwendet:

Bezeichnung

Herkunft

Konzentration

Hydroxyethyl pi perazi nethanol sulfon-
saure (HEPES) Puffer

Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland

2491

Bicarbonat Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland | 1.2 ¢/ |
Penicillin G Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland | 60 pg
Tylosintartrat Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland | 10 pg/ ml
Streptomycinsulfat Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland | 125 pg/ ml
L-Glutamin Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland | 10 mM
2-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen, Deutschland 50 uM
Fotales Kédberserum (FKS) Vitromex, Selters, Deutschland 10 % (v/ v)

Das Kulturmedium wurde steril filtriert (0.22 um Filter, Sartorius, Gottingen, Deutschland)

und bei 4 °C gelagert.

3.1.2 Eosin Féarbedsung

2 g Eosin (Merck, Darmstadt, Deutschland), 250 mg Natriumazid (Sigma, Deisenhofen,

Deutschland) und 50 ml FKS wurden langsam in 450 ml 0.9 % Natriumchlorid Losung

eingerdhrt, durch ein Filterpapier filtriert, portioniert und bel 4 °C gelagert. Diese Losung

diente zur Vitalfarbung von Zellsuspensionen in Verhaltnissen zwischen 10:1 bis 1:1.
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3.1.3 Paraformaldehyd-Fixierlésung (PFA)

1 g Paraformaldehyd (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde in 100 ml PBS bel 56 °C
unter Ruhren Uber Nacht gelost. Anschlieffend wurde die Losung durch einen 0.45 um Filter
filtriert und bei 4 °C gelagert.

3.1.4 Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Phosphat gepufferte Salzlsung (Instantmix) enthdt 4 mM NaHPO,, 140 mM NaCl und

20 mM KCI (pH 7,2) und wurde von Biochrom, Seromed (Berlin, Deutschland) bezogen.
Zusétzlich wurden Antibiotika wie unter 2.1.1 beschrieben zugegeben. Nach steriler Filtration
erfolgte die Lagerung bei 4 °C.

3.1.5 Zytokine

3.1.5.1 IL-2

Humanes rekombinantes I1L-2 (Eurocetus, Amsterdam, Niederlande) wurde als Wachstums-
faktor fur Lymphozytenkulturen in einer Mediumkonzentration von 10 - 100 U/ ml eingesetzt.
Lagerung: Stammldsung 30 000 U/ ml, steril filtriert (0.22 pm Filter, Gelman
Sciences, Michigan, USA), -20 °C
Arbeitslosung 1000 U/ ml, steril filtriert, 4 °C

3.15.2 IL-12

Humanes rekombinantes IL-12 (Pharmingen, San Diego, CA, USA) wurde zur Stimulation
von PBMZ in einer Mediumkonzentration von 2 ng/ ml eingesetzt.

Lagerung: Arbeitddsung 10 ng/ ul, steril filtriert, -20 °C
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3.1.5.3 IFNa

Humanes rekombinantes IFNa (PBL, New Brunswick, NJ, USA) wurde zur Stimulation von

PBMZ und T-Lymphozyten in einer Mediumkonzentration von 5000 U/ ml eingesetzt.

Lagerung:

3.1.6 Antikorper

Stammldsung 1x 10° U/ ml, steril filtriert, -70 °C

3.1.6.1 T-Lymphozyten stimulierende Antikoérper

Folgende Antikdrper wurden zur Stimulation von T-Lymphozyten verwendet:

Bezeichnung Klon Herkunft
Maus anti human CD3 UCHT1 Immunotech, Marseilles, Frankreich
Maus anti human CD28 CD28.2 Immunotech, Marseilles, Frankreich

Maus anti human abTZR

T10B9.1A-31 | Pharmingen, San Diego, CA, USA

3.1.6.2 Zytokin neutralisierende Antikor per

Folgende Antikorper wurden zur Neutralisation von Zytokinen verwendet:

Bezeichnung | sotyp Konzentration | Herkunft

Maus anti human 1gG1 2 ug/ mi Pharmingen, San Diego, CA, USA
IL-12

(p40/ p70)

Kanninchen anti polyklonales 500 U/ ml PBL, New Brunswick, NJ, USA
human IFNa Serum




3.1.7 ODN

Alle verwendeten Oligodeoxynukleotide waren einzelstrangig und wurden von TibMolBiol

(Berlin, Deutschland) bezogen. Wenn nicht anders vermerkt, so handelte es sich um

phosphorothioatstabilisierte ODN, die in einer Mediumkonzentration von 2 pM eingesetzt

wurden. Phosphorothioatmodifizierte ODN sind resistenter gegen den Abbu durch DNAsen

(Stein 1988).
Lagerung:

Folgende ODN wurden verwendet:

Die lyophiliserten ODN wurden in UltraPure Water (Biochrom,

Seromed, Berlin, Deutschland) gel0st, auf die Konzentration von

250 pM verdunnt, steril filtriert und bis zum Gebrauch bei —20 °C

gelagert.

Name Sequenz

2006 5-TCGTCGTTTTGT CGT TTTGTCGTT -3
2006K 5-TGCTGCTTTTGT GCT TTTGTGCTT -3
DSP30 5-TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC-3
DSP30K 5 -.-TGCTGCCTGTCTCGCCTTCTTCTTGCC-3
1628 5 -GGG GTCAACGTT GAG GGG GG -3

1668 5 -TCCATGACGTTCCTGATGCT -3

Oligo-A 5 - AAA AAA AAA AAA AAA AAA AA -3

Oligo-G 5 - GGG GGG GGG GGG GGG GGG GG -3

Oligo-T 5-TTTTTTTITTITTTITTITTT -3

Oligo-C 5 -CCCcccceeceeccececeecee-3

GR1 5 -TTG GAG GGG GTG GTG GGG -3

PZ1 5 - CTC CTA GCG GGG GCG TCC TAT -3

PZ2 5 -CTCCTA GTG GGG GTGTCCTAT -3

PZ3 5 -CTCCTATTGGGG GTT TCCTAT -3

PZ4 5 -CTCCTAGTGGTTGTIGTCCTAT-3

PZ5 5 -CTCCTAGITGTITTTGTCCTAT -3

APL 5 -GCT TGA TGA CTCAGC CGG AA -3
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3.2 Zéllisolation und -kultivierung

3.2.1 Zdlisolation mononukledrer Zellen aus peripherem Blut durch
Dichtegradientenzentrifugation

Zur Abtrennung der mononukledren Zellen (Lymphozyten und Monozyten) von Erythrozyten
und Granulozyten wurde heparinisiertes Blut einer Dichtegradientenzentifugation Uber einen
diskontinuierlichen Ficollgradienten unterzogen (Referenz: Current Protocols in Immunology
1996). Dabei sammeln sich die mononukledren Zellen in der Interphase, wahrend
Erythrozyten und Granulozyten auf Grund ihrer hoheren Dichte pelletieren.

,BUffy Coats* freundlicherweise vom Blutdepot des Klinkums Rechts der Isar zu Verfigung
gestellt bzw. heparinisiertes vendses Blut gesunder Spender wurde mit PBS im Verhdltnis 1:1
verdinnt und mit Ficoll-Hypague Losung der Dichte 1.077 g/ ml (Biochrom, Seromed,
Berlin, Deutschland) unterschichtet, wobel fur 10 ml Blut/ PBS-Lésung 3 ml Ficoll-Hypaque
Losung eingesetzt wurden. Nach Zentrifugation dieser Losung (1000x g, Raumtemperatur
(RT), 30 min) wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Die Interphase tber der
Ficoll-Hypaque L6sung wurde vorsichtig gewonnen und vierma mit Hanks Balanced Salt
Losung (HBSS) (Biochrom, Seromed, Berlin, Deutschland) gewaschen. Die resultierende
Zellsuspension wurde durchfluf3zytometrisch auf den Gehalt von Thrombozyten Gberpriift und
gegebenfals nochmals gewaschen. Anschlieffend wurde die Zellkonzentration durch

Auszéhlen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

3.2.2 Isolation von T-Lymphozyten

3.2.2.1 Isolation von T-Lymphozyten aus PBMZ

Fur die Aufreinigung von T-Lymphozyten aus PBMZ wurde ein Selektionskit der Firma
Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers verwendet, mit
dem T-Zellen nach dem Prinzip der Negativselektion aus den PBMZ gewonnen werden
konnen.

Das Prinzip der Negativselektion beruht darauf, dald im ersten Schritt die B-Zellen, APZ und

NK-Zellen mittels eines Hapten-Antikorpercocktails markiert werden. Der im zweiten Schritt



eingesetzte magnetisch markierte Anti-Hapten-Antikorper ermoglicht das Zurtickhalten dieser
Zdllen in einem Magnetfeld, wahrend die T-Zellen das Magnetfeld ungehindert passieren
konnen. Im so gewonnen Eluat finden sich nur noch T-Zellen. Die durchfluf3zytometrisch
Uberprifung des Eluats ergab einen prozentualen T-Lympozytenanteil, von mindestens 95 %
(sehe Abb. 1).

3.2.2.2 Isolation von T-Lymphozyten aus Tonsillen

Kleine Gewebestiicke aus Tonsillen wurden mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein
Maschennetz gedriickt und die so gewonnene Einzelzellsuspension Uber Ficoll-Hypaque
Zentrifugation von festen Bestandteilen und toten Zellen gereinigt (siehe 3.2.1). Fur die
weitere Aufreinigung von T-Lymphozyten siehe 3.2.2.1.

3.2.3 Zdlkultivierung

Die Kultivierung der T-Zellen und PBMZ erfolgte in einem Inkubator bel 37 °C mit 5 % CO;,
T-Lymphozyten wurden, wenn in der Versuchsdurchfiihrung nicht anderweitig erwahnt in 96-
well-Platten (Falcon, Heidelberg, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 200 pl/ well,
PBMZ in 24-well-Platten (Falcon, Heidelberg, Deutschland) in 1 ml/ well kultiviert.

3.2.4 Stimulation von gereinigten T-Lymphozyten mit immobilisierten
Antikorpern

Die unter 3.1.6.1 genannten AntikOrper wurden in Konzentrationen von 0.2 - 4 pg/ ml
eingesetzt. Bel Stimulation der Zellen mit anti human CD28 in Kombination mit anti human
CD3 oder anti human abTZR erfolgte die Immobilisation der Antikdrper simultan. Es wurden
folgende Volumina der Antikorperlosungen eingesetzt: 50 pl/ well fir 96-well-U- oder F-
Bodenplatten und 250 pl/ well fur 24-well-Platten. Die Platten wurden fur 12 - 16 h bel 4 °C
inkubiert. Nach dem Absaugen der Antikorperlosung und zweimaligem Waschen mit PBS,
wurden die Platten mit 200 pul Medium (10 % FKS) fur 2 h bei 4 °C geséttigt. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Zellen in entsprechenden Konzentrationen und

Volumina auf die Platten pipettiert.
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3.2.5 Kultivierung von T-Zellblasten

Zur Generierung von T-Zellblasten aus ruhenden humanen T-Zellen wurden 2x 10° T-Zellen/
well in 24-well-Platten mit 1 pg/ ml immobilisiertem anti human CD3 stimuliert (siehe 3.2.4).
Nach 3 Tagen wurden die Zellen gewaschen und bis zur weiteren Verwendung mit 10 U/ ml
IL-2 in einem Volumen von 40 ml in Zelkulturflaschen (Falcon, Heidelberg, Deutschland)
fur mindestens 5 Tage kultiviert. 24 h vor Beginn des eigentlichen Experiments wurden die T-

ZéelIblasten nach dreimaligem Waschen in IL-2-freies Zellkulturmedium transferiert.

3.2.6 Stimulation von gereinigten T-Lymphozyten im Transwell-System

Um die beiden Mechanismen der T-Zellaktivierung durch APZ durch Zell-Zell-Kontakt oder
durch 16sliche Faktoren, von einander abzugrenzen wurden Kulturplatteneinsdtze mit einer
0.2 pum Anopore Membran (Nunc, Roskilde, Danemark) verwendet. Diese Membran
ermoglicht auf Grund der Porengrof3e einen Konzentrationsausgleich von [6slichen
Substanzen, zum Beispiel Zytokinen, wahrend die beiden Zellkulturen voneinander getrennt
bleiben. In 24-well-Platten mit immobilisierten anti human CD3 (siehe 3.2.4) wurden 500 pl
einer T-Zellsuspension (6 - 3x 10° Zellen/ ml) pipettiert. Nach Positionierung der
Kulturplatteneinsétze in diese 24-well-Platten wurden 500 pl mit 5x 10° PBMZ in die
Einsitze transferiert. Die Isolation der T-Lymphozyten und der PBMZ erfolgte aus

identischen Eigenblutspenden.

3.3 M ethoden

3.3.1 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Proliferation von T-Zellkulturen wurde ein [*H] Thymidin-
Inkorporationsassay elngesetzt.

T-Lymphozyten wurden in 96-well-U- oder F-Bodenplatten unter Zugabe unterschiedlicher
Stimuli kultiviert. Nach mikroskopischer Kontrolle der Kulturen wurde nach 3 - 6 Tagen

1 uCi (6,7 Ci/mM) [3H] Thymidin zugegeben. Nach 8 h wurden die Zellsuspensionen mit
einem 96-well Zellharvester (Inotech, Schweiz) durch einen Glasfiberfilter gesaugt, der die
hochmolekulare chromosomale DNA zurtickhélt. Die am Filter absorbierte b-Aktivitat als
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Ausdruck der [*H] Thymidininkorporation in die DNA und damit der proliferativen Aktivitét
der Zellen wurde mit einem Matrix-96 Counter (Packard Instruments, Meriden, CT, USA) in
counts per minute (cpm) gemessen. Mittelwerte und Standardabweichung wurden aus

Vierfachbestimmungen errechnet.

3.3.2 Messung der Zytokinproduktion

3.3.2.1 Elisa (Enzyme linked immuno sor bend assay)

Die Konzentrationen folgender Zytokine in Kulturiberstédnden wurden mittels Elisa nach
Angaben der Hersteller bestimmt: IL-2, IFNg (Pharmingen, San Diego, CA, USA) und IFNa

(Multi-Species ELISA Kit) (PBL, New Brunswick, NJ, USA).

Der Zytokinnachweis erfolgt mit Hilfe eines immobilisiertem ,, Capture-Antikorpers‘, an den
das in den Uberstdnden vorhandene Zytokin bindet. Das gebundene Zytokin wird mittels
eines zweiten , Detection-Antikorpers’, der biotinmarkiert ist, nachgewiesen. Der Biotinanteil
des zweiten Antikorpers bindet an die zugegebene Streptavidin-Peroxidase (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland), die nach Zugabe einer Substratlosung zu einem Farbumschlag
fuhrt, der photometrisch gemessen werden kann. Um die Zytokinkonzentration quantitativ zu
bestimmen, erstellt man parallel zu den Uberstandmessungen eine Standardkurve unter
Einsatz bekannter Zytokinkonzentrationen.

Zum Waschen wurde PBS mit 0.05 % Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate (Tween 20)
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und als SubstratlGsung o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
(ODP) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) verwendet. Die Messung der Extinktion erfolgte
am Elisa-Reader bel 490 nm (Referenzwellenlénge 650 nm).

3.3.2.2 Intrazelluldre Farbungen

Puffer

Als Farbelésung wurde PBS mit 0.5 % (g/ v) Saponin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland),
0.05 % (o/ v) Natriumazid (Schuhardt, Hohenbrunn, Deutschland) und 0.5 % BSA verwendet.
Der Zusatz von Saponin diente der Perforation der Zellmembran, um so die Diffusion der

Antikorper ins Zytoplasma zu ermdglichen.
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M ethode

Die Identifikation der IFNg-produzierenden Zellen erfolgte durch smultane Farbungen mit
Antikorpern gegen Zelldifferenzierungsmarker und intrazelluldres IFNg. PBMZ (5x 10% m)
wurden bel 37 °C in 24-well-Platten unter Zugabe unterschiedlicher Stimuli inkubiert. Nach 4
— 8 h erfolgte die Zugabe von 5 pg/ ml Brefeldin A (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), das
durch Hemmung des Golgiapparats den Export der Zytokine aus den Zellen verhindert. Nach
12 stundiger Inkubation mit Brefeldin A wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 %
Formaldehydlésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) for 10 min bei RT fixiert. Auf einen
erneuten Waschschritt folgte die Inkubation der Zellen fur 10 min bel RT in 50 pl Puffer mit
folgenden Antikérpervolumina:

1. 1 pl des Phycoerythrin (PE) markierten anti human IFNg (Pharmingen, San Diego, CA,
USA)

2. 3 pl des entsprechenden fluoreszeinisothiocyanat (FITC)- oder biotinmarkierten
Antikorpers gegen einen T-Zell- oder NK-Zelldifferenzierungsmarker (anti human CD4,
anti human CD8 ect., siehe 3.3.3.1)

Anschlieffend wurden die Zellen mit 1 ml Puffer gewaschen. Bei Verwendung von biotin-

markierten Antikérpern wurden diese mit 2.5 ul Streptavidin-Peridininchlorophyllprotein-

Konjugaten in 50 ul Puffer gegengeféarbt und nochmals gewaschen.

Wurden als Zelldifferenzierungsmarker CD16, CD19 oder CD56 geférbt, so erfolgte dies vor

Fixierung der Zellen mit Formaldehyd.

Die gefarbten Zellen wurden mit Hilfe eines DurchfluRzytometers (Coulter EPICS XL)

anaysiert.

3.3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

RNA-I solation

2x 10° T-ZelIblasten wurden mit Ubersténden von PBMZ, die tiber Nacht mit ODN, ODN mit
anti human CD3 oder Medium stimuliert worden waren, fur 4 h kultiviert. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen in 0.5 ml TriFast (Peglab, Erlangen, Deutschland) lysiert
und 5 min bei RT inkubiert. Der Suspension wurde 0.1 ml Chloroform (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) zugegeben. Nach Inkubation (5 min, RT) erfolgte die Zentrifugation (12000x g,

15 min, 4 °C) zur Phasentrennung. Die wassrige Phase wurde abgenommen die RNA mit 0.5
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ml Isopropanol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gefélt (10 min, RT) und durch
Zentrifugieren pelletiert (12000x g, 10 min, 4 °C). Nach einem Waschschritt mit 75% Ethanol
wurde das RNA-Pellet 5 min luftgetrocknet. Die RNA wurde in 30 pul DEPC-Wasser
aufgenommen und bei —70 °C gelagert.

cDNA-Synthese

Zur Transkription der RNA in cDNA wurden alle Reagentien von Perkin-Elmer (Foster City,
CA, USA) bezogen. 5 pl RNA (entsprechen etwa 500 ng) wurden mit 2.5 pl random Primer
(50puM), 5 pl Puffer (KCI 500 mM, TrisHCI 100 mM), 11 pl MgCh (25 mM), 10 pl dNTP
(10 mM), 1 pl RNAse Inhibitor (20 U/ pl), 0.5 pl reverse Transkriptase (50 U/ ul) und 15 pl
Wasser fir 10 min bei 25 °C inkubiert. Darauf folgten Inkubationsschritte von 30 min bel 48
°Cund 5 min bei 95 °C. Die cDNA wurde bel —20 °C gelagert.

Realtime TagMan PCR

Wahrend bei konventioneller PCR Nachweis und Mengenabschétzung der Zielsequenz durch
Gelelektrophorese des PCR-Produkts erfolgen, macht man sich bei der Tagman PCR die
Spaltung fluorogener Sonden (Tagman Probes) durch 5 3 Exonukleaseaktivitét der Tag-
Polymerase zunutze (Holland 1991). TagMan Sonden sind am 5 Ende mit einem Reporter-
und am 3"Ende mit einem Quentcherfarbstoff markiert. Ihre Sequenz wird so gewahlt, dal3 sie
as ,internal probes‘ zwischen den beiden PCR Primern an die Zielsequenz binden. Die
Spaltung der TagMan Sonde durch die 5 3 Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase
verhindert das Quentching und fuhrt zu einem Anstieg Fluoreszenz. Durch kontinulierliche
Detektion der Fluoreszenzintensitée von Reporter- und Quentcherfarbstoff wahrend der
einzelnen PCR-Zyklen, a3t sich der Threshold-Cycle (CT) als der Zyklus betsimmen, bei
dem die Reporterfluoreszenz das Basissignal signifikant Ubersteigt. Der CT ist um so
niedriger, je hther die Menge an Zielsequenz ist und ist die Basis der Quantifizierung mit
TagMan PCR. Um Schwankungen in den Mengen an eingesetzter RNA und cDNA
auszugleichen, wurde neben IFN& mRNA auch die Expression des , housekeeping gens’
GAPDH bestimmt und der DCT-Wert (=CTcapon-CTirng) errechnet. Anhand des DCT
Wertes |83t sich die IFN& Expression zwischen verschiedenen cDNAs vergleichen: IFNa
MRNA in Probe A/ IFNa mRNA in Probe B = 2*(DCTa)-DCTg)). Folgende Primer und
TagMan Sonden wurden verwendet (Lang 1998):
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1 pl 3-Primer (25 pmol/ pl) (MWG, Minchen, Deutschland)

IFNg 5-CTT CAA GCC TAA GAA AAG AGT TCC-3
GAPDH 5-TTG ACG GTG CCA TGG AAT TTG-3

1l 5°-Primer (25 pmol/ pl) (MWG, Minchen, Deutschland)
IFNg 5-CTTGGCTTT TCA GCT CTG CAT C-3
GAPDH 5-ACG GAT TTG GTC GTA TTG GGC-3

1 pl Probe (10 pmol/ ul) (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA)
IFNg 5-TTT GGG TTC TCT TGG CTG TTA CTG CCA
GAPDH 5-CCT GGT CACCAGGGC TGC TTT TAA-3

Folgende Reagentien, die von Perkin- EImer (Foster City, CA, USA) bezogen wurden, wurden
mit 5 pl cDNA fir die Realtime TagMan-PCR eingesetzt:

5 ul Puffer

1 pl dNTP (10 mM)

2.5 ul MgCh (25 mM)

1 pl Polymerase

32.5 pl Wasser

Fur die PCR-Reaktion wurden folgenden Zyklusbedingungen gewahit: 95°C fir 10 min und
40 Zyklen mit 95°C fur 10 sek, 58°C fiur 20 sek (,annealing”-Temperatur), und 72°C fur 30
sek (Extinktionstemperatur). PCR-Reaktion und Fluoreszenzmessung wurde mit Hife des ABI
PRISM 7700 Sequence Detector (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA) durchgefihrt.

3.3.3 Messung der Expression von Oberfachenantigenen mittels
Dur chflu3zytometrie (FACS)

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie kann man Zellen nach ihrer Grofde (,forward scatter =
FS), nach ihrer Granularitét (,sideward scatter* = SS) und nach ihrer Fuoreszenz beurteilen.
Die Fluoreszenz der Zellen ist abhéngig von dem Grad ihrer Eigenfluoreszenz und den
verwendeten Antikdrpern. Die Antikorper, die gegen verschiedene Oberflachenantigene der

Zellen gerichtet sind, sind mit Farbstoffen markiert. Durch Einsatz unterschiedlicher
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Antikorper, die z.B. gegen Differenzierungsoberfldchenantigene (,linage marker*) gerichtet
sind, kann die Expresson bestimmter Aktivierungsoberflachenantigene in Zellsub-
populationen getrennt ermittelt werden.

Abb. 1A zeigt die Auftrennung einer PBMZ Population nach dem FS und SS. Es sind zwei
Populationen erkennbar, die durch das Definieren von , Gates* néher charakterisiert werden
kénnen. Abb. 1C zeigt die Farbung der Zelpopulation im Gate C, die zum Grofdteil aus
Makrophagen und Monozyten besteht, was einerseits schon auf Grund ihrer Grof3e zu
vermuten ist und andererseits durch die CD14-Farbung bestétigt wird. In Abb. 1B ist die
Farbung der Zellen im Gate B dargestellt. Die Zellen dieses Gates sind klein und wenig
granuliert, dementsprechend findet man kaum CD14*-Zellen, jedoch einen hohen Prozentsatz
an CD8'- Zellen

P e

(128X128)
PE CD14

(128X120)
PE CD14
(12BX128)

o 16868 1 T 1AAA
FITC CD8 FITC CD8

Abb. 1 Durchflul3zytometrische Farbung von PBMZ:

1x 10° PBMZ wurden mit PE-markiertem anti CD14 und FITC-markiertem anti CD8 gefarbt. In den
dargestellten Histogrammen sind die Zellen in Abhangigkeit von ihrem FSund SS (A) bzw. in Abhangigkeit von
ihrer FITC- und PE-Fluoreszenz (B und C) dargestellt. Abb. 1B zeigt die Farbung der Zellen des Gates B,
wahrend Abb 1C die Férbung der Zellen in Gate C darstellt.

Zur Durchfohrung der Férbung wurden PBMZ (5x 10% ml) in 24-well-Platten, T-
Lymphozyten (0.5 - 1x 10% ml) in 96-well-Platten bei 37 °C unter Zugabe verschiedener
Stimuli kultiviert. Falls in der Experimentdurchfthrung nicht ausdricklich erwéahnt, wurden
die Zdllen nach 24 h gefarbt.

Die Zdlen wurden mit PBS mit 2 % FKS gewaschen und zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen mit humanem Immunglobulin G (1gG, Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Deutschland) fir 10 min bei RT vorinkubiert. Die verwendeten Antikdrper waren entweder
direkt FITC, PE oder Peridinchlorophyllprotein (PerCP) markiert oder mit Biotin konjugiert.



Fur die spezifischen Farbungen wurden die Zellen in einem Volumen von 150 pl PBS mit 2
% FKS und 3 pl des entsprechenden Antikorpers fur 30 min bei 4°C inkubiert und daraufhin
zweima mit PBS mit 2 % FKS gewaschen. Bei Verwendung von biotinmarkierten
Antikorpern wurden die Zellen in einem darauffolgenden Schritt in einem Volumen von 150
pl PBS mit 2 % FKS mit 1.5 pl Streptavidin-Fluorochrom-Konjugaten (Pharmingen, San
Diego, CA, USA) fir 30 min bei 4°C inkubiert und nochmals gewaschen. Die geférbten
Zellen wurden mit 1 % Paraformaldehyd Lésung fixiert und durchfluf3zytometrisch analysiert.

Antikorper gegen folgende Oberflachenantigene wurden fur die Farbungen verwendet:

Oberflachenantige Herkunft

CD3 Immunotech, Marseilles, Frankreich
CD3 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD4 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD8 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD16 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD19 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD25 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD28 Immunotech, Marseilles, Frankreich
CD54 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD56 Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD69 Pharmingen, San Diego, CA, USA
abTCR Pharmingen, San Diego, CA, USA

| sotypkontrolle 1gG1 Pharmingen, San Diego, CA, USA

Alle Antikorper waren IgG1 Antikorper aus der Maus.



4 Ergebnisse

4.1 ODN auf gereinigten humanen T-Lymphozyten

Die Stimulation von T-Lymphozyten erfolgt Uber zwel Signale, von denen eines T-
Zellrezeptor vermittelt ist. Das zweite Signa wird Uber kostimulatorische Molekile wie
CD28, LFA-1, Integrine oder den IL-2-Rezeptor Gberbracht.

Im murinen Immunsystem kénnen CpG-ODN (Bendigs 1999) oder G-reiche ODN (Lipford
1998) die Funktion des Signal 2 Ubernehmen und als Kostimulator auf gereinigte T-Zellen
wirken, die Uber den TZR stimuliert werden. Kann eine &hnliche kostimulatorische Aktivitét

von ODN auch auf gereinigten humanen T-Lymphozyten beobachtet werden?

4.1.1 Etablierung eines Systems zur Kostimulation von T-Zellen

Anaog zu dem von Bendigs et al. 1999 verwendeten in vitro T-Zellstimulationsmodell
wurden aus PBMZ aufgereinigte humane T-Zellen mit immobilisierten Antikdrpern gegen
den TZR-Komplex (anti human TZR oder anti human CD3) (Signal 1) stimuliert. Der Einfluf3
von Signal 2 wurde durch Koimmobilisation von aufsteigenden Konzentrationen eines anti
human CD28 Antikérpers untersucht.
Abb. 2A zeigt, dal3 die Stimulation der T-Lymphozyten mit anti human abTZR als Signal 1
strikt abhangig ist von der Anwesenheit des Signal 2. Die maximale Kostimulation dieses
Systems wird mit einer abTZR-Antikorperkonzentration von 0.5 - 1 pug/ ml erreicht, wobei
auch die Konzentration des Signal 2 das Ausmal3 der Proliferation beeinfluft.

Auch unter Verwendung von anti human CD3 als Signal 1 (siehe Abb. 2B)
erreicht man mit einer Konzentration von 0.5 - 1 pug/ ml enen Sattigungseffekt. Im
Unterschied zur Stimulation mit anti human abTZR ist dieses System nicht strikt abhangig
von einem Signal 2, denn hohe Konzentrationen (> 0.5 pg/ ml) von anti human CD3 wirken

allein schon mitogen.
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Abb. 2 Die Proliferation humaner T-Lymphozyten ist abh&ngig von der Konzentration des Signal 1 und des
Signal 2:

2x 10" humane T-Zellen/ well wurden in 96-well-F-Platten mit unterschiedlichen Konzentrationen von anti
human abTZR (A) bzw. anti human CD3 (B) und anti human CD28 bzw. Medium stimuliert. Die
Proliferationsrate wurde am Tag 4 mittels [*H] Thymidineinbauassay gemessen. Die angegebenen Werte sind
Mittelwert und Standardabweichung, die aus Vierfachansétzen innerhalb eines V ersuchs errechnet wurden.

4.1.2 Untersuchung der kostimulierenden Wirkung von ODN auf
ruhende T-Lymphozyten unter Verwendung von submitogenen

Konzentrationen des Signal 1

4.1.2.1 Effekte von phosphorotioatstabilisierten ODN auf T-Zellen aus
PBMZ

Um einen mdglichen kostimulatorischen Effekt von ODN, wie er fir murine T-Lymphozyten

beschrieben ist, zu untersuchen, wurden humane T-Zellen aus PBMZ mit submitogenen anti

human CD3 Konzentrationen bzw. anti human abTZR und verschiedenen ODN in

Konzentrationen von 10 - 0.2 pM stimuliet und die Proliferation gemessen. Als
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Positivkontrollen dienten die etablierten Kostimuli anti human CD28 und |L-2. Untersucht
wurden folgende ODN:

1. ODN mit CpG-Motiven:
Die Sequenz dieser ODN beinhaltet ein oder mehrere Cytosin-Guanosin-Dinukleoctide. ES ist
bekannt, dal3 das CpG-Mativ in vertebraler DNA supprimiert wird bzw. haufig in methylierter
Form vorkommt (Bird 1986). CpG-Motive sind fur die stimulatorische Wirkung von
bakterieller DNA und synthetischen ODN auf murine und humane B-Zellen und APZ wie
Makrophagen und dendritische Zellen verantwortlich (Bauer 1999, Krieg 1995,
Sparwasser1997, Jacob 1999). Die folgenden CpG-ODN wurden verwendet:
2006 und DSP30, die die Proliferation von humanen B-Zellen und die Freisetzung von
Zytokinen wie IL-12 und IL-6 induzieren (Bauer 1999)
1668 und 1628, die sowohl Zellen des erworbenen Immunsystems (Lymphozyten) als
auch Zellen des angeborenen Immunsystems (APZ) der Maus aktivieren (Lipford?
1997, Bendigs 1999).

2. Zugehorige Kontroll-ODN, bel denen das immunstimulierende Cytosin-Guanosin-Paar
durch ein Guanosin-Cytosin-Paar ersetzt wurde. Zu dieser Gruppe zadhlen:
2006K und DSP30K, die aus der Modifikation der ODN 2006 und DSP30 entstehen
1720, das aus dem modifizierten 1668 entsteht.

3. ODN mit G-reichen Sequenzen:
Die Sequenzen dieser ODN enthalten an zentraler Stelle einen Block bestehend aus finf
Guanosin.
PZ1, PZ2, PZ3 und GR1, die kostimulatorische Aktivitét auf murinen T-Zellen zeigen
und die Proliferation von Makrophagen-Progentitoren aus murinen Knochen-

markszellen induzieren (Lang 1999).

4. Kontroll-ODN, die aus Modifizierungen der Oligonukleotide PZ1, PZ2 und PZ3 entstehen,
indem das zentrale G-Pentamer durch Ersatz von Guanosin mit Thymidin zerstort wird. Zu
diesen ODN
zéhlen:

PZ4 und PZ5.



5. ODN, die sich aus Oligo-Adenosin-, -Guanosin-, -Cytosin- und -Thymidin-Sequenzen
zusammensetzen und as Kontrolle fur sequenzunabhéngige Effekte der phosphoro-

thioatmodifizierten synthetischen ODN dienten:
OligoA, OligoG, OligoC und OligoT.

Die Ergebnisse der Stimulation von T-Zellen mit submitogenen anti human CD3-
Konzentrationen und ODN sind in Abb. 3A dargestellt. Eine kostimulatorische Wirkung von
ODN auf humane T-Zellen konnte fir keines der ODN nachgewiesen werde; weder unter
Verwendung von anti human CD3 noch unter Verwendung von anti human abTZR as Signd
1. Diese Befunde stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen, die unter Verwendung muriner T-
Zellen erhoben wurden (siehe Abb. 3B). Im murinen System wirken die G-reichen PZ-ODN
deutlich kostimulatorisch. Als Positivkontrolle wurde IL-2 (10 U/ ml) verwendet, als
Kontrolle fur eventuelle APZ-Verunreinigungen wurde LPS (10 pg/ ml) eingesetzt.
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Abb. 3A Eine kostimulatorische Wirkung der ODN auf gereinigte humane T-Lymphozyten ist nicht
nachweisbar:

2x 10* T-Zellen/ well wurden mit immobilisiertem anti human CD3 (0.2 pg/ ml) bzw. anti human abTZR (1 pg/
ml) und léslichen ODN in Konzentrationen von 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM, 0.6 uM und 0.3 uM stimuliert.
Am Tag 4 wurde die [3H] Thymidininkorporation gemessen und als Mittelwert aus Vierfachbestimmungen
dargestellt. Die Positivkontrolle anti human CD28 wurde in einer Konzentration von 4.5 pug/ ml eingesetzt, die
IL-2-Konzentration betrug 10 U/ ml. Die Kontrollstimulation von anti abTZR und IL-2 wurde nicht
durchgefihrt (=n.d.).
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Abb. 3B Kostimulatorische Wirkung von G-reichen ODN auf murine T-Lymphozyten (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Sylvia Bendigs):

6x 10° murine T-Zellen/ well wurden mit immobilisiertem anti murin CD3 (1 pg/ ml) und 16slichen ODN in
Konzentrationen von 5 uM, 1 uM und 0.2 pM oder IL-2 (10 U/ ml), LPS (10 pg/ ml) bzw. Medium stimuliert.
Am Tag 3 wurde die [®H] Thymidininkorporation gemessen und als Mittelwert aus Vierfachbestimmungen
dargestellt.

4.1.2.2 Wirkung von Phospodiester-ODN und , tellprotekierten ODN auf
T-Zéellen

Um auszuschlief3en, dald die Phosphorotioat-Modifikation die Ursache fir die fehlende
kostimulatorische Wirkung auf humane T-Zellen ist, wurden sowohl Phosphordiester-ODN
als auch ,teilprotektierte® ODN eingesetzt. Die Modifikation von teilprotektierten ODN
besteht darin, dal3 die jeweils letzten vier Basen am 5- bzw. 3'- Ende durch eine
Posphorothioatbindung miteinander verbunden sind, wahrend die mittleren 12 - 19 Basen
durch eine Phosphordiesterbindung verknipft sind. Die teilprotektierten ODN sind verglichen
mit Phosphordiester-ODN stabiler gegentiber DNAsen und entsprechen im Gegensatz zu den
phosphorothioatstabilisierten ODN eher der natirlich vorkommenden DNA. Ballas et al.
zeigte, dal} die stimulatorische Potenz tellprotektierter ODN bezlglich der NK-
Zellaktivierung grofer ist als die der phosphorothioatmodifizierten ODN. Auch die so

modifizierten ODN zeigten auf humanen T-Lymphozyten keine kostimulatorischen Effekte.



4.1.2.3 Effekteder ODN auf T-Lymphozyten aus Tonsillen

Die kostimulatorischen Effekte der ODN im murinen System wurden an T-Zellen aus
Lymphknoten untersucht, wahrend in den hier beschriebenen Experimenten zirkulierende T-
Zellen aus dem peripheren Blut eingesetzt wurden. Zum Ausschlul? einer unterschiedlichen
Reaktivitdt von T-Lymphozyten aus peripherem Blut und lymphoidem Gewebe, wurden
Versuche wie in 4.1.2.1 und 4.1.2.2 beschrieben unter Verwendung von T-Lymphozyten aus
Tonsillen durchgefuhrt. Auch hier konnte keine kostimulatorische Wirkung der ODN auf
humane T-Zellen gezeigt werden.

4.1.3 Untersuchung der Wirkung von ODN auf aktivierte T-
L ymphozyten unter Verwendung von mitogenen Konzentrationen
desSignal 1

4.1.3.1 Proliferation

Um die Auswirkungen von ODN auf aktivierte T-Zellen zu Gberprufen, wurden zwel unter-
schiedliche Stimulationssysteme verwendet:

Stimulation mit 1 mg/ ml immobilisiertem anti human CD3

Stimulation mit 0.2 ny/ ml immobilisertem anti human CD3 und 4 ngy ml

immobilisiertem anti human CD28.
Abb. 4A zeigt die Ergebnisse der Stimulation mit 1 ng/ ml anti human CD3. Die durch die
Stimulation mit anti human CD3 ausgel 6ste Proliferation wird durch 16sliches ODN in hohen
Konzentrationen (1.25 - 25 nM) gehemmt. Diese supressive Wirkung erscheint um so
ausgepragter je G-reicher die Sequenz des verwendeten ODN ist, vgl. PZ1/1628/PZ2 mit
OligoA/2006/2006K .

Bel Stimulation mit 0.2 pg/ ml anti human CD3 und 4 pug/ ml anti human CD28 war ein
vergleichbarer Effekt der untersuchten ODN zu beobachten (siehe Abb. 3B).



50000 -
40000 -
30000 -
S
Q.
(&S]
20000 -
10000 ~
0 -
P >
PO ZR L S G e - 25 M
[ 125uM
mmm 0.625 pM
— 0.3125uM
B
60000 -
50000 -
40000
e
o
© 30000
20000 A
10000 -
0 -
>
SRR T N

Abb. 4 Hohe Konzentrationen von G-reichen ODN hemmen die Proliferation aktivierter T-Zellen:

3x 10* T-Zellen/ well wurden mit 1 pg/ ml anti human CD3 (A) bzw. 0.2 pg/ ml anti human CD3 und 4 pg/ ml
anti human CD28 (B) unter Zugabe unterschiedlicher ODN-Konzentrationen kultiviert. Die Bestimmung des
[*H] Thymidineinbaus erfolgte am Tag 4. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung ermittelt aus
Vierfachansétzen.
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4.1.3.2 Expression von Ober flachenmolekiilen

Die Proliferation ist ein spates Ereignis der T-Zellaktivierung. Um einzugrenzen, auf welcher
Ebene G-reiche ODN mit der Aktivierung von T-Zellen interferieren, wurden auch die
Produktion der T-Zellzytokine IL-2 und IFNg und die Expression von Oberflachenmolekiilen
untersucht.

CD69 ist ein sengitiver Marker der T-Zellaktivierung; obwohl seine Funktion noch unklar ist,
[&3 er sich aber schon wenige Stunden nach Stimulation nachweisen. Im Gegensatz dazu ist
die Expression von CD25 (=alpha-Kette des hochaffinen IL-2-Rezeptors) strikter reguliert
und eine Voraussetzung fur den Eintritt der aktivierten T-Zelle in den Zellzyklus. CD54
(ICAM) wird im Rahmen der T-Zdllaktivierung ebenfalls verstarkt exprimiert und ist fur die
Zédllinteraktion wichtig.

Nach Stimulation gereinigter T-Lymphozyten mit einer mitogenen Konzentration an anti
human CD3 wurde der Einflul? des G-reichen ODN PZ2 bzw. des Kontroll-ODN PZ5 auf die
Expression von CD69, CD25 und CD54 durchfluf3zytometrisch untersucht (siehe Abb. 5).

Die Stimulation mit anti human CD3 fuhrt zu einer vermehrten Expression aller
untersuchten Oberflachenmolekile: 57.6 % der Zellen exprimieren CD69, 21.5 % der Zellen
CD25 und 42.9 % der Zellen werden CD54". Wird das G-reiche ODN PZ2 zur Kultur
gegeben, ist eine starke Suppression der Induktion dieser Oberflachenmolekile zu
beobachten: die CD69-Expression betrégt unter diesen Bedingungen 21.9 %, die CD25-
Expression 2.7 % und die CD54-Expression 4.5 %. Die Supression der Expression von
Oberflachenmolekilen ist konzentrationss und sequenzabhangig, denn be ener
Konzentration von 1 uM PZ2 ist ein deutlich abgeschwéchter bzw. unter Verwendung des
Kontroll-ODN PZ5 kein supressiver Effekt erkennbar.
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Abb. 5 Hochkonzentrierte G-reiche ODN supprimieren die Expression von CD69, CD25 und CD54:
2x 10° T-Zellen/ well wurden mit Medium oder 1 pg/ ml anti human CD3 mit oder ohne ODN kultiviert. Nach
24 h wurden die Prozentsétze der CD69'- (A), CD25"- (B), und CD54'- (C) Zellen ermittelt.
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4.1.3.3 Zytokinproduktion

Aktivierte T-Zellen kdnnen Zytokine produzieren. Es ist bekannt, daf3 die Stimulation mit anti
human CD3 und anti human CD28 eine gesteigerte | L-2-Synthese bewirkt (Baroja 1989).
Unter diesem Gesichtspunkt stellte sich die Frage, ob eine verminderte Zytokinproduktion an
der suppressiven Wirkung der G-reichen ODN beteiligt ist.

Die Versuchsdurchftihrung entsprach der unter 4.1.3.2.

In Abb. 6A und 6B sind die Ergebnisse dieses Versuchs zusammengefaldt. Sowohl die IL-2-
Produktion als auch die IFNg-Produktion werden durch die Anwesenheit des ODN PZ2 in
einer Konzentration von 5 pM vollsténdig unterdriickt. Die niedrigere Konzentrationen von
PZ2 (1 uM) fihrt nicht zu einer volligen Supression der Zytokinproduktion. Das auch hier als
Kontrolle eingesetzte PZ5 hat keinen Einflul® auf die Zytokinausschiittung.
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Abb. 6 Hochkonzentrierte G-reiche ODN hemmen die Zytokinproduktion aktivierter T-L ymphozyten:

2x 10° T-Zellen/ well wurden mit Medium oder 1 pg/ ml anti human CD3 mit oder ohne ODN kultiviert. Nach
24 h wurden die Uberstande der Kulturen abgenommen und ihre IFNg- (A) bzw. IL-2- (B) Konzentrationen
mittels Elisa bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei chungen von Doppel bestimmungen.




4.1.3.4 Zetpunkt der ODN-Zugabe

Suppressive Wirkungen konnen durch zytotoxische Effekte entstehen, die einerseits zum
Zélltod fuhren kdnnen andererseits zum ,, Abschalten® der Zellen.

Um diesen Wirkmechanismus der G-reichen ODN auszuschlief3en, wurden die T-Zellen in
einem Versuch mit den ODN vorinkubiert, in einem anderem Experiment erfolgte die

verzogerte Zugabe der ODN zu Kulturen, die mit anti human CD3 stimuliert wurden:

T-Zellen wurden mit Medium, unterschiedlichen Konzentrationen von G-reichen ODN
und ihren Kontrollen fir O h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h und 24 h vorinkubiert und nach
mehrmaligem Waschen auf mit anti human CD3 beschichtete Platten transferiert.
Nach 4 Tagen erfolgte die Messung der Proliferation. Die Vorinkubation der Zellen
mit G-reichen ODN fihrte nicht zu einer Suppression der Proliferation, die durch anti

human CD3 induziert wurde.

Mit anti human CD3 stimulierten T-Lymphozyten wurde PZ2 in unterschiedlichen
Konzentrationen nach O h, 2 h, 12 h und 48 h zugegeben. Wie Abb. 7 zeigt, nimmt
der supressive Effekt des PZ2, wenn die Zugabe 12 h nach Stimulationsbeginn erfolgt,
ab.
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Abb. 7 Die suppressiven Effekte der G-reichen ODN sind vom Zeitpunkt der ODN-Zugabe abhéngig:

2x 10* T-Zellen/ well wurden mit 1 pg/ ml anti human CD3 stimuliert. Den Kulturen wurde nach 0 h, 2 h, 12 h,
48 h PZ2 in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Am Tag 3 wurde die [3H] Tymidininkorporation
gemessen. Es wurden die absoluten Proliferationswerte in Bezug zur Kontrolle (T-Zellen stimuliert mit anti
human CD3 und Medium) gesetzt.

Diese Ergebnisse zeigen, dal} es sich bel der supressiven Wirkung der ODN nicht um
zytotoxische Effekte handelt und dai? die erfolgreiche Supression nur dann stattfindet, wenn

Stimulus (anti human CD3) und ODN gleichzeitig anwesend sind.

4?2



4.2 I ndirekte Effekte von ODN auf humane T-Zédllen, diesich in einem
PBM Z-Verband befinden

4.2.1 Etablierung eines Systems zur Stimulation von T-Lymphozyten in
Anwesenhelt anderer mononuklearer Zellen

Um indirekte Effekte auf T-Zellen nachweisen zu kénnen, mufdte ein System etabliert werden,
das zwei Anforderungen erfillen sollte:

1. Stimulation der T-Zellen im Sinne eines Signal 1

2. Maoglichkeiten der Kostimulation der teilaktivierten T-Lymphozyten.

Zu diesem Zweck erfolgte die Stimulation der PBMZ mit unterschiedlichen Konzentrationen
an 16slichem anti human CD3. Nach 24 h wurden die PBMZ gleichzeitig mit anti CD4 zur T-
Zelldifferenzierung und anti CD25 bzw. anti CD69 zur Quantifizierung der Aktivierung
geférbt.

In Abb. 8 sind die Ergebnisse dieser Titration dargestellt. Bei Stimulation mit Konzen-
trationen von anti human CD3 > 20 ng/ ml sind die T-Zellen, gemessen an der CD69- und
CD25-Expression, stark aktiviert, wobel mit einer Konzentration von 4 ng/ ml anti human
CD3 keine Expression der Aktivierungsmarker induziert wird.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden fur die folgenden Versuche anti human CD3
Konzentrationen von 10 ng/ ml zur Teilaktivierung und 100 ng/ ml zur Vollaktivierung der T-

Lymphozyten eingesetzt.
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Abb. 8 Die CD25- und CD69-Expression von CD4*-Zellen ist von der anti human CD3-K onzentration abhéngig:
5x 10° PBMZ/ well wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von léslichem anti human CD3 stimuliert.
Nach 24 h wurden die Prozentsétze der CD69'- bzw. der CD25"-Zellen innerhalb der CD4"-Zellen ermittelt

4.2.2 Untersuchungindirekter Effekte der ODN auf humane T-Zellen

4.2.2.1 Expression von Oberflachenmolekilen

Eine Aktivierung von Subpopulationen in eéinem Zellverband ist durch Farbung von Ober-
flachenantigenen gut nachweisbar.
PBMZ wurden mit einer Konzentration von 10 ng/ ml anti human CD3 mit oder ohne ODN
stimuliert und der Prozentsatz der CD69-Positiven bzw. CD25-Positiven unter Einbeziehung
der Differenzierungsantigene gemessen. Die Prozentsitze der CD69'- bzw. CD25'-Zellen
wurden fur die CD4"- (T-Helferzellen), CD8"- (zytotoxische T-Zellen), CD19*- (B-Zéellen)
und die CD16'/ CD56"- (NK-Zellen) Zellpopulationen getrennt ermittelt.
Folgende ODN wurden verwendet:
2006, as Vertreter der im humanen Immunsystem wirksamen CpG-Oligonukleotide,
2006K, das auf Grund der Modifikation (siehe 4.1.2.1) seiner Sequenz als Kontrolle
des 2006 eingesetzt wurde und

AP1, das ebenfalls als Kontroll-ODN Verwendung fand.



Positvkontrolle fir eine maximale T-Zellstimulation waren 100 ng/ ml anti human CD3.

CD69-Expression

In Abb. 9A sind die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments gezeigt. Wahrend Abb. 9B
die Zusammenfassung mehrerer unabhangiger Experimente darstellt. Zusatz von 2006 zu den
PBMZ-Kulturen in Abwesenheit von anti human CD3 hat nur einen geringen Effekt auf die
CD69-Expression der CD4"- bzw. CD8"-Zellen. Im Gegensatz dazu induziert die Stimulation
mit 2006 auf einem hohen Prozentsatz der CD19'-Zellen und einem etwas geringeren
Prozentsatz der NK-Zellen eine CD69-Expression. Die Stimulation mit 100 ng/ ml anti human
CD3 fiihrt wie erwartet zu einem hohen Prozentsatz CD69*-Zellen innerhalb der CD4*- und
CD8"-Zdlen. Auch CD19'-B-Zelle exprimieren nach Zugabe von 100 ng/ ml anti human
CD3 CD69, wéahrend nur ein geringer Prozentsatz CD69" NK-Zellen zu beobachten ist. Die
CD69-Expression, induziert durch 10 ng/ ml anti human CD3 auf T- und B-Zellen ist weniger
ausgepragt als die, die durch 100 ng/ ml anti human CD3 induziert wird. Bel kombinierter
Zugabe von 2006 und 10 ng/ ml anti human CD3 erhoht sich der Prozentsatz der CD69"-
Zellen innerhalb der T-Zellpopulation signifikant, verglichen mit den Prozentsdtzen induziert
durch anti human CD3 aleine bzw. in Kombination mit APL. Auf die NK-Zellen hat die
gemeinsame Stimulation mit anti human CD3 (10 ng/ ml) und 2006 einen synergistischen
Effekt beziiglich der CD69-Expression, wahrend die CD69-Expression der B-Zellen sowohl
durch die Kombination von 2006 mit anti human CD3 als auch durch die Kombination von
2006K bzw. AP1 mit anti human CD3 gesteigert wird.

CD69 wird as ,early activation antigen“ bezeichnet, da die Induktion der CD69-mRNA
bereits 30 — 60 min nach Stimulationsbeginn ein Maximum erreicht (Ziegler 1994) und auch
die CD69-Expression schon nach 6 — 12-stindiger Stimulation gemessen werden kann
(Carston 1997).

Um der Kinetik der CD69-Expression Rechnung zu tragen, wurden auch am Tag 2 Farbungen
durchgefuhrt. Abb. 9A zeigt, dal3 die Anwesenheit von 2006 in den Kulturen die Abnahme
der CD69-Expression am Tag 2 bezogen auf den Tag 1 verhindert. Wéhrend unter aleiniger
Stimulation mit anti human CD3 der Prozentsaiz von CD69 exprimierenden T-Zellen von
45.3 % am Tag 1 auf 27.2 % am Tag 2 abnimmt, bleibt der Prozentsatz der CD69"-Zellen bei
gleichzeitiger Stimulation mit anti human CD3 und 2006 am Tag 1 und 2 fast konstant.
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Abb. 9A Die Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und 2006 induziert CD69-Expression:
5x 10° PBMZ wurden mit Medium (n.s.=nicht stimuliert), 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 (=10ng aCD3) und
100 ng/ ml anti human CD3 (=100ng aCD3) stimuliert. Am Tag 1 und am Tag 2 wurden Farbungen mit FITC-
markiertem anti CD69 durchgefiihrt. Gleichzeitig wurden die Zellen mit PE-markiertem anti CD19 oder mit PE-
markiertem anti CD4 und anti CD8 gefarbt. Die linken Histogramme zeigen die Fitc-Flureszenz der CD4"- oder
CD8"-Zellen. In den rechten Histogrammen ist die Fitc-Flureszenz der CD19'-Zellen dargestellt.
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Abb. 9B Die Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und 2006 induziert CD69-Expression vorallem auf
CD4"- und CD8"-Zellen:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 und 100 ng/ ml anti human CD3 (=aCD3
100 ng/ ml) stimuliert. Nach 24 h wurden CD69-Farbungen und Farbungen der Differenzierungsmarker CD4,
CD8, CD19 und CD16 zusammen mit CD56 (zur NK-Zelldifferenzierung) vorgenommen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

CD25-Expression

Eine Induktion der CD25-Expression, dem IL-2-Rezeptor, versetzt T-Lymphozyten in die
Lage auf IL-2 zu reagieren und ist deswegen ein wichtiges Ereignis im Verlauf einer T-
Zellaktivierung wie sie z.B. bei der Stimulation mit anti CD3 und anti CD28 stattfindet
(Baroja 1989).

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die durch 2006 und anti human CD3 induzierte T-
Zdllaktivierung zu einer vermehrten CD25-Expression fiihrt.

Abb. 9C falt die Ergebnisse der CD25-Expression innerhalb der CD4"- bzw. CD8"-Zellen
von vier unabhangigen Experimenten zusammen. Es konnte keine signifikant hdhere CD25-

Expression durch die Stimulation mit anti human CD3 und CpG-ODN verglichen mit einer
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aleinigen anti human CD3-Stimulation oder einer Stimulation mit anti human CD3 und AP1

gezeigt werden.
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Abb. 9C Die Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und 2006 induziert keine vermehrte CD25-
Expression:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 und 100 ng/ ml anti human CD3(=aCD3
100 ng/ ml) stimuliert. Nach 24 h wurden CD25-Farbungen und Farbungen der Differenzierungsmarker CD4
und CD8 durchgefuhrt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung aus vier unabhéngigen
Experimenten.

4.2.2.2 Zytokinproduktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dal? durch indirekte Effekte der CpG-ODN T-Lymphozyten
innerhalb einer PBMZ-Kultur teilaktiviert werden, stellte sich die Frage, ob die Stimulation
mit anti human CD3 und CpG-ODN noch andere Effekte zeigt, wie z.B. eine Produktion von
Zytokinen. Im Mausmodell ist in vivo durch die Verwendung von CpG-ODN als Adjuvans
gezeigt, dal3 CpG-ODN die Entwicklung einer Tyl-Immunantwort unterstiitzen, welche unter
anderem durch die Produktion von IFNg charakterisiert ist (Lipford* 1997, Roman 1997). So
stellte sich die Frage, ob durch die indirekten Effekte von CpG-ODN auf T-Zellen in

Anwesenheit von APZ eine INFg-Produktion induziert wird.



INFg-ELI1SA

Zur Losung dieser Fragestellung wurden Uberstande von PBMZ, die mit anti human CD3
alleine oder mit 2006 bzw. AP1 stimuliert wurden, auf ihre IFNg-Konzentration hin tGberpruft.
Wiederum dienten 100 ng/ ml anti human CD3 al's Positivkontrolle.

Abb. 10 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse von acht Versuchen. Losliches anti
human CD3 in ener Konzentration von 100 ng/ ml induziert eine ausgeprégte IFNg-
Produktion, wahrend eine Konzentration von 10 ng/ ml anti human CD3 bzw. die Stimulation
mit 2006 alleine eine geringe bis nicht mef3baren IFNg-Produktion induziert. Die kombinierte
Stimulation mit niedrigdosiertem anti human CD3 (10 ng/ ml) und 2006 bewirkt eine
signifikant hohere IFNg-Produktion. Diese Zytokin-Produktion ist DNA-sequenzabhangig, da
die Stimulation mit AP1 und niedrigdosiertem anti human CD3 zu kaum detektierbaren IFNg-
Werten fihrt.
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Abb. 10 Die Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und 2006 induziert | NFg-Produktion:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 und 100 ng/ ml anti human CD3 stimuliert.
Nach 24 h wurden die Uberstéande abgenommen und die IFNg-Konzentration der Uberstéande mittels Elisa
bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen, die aus acht unabhéngigen Experimenten
errechnet wurden.




Intrazellulare INFg-Farbungen

Um die INFgproduzierenden Zellen zu charakterisieren, wurden intrazelluldre Farbungen
durchgefihrt.

In Abb. 11A sind die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments dargestellt. 2006 induziert
eine geringe IFNg-Produktion in den CD4°/CD8 -Zdllen, wahrend man nach Stimulation mit
hochdosiertem anti human CD3 einen hohen Prozentsatz IFNg'-Zellen innerhalb der T-Zell-
population findet. Die Stimulation mit 2006 und 10 ng/ ml anti human CD3 erhoht den
Prozentsatz der IFNg™-Zellen sowohl innerhalb der T-Zellen als auch der CD4/CD8 -Zellen.
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Zur weiteren Differenzierung wurden getrennte Farbungen fir die folgenden Oberflachen-
antigene durchgefihrt: CD4, CD8, CD19 und CD16. Dabel konnte nachgewiesen werden, dal3
die B-Zellen an der IFNg-Produktion nicht beteiligt sind.

Dieses Ergebnis und die Tatsache, daR die IFNg"/CD4/CD8-Zellen sich mit anti CD16
farbten, 183t darauf schlief3en, dal3 es sich um NK-Zellen handelt.

Abb. 11B falét die Ergebnisse von vier unabhangigen Versuchen zusammen. Dargestellt sind
die Prozentsitze der INFg-produzierenden Zellen innerhalb der CD4*-, CD8"- bzw der CD4
/CD8-Zellen. Die Kombination von 2006 mit 10 ng/ ml anti human CD3 induziert einen
hohen Prozentsatz an IFNg'-Zellen, vorallem innerhalb der CD8'- bzw. der CD4/CD8 -
Z€llpopulationen.
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Abb. 11B Die Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und 2006 induziert INFg-Produktion vorallem
innerhalb der CD8"- und CD4/CD8" -Zellpopul ationen:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 und 100 ng/ ml anti human CD3 stimuliert.
Nach 4 h wurde den Kulturen Brefeldin A zugegeben. Die Zellen wurden nach 12 h mit PE-markiertem anti
IFNg und FITC-markiertem anti CD4 bzw. anti CD8 getrennt oder in Kombination geférbt. Es wurden die
Prozentsitze der IFNG-Zellen fir jede Zellpopulation ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen, die aus den Ergebnissen von vier unabhangigen Experimenten errechnet wurden.
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4.2.2.3 ODN-Konzentration

Die nachgewiesen indirekten Effekte der ODN auf T-Zellen wurden alle mit einer ODN-
Konzentration von 2 pM erzielt. Um das Interval der optimalen Wirkkonzentration
einzugrenzen, wurden PBMZ mit unterschiedlichen Konzentrationen an 2006 und 10 ng/ ml
anti human CD3 stimuliert. Es wurden die CD69-Expression und IFNg-Konzentration der
Uberstande gemessen. Abb. 12A und 12B zeigen die Ergebnisse dieser Titration. Optimale
Stimulationsbedingungen erzielt man unter Verwendung von ODN-Konzentrationen zwischen
0.2—-2 uM.

A
70 4
AT
60 - e .
: ..
50 1 _./ —x ~~v
+ > v N
o 40
@ /- / ey
O 30+ V— /
o
L | g
S 20 A —8— CD4*
10 - ...o0.... CD8%
—¥—- CD4, stimuliert mit 10 ng/ ml anti CD3
01 —y-- CD8*, stimuliert mit 10 ng/ ml anti CD3
0.00 0.03 0.06 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00
2006 in uM
B
1.0
0.8 1
€ 06
>
<
c 047
?
0.2 1
= —e— Medium
0.0 —o— stimuliert mit 10 ng/ ml anti CD3
-0.2

0.00 0.03 0.06 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00
2006 in pM

Abb. 12 Die CD69-Expression und die IFN ¢-Produktion ist von der ODN-K onzentration abhangig:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium oder 10 ng/ ml anti human CD3 und unterschiedlichen ODN-
Konzentrationen stimuliert. Nach 24 h wurden die CD69-Expression der CD4'- bzw. CD8"-Zellen (A) und die
IFNg-Konzentration der Uberstande (B) gemessen.




4.2.3 Charakteriserung der indirekten Effekte der ODN auf T-Zellen

Die indirekten Effekte der ODN auf humane T-Zellen kdnnen durch 16sliche Faktoren, durch
Oberflachenmolekiile oder durch eine Kombination beider Mechanismen vermittelt werden.
Als lédiche Faktoren, die in mit ODN stimulierten PBMZ induziert werden, kommen IL-12
(Bauer 1999) und IFN Typ | (Yamamoto 1994) in Frage. Sowohl IL-12 als auch IFN Typ |
konnen die IFNg-Produktion humaner Zellen induzieren (Gerosa 1996, Chehimi 1994, Rogge
1998). Aulerdem ist bekannt, dal3 IFN Typ | zu einer CD69-Expresson muriner T-
Lymphozyten fiihrt (Sur? 1998).

4.2.3.1 Transwell-System

Ein Transwell-System bietet die Moglichkeit die Beteilligung l0slicher Faktoren zu
untersuchen. Deswegen wurde dieses System mit der Zielsetzung verwendet zu Uberpriifen,
ob durch CpG-ODN in PBMZ induzierte 16dliche Faktoren zu einer Aktivierung von mit
immobilsierten anti human CD3 stimulierten T-Lymphozyten fihren.

Gereinigte humane T-Zellen wurden mit immobilsiertem anti human CD3 und 2006, 2006K
bzw immobilisertem anti human CD28, das as Kontrolle fur die kostimulatorische
Sensitivitdt des Systems eingesetzt wurde, stimuliert. Im selben Versuchsansatz erfolgte die
Stimulation der durch immobilsiertes anti human CD3 aktivierten T-Zellen mit von PBMZ
produzierten l6slichen Faktoren, die durch die Poren der Membran des Transwell-Systems
diffundieren konnten. Die sich im Transwell-Kultureinsatz befindlichen PBMZ wurden mit
Medium, 2006 oder 2006K stimuliert. Die CD69-Expression wurde nach 24 h gemessen.

Die Ergebnisse des Experiments sind in Abb. 13 dargestellt. Anti human CD28 ds
Positivkontrolle fuhrt verglichen mit den nur mit anti human CD3 stimulierten T-Zellen zu
einer gesteigerten CD69-Expression, wéahrend die Zugabe von 2006 oder 2006K keinen
Effekt auf die CD69-Expression hat. Anders verhdlt es sich mit den T-Lymphozyten, die mit
PBMZ im Transwell-System kokultiviert wurden. Der Prozentsatz an CD69"-Zellen erhoht
sich unter Stimulation mit 2006 verglichen mit den Prozentsdtzen, die durch Stimulation mit
2006K bzw. mit Medium induziert werden.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf3 |6siche Faktoren an der indirekten Wirkung von
ODN auf die CD69-Expression von T-Zellen beteiligt sind.
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Abb. 13 | ésliche Faktoren, die von mit CpG-ODN stimulierten PBMZ produziert werden, induzieren auf durch
anti human CD3 aktivierten gereinigten T-Lymphozyten CD69-Expression :

2x 10° gereinigte T-Lymphozyten, stimuliert mit 0,8 pg/ ml immobilisiertem anti human CD3 wurden in einem
Transwell-System zusammen mit PBMZ und Medium, 2006 bzw. 2006K kultiviert. Nach 24 h wurde die CD69-
Expression fir CD4'- und CD8"-Zellen getrennt ermittelt. Die Ergebnisse dieser Stimulationen sind im linken
Teil der Abbildung dargestellt und tragen den Untertitel , Transwell“. Im rechten Teil der Abbildung ist die
CD69-Expression nach 24-stindiger Stimulation von gereinigten T-Zellen mit 0.8 pg/ ml immobilisiertem anti
human CD3 und Medium, 2006, 2006K und 4 pg/ ml immobilisiertem anti human CD28 dargestellt. Die
Ergebnisse der so behandelten Zellen sind mit , T-Zellen* untertitelt.

4.2.3.2 CpG-ODN induzierte | FNa-Produktion

Interferon Typ | fordert die Differenzierung von IFNg produzierenden Tyl-Zellen (Rogge
1998) und induziert auf murinen T-Lymphozyten die Expression von CD69 (Sur? 1998).
Deshalb wurde untersucht, ob und in welchem Ausmal unter den hier beschriebenen
Versuchsbedingungen von PBMZ IFN Typ | produziert wird. Zu diesem Zweck wurden die
| FNa-K onzentrationen von Uberstanden stimulierter PBMZ mittels Elisa bestimmt.

Die Ergebnisse dieses Experimentes sind in Abb. 14 dargestellt.

Die Stimulation mit 2006 induziert eine IFN Typ I-Produktion. Unter Stimulation mit anti
human CD3 in den Konzentrationen von 10 ng/ ml und 100 ng/ ml ist keine IFNa -Produktion
nachweisbar. Die Kombination von anti human CD3 und 2006 bewirkt eine gesteigerte IFNa -

Produktion (Faktor 5). Die Ausschittung dieses Zytokins erfolgt CpG-abhangig, da das



Kontrolloligonukleotid AP1 weder aleine noch in Kombination mit einem T-Zellsignal zu

e ner detektierbaren | FNa -Produktion fihrt.
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Abb. 14 Die Stimulation von PBMZ mit 2006 induziert | FNa -Produktion:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 2006, AP1 alleine oder in Kombination mit 10 ng/ ml oder 100 ng/ ml anti
human CD3 stimuliert. Nach 24 h wurden die Uberstéande abgenommen und die |FNa-K onzentration gemessen.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus Doppel bestimmungen.

4.2.3.3 Inhibition der ODN-Effekte durch neutralisierender Antikor per

Da gezeigt werden konnte, dal3 unter Stimulation von PBMZ mit CpG-ODN IFNa produziert
wird und es bekannt ist, dal3 die Stimulation von PBMZ mit 2006 |L-12-Produktion induziert
(Bauer 1999), stellte sich die Frage, ob die indirekten Effekte der CpG-ODN auf T-Zellen
durch den Zusatz neutralisierender IFN Typ |- und IL-12-Antikdrper blockierbar sind.
Untersucht wurde die Wirkung von anti IFN Typ | und anti 1L-12 auf mit 2006 und 10
ng/ ml anti human CD3 stimulierter PBMZ unter dem Gesichtspunkt der CD69-Expression.



Wie Abb. 15 zeigt, verhindert die Neutralisation von IFN Typ | die durch 2006 induzierte
Expression von CD69 sowohl innerhalb der CD4"- als auch der CD8*-Zellpopul ationen.

Die Zugabe von anti IL-12 aleine oder in Kombination mit anti IFN Typ | hat keine
Auswirkung auf die CD69-Expression.

Die Neutralisation von IFN Typ | bzw. IL-12 beeinfluf3 die durch niedrigdosiertes anti human
CD3 (10 ng/ ml) induzierte CD69-Expression nicht (diese Ergebnisse sind nicht graphisch
dargestellt).
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Abb. 15 Durch Zugabe von neutralisierendem IFN Typ |-Antikorper wird die durch anti human CD3 und CpG-
ODN induzierte CD69-Expression gehemmit:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 10 ng/ ml anti human CD3 und 2006 stimuliert. Den mit 2006 und anti
human CD3 stimulierten Kulturen wurden 500 U/ ml anti IFN Typ | (=alFN ab), 2 ug/ ml anti 1L-12 (=alL-12)
oder die Kombination der beiden Zytokin-Antikorper zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen mit anti CD69

und anti CD4 bzw. anti CD8 gefarbt. In der Abbildung sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier
unabhangigen Experimenten dargestellt.
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Auch der Einflul3 der Neutralisation von IL-12 und IFN Typ | auf die IFNg-Produktion in
PBMZ-Kulturen, die mit 2006 und niedrigdosiertem anti human CD3 (10 ng/ ml) stimuliert
wurden, wurde untersucht. Abb. 16 faldt die Ergebnisse von vier unabhangigen Experimenten
zusammen.

Die Neutralisation von IL-12 bzw. IFN Typ | fihrt zu einer verminderten 1FNg-Produktion,
wobei die IFN Typ I-Neutralisation effektiver ist. Die kombinierte Zugabe beider Zytokin-
Antikorper zu den PBMZ-Kulturen, senkt die IFNg-Produktion auf Konzentrationswerte

unterhalb der Nachweisgrenze des Elisa
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Abb. 16 Die IFN g-Produktion, die durch Stimulation mit anti human CD3 und CpG-ODN induziert wird, kann
durch neutralisierende IL-12- und IEN Typ I-Antikorper supprimiert werden:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 10 ng/ ml anti human CD3 und 2006 stimuliert. Den mit 2006 und anti
human CD3 stimulierten Kulturen wurden 500 U/ ml anti IFN Typ | (=alFN ab), 2 ug/ ml anti 1L-12 (=alL-12)
oder die Kombination der beiden Zytokin-Antikorper zugegeben. Nach 24 h wurden die Uberstande
abgenommen und ihre IFNg-Konzentration mittels Elisa bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwert
und Standardabwei chung errechnet aus vier unabhangigen Experimenten.

Um die Frage zu klaren, ob die Zytokin-Antikorper auf einzelne |IFNg-produzierende
Zellpopulationen mehr Wirkungen zeigen as auf andere, wurden intrazellulére Farbungen
von PBMZ, die mit 2006 und 10 ng/ ml anti human CD3 und neutralisierendem Antikorper
stimuliert wurden, angefertigt.



Die Ergebnisse waren mit denen der ElisssMessungen vergleichbar. Es konnten keine
Unterschiede in der Wirkung der Antkorper auf spezielle Zellpopulationen festgestellt werden
(siehe Abb. 17).

Mexrm arli IFN Typa | anfl IL-12

| [ (5

‘ | oo fE 1% 7.6 Ha ¥ 1%
B

Ha-FNy

poCPO3L DS

Abb. 17 Die IFNgProduktion, die durch die Stimulation mit anti human CD3 und CpG-ODN induziert wird,
wird durch die Zugabe neutralisierender 1L-12- und IFN Typ |-Antikérper innerhalb der CD4™-,CD8"- und der
CD4/CD8-Zellen supprimiert:

5x 10° PBMZ wurden mit 2006 und 10 ng/ ml anti human CD3 unter Zugabe von 2 pg/ ml anti IL-12 bzw.

500 U/ ml anti INF Typ | kultiviert. Nach 4 h wurde den Kulturen Brefeldin A zugegeben. Nach weiteren 12 h
wurden die Zellen mit PE-markiertem anti IFNg und FITC-markiertem anti CD4 und anti CD8 geférbt. In den
dargestellten Histogrammen sind die Prozentsétze der IFNg -Zellen bezogen auf die CD4/CD8-Zellpopulation
bzw. auf die CD4'- oder CD8'-Zellen angegeben.

4.2.3.4 Stimulation mit rekombinantem IL-12 und IFN Typ |

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Zytokine IL-12 und IFN Typ | an den beschriebenen durch
CpG-ODN induzierten indirekten Effekten auf T-Lymphozyten wesentlich beteiligt sind.

Um dies nochmals zu bestétigen, wurden PBMZ mit Medium oder niedrigdosiertem anti
human CD3 und rekombinantem IL-12 bzw. IFNa stimuliert. Die Ergebnisse dieser

Stimulation wurden mit denen der 2006-Stimulation verglichen.
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CD69-Expression

Die CD69-Expression wurde durch die Zugabe von IFNa erhoht, im Gegensatz dazu hatte die
Zugabe von IL-12 darauf keinerlel Einflul3. IFNa alein induzierte nur auf einem geringem
Prozentsatz der T-Zellen eine CD69-Expression, wahrend es innerhalb der B- und NK-
Zellpopulationen eine effektiver Wirkung beziiglich des Prozentsatzes der CD69'-Zellen
zeigte. Diese Beobachtung ist Ubereinstimmend mit den durch 2006 induzierten Phdnomenen.
Die Ergebnisse der Stimulation mit 10 ng/ ml anti human CD3 und IFNa sind in Abb. 18
dargestellt. Der Prozentsatz der CD69*-Zellen steigt innerhalb der CD4-Helferzellen auf das
2.5-fache und innerhalb der CD8"-Zéellen auf das 3-fache verglichen mit PBMZ, die nur mit
anti human CD3 stimuliert wurden.
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Abb. 18 Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und IFNa induziert eine CD69-Expression auf den T-
Lymphozyten:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 10 ng/ ml anti human CD3 und 2 ng/ ml 1L-12, 5000 U/ ml IFNa (=IFNa)
und der Kombination beider Zytokine stimuliert. Nach 24 h wurden die Zellen mit anti CD69 und anti CD4 bzw.
anti CD8 geféarbt. In der Abbildung sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier unabhéngigen
Experimenten dargestellt.

IFNg-Produktion

Die IFNg-Produktion wurde durch den Zusatz von rekombinanten IL-12 und IFNa zusammen
mit 10 ng/ ml anti human CD3 zu PBMZ-Kulturen gesteigert. Die Steigerung konnte durch
Bestimmung der |FNg-Konzentrationen in Uberstéanden wie auch auf Einzelzellniveau mittels

intrazellulérer Farbungen nachgewiesen werden.



Abb. 19A und 19B zeigen die Ergebnisse dieser Versuche. Beide Zytokine kdnnen eine
gesteigerte IFNg-Produktion induzieren, sowohl innerhalb der T-Zellpopulation, wie auch
innerhalb der CD4°/CD8"-Zellen

Diese Ergebnisse sind mit denen der 2006-Stimulation vergleichbar.
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Abb. 19A Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und den rekombinanten Zytokinen I1L-12 und IFNa
steigert die | FNg-Produktion:

5x 10° PBMZ wurden mit Medium, 10 ng/ ml anti human CD3 und 2 ng/ ml IL-12, 5000 U/ ml IFNa (=IFNa)
und der Kombination beider Zytokine stimuliert. Nach 24 h wurden die Ubersténde abgenommen. Die IFNg
Konzentration der Uberstande wurde mittels Elisa gemessen. Die dargestellten Mittelwerte und
Standardabwei chungen wurden aus vier unabhangigen Experimenten errechnet.
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Abb. 19B Stimulation von PBMZ mit anti human CD3 und den rekombinanten Zytokinen IL-12 und IFNa
steigert die |FNg-Produktion sowohl innerhalb der CD4*- bzw. CD8"-Zellen als auch innerhalb der CD4/CD8-
Zellpopulation:

5x 10° PBMZ wurden mit 10 ng/ ml anti human CD3 und 2 ng/ ml IL-12 bzw. 5000 U/ ml IFNa stimuliert. Nach
4 h wurde den Kulturen Brefeldin A zugegeben. Nach weiteren 12 h wurden die Zellen mit PE-markiertem anti
IFNg und FITC-markiertem anti CD4 und anti CD8 geféarbt. In den dargestellten Histogrammen sind die
Prozentsétze der IFNG'-Zellen bezogen auf die CD4/CD8-Zellpopulation bzw. auf die CD4'- oder CD8-Zellen
angegeben.

4.2.3.5 Uberstandstransfer

Die Ergebnisse der Transwell-Versuche zeigen die Beteiligung l6slicher Faktoren an den
indirekten Effekten von CpG-ODN auf humane T-Lymphozyten unter Berticksichtigung der
CD69-Expression.

Wie die Versuche mit neutralisierenden Antikorpern verdeutlichen, wird auch die Induktion
der IFNg-Produktion von I6slichen Faktoren vermittelt. Um dies nochmals zu untermauern
wurden Uberstande von stimulierten PBMZ auf T-Zellblasten transferiert und die Induktion
der IFNg-mRNA nach 4 h mittels Realtime TagMan-PCR analysiert.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 20 zusammengefald. Der Transfer von
Uberstanden unstimulierter oder mit AP1 stimulierter PBMZ induziert keine vermehrte

Transkription von IFNg. Auch die direkte Stimulation der T-Zellblasten mit 2006 bzw. mit
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10 ng/ ml l6slichem anti human CD3 fihrt nicht zu erhéhte IFNg-mRNA-Werten.
Im Gegensatz dazu verachtfachen sich die Werte der IFNg-mRNA-Transkripte nach Transfer

von Uberstdnden der mit 2006 stimulierten PBMZ, diese Induktion der IFNg-mRNA ist
vergleichbar mit der Induktion durch IL-12 .
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Abb. 20 Uberstandstransfer von PBMZ, die mit CpG-ODN stimuliert wurden, auf T-Zellblasten induziert IFN g
MRNA:

2x 10° T-Zellblasten wurden mit Medium, 2006, 10 ng/ ml anti human CD3 (=aCD3), 2 ng/ ml IL-12 alein und
zusammen mit 5000 U/ ml IFNa (=IFNa) direkt stimuliert. Die Ergebnisse dieser Stimulation sind im rechten
Teil der Abbildung dargestellt und tragen den Untertitel , direkte Stimulation der T-Zellblasten*. Im linken Teil
der Abbildung sind die Ergebnisse von 2x 10° T-Zelblasten dargestellt, die mit den Uberstanden von PBMZ, die
mit Medium, AP1, 2006 und der Kombination von 10 ng/ ml anti human CD3 (=aCD3) und 2006 fir 24 h
stimuliert worden waren, kultiviert wurden. Die Ergebnisse der so behandelte T-Zellblasten tragen den Untertitel
, Ubersténde von PBMZ*.

Die T-Zellblasten wurden fir 4 h stimuliert und die RNA der Zellen isoliert. Nach Transkription in cDNA
wurden mittels Realtime Tagman-PCR die DCt-Werte fur IFNg ermittelt. Die Induktion der IFNgmRNA ist auf
der y-Achse dargestelIt, errechnet aus; 2°Wer,




5 Diskussion

5.1 ODN zeigen keine kostimulatorische Wirkung auf gereinigte

humane T-Lymphozyten.

ODN zeigen auf ruhende T-Zellen weder im murinen (Lipford1 1997) noch im humanen
Immunsystem Effekte (die Ergebnisse wurden nicht explizit im Ergebnisteil gezeigt).
Anders verhdlt es sich mit der kostimulatorischen Wirkung von ODN auf T-Lymphozyten im
Sinne eines Signal 2. Im murinen Immunsystem wirken ODN auf gereinigte T-Zellen dann
kostimulatorisch, wenn sie zusammen mit immobilisiertem anti Maus CD3 as Signa 1
eingesetzt wurden. Diese kostimulatorische Wirkung wurde im Bezug auf Proliferation, IL-2-
Produktion und Expression des IL-2-Rezeptors nachgewiesen. Sie bedarf keiner Interaktion
mit CD28, da ODN auch auf T-Zellen aus CD28"-Mausen wirken (Bendigs 1999, Lipford®
1997). Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse mit gereinigten humanen T-Lymphozyten,
dai} eine kostimualtorische Wirkung von ODN auf T-Zellen, die mit anti human CD3 bzw.
anti human TZR as Signal 1 stimuliert wurden, nicht existiert.

Vielmehr konnte gezeigt werden, dal3 hohe Konzentrationen von G-reichen
ODN die Aktivierung humaner T-Zellen auf der Ebene der Proliferation, der Regulation von
Aktivierungsmarkern und der Zytokinproduktion hemmen. Diese Suppression hangt nicht mit
einer zytotoxischen Wirkung der ODN zusammen, da weder eine Vorinkubation der T-Zellen
mit den ODN noch eine verspétete Zugabe der ODN zu den T-Zedllkulturen zur Hemmung der
Proliferation fuhren.
Die Frage, warum murine und humane T-Zellen so unterschiedlich auf ODN reagieren, ist
noch ungeklart. Durch eine APZ-unabhéngigen Kostimulation kann ein Organismus aber
potentiell auch geschadigt werden. Einerseits ist die APZ-unabhéngige T-Zellaktivierung
vielleicht dann von Bedeutung, wenn Tumorzellen eliminiert werden sollen, die zwar
Tumorantigene aber keine kostimulatorischen  Oberflachenmolekile — exprimieren.
Andererseits kann der Einsatz von ODN as T-Zelladjuvans zu einer APZ-unabhangigen
Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten fihren.



52 T-Zdlen, dieinnerhalb enes PBM Z-Verbandes mit |16dichem anti
human CD3 als Signal 1 und CpG-ODN stimuliert werden, zeigen

eine partielle Aktivierung.

Im murinen System konnte gezeigt werden, dald3 bakterielle DNA und CpG-ODN als
Adjuvans wirken konnen. Die Adjuvansaktivitat beinhaltet Proliferation von T-Zellen as
Antwort auf Proteinantigene, INFg-Synthese, proteinspezifische CTL-Antworten und
Produktion von Ty1-orientierten Immunglobulin-lsotypen (Lipford* 1997, Sun* 1998, Roman
1997, Chu 1997). Der genaue Wirkmodus der bakteriellen DNA und der CpG-ODN, der zu
einer klonaen Expansion antigenspezifischer T-Lymphozyten fihrt, ist noch unklar. In
Erwégung zu ziehen sind zwei sich nicht ausschlief3ende Maoglichkeiten: einerseits indirekte
Effekte auf T-Zellen durch die immunstimulierende Wirkung der CpG-ODN auf APZ,
anderersaits direkte Wirkung der CpG-ODN auf T-Zellen.

Im murinen System gibt es fur die Existenz beider Wirkmodalitdéten Hinweise. Die
immunstimulierende Wirkung von bakterieller DNA und synthetischen CpG-ODN auf APZ
im murinen System ist sowohl hinsichtlich der Produktion von Zytokinen wie z.B. IL-1, IL-6,
IL-12, TNFa, IFNa ect. und der Expression kostimulatorischer Oberflachenantigene wie z.B.
CD40 und B7.2 nachgewiesen (Lipford® 1997, Stacey 1996, Sparwasser 1997, Sato 1996,
Sparwasser 1998). Ein Beispiel fir APZ-abhangige indirekte Effekte der ODN auf murine T-
Zellen ist Induktion der CD69-Expression CD8*-Zellen 18 h nach Injektion von CpG-ODN
bzw. nach Uber Nacht Kultur von unseparierten Milzzellen mit CpG-ODN. Das durch CpG-
ODN in APZ induzierte IFNa scheint fur die Induktion der CD69-Expression eine Rolle zu
spielen (Sur? 1998). Wie schon im ersten Abschnitt der Diskussion aufgefiihrt, gibt es auch
Ergebnisse die zeigen, dald eine direkte Wirkung der ODN auf T-Zellen im Sinne einer
Kostimualtion im murinen System existiert (Bendigs 1999).

Fir das humane Immunsystem konnte eine direkte kostimulatorische Wirkung der ODN auf
T-Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe 5.1). Es ist aber bereits gezeigt, dal3 bakterielle
DNA und CpG-ODN immunstimuliernd auf APZ wirken. Bakterielle DNA und CpG-ODN
induzieren innerhalb der APZ-Population die Produktion von Zytokinen z.B. IL-12, IL-6 und
IFNa und die Expression von Oberflachenmolekilen wie CD86, CD40, HLA-DR und HLA-
ABC (Bauer 1999, Y amamoto 1994).

Die in der vorliegenden Dissertation dargestellten Ergebnisse zeigen, dal3 auch im humanen
System APZ-abhangige indirekte Effekte der CpG-ODN auf T-Zellen existieren. Allerdings
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sind diese Effekte, anders als im murinen System, abhangig von der Stimulation der T-Zellen
Uber den T-Zellrezeptor im Sinne eines Signal 1, da bei aleiniger Stimulation der PBMZ mit
CpG-ODN keine CD69-Expression der CD4"- bzw. CD8*-Zellen gemessen werden kann.

Die Aktivierung der T-Zellen durch CpG-ODN und anti human CD3 kann mit
der von Sun beschriebenen partiellen Aktivierung der murinen T-Zellen verglichen werden
(Sur? 1998). Esist berechtigt, die durch CpG-ODN ausgel 9ste gesteigerte CD69-Expression
as partielle Aktivierung zu bezeichnen, da sie nicht mit einer gleichzeitigen vermehrten
CD25-Expression einhergeht. Fir eine erfolgreiche T-Zellaktivierung z.B. Uber den T-
Zéllrezeptor und CD28 mul3 die T-Zelle in den Zellzyklus eintreten, um klona zu
expandieren. Fur diesen Prozef3 ist es erforderlich, dal3 eine gleichzeitige Synthese des IL-2-
Rezeptors, dieser entspricht dem Oberfachenantigen CD25, und des Wachstumsfaktors IL-2
stattfindet. Eine Induktion eines dieser beiden Ereignisse der T-Zellaktivierung durch
indirekte Effekte von CpG-ODN konnte nicht nachgewiesen werde.

Die durch CpG-ODN induzierter Aktivierung der humanen mit anti human CD3
teilaktivierten T-Zellen wurde durch IFN Typ | vermittelt. Dies konnte durch neutralisierende
Antikorper, durch die Zugabe von rekombinantem IFNa und durch den Nachweis von IFNa
in den Uberstanden der Kulturen gezeigt werden.

Die Bedeutung von IFNa im Zusammenhang mit indirekten durch CpG-ODN ausgel Gsten
Effekten auf T-Zellen wurde im murinen System in vivo und vitro gezeigt (Sur? 1998). Im
Unterschied zum murinen System, wo deutlich eine bevorzugte Wirkung des durch CpG-
ODN induzierten INFa auf die CD8"-Zellpopulation gezeigt wurde, ist die prozentuale
Zunahme der CD69-Expression innerhalb der CD4*-Zellen im humanen System mit der
innerhalb der CD8"-Zéllpopulation vergleichbar.

Um nochmals darauf einzugehen, dal3 im murinen Immunsystem eine T-Zellrezeptor
unabhangige partielle Aktivierung der T-Zellen durch IFNa méglich ist und IFNa sogar zu
einer in vivo Proliferation von CD8*-Gedachtniszellen fuhrt (Tough 1997, Zhang 1998), sei
an dieser Stelle angemerkt, dal3 die Stimulation von humanen PBMZ mit 5000 U/ ml IFNa zu
einer moderaten CD69-Expression der CD8'-Zellen mancher Spender filhrte (diese
Ergebnisse wurden nicht explizit im Ergebnistell gezeigt). Eine solche CD69-Expression der
CD8*-Zdllen innerhalb der mit CpG-ODN stimulierten PBMZ konnte nie beobachtet werden.
Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dald die eingesetzte Konzentration des rekombinanten
IFNa (5000 U/ ml) ein Vielfaches der IFNa-Konzentrationen betrug, die in den Uberstanden
der mit CpG-ODN stimulierten PBMZ ermittelt wurden.



Offen ist im Moment noch die Frage, ob die durch IFN Typ | induzierte CD69-Expression
einen direkten Effekt des IFN Typ | auf die T-Zellen widerspiegelt und ob sie sowohl auf
naiven T-Lymphozyten als auch auf T-Gedachtniszellen zu finden ist.

Diese Frage ist voralem deshalb von Interesse, weil im murinen System gezeigt wurde, dali3
ein Teil der durch IFNa induzierten Effekte auf T-Zellen wie die Proliferation von CD8"-
Gedéachtniszellen Gber 1L-15 vermittelt wird (Zhang 1998). Hingegen fuhrt das durch CpG-
ODN induzierte IFNa zu einer CD69-Expression sowohl innerhalb der naiven T-Zellen as
auch der T-Gedéchtniszellen (Sur? 1998). Deswegen erscheint es unwahrscheinlich, dai? die
sekundare 1L-15-Produktion, deren Zielzellen CD8™-Zellen des Gedachtnisphanotyps sind,
auch fur diesen Effekt verantwortlich ist.

53 Die Stimulation von PBM Z mit |6dichem anti human CD3 und

CpG-ODN induziert IFNg-Produktion in T-Lymphozyten und NK -
Zdlen.

Es ist bekannt, dal3 in humanen PBMZ durch ODN eine IFNg-Produktion induziert wird
(Yamanoto 1994, Ballas 1996, Roman 1997). Die IFNg-Produktion stammt von NK-Zellen
(Bdlas 1996, Bohle 1999, Iho 1999) und ist zum Tell IL-12 vermittelt (Ballas 1996). Diese
Ergebnisse konnten in den Versuchen der vorliegenden Dissertation bestdtigt werden. CpG-
ODN induzierten in PBMZ eine geringe IFNg-Produktion. Durch intrazellulare IFNg-
Farbungen konnten die NK-Zellen als IFNg-Produzenten charakterisiert werden.

Die Ergebnisse der Stimulation von PBMZ mit CpG-ODN und anti human
CD3 zeigen, dal3 durch den Synergismus zwischen CpG-ODN und T-Zellrezeptorsignal die
IFNg-Produktion um ein Vielfaches gesteigert werden kann. Die IFNg-produzierenden Zellen
sind hauptsichlich CD8"-Zellen und CD47/CD8 -Zellen. Weitere Differenzierungen, z.B.
Farbung mit anti CD16, legen die Vermutung nahe, dal? es sich bei den IFNg-produzierenden
CD4'/CD8-Zellen um NK-Zellen handelt. Man findet nur einen geringen Prozentsatz IFNg'-
Zellen innerhalb der CD4*-Zéellpopulation.
Durch Einsatz neutralisierender Antikorper, durch Zugabe rekombinanten IL-12 und IFNa
und durch Bestimmung der IFNa-Konzentration in Uberstanden stimulierter PBMZ konnte

gezeigt werden, dal’ die erhohte IFNg-Produktion durch IFN Typ | und IL-12 vermittelt wird.
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IFNgist ein Zytokin, das fur eine Ty1l-Antwort charakteristisch ist. Es ist bekannt, dal3 IL-12
wie auch IFN Typ | in T-Zellen eine IFNg-Produktion induzieren und zu einer T-
Zdldifferenzierung in Richtung einer Tyl-Immunantwort fiohren (Rogge 1998, Chehimi
1994, Sareneva 1998).

Es wurde bereits im murinen System gezeigt, dal3 die Verwendung von CpG-ODN als
Adjuvans in vivo zu einer Tyl-Immunantwort fihrt (Roman 1997) bzw. dal3 Leishmanien
infizierte Mause durch Injektion von CpG-ODN therapiert werden konnen, indem die
destruierende Tn2-Immunantwort in eine kurative Tyl-Immunantwort konvertiert wird
(Zimmermann 1998). Auch im humanen System kénnen CpG-ODN in der Anwesenheit von
APZ eine Differenzierung von T-Zellen zu Ty1-Zellen induzieren (Bauer, unverdffentlicht).
Bel den Versuchen, die im Zuge dieser Dissertation durchgeftihrt wurden, handelt es sich um
Kurzzeitkulturen. D.h. man kann die IFNg-Produktion — gemessen nach maximal 24 h — nicht
als eine Differenzierung der T-Zellen betrachten. Daflr spricht auch, dal3 nur ein geringer Tell
des IFNg von CD4"-Zellen produziert wird, wobei natirlich auch hier von Interesse wére, ob
es sich dabel um T-Gedéachtniszellen handelt. Der weitaus grofdte Teil des IFNg stammt von
CD8"-Zéllen bzw. NK-Zellen.

Dennoch ist die Anwesenheit von IFNg wéahrend einer Immunantwort wichtig. Zum einen
verstarkt IFNg im Sinne eines positiven Rickkopplungsmechanismus die |L-12-Produktion
von Makrophagen (Chehimi 1994, Gerosa 1996, Ma 1996), die wiederum die Differenzierung
der T-Zellen in Richtung Ty1l-Immunantwort fordert, andererseits gibt es Ergebnisse, die den
Schluld nahelegen, dald IFNg bei der Differenzierung der T-Lymphozyten im Sinne des Tyl
[Tu2-Modells einen direkten Einflul hat (Schmitt: 1994).

Deswegen ist die Potentierung der INFg-Produktion durch die gemeinsame Stimulation mit
anti human CD3 und CpG-ODN ein wichtiges Ereignis auf dem Weg zu ener Tyl-
Immunantwort. Man weil3 schon lange, dal3 IL-12 die Produktion von INFg vorallem in NK-
Zdllen induziert (Chehimi 1994, Trinchieri 1996). Auch von IFN Typ | ist bekannt, dal3 es die
INFg-Produktion von T-Zellen steigert (Sareneva 1998, Rogge 1998). Allerdings handelt es
sich bei den meisten Versuchen, in denen die Wirkung von IFN Typ | auf T-Zellen untersucht
wird, um Langzeitkulturen, die die Tyl-Differenzierung zum Ziel haben bzw. in einigen
Versuchen werden T-Zellblasten verwendet. Die kurzzeitige Wirkung von IFN Typ |
zusammen mit einem T-Zellrezeptorstimulus in PBMZ-Kulturen wurde in dieser Weise noch
nicht ndher untersucht. Es wurde gezeigt, dal3 IFN Typ | eine IFNg-Produktion in gereinigten
CD4*-Zd lkulturen, die gleichzeitig mit immobilisiertem anti human CD3 stimuliert wurden,
induziert, wéhrend die nach demselben Stimulationsprotokoll behandelten gereinigten CD8*-
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Zellen kein IFNg produzieren (Brinkmann 1993). Diese Ergebnisse scheinen auf den ersten
Blick im Widerspruch zu den in dieser Dissertation vorgestellten Daten. Man muld aber —
ahnlich wie bei der CD69-Expression — die Moglichkeit in Betracht ziehen, dal3 IFN Typ | zu
einer sekundaren Zytokinproduktion der APZ fihren konnte, welche wiederum stimulierend
auf die T-Zellen wirken konnte.

Insgesamt wirken in dem hier vorgestellten Versuchsmodell viele Faktoren synergistisch oder
additiv zusammen, die sich gegenseitig beeinflussen kénnen und so vielleicht in manchen

Punkten mit der in vivo Situation vergleichbar werden.

5.4 CpG-ODN konnen in Zukunft vielleicht als Adjuvans ther apeutisch

genutzt werden.

Bel alleiniger Verabreichung von Proteinen sind diese nur schwach immunogen. Eine
adaptive Immunantwort erfordert, da3 das Antigen in einem Gemisch, dieses wird as
Adjuvans bezeichnet, injeziert wird. Adjuvantien besitzen meist zwei Eigenschaften, die die
Immunogenitét der Proteinen verstarken, zum einen wandeln sie 16sliche Proteinantigene in
partikuldres Material um zum anderen beinhaten sie mikrobielle Bestandteile, die eine
bessere présentatorische Aktivitdt der APZ bewirken. Diese mikrobiellen Bestandteile
induzieren starke lokale Entzindungsreaktionen, die die Anwendung beim Menschen
ausschlief3en.

Ein solches Adjuvans ist das vollstandige Freundsche Adjuvans (CFA), dessen gemeinsame
Injektion mit einem Antigen zu einer Ty1l-dominierten Immunantwort fuhrt. Auf Grund der
unerwinschten entzindlichen Nebenwirkungen kann es bei humanen Impfstoffen keine
Verwendung finden. Das CFA ist eine Ol-in-Wasser-Emulsion mit toten Mykobakterien und
es gibt Hinweise, da3 die APZ-stimulierenden Effekte des CFA auf immunstimulierende
mykobakterielle DNA zuriickzufiihren sind (Freund 1937, Yamamoto! 1992). Durch in vivo
Versuche in der Maus konnte gezeigt werden, dal3d CpG-ODN auch als Adjuvans eingesetzt
werden konnen (Lipford* 1997, Chu 1997, Roman 1997). Die CpG-ODN induzieren dhnlich
dem CFA eine starke Ty1-Immunantwort ohne die heftigen lokalen Entziindungsreaktionen
auszulésen wie sie fur CFA typisch sind. Ein Modell zur Erklarung der Adjuvanswirkung von
CpG-ODN, das die bereits bekannten Effekte der CpG-ODN im Maussystem
mitberlicksichtigt, ist in Abb. 21 dargestellt.
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Da viele Vakzine gegen Viren, sai es inaktivierte Viren oder virde Untereinheiten, eine
typische Ty2-lmmunantwort mit hohen Titern an neutraliserenden Antikdrpern, aber ohne
signifikante zellvermittelte Immunité induzieren, scheint es voralem in diesem Falle
erstrebenswert CpG-ODN as Adjuvans einzusetzten. Der Einsatz von CpG-ODN bel der
Immunisierung konnte sowohl auf der humoralen als auch auf der zelluléren Ebene eine
wirkungsvolle Immunitét ermdglichen.

Unter diesen Gesichtspunkten wurde versucht in der hier vorliegenden Dissertation ein
Modell zu entwickeln, um auch im humanen System in vitro die Mdglichkeiten einer
Adjuvanswirkung von CpG-ODN zu untersuchen. Bel der kombinierten Stimulation mit anti
human CD3 und CpG-ODN kam dem anti human CD3 die Rolle des Antigens zu, das im
Falle einer Immunisierung durch APZ prasentiert wird und so zu einer T-Zellrezeptorligation
fuhrt. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Stimulation des T-Zellrezeptors zusammen mit CpG-
ODN zu einer Stimulation der T-Zellen fihrt, die sich alem Anschein nach in Richtung Tyl

differenzieren.
Angeborenes Antigen unabhangiges Adaptives Antigen abhangiges
Immunsystem Il mmunsystem
OO a0

O O Proteinantigen

IFNg P’

~ T

IFNa
-, IFNb
e [L-12
- L-18

Initiale IFNg-Produktion Sekundére |FNg-Produktion

Abb. 21 Modell zur Erklérung der Adjuvanswirkung von CpG-ODN:;

CpG-ODN wirken direkt stimulatorisch auf NK-Zellen und APZ und induzieren die Produktion von Zytokinen
(IFN&, IFNa, IFN4, IL-12 und IL-18), die im Sinne einer positiven Rickkopplung auf die Freisetzung von
Zytokinen wirken und die naiven T-Zellen im Sinne einer Ty 1-Antwort stimulieren.

70

IFNg

; : ’4
Zellen ._>
- /



6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die direkten und indirekten Effekte immunstimulatorischer CpG-
ODN auf humane T-Lymphozyten untersucht.
Eine kostimulatorische Wirkung der CpG-ODN auf gereinigte humane T-Zellen, die
gleichzeitig mit immobilisertem anti human CD3 oder anti human TZR stimuliert wurden,
konnte nicht gezeigt werden.
Im Gegensatz dazu induzierten die CpG-ODN sequenzspezifisch eine vermehrte CD69-
Expression auf CD4- und CD8-T-Zellen, wenn diese in Anwesenheit von APZ mit |6slichem
anti human CD3 stimuliert wurden. Die Stimulation von PBMZ mit |6slichem anti human
CD3 und CpG-ODN wirkte synergistisch bezlglich der IFN&Produktion von T-Zellen und
NK-Zellen. Dies konnte durch intrazelluldre |FN&-Farbungen nachgewiesen werden.

Die CpG-ODN induzierte CD69-Expression konnte in einem Transwell-
System durch Kokultivierung von gereinigten humanen T-Zellen und PBMZ reproduziert
werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, daRR der Uberstandstransfer von mit CpG-ODN
stimulierten PBMZ auf humane T-Zellblasten zu einer vermehrten Transkription von IFNa
fuhrt.
Als |6dliche Faktoren, die fur die Effekte der CpG-ODN auf humane T-Zellen und NK-Zellen
verantwortlich sind, konnten IFN& und 1L-12 identifiziert werden. Durch die Neutralisation
von IFN& mit Hilfe von Antikérpern konnte die CpG-ODN induzierte CD69-Expression
gehemmt werden. Auch die CpG-ODN vermittelte IFN& Produktion der T-Zellen und NK-
Zéellen konnte durch den Einsatz von IFN& und IL12-Antikodrpern supprimiert werden.

Die Stimulation der PBMZ mit anti human CD3 und rekombinantem IFNa und
IL-12 zeigten bezuglich der CD69-Expression und der IFN& Produktion ghnliche Ergebnisse
wie die Stimulation mit CpG-ODN.
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dal3 CpG-ODN die TZR vermittelte Aktivierung humaner
T-Lymphozyten in APZ abhangiger Weise potentieren konnen.
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