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II Einleitung

1. Chronisch lymphatische Leukéimie ( CLL )

1.1 Klinische Erscheinungen

Die chronisch lymphatische Leukdmie ist die haufigste Leukdmieform in der
westlichen Hemisphére. Es handelt sich um eine Erkrankung des hoheren
Lebensalters, das durchschnittliche Alter zum Diagnosezeitpunkt liegt bei 55 Jahren.
Mainner sind etwa doppelt so hiufig wie Frauen betroffen. Die CLL ist charakterisiert
durch klonale Expansion immuninkompetenter B-Lymphozyten (95 %) mit
verlingerter Uberlebenszeit. Nur in 3 Prozent der Fille kommt es zu einer
Akkumulation von malignen T-Zellen (Rai und Patel, 1993, S. 1308).

Unter Zuhilfenahme von Parametern wie Lymphozytenzahl, Ausmal} der
Knochenmarksinfiltration, Anzahl der betroffenen Lymphknotenregionen und der
Erythrozyten- und Thrombozytenzahl im peripheren Blut konnen nach Rai und Binet
verschiedene Krankheitsstadien eingeteilt werden, die mit durchschnittlichen
Uberlebenzeiten von zwei bis zu iiber zehn Jahren einhergehen (Rai et al., 1975, S.
219, Binet et al.,, 1981, S. 198). Prognostisch giinstig zu bewerten sind eine
Blutlymphozytenverdopplungszeit von mehr als zwolf Monaten, noduldres im
Gegensatz zu diffusem Knochenmarksinfiltrationsmuster und ein normaler Karyotyp
der Lymphozyten (Foon und Gale, 1990, S. 789).

Kompliziert =~ wird die  Erkrankung durch  Autoimmunphinomene  wie
autoimmunhémolytische Andmie (AIHA) oder Immunthrombozytopenie (ITP) bei bis
zu 10 Prozent der Patienten (Rai und Patel, 1993, S. 1309, Ebbe et al., 1962, S. 23)
aber auch durch Infektionen bei Hypogammaglobulinimie, die mit Progredienz der
Erkrankung bei nahezu jedem Betroffenen zu finden ist (Foon und Gale, 1990, S. 785,
Fernandez et al., 1968, S. 767 ).

Als Ursache fiir die sich letztlich bei fast allen Patienten entwickelnde

Hypogammaglobulindmie wird diskutiert, da3 die maligne Zellpopulation an sich eine



Barriere fiir die normale Antikdrperproduktion darstellt, indem B-CLL-Zellen die T-
Helfer-Zell-abhiangige Aktivierung von normalen B-Zellen behindern (Kneitz et al.,
1999, S. 98). Allerdings kommen auch andere Ursachen fiir eine
Hypogammaglobulindmie in Frage, bei CLL-Patienten findet man z. B. eine Umkehr
der T-Helfer-T-Suppressor-Zell-Ratio (Kay et al., 1981, S. 418).

Bedingt durch den meist protrahierten und lange Zeit asymptomtischen Verlauf der
CLL ist die Indikation zur Therapie erst bei schwerer Andmie, Thrombozytopenie oder
symptomatischer Lymphadenopathie bzw. Splenomegalie gegeben, auch weil die
derzeit zur Verfiigung stehenden Mittel eine kurative Behandlung nicht ermoglichen
(Rai und Patel, 1993, S. 1314, French Cooperative Group on CLL, 1990, S. 1414).
Therapieform der Wahl ist die Chemotherapie, wobei meist eine Kombination aus
einer alkylierenden Substanz (Chlorambucil) mit Kortikosteroiden zum Einsatz kommt
(O'Brien et al., 1995, S. 308). Neue Therapieformen mit dem Purinanalogon
Fludarabin (Keating et al.,1989, S. 19) oder Rituxan, einem chiméren monoklonalen
Antikdrper, der gegen CD 20 gerichtet ist (O’Brien, et al., 1999, S. 603), sind derzeit
in Erprobung. Als weitere Theapiemdglichkeiten kommen die allogene
Knochenmarkstransplantation, speziell bei Patienten unter 50 Jahren (Bandini et al.,
1991, S. 251), sowie die autologe Stammzelltransplantation (Montserrat et al., 1999, S.
397) in Betracht.

Phénotypisch  zeichnen sich B-CLL-Zellen durch geringe Mengen an
Oberfldchenimmunglobulin, meist der Klasse IgM oder IgD sowie mindestens einem
der B-Zell-Marker CD 19, CD 20 oder CD 24 aus. Die Expression von CD 25
(Komponente des IL-2-Rezeptors, s. u.), CD 23 (Aktivierungsmarker), CD 11c ([3,-
Integrin) und der Adhédsionsmolekiile CD 54 und CD 58 ist variabel, das CD 5-
Molekiil befindet sich allerdings konstant auf allen B-CLL-Zellen (Rai und Patel,
1993, S. 1309).

1.2 Pathophysiologische Hintergriinde

Als Ursache fiir die Akkumulation von langlebigen B-Lymphozyten im G, —Stadium
des Zellzyklus wird vermutet, da3 CLL-Zellen verschiedene Mechanismen ausgebildet
haben, um Apoptose zu verhindern (Reed, 1998, S. 14). Apoptose wird auch als
programmierter Zelltod bezeichnet (PCD). Morphologisch gekennzeichnet ist dieser
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Vorgang durch Chromatinverdichtung, DNA-Spaltung, Verminderung des
Zellvolumens und Fragmentation der Zelle in sogenannte ,,Apoptosekorperchen®.
Letztere werden schlieBlich phagozytiert, ohne im Unterschied zur Zellnekrose eine
Entziindungsreaktion hervorzurufen (Wang et al., 1997, S. 409, Loffler, 1998, S. 210).
Verschiedene Signale, z. B. TNFa, Aktivierung des Fas-Rezeptors (Apol, CD 95),
Glukokortikoide oder Mangel an Wachstumsfaktoren konnen Apoptose induzieren
(Loftler, 1998, S. 210), wobei die unterschiedlichen Signalwege letzlich alle in der
Aktivierung von Caspasen, proteolytischen Enzymen, die als inaktives Zymogen in
jeder Zelle gespeichert sind, resultieren (Reed, 1998, S.16). Wachstumsfaktoren oder
das Bcl-2-Gen-Produkt dagegen inhibieren Apoptose. Bei CLL findet sich eine
Uberexpression an Bcl-2-Gen-Produkt, vermutlich bedingt durch Hypomethylation des
Genes, was eine gesteigerte Transkription zur Folge hat (Caligaris-Cappio et al., 1999,
S. 403) oder weniger hiufig durch Translokation, die das Bcl-2-Gen betrifft (Reed,
1998, S. 14). Dieser erhohte Gehalt an Bcl-2-Protein ist meist auch assoziiert mit einer
verminderten Expression von Fas-Ag (Robertson et al., 1995, S. 51), Bindung an den
Fas-Rezeptor 10st auBBerdem keine Apoptose aus (Laytragoon-Lewin et al., 1998, S.
270). In Kultur gehen B-CLL-Zellen jedoch rasch zugrunde (Collins et. al., 1989, S.
343), was darauf hinweist, da3 exogene Signale fiir die verldngerte Lebenszeit in vivo
von Bedeutung sind (Tretter et al., 1998, S. 41). In vitro kann Apoptose durch direkten
Kontakt mit normalen Knochenmarksstromazellen (Lagneaux et al., 1998, S. 2387)
oder aktivierten T,-Zellen (Tretter et al., 1998, S. 41) inhibiert werden.

Zytokine haben entscheidenden Einflu auf B-CLL-Zellen. Verschiedene Faktoren
verhindern Apoptose. IL-4 kann diesen Effekt {iber erhohte Bcl-2-Protein-Expression
(Panayiotis, 1993, S. 441) wie auch {iber eine erhohte IL-4-Rezeptordichte (Douglas et
al., 1997, S. 941) erzielen. Ebenso spielen IFNy (Buschle et al., 1993, S. 213), IL-8,
IL-10 und IL-13 (Chaouchi, 1999, S. 1022) eine Rolle bei der Verhinderung von
Apoptose (Meinhardt et al., 1999, S. 284).

Andere Faktoren forden das Zellwachstum. Hier scheint TNFa besonders wichtig zu
sein (Meinhardt et al., 1999, S. 283). Im Serum von CLL-Patienten 1dft sich im
Gegensatz zu Gesunden hiufig TNFa nachweisen (Foa et al., 1990, S. 393), der als

autokriner Wachstumsfaktor auf die Leukdmiezellen wirkt (Cordingley et al., 1988, S.



11

969, Aderka et al., 1993, S. 2076). Aber auch bei normalen B-Zellen ist nach
Stimulation iiber CD 40 bzw. durch IL-4 erhohte Transkription des TNFa-Genes
nachweisbar, es kommt ebenso durch autokrine Sekretion zur erhéhten Proliferation
normaler B-Zellen (Boussiotis et al., 1994, S. 7007). Fiir IL-6 hingegen wurde
nachgewiesen, dal es eine Einschrinkung der durch TNFa hervorgerufenen
Proliferation bewirkt (Aderka et al., 1993, S. 2076, Van Kooten et al., 1993, S. 618).
Bei Patienten in fortgeschritteneren Krankheitsstadien wurden zudem niedrigere 1L-6-
Serumspiegel festgestellt als bei Patienten in Anfangsstadien, was auf
Zusammenhédnge zwischen niedriger IL6-Konzentration und Krankheitsprogression
schlieBen 146t (Hulkkonen, 1998, S. 478). Die vom leukdmischen Zellklon
produzierten IL-8-Mengen fiihren auf autokrinem Weg zur Akkumulation von B-CLL-
Zellen (Francia di Celle et al., 1996, S. 4382). AuBlerdem bewirken IL-7, IL-15 und IL-
2 direkt sowie IL-10 indirekt iiber die Hochregulierung von hochaffinen IL-2-
Rezeptoren Proliferation von CLL-Zellen (Meinhardt et al., 1999, S. 283, Fluckiger et
al., 1993, S. 1473).

IL-2 stellt zusammen mit dem IL-2-Rezeptor einen wichtigen Mediator von B-Zell-

Funktionen dar.

2. IL-2 und IL-2-Rezeptor

Normale wie maligne B-Zellen werden durch IL-2 zur Proliferation und zur IgM-
Produktion angeregt (Mainou-Fowler et al., 1995, S. 482, Nelson et al., 1998, S. 14).

Diese Effekte werden iiber den IL-2-Rezeptor vermittelt, der als Rezeptor-Komplex
mit intermedidrer Affinitit (Kq = 10°) aus B- ( p70 oder 75, CD 122 ) und V.-
Untereinheit (CD 132) besteht (Takeshita et al., 1992, S. 2154), in den Komplex mit
hoher Affinitit (Kq = 10™"") wird zusitzlich die a-Untereinheit (Tac, p55, CD 25)
integriert (Waldmanm, 1986, S. 727). Diese a-Untereinheit erhoht die Affinitat fiir IL-
2, ist aber fiir die intrazelluldre Signaliibermittlung nicht von Bedeutung (Nelson et al.,
1998, S. 20). Nach Ligandbindung kommt es zur Heterodimerisation der
zytoplasmatischen Doménen der [3- und V.-Untereinheit, woraufhin verschiedene

Signalkaskaden  ausgelost werden, beispielsweise die  Aktivierung  der
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Transkritpionsfaktoren STAT 3 und STAT 5 iiber Jak 1 und Jak 3 (Johnston et al.,
1994, S. 151) oder der p38-MAP Kinase-Weg (Crawley et al., 1997, S. 15023) bzw.
ein PIP-3-Kinase-abhdngiger Weg beim Rezeptor mir intermedidrer Affinitit
(Gonzalez-Garcia et al., 1997, S. 10220).

Der By.—Komplex fungiert auch als IL-15-Rezeptor mit intermedidrer Affinitit (Abbas
et al.,, 1997, S. 266), die y.-Untereinheit ist ebenfalls Bestandteil der Rezeptoren fiir
IL-4, IL-7 und IL-9 (Kondo et al., 1994, S. 1453, Nelson et al., 1998, S. 6).

Auf normalen ruhenden B-Zellen werden [3- und y.-Kette in niedrigen Konzentrationen
exprimiert, bei Aktivierung durch Bindung an den BCR (B-Zell-Rezeptor) kommt es
zur vermehrten Expression (Nelson et al., 1998, S.8). Die a-Kette wird induziert nach
Aktivierung durch BCR-Bindung (Bich-Thuy et al., 1985, S. 1075) durch SAC, IL-2
(Begley et al., 1990, S. 265) und nach CD 40-Stimulierung durch IL-10 (Fluckiger et
al., 1993, S. 1473).

B-CLL-Lymphozyten exprimieren das CD-25-Antigen zu 50 Prozent und reagieren
spontan auf IL-2 (Hivroz et al., 1986, S. 1001). IL-2 (Begley et al., 1990, S. 266)
sowie IL-10 nach CD40-Aktivierung (Fluckiger et al., 1993, S. 1477) erhohen die
Anzahl an CD 25. IL-4 verhindert die IL-2-induzierte Proliferation von B-CLL-Zellen
(Karray et al., 1988, S. 85).

Auch sogenannte CpG-Oligodesoxynukleotide fiihren zu vermehrter Expression von

IL-2Ra auf B-Lymphozyten (Liang et al., 1996, S. 1122).

3. CpG-DNA

Die immunstimulierende Wirkung von bakterieller DNA wurde anhand von DNA-
Extraktionen aus Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-Guérin, BCG) durch
Yamamoto und Tokunaga erkannt. Mykobakterielle DNA bewirkt Reduktion der
Tumormasse bei Mausen sowie IFNy-Produktion und Steigerung der Zytotoxizitét von
NK-Zellen bei murinen Milzzellen und humanen PBMC (Tokunaga und Yamamoto,
1984, S. 955, Wagner, 1999, S. 331). Vertebraten-DNA dagegen ist inaktiv (Halpern
et al.,1996, S. 72). Der Grund dafiir liegt zum einen darin, daf3 in prokaryotischer DNA
pro 16 Basen ein CpG-Dinukleotid enthalten ist, bei Vertebraten hingegen findet man
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CpG-Suppression, d.h. CpG-Motive kommen weitaus seltener mit nur etwa 25 Prozent
der Haufigkeit bei Prokaryoten vor (Krieg, 1996, S. 73 ), zum anderen sind bei
Vertebraten die Cytosinbasen zu 80 Prozent methyliert, bei Bakterien jedoch findet
man kein 5-Methylcytosin (Bird, 1993, S. 281, Krieg, 1996, S. 74).

Unterschiede im DNA-Aufbau

Methylierung am
CG-Dinukleotide
Cytidin

Vertebraten-DNA 1 von 60 Dinukleotiden Ja

bakterielle DNA 1 von 16 Dinukleotiden Nein

) | vorhanden, (CpG-Motive, )
CpG-Oligonukleotid Nein
z. B. 5°...GACGTT...3%)

Tabelle 1: Ubersicht zur unterschiedlichen Struktur von Vertebraten-DNA, bakterieller DNA und
CpG-Oligonukleotiden

Krieg konnte durch Verwendung von synthetischen CpG-Oligodesoxynukleotiden
(CpG-ODN) zur Stimulierung von murinen B-Zellen nachweisen, dal ODN bestehend
aus 12 bis 20 Basen, die ein CpG-Motiv, das von bestimmten Basen flankiert wird,
ndmlich 5'Pu-Pu-CpG-Py-Py-3’, die hochste immunstimulatorische Aktivitit
aufweisen (Krieg et al., 1995, S. 546, Yamamoto T. et al., 1994, S. 119).

In vitro werden zur Stimulation v. a. sogenannte Phosphorothioat-Oligonukleotide
verwendet, deren Phosphatgeriist durch Austausch eines nichtbriickenbildenden
Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom resistent gegeniiber Nukleasen gemacht
wurde (Hartmann et al., 1999, S. 1618). Diese Verbindungen wurden initial zur
Antisense-Therapie bei viralen Erkrankungen, v.a. HIV, eingesetzt (Branda et al.,
1996, S. 330). Die chemische Modifikation dieser ODN lieB auf gegeniiber
Phosphodiester-ODN vermehrte Immunaktivierung schlieBen (Pisetsky, 1997, S.830),
jedoch zeigte sich bei ebenfalls sulfierten Kontrolloligonukleotiden, beispielsweise bei
DSP 34 (5-AAA AAA AG-3"), keine Proliferation (Liang et al., 1996, S. 1120).

Nach CpG-unabhingiger Aufnahme der ODN durch einen Oberflichenrezeptor, der
zur Gruppe der Toll-like-Rezeptoren (TLR 9) gehort (Hemmi et al., 2000, S. 740),
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werden diese endosomal im sauren Milieu modifiziert. Uber den Stresskinase-Weg
wird der Transkriptionsfaktor AP-1 (Activating Protein 1) phosphoryliert (Héacker et
al., 1998, S. 102, Yi et al., 1998, S. 4494) bzw. iiber den NF-kB-Weg der NF-kB
(Nuclear Faktor K B) aktiviert (Hacker, 2000, S. 78, Hartman et al., 2000,S. 949), was
in der Translokation beider Transkriptionsfaktoren in den Kern und vermehrter
Transkription von Zytokingenen resultiert.

CpG-ODN haben auf verschiedene Zellpopulationen unterschiedliche Wirkung.
Makrophagen sezernieren die Zytokine IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 und TNFa und
exprimieren vermehrt die kostimulatorischen Molekiile CD 40, CD 80 und CD 86 und
MHC-Molekiile der Klasse I und II (Martin-Orozco et al., 1999, S. 1111, Sparwasser
et al., 1997, S. 1671, Lipford et al., 1998, S. 497), es kommt aber zu keinem Anstieg
der mitotischen Aktivitdt (Bauer et al., 1999, S. 699). T-Zellen werden nicht direkt
aktiviert (Bauer et al., 1999, S. 704), allerdings wird die Immunreaktion durch CpG-
ODN in Richtung einer Thl-Antwort gelenkt (Wagner, 1999, S. 348, Lipford et al.,
1998, S. 499). NK-Zellen reagieren mit Steigerung der zytotoxischen Aktivitdt und
IFNYy-Sekretion (Bauer et al., 1999, S. 699).

CpG-ODN sind des weiteren polyklonale B-Zell-Aktivatoren (Liang et al., 1996, S.
1119). Murine B-Zellen treten nach Stimulierung mit ODN in den Zellzyklus ein (Yi
et al., 1998, S. 5902), sezernieren IgM und die Interleukine 6 und 12 (Yi et al., 1996,
S. 5401, Krieg et al., 1995, S. 546, Klinman et al., 1996, S. 2879). Zusitzlich wird
Apoptose verhindert (Wang Z. et al., 1997, S. 162, Yiet al., 1998, S. 5898).

Bei humanen B-Zellen sind die Effekte dhnlich. Sie proliferieren (Decker et al., 2000,
S. 999), produzieren IgM, IL-6 und IL-10 (Bauer et al., S. 699) und erhohen die Dichte
an Oberflaichenmolekiilen wie CD 40, CD 86, CD 25 und MHC I und II (Bauer et al.,
1999, S. 703, Liang et al., 1996, S. 1122).

Auch bei B-CLL-Zellen verursachen ODN Zytokinsekretion (IL-6, TNFa), Zunahme
der Dichte der Oberflaichenmolekiile CD 40, CD 54, CD 58, CD 80, CD 86 und MHC
I. Die Expression von CD 95 (Fas) bleibt unbeeinflu3t (Decker et al., 2000, S. 999).
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4. Bedeutung der Oberflichenmolekiile CD 40, CD 54, CD 58, CD 80, CD 86,
MHC- Klasse I und MHC-Klasse 11

Zur Aktivierung von T-Lymphozyten ist zusétzlich zur Bindung an den T-Zell-
Rezeptor (TCR) noch ein zweites Signal in Form von kostimulatorischen Molekiilen
auf der Oberfliche von antigenprédsentierenden Zellen (APC) oder Zytokinen nétig.
Fehlt dieses zweite Signal, gehen {iber den TCR aktivierte T-Zellen entweder in
Apoptose oder sie werden anerg (Van Parijs et al., 1997, S. 5336, Yuschenkoff et al.,
1996, S. 1987). Als kostimulatorische Molekiile auf APCs, also auch auf B-Zellen,
kommen hierbei CD 80 (B7-1), CD 86 (B7-2) (Hathcock et al., 1996, S. 132), CD 54
(ICAM-1) (Deeths et al., 1999, S. 45) und CD 58 (LFA-3) (Li et al., 1992, S. 71) in
Frage.

Weiterhin interagieren B- und T- Zellen iiber das CD 40 - CD 40-Ligand-System
(Clark et al.,1994, S. 425). Wihrend T-Zellen das CD 40-L-Molekiil (CD 154) nur
nach Aktivierung exprimieren, tragen auch ruhende B-Zellen CD 40 (Van Kooten et
al., 1996, S. 18, Stamenkovic et al., 1989, S. 1403). Bindung an CD 40 auf B-
Lymphozyten, die zur Abwehr von Protein-Antigenen ebenso ein zweites Signal
bendtigen (Abbas et al., 1997, S. 196), fiihrt durch CD 40 L auf aktivierten T-Helfer-
Zellen zu B-Zell-Proliferation sowie Immunglobulin-Sekretion und verhindert
Apoptose von B-Zellen im Keimzentrum (Clark et al., 1999, S. 425, Nishioka et al.,
1994, S. 1032).

Im Gegenzug dazu konnen aktivierte B-Zellen, die B7-Molekiile (CD 80 und CD 86)
exprimieren, T-Lymphozyten iiber Bindung an CD 28 =zu Proliferation und
Zytokinproduktion veranlassen (Clark et al., 1999, S. 42) oder durch Bindung an
CTLA-4 die T-Zell-Aktivierung verhindern (Abbas et al., 1997, S. 155), wobei CD 86-
Stimulation fiir eine Th2-Immunantwort notig ist (Nakajima et al., 1997, S. 637).
Beide Vorginge, sowohl die CD 40 — CD 40 L-Interaktion als auch die Bindung von
B7 an CD 28, laufen wahrscheinlich in reziproker Reihenfolge ab. APCs induzieren
auf T-Zellen die Expression von CD 40 L, iiber CD 40 erfolgt die Aktivierung von B-



16

Zellen, die wiederum durch erh6hte B7-Expression T-Zellen stimulieren (Hathcock et
al., 1996, S. 154).
CD 54 (ICAM-1 = Intercellular adhesion molecule-1) kommt neben B-Zellen auf
vielen stimulierten Zellen vor und erfiillt auBBer der Adhésion von T-Lymphocyten und
anderen Leukozyten iiber das Integrin CD 11a / 18 (LFA-1) (Larson et al., 1990, S.
181) auch eine Funktion als kostimulierendes Molekiil, die fir CD 8-Zellen
ausgeprigter ist als fiir CD 4-Zellen (Deeths et al., 1999, S. 45).
CD 58 (LFA-3 = Leukocyte function associated antigen) bindet iiber das
Adhidsionsmolekiil CD 2 an T-Lymphozyten und hat ebenfalls kostimulatorische
Effekte auf diese (Abbas et al., 1997, S. 159).
Auch bei CLL-Zellen findet man nach Stimulierung iiber CD 40 L Hochregulierung
der Expression von B7-1 (Ranheim et al., 1993, S. 931, Yellin et al., 1994, S. 670)
aber ebenso von CD 86, CD 54 und CD 58 (Van den Hove et al., 1997, S. 578), was
mit erhohter stimulatorischer Aktivitit fiir T-Zellen einhergeht (Van den Hove et al.,
1997, S. 575).

CD 54 LFA 1

CD 86 R CD 28
®

AG+MHC
AG-Rezeptor

CD 28

CDh2

Abbildung 1: Oberflichenmolekiile, {iber die B- und T-Zellen interagieren, Erléduterung siche Text



17

Ruhende CLL-Zellen sind einer Abwehr durch T-Zellen kaum zugéngig (Dazzi F. et
al., 1995, S. 26). Bei mixed lymphocyte reactions (MLR) zeigt sich, da B-CLL-
Zellen ineffiziente Stimulatoren fiir T-Zellen sind (Ranheim et al., 1993, S. 925). Da
B-CLL-Zellen MHC-Molekiile der Klasse I und II wie auch verdndertes Oberflichen-
Ig tragen (Todd et al., 1997, S. 235), liegt die Ursache dafiir am ehesten an der
niedrigen Anzahl an kostimulatorischen Molekiilen (CD 80, CD 86), die als zweites
Signal fiir die T-Zell-Aktivierung notig sind (Mueller et al., 1989, S. 445, Dazzi et al.,
1995, S. 29). Antigenprisentierende B-Zellen, die keine B7-1-Molekiile tragen,
konnen sogar Toleranz induzieren (Yuschenkoff et al., 1996, S. 1987).

Im Vergleich zu normalen B-Zellen ist die Funktion von B-CLL-Zellen als APC
(antigenprisentierende Zelle) eingeschrinkt, da B-CLL-Zellen B7-1- und B7-2-
Molekiile, die zur T-Zell-Aktivierung nétig sind, nur in geringer Anzahl auf ihrer
Oberfldche tragen und CD 40-Interaktion mit CD 40-Ligand auf T-Zellen notig ist, um
diese Molekiile auf ausreichende Konzentrationen hochzuregulieren (Caligaris-
Cappio, 1996, S. 2617, Dazzi et al., 1995, S. 26). Defekte in der Igp-Kette (CD 79b)
des B-Zell-Rezeptors (BCR) und niedrige Werte an assoziiertem slg sind fiir die
reduzierte Proliferation nach antigener Stimulation verantwortlich (Caligaris-Cappio et
al., 1999, S. 401). Zusétzlich ist nach Bindung an den BCR héufig die Aktivitét einer
Proteintyrosinkinase (PTK), die fiir die Signaltransduktion nd&tig ist, vermindert
(Lankester et al., 1995, S. 1092). CpG-ODN bieten die Moglichkeit, die Expression
von CD 40 und kostimulatorischen Mdlekiilen auf CLL-Zellen hochzuregulieren
(Decker et al., 2000, S. 1003) unter Umgehung des BCR.

In dieser Arbeit wird der Einfluf} einer Stimulation von B-CLL-Zellen mit CpG-ODN
und bzw. oder IL-2 auf Proliferation, Zytokinproduktion und die Expression wichtiger

Oberflichenmolekiile untersucht.
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III Materialien

1. Laborgerate
Analysenwaage Mettler 200 AE
Auflichtmikroskope Wilovert A (Hund)

V 200 (Hund)

Autoklav Melag 23
DurchfluBzytometer EPICS XL-MCL (Coulter)
Elektrophoresekammer SUB-CELL GT (Biorad)

ELISA-Reader

Inkubator
Magnetic Particle Concentrator

Photometer

PHD-Zellharvester
Prazisionswaage
Rotationsmischer

Stromquelle fiir Elektrophorese

ELX 800 (Bio-Tek-
Instruments)

BBD 6220 (Heraeus)
MPC-1 (Dynal)
UV-Visible Spectro-
photometer (Pharmacia)
Dunn-Labortechnik
MCI1 (Sartorius)

RM 5 (CAT)

LKB (Pharmacia)

Szintillationszéhler (Beckmann)

Thermocycler Primus (MWG-Biotech)

Thermomixer 5436 (Eppendorf)

UV-Gerit TIZ (Biometra)

Vortex Reax top (Heidolph)

Waschgerit fiir ELISA ETL

Zentrifugen Centrifuge 5415C
(Eppendorf)

Megafuge 3.0ORS (Heraeus)
Rotana (Hettich)
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2. Chemikalien

Agarose zur DNA/RNA-Elektrophorese
Ammoniumchlorid, NH,Cl
Anti-Human-Ig

Anti-Human-IgM-Alkalische-Phosphatase-Konjugat

Anti-Human-IL-6

Anti-Human-IL-6, biotinyliert
Anti-Human-TNFa
Anti-Human-TNFa, biotinyliert
Aqua ad injectabilia

Asparagin (10 mg/ml)
Bromphenolblau

BSA, 30-prozentige Losung
Chloroform
Desoxyribonukleotidmix

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP jeweils 10 mM)
Detachabeads CD 4/CD 8 und CD 19
Diethanolamin

Diethylpyrocarbonat, DEPC
Dithiotreitol, DTT, 0.1 mM

DNA Ladder, 100 bp

Dynabeads M-450:

CD 2 (Pan-T-Zell-Marker)

CD 4 (T-Helfer-Zell-Marker)

CD 8 (T-Suppressor-Zell-Marker)
CD 14 (Monozyten-Makrophagen-Marker)
CD 19 (Pan-B-Zell-Marker)

EDTA

Ethanol, absolut
Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml)
Fetales Kélberserum (FCS)

Roth

Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Genzyme Diagnostics
Genzyme Diagnostics
Genzyme Diagnostics
Genzyme Diagnostics
Delta Pharma
Boehringer Mannheim
Fluka

Sigma

Sigma

Boehringer Mannheim
Dynal
Sigma
Sigma
Gibco
Gibco
Dynal

Roth
Merck
Roth

Biochrom
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Ficoll-Hypaque-Ldsung, Dichte 1,077

First Strand Buffer (5x)

Glutamin (200 mM)

Heparin-Natrium 25 000 IE

HEPES, 2-(4-(hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethanolsulfonsdure (1 M)

Human IL-6-Standard (10,24 ng/ml)
IL-8-ELISA-Kit
Karbonat-Bikarbonat-Puffer-Kapseln
Magnesiumchlorid, MgCl,
Meerrettichperoxidase-Streptavidin-Konjugat
Merkaptoethanol

Natriumazid

Natriumhydroxid, NaOH

Natriumpyruvat (100 mM)

Nicht essentielle Aminosduren (100 x)
Oligo(dT);,.1g Primer (0.5 pg/ml)
PCR-Reaktionspuffer mit MgCl (10x)
Penicillin (10 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)
Phosphate Buffered Saline, PBS
p-Nitrophenyl-Phosphat-Tabletten, pNPP
Rekombinanter humaner TNFa-Standard (6ng/ml)
RPMI 1640-Kulturmedium

Salzsdure, HCI, rauchend

Schwefelsdure, H,SO4, 98 %

Sucrose

Superscript ™ II, reverse Transkriptase (200 U/ul)
Taq-DNA-Polymerase (1 U/pl)

Thymidin, *H-markiert

TMB-Substratsystem, Tetramethylbenzidin
und Wasserstoffperoxid

TRI®-Reagenz

Biochrom
Gibco
Biochrom
Ratiopharm
Gibco

Genzyme Diagnostics
Genzyme Diagnostics
Sigma

Sigma

Genzyme Diagnostics
Sigma

Sigma

Fluka

Gibco

Gibco

Gibco

Boehringer Mannheim
Gibco

Gibco

Sigma

Genzyme Diagnostics
Gibco

Merck

Fluka

Sigma

Gibco

Boehringer Mannheim
DuPont

Sigma

Molekular Research
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TRIS, Trishydroxymethylaminacetat
Trypanblauldsung, 0.4 %

Tween 20, (Polyoxyethylensoritanmonolaurat)

3. Losungen
Antikorper-Verdiinnungs-Losung:
0.05 % Tween

3 % BSA
in PBS
Block-Losung fiir [gM-ELISA:
5 % BSA in PBS
Block Puffer fiir TNF a- und IL6-ELISA:
3 % BSA in PBS
Bromphenolblauldsung:
0.25 % Bromphenolblau
40 % Sucrose
in Aqua dest.

Coating-Losung:

1 Karbonat-Bikarbonat-Puffer-Kapsel

in 100 ml Aqua dest.
ergibt 0.05 M Pufferlosung, pH 9.6
DEPC-Wasser:

0.2 % Diethylpyrocarbonat in Aqua dest.

Diethanolaminpuffer:
48 ml Diethanolamin
0.25 ml MgCl, (1 M)
20 ml HCI (3 M)
ad 500 ml Aqua dest., pH 9.8

Center
Serva
Gibco
Fluka
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Kulturmedium:
500 ml RPMI 1640
50 ml FCS (30 min bei 56 °C inaktiviert)
5 ml Penicillin (10 IU/ml)-Streptomycin (10 mg/ml)-Losung
5 ml HEPES (1 M), 1 ml Asparagin (10 mg/ml)
5 ml Glutamin (200 pM), 3 ml Non-essential-amino-acids
5 ml Merkaptoethanol
5 ml Natriumpyruvat
PCR-Puffer:
100 mM TRIS-HCI
15 mM MgCl,
500 mM KCl
pH 8,3
pNPP-Substratlosung:
5 mg pNPP-Substrattablette in
5 ml Diethanolaminpuffer
Stopp-Losung fiir [gM-ELISA:
2 N H,S0,
Stopp-Losung fiir IL6- und TNFa-ELISA:
3 M NaOH
TBE-Puffer (10x):
108 g Tris
55 g Borséaure
40 ml EDTA, 0,5 M, pH 8,0
ad 1000 ml Aqua dest.
Waschldsung:
0.02 % Natriumazid
0.05% Tween 20
in PBS
Waschpuffer:
0.05% Tween in PBS
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4. Fluorochrommarkierte Antikorper

- Anti-CD 25-mAK, FITC-markiert Immunotech
- Anti-CD 40-mAK, FITC-markiert Pharmingen
- Anti-CD 54-mAK, FITC-markiert Immunotech
- Anti-CD 58-mAK, PE-markiert Immunotech
- Anti-CD 80-mAK, FITC-markiert Immunotech
- Anti-CD 86-mAK, PE-markiert Immunotech
- IgG;-mAK, FITC-markiert Pharmingen
- IgG;-mAK, PE-markiert Pharmingen
- Anti-HLA ABC-mAK, FITC-markiert Immunotech

5. PCR-Primer

Hersteller: MWG-Biotech

Primer Sequenz Tm (°C)
New-B-Aktin sense 5-ATG TTT GAG ACC TCC AAC AC-3" 53.0
New-B-Aktin antisense ~ 5'-CAC GTC ACA CTT CAT GAT GGG-3" 57.0
New-IL-6 sense 5-AAA TTC GGT ACA TCC TCG AC-3~ 553
New-IL-6 antisense 5'-CAG GAA CTG GAT CAG GACTT-3" 573
New-TNFa sense 5’-AAG CCT GTA GCC CAT GTT GT-3" 573

New-TNFa antisense 5'-CAG ATA GAT GGG CTC ATA CC-3° 57.3

6. Oligonukleotide und Zytokine

AP 1 (GCTTGATGACTCAGCCGGAA) TibMolBiol
DSP 30 (TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC) TibMolBiol
p Z-2 (CTCCTAGTGGGGGTGTCCTAT) TibMolBiol
Poly A (AAAAAAAAAAAAAAAAAAA) TibMolBiol
PolyG (GGGGGGGGGGGGGGGGGGGA) TibMolBiol

IL 2 Pepro Tech
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7. Plastikwaren

- Mikrotiterplatten fiir Zellkultur ( 24 -, 96-Loch) Nunc

- Maxi Sorb C 96 Mikrotiterplatten fiir ELISA Nunc

- Pipetten (2, 5, 10, 25 ml) Greiner

- Pipettenspitzen Eppendorf
- Polypropylenréhrchen (15, 50 ml) Greiner

- Reaktionsgefdfie (0.2, 0.5, 1.5 ml) Eppendorf
- Sterilfilter (0,22 pm) Milipore

- Zellkulturflaschen Greiner

8. Untersuchungsmaterialien

Nach Einwilligung wurde peripheres Blut von Patienten, bei denen nach klinischen
und immunophénotypischen Kriterien die Diagnose CLL gestellt worden war,
abgenommen. Voraussetzung war, dall diese Patienten sich entweder keiner
Behandlung unterzogen hatten oder fiir einen Zeitraum von mindestens drei Monaten
nicht chemotherapiert worden waren. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen waren alle
Patienten klinisch stabil, ohne Infektionen und unterzogen sich routineméfigen
ambulanten Kontrollen.

Fiir die Kontrollversuche wurden Blutproben von gesunden Freiwilligen verwendet.

Die Anzahl der untersuchten Proben ist jeweils unter Ergebnissen aufgefiihrt.
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IV Methoden

1. Zellbiologische Methoden

Zellbiologische Arbeiten wurden unter einem Laminarflow unter Verwendung steriler

Geréte und Losungen durchgefiihrt.

1.1 Zellseparationsmethoden

1.1.1 Isolierung mononukleirer Zellen aus peripherem Blut (PBMC) durch
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte konnen die Zellen des peripheren Blutes

mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt werden. Mononukleére

Zellen (Lympho-und Monozyten) bilden nach dem Zentrifugieren die Interphase

zwischen verdiinntem Serum dariiber und Ficoll-Hypaque-Losung darunter.

Erythrozyten und Granulozyten finden sich als Sediment unterhalb der Ficoll-Schicht.

Material:

Ficoll-Hypaque-Losung, Dichte 1.077 g/ml, 20 °C
Vollblut, heparinisiert mit 250 IE/ml
NH4Cl-Losung, 4°C

PBS

Durchfiihrung:

In einem 50 ml-Rohrchen werden 25 ml Ficoll vorgelegt und vorsichtig mit einer 1:1-
Mischung aus Blut und PBS {iberschichtet. Durch Zentrifugation fiir 25 min bei 1400
Upm ohne Bremse erfolgt die Auftrennung in Phasen. Die Interphase mit den PBMCs
wird moglichst vollstdndig mit einer Pipette abgenommen, die Zellen dann bei 1600
Upm fiir 5 min sedimentiert. Das Pellet wird zweimal mit PBS gewaschen, um
Riickstinde von zelltoxischem Ficoll zu entfernen. Ist das Zellsediment rétlich geférbt,
was auf eine Verunreinigung mit Erythrozyten hinweist, sollte es zur Lyse der
Erythrozyten in eiskalter Ammoniumchlorid-Losung resuspendiert und nach 5 min

wieder zweimal mit PBS gewaschen werden, um toxische Effekte auf die PBMCs zu
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minimieren. Nachdem die Zellen in einer definierten Menge PBS aufgenommen

wurden, kann die Anzahl bestimmt werden.

Serumitberstand

u Interphase mit PEMC

Ficoll

v Erythrozyten und Thrombozyten

Abbildung 2: Phasen nach Dichtegradientenzentrifugation von Vollblut mit Ficoll

1.1.2 Zellzdhlung

Zur Zellzéhlung werden die PBMCs mit Trypanblauldsung verdiinnt (meist 1:100).
Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der nur tote Zellen anfirbt, lebende Zellen kénnen
aufgrund ihrer intakten Zellmembran den Farbstoff nicht aufnehmen. Ausgezéhlt
werden vier Gro3quadrate der Neubauerkammer.

Die Zellzalhl kann nach folgender Formel berechnet werden:

Z=n*F*V

Z = Gesamtzellzahl
n = Zahl der lebenden Zellen in 4 Gro3quadraten
F = Verdiinnungsfaktor

V = Volumen der Zellsuspension
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1.1.3 Immunomagnetische Separation von B-Zellen aus PBMC

Um aus den durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation = gewonnenen
mononukledren Zellen bestimmte Zellpopulationen zu isolieren, benutzt man
sogenannte DYNABEADS®. Dabei handelt es sich um magnetisierbare Polystyren-
Partikel, an welche ein muriner monoklonaler Antikdrper fixiert wurde, der gegen
zellspezifische Oberflichenmolekiile gerichtet ist. Unter Verwendung eines Magneten
konnen spezifisch gebundene Zellen aus Zellsuspensionen abgetrennt werden. Wird
die gewiinschte Zellart iiber Bindung und nachfolgendes Ablosen von Beads separiert,
spricht man von Positivselektion, Negativselektion meint die Depletion unerwiinschter

Zellen.

1.1.3.1 Isolierung von B-CLL-Zellen

Bei CLL-Patienten findet man eine Umkehrung der T-Zell/B-Zell-Ratio, 90 % der
Lymphozyten sind B-Zellen (Rai et al., S. 1309, 1993). Man kann davon ausgehen,
daB isolierte PBMCs sich aus 80 % B-CLL-Zellen, 10 % Monozyten und 10 % T-
Zellen zusammensetzen. Daher bietet sich an, eine Negativselektion durchzufiihren,
indem man Monozyten durch CD 14-Dynabeads und T-Zellen mit CD 2-Dynabeads

entfernt.

Material:

Magnetic Particle Concentrator (MPC)
Dynabeads M-450 Pan-T (CD 2), Dynal
Dynabeads M-450 CD 14, Dynal

PBS mit 2 % FCS

Durchfiihrung:

Um ein unspezifisches Anheften von Phagozyten an Beads zu verhindern, ist darauf zu
achten, Zellsuspensionen und Puffer wihrend des gesamten Vorgangs auf ca. 4 °C zu
halten.

Pro erwarteter Zielzelle werden 5 — 7 Beads benoétigt, die vor Gebrauch mehrmals
gewaschen werden miissen, um zur Konservierung beigesetztes zytotoxisches

Natriumazid zu entfernen. Dazu werden die Beads zunichst resuspendiert, dann die
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nach der Zielzellzahl berechnete Menge in ein 15 ml-Réhrchen iiberfiihrt, mit PBS /
FCS auf 8 ml aufgefiillt und in den MPC gestellt. Nach 2-3 min befinden sich die
Beads am Magneten, so daB PBS / FCS mit einer Pipette am vorderen Rand des
Rohrchens abgenommen werden kann. Diese Schritte werden noch zweimal
wiederholt. CD 2- und CD 14-Beads werden am giinstigsten im selben Rohrchen
gewaschen.

Die PBMCs sollten nach dem Zihlen auf eine Konzentration von 10 - 20 x 10° Zellen /
ml in PBS / FCS eingestellt werden und konnen so zu den vorbereiteten Beads
gegeben werden. Die Inkubation erfolgt fiir 45 min bei 4 °C auf einem Schiittelroller,
um ein Sedimentieren der Beads zu verhindern. Dann wird die Suspension wieder auf
8 ml aufgefiillt und fiir 5 min in den Magnetstinder gestellt, rosettierte T-Zellen und
Monozyten sowie ungebundene Beads sammeln sich nun am Magneten, der Uberstand
sollte in ein neues Rohrchen umpipettiert und nochmals magnetisch aufgereinigt
werden, um eventuell verbliebene T-Zell- bzw. Monozyten-Bead-Komplexe aus der
B-Zell-Suspension zu entfernen. Abmagnetisierte Zellen werden verworfen, der

Reinheitgrad der isolierten B-Zellen wurde mittels FACS-Analyse iiberpriift.

1.1.3.2 Separation von B-Zellen bei Normalpersonen

Bei Normalpersonen bilden die B-Zellen nur einen Anteil von 10 — 15 % an den
Gesamtlymphozyten (Abbas A. et al, 1997, S. 19), so dal man von den
mononukledren Zellen maximal 20 % B-Zellen annehmen kann. Hier liegt es nahe,
eine Positivselektion der B-Zellen mit CD 19-Beads durchzufiihren, auch um optimale
Reinheit der isolierten Zellen zu gewihrleisten. Zum Abtrennen der B-Zellen von den
Beads werden sogenannte Detachabeads verwendet. Diese bewirken als polyklonale
Antikorper gegen Fab-Fragmente von Antikérpern ein kompetitives Losen der Zell-
Bead-Bindung.

Material:

Magnetic Particle Concentrator (MPC)
Dynabeads M-450 Pan-B (CD 19)
Detachabeads for use with CD 19-Dynabeads
PBS mit 2 % FCS, Kulturmedium



29

Durchfiihrung:

Nach Waschen der errechneten Menge an Beads (je 5-7 Beads pro erwarteter
Zielzelle) wie oben wird die auf 10 — 20 x 10° Zellen/ml eingestellte PBMC-
Zellsuspension zugegeben und wieder fiir 45 min bei 4 °C auf dem Schiittelroller
inkubiert.

Anschlieend wird das Rohrchen fiir 5 min in den MPC gestellt. Bei der hier
durchgefiihrten Positivselektion werden die zum Magneten gewanderten Bead-B-Zell-
Komplexe weiterverarbeitet, wihrend der Uberstand verworfen wird. Die rosettierten
B-Zellen werden zur Aufreinigung noch dreimal in PBS/FCS resuspendiert und im
MPC abgetrennt.

Dann werden sie in 100 pul Kulturmedium aufgenommen und mit 10 pul Detachabeads
pro 10° erwarteten B-Zellen fiir 45 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittelroller
inkubiert. Da hier mit sehr kleinen Volumina gearbeitet wird, sollte darauf geachtet
werden, dal} die Zellen sich am Boden des Rohrchens befinden.

Im MPC werden die abgelosten Beads entfernt (2-3 min), die B-Zellen befinden sich
im Uberstand. Um noch verbliebene B-Zellen zu entfernen, werden die Beads dreimal
mit Kulturmedium gewaschen und der Uberstand gesammelt. Auch die abgetrennten
Zellen miissen dreimal (1600 U, 5 min) mit Medium gewaschen werden, um

kontaminierende Detachabeads zu entfernen.

1.2 Kulturbedingungen

Die Kultivierung der isolierten B-Zellen erfolgte in einem CO, —Inkubator bei 37°C,
95 % Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Spannung von 5 %. Das verwendete RPMI-
Kulturmedium enthélt verschiedene Zusdtze, u. a. Antibiotika und den Indikator
Phenolrot, der bei Unterschreiten eines pH-Wertes von 7.4 durch Akkumulation von
sauren Stoffwechselprodukten nach gelb umschldgt und so den Verbrauch des

Mediums anzeigt.
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Materialien:

Kulturmedium

24-Well-Platten, Nunc

96-Well-U-Bottom-Platten, Nunc

Stimulantien:IL-2, 10° U/ml, Pepro — Tech
Oligonukleotide, 20 uM (DSP 30, AP 1, pZ 2, Poly A,
Poly G), TibMolBiol

Abhéngig davon, welche Nachweismethoden angeschlossen werden sollen, erfolgt
eine Stimulation der B-Zellen unter unterschiedlichen Bedingungen .

Zur Analyse von Oberfiachenstrukturen der B-Zellen (FACS-Analyse), zur
Bestimmung von Immunglobulinen und Zytokinen im Uberstand sowie zur
Durchfiihrung einer RT-PCR werden die Zellen folgendermafen kultiviert:

In 24-Well-Platten werden 100 ul B-Zellen in einer Konzentration von 107 Zellen / ml
vorgelegt, dann werden 100 pl der Stimulantien in oben genannter Konzentration
zugegeben und auf 1 ml mit Medium aufgefiillt. Dabei werden eine Mediumkontrolle
ohne Zusatz aktivierender Substanzen sowie verschiedene Stimulationen,
beispielsweise mit IL-2 und DSP 30 angesetzt.

Fir die FACS-Analyse und die Bestimmung der Zytokine aus den Uberstinden
miissen die Ansdtze 48 Stunden inkubieren. AnschlieBend werden die Zellen
abzentrifugiert, die Uberstinde kdnnen bei — 20°C aufbewahrt werden.

Zur Quantifizierung der IgM-Bildung wird der Uberstand erst nach neuntigiger
Inkubation entnommen.

Die Zellen zur RNA-Extraktion mit anschlieBender RT-PCR werden nach 24 und 48
Stunden entnommen. Fiir jede Stimulation werden 2 x 10 ¢ Zellen benétigt.

Um einen Proliferationsassay durchzufiihren, werden B-Zellen wie oben
stimuliert, allerdings erfolgt der Ansatz in 96-Well-U-Bottom-Platten. Es werden je 20
ul einer Zellsuspension der Konzentration 5 x 10° Zellen / ml eingesetzt, 20 pl
Stimulantien in der obigen Konzentration zugegeben und auf 200 pl mit Medium

erginzt. Inkubiert wird zunéchst fiir 72 Stunden.
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1.3 Proliferationsassay

Die Proliferation von B-Zellen kann in vitro anhand des Einbaus von *H-markiertem
Thymidin in sich replizierende DNA von kultivierten Zellen gemessen werden. Durch
Thymidininkorporation ist also die quantitative Bestimmung der DNA-Synthese, die

direkt proportional zur Zellteilungsrate ist, moglich.

Material:

*H-markiertes Thymidin, DuPont
Kulturmedium

PHD-Zellharvester, Dunn-Labortechnik
B-Szintillationszéhler, Beckmann

Filterpapier, Schleicher und Schiill

Durchfiihrung:

B-Zellen werden nach den aufgefiihrten Bedingungen fiir 72 Stunden inkubiert. Nach
Zugabe von 1 pCi *H —Thymidin in 20 pl Kulturmedium pro Vertiefung erfolgt die
Aufnahme des Nukleotids wahrend nochmaliger Inkubation fiir 16 Stunden. Die
Zellen konnen dann entweder sofort geerntet oder bei —20°C aufbewahrt werden.
AnschlieBend werden die Zellen durch einen Harvester auf Filterpapier transferiert,
nach Trocknen wird mittels eines Szintillationszéhlers die inkorporierte Aktivitét
bestimmt und die Zerfélle werden in cpm (counts per minute) angegeben.

Jede Bestimmung wird im Dreifachansatz durchgefiihrt.

1.4 Analyse von Oberflichenstrukturen mittels Durchflulzytometrie

Oberfldchenmolekiile von Zellen konnen tiber Durchflulzytometrie unter Verwendung
von sogennanten FACS-Gerdten (Fluorescence Activated Cell Sorter) analysiert
werden. Dazu werden stimulierte B-Zellen mit fluorochromkonjugierten Antikorpern,
die gegen das zu bestimmende CD-Molekiil gerichtet sind, inkubiert. Als
Fluoreszenzfarbstoffe =~ dienen = FITC  (Fluoresceinisothiocyanat) und PE
(Phycoerythrin). Diese emittieren bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 488 nm
durch einen Argonlaser im FACS-Gerét Fluoreszenzspektren mit einem Maximun bei

525 nm (FITC) bzw. 575 nm (PE), was gemessen wird.
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Als Negativkontrollen werden B-Zellen mitgefiihrt, die mit fluorochrommarkierten
Maus-IgG;-Antikorpern inkubiert wurden, also mit Antikorpern des gleichen Isotyps
wie sie fiir die Bestimmung benutzt wurden. Dadurch konnen unspezifische

Bindungen erkannt werden.

Material:

Fluorochrommarkierte monoklonale Antikérper gegen CD 25, CD 40, CD 54, CD 58,
CD 80, CD 86, MHC I, MHC II (Pharmingen bzw. Immunotech)

Isotyp-Kontrollen, Maus IgG,, FITC- bzw. PE-markiert (Pharmingen)

FACS-Puffer (PBS mit 1% BSA)

Durchfiihrung:

10° B-Zellen werden nach Stimulation (s. 0.) und Zentrifugation in FACS-Puffer
resuspendiert. Je 100 pupl der Zellsuspension werden mit 10 pl eines
fluorochrommarkierten Antikorpers fiir 20 min bei 4°C inkubiert und nach Zugabe von
0.5 ml FACS-Puffer bei 1600 U fiir 5 min gewaschen. Der Uberstand wird verworfen,
die Zellen erneut in 0.5 ml FACS-Puffer aufgenommen. Nun kann die Analyse im
DurchfluBzytometer erfolgen. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der WinMDI 2.8
FACS-Software, nachdem jeweils 5000 Zellen analysiert wurden.

2. ELISAs zur Bestimmung von IL-6, TNFa, IL-8 und Ig M

Die Zytokine IL-6 und TNFa sowie Immunglobulin M (Ig M) wurden mittels ELISAs
(enzyme-linked immunosorbent assay) nach dem Sandwich-Prinzip bestimmt. Dabei
wird ein Antikorper, der fiir das zu bestimmende Protein (Antigen) spezifisch ist, an
eine feste Phase adsorbiert. Bei Zugabe der Probe bindet sich darin enthaltenes
Antigen an den Antikdrper. Im nédchsten Schritt wird ein Sekundérantikorper
zugegeben, der ebenfalls fiir das zu messende Antigen spezifisch ist, jedoch gegen eine
andere antigene Determinante gerichtet sein mufl als der erste Antikorper, da eine
Bindung sonst nicht moglich wére. Dieser Sekundarantikorper ist mit einem Enzym
konjugiert, das ein Substrat, meist Chromogene, umsetzt und so eine photometrische

Quantifizierung der Antigenmenge in der Probe erlaubt. Entscheidend ist es hierbei,
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zwischen den einzelnen Schritten ungebundenes Antigen bzw. Antikdrper-Enzym-
Konjugat durch Waschen zu entfernen. Die Auswertung erfolgt {iber eine
Standardkurve, die durch Analyse von Losungen mit bekannter Konzentration erstellt
wird.

Die Bestimmungen erfolgen aus Zellkulturiiberstinden. Fiir die IL-6- und TNFa-
Messung werden die B-Zellen 48 Stunden stimuliert, um IgM zu quantifizieren, ist

eine Inkubation von 9 Tagen notwendig.

2.1 IL- 6- und TNFa-ELISA

Fir die Bestimmung von IL-6 und TNFa wurden Testkits der Firma Genzyme
Diagnostics verwendet, die sich nur in wenigen Details unterscheiden. Der
Sekundérantikorper ist bei beiden biotinyliert. Die Koppelung an eine Enzymreaktion
erfolgt durch ein Meerrettichperoxidase-Streptavidin-Konjugat. Meerrettichperoxidase
katalyiert die Oxidation des Substrates TMB. Streptavidin, ein biotinbindendes
Protein, das aus Streptomyces avidinii isoliert wird, stellt die Verbindung zum

Sekundérantikorper her.

Materialien:
Maxi-Sorp C 96-Mikrotiterplatten (Nunc)
Testkit der Firma Genzyme Diagnostics mit:
Human IL-6- bzw. TNFa -Capture Antibody, Primdrantikérper
Human IL-6- bzw.TNFa -Second Antibody, biotinyliert
Human IL-6-Standard (10.24 ng/ml), verdiinnt auf Konzentrationen von 512 bis 8
pg/ml mit Kulturmedium
Human TNFa-Standard (6 ng/ml), verdiinnt auf Konzentrationen von 1000 bis
15.6 pg/ml
Meerrettichperoxidase-Streptavidin-Konjugat
Coating-Losung, 1 Bikarbonat-Puffer-Kapsel (Sigma) in 100 ml Aqua dest.
Block-Puffer, PBS mit 3% BSA
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Wasch-Puffer, PBS mit 0.05 % Tween 20
Antikdrperverdiinnungslosung, PBS mit 3 % BSA und 0.05 % Tween
TMB-Substratsystem, Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid
Stopp-Losung, 2 N H,SO,

Durchfiihrung:
Die Platte wird iiber Nacht mit je 100 pl Primérantikérper (auf 6 pg/ml bei IL-6,
auf 2 pg/ml bei TNFa mit Coating-Losung verdiinnt) beschichtet bei
Raumtemperatur (IL-6) bzw. 4 °C (TNFa).
Um Verluste von Fliissigkeit zu verhindern, wird empfohlen, bei allen
Inkubationsschritten die Platten mit Folie abzudecken.
Die Primérantikdrperverdiinnung wird abgesaugt und die Vertiefungen fiinfmal mit
Waschpuffer durch einen Automaten gewaschen.
Nach Zugabe von je 250 pl Block-Puffer wird die Platte fiir 2 Stunden bei 37°C
inkubiert.
Nachdem der Block-Puffer dekantiert wurde, werden beim IL6-ELISA zunichst 75
ul Kulturmedium pro Vertiefung vorgelegt, dann 25 ul der Standardverdiinnungen
bzw. der Proben zupipettiert und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Beim TNFa-
ELISA werden je 100 ul der Standardverdiinnungen und Proben zugegeben und fiir
1 Stunde bei 37°C inkubiert. Es werden jeweils Doppelbestimmungen angesetzt.
Ungebundene Zytokine werden durch fiinfmaliges Waschen entfernt. Dann kann
der verdiinnte Sekunddrantikorper (auf 0.025 pg/ml bei IL-6, auf 0.5 pg/ml bei
TNFa mit Antikérperverdiinnungslosung) mit 100 ul pro Vertiefung zugegeben
werden. Die Inkubation erfolgt bei 37°C fiir 1 Stunde.
Nach erneutem fiinfmaligen Waschen werden je 100 ul des Meerrettichperoxidase-
Streptavidin-Konjugates (1: 4000 mit Antikorperverdiinnungslosung) zugegeben
und bei 37°C fiir 20 min inkubiert.
Wiederum wird fiinfmal gewaschen, danach werden 100 pl des TMB-
Substratsystems zugegeben. Innerhalb von 20 min kann die blaue Farbentwicklung

bei Raumtemperatur beobachtet werden.



35

Durch Zugabe von 100 pul 2 N H,SO4 wird die Reaktion zu gegebener Zeit
abgestoppt, der Farbstoff erscheint nun gelb.

Bei einer Wellenldnge von 450 nm wird die Extinktion im ELISA-Reader
gemessen.

Ein Auswertprogramm ermittelt durch Vergleich mit der Standardkurve die

Zytokinkonzentrationen.

2.2 IL-8- ELISA
Die IL-8-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen wurde mittels eines kduflich

erworbenen Testkits der Firma Genzyme Diagnostics bestimmt.

2.3 Ig M-ELISA

Ig M wurde mit einem selbst zusammengestellten ELISA bestimmt. Der
Sekundérantikorper ist direkt an das Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt. Diese
setzt das Chromogen pNPP um, was zu einer Gelbfarbung fiihrt.

Material:
Maxi-Sorb C 96-Platten (Nunc)
Waschlosung, 0.02 % Na-Acid, 0.05 % Tween in PBS
Block-Ldsung, PBS mit 5 % BSA
Diethanolaminpuffer: - 48 ml Diethanolamin
0.25 ml MgCl,, IM
ad 500 ml Aqua dest.
mit 3 M HCI auf pH 9.8 eingestellt
pNPP-Substrat-Losung, 5 mg-Tablette in 5 ml Diethanolaminpuffer
Stopp-Losung, 3M NaOH
Coating-Losung, Anti-Human-Ig (Boehringer Mannheim), 1: 500 in PBS verdiinnt
Alkalische-Phosphatase-konjugierter Sekundéar-Antikérper (Sigma), 1:700 verdiinnt in
PBS /3% BSA
Human Ig M-Standard, 1 mg/ml, auf Konzentrationen von 500 bis 15.6 ng/ml

verdiinnt
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Durchfiihrung:
Falls nicht anders angegeben, werden 75 pl pro Vertiefung einpipettiert.
Die Platte wird iiber Nacht bei 4 °C mit Coating-Ldsung (s.0.) beschichtet.
Nach viermaligem Waschen werden je 200 pl Block-Losung zugegeben und zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 4 Waschvorgingen werden pro Vertiefung 50 pl Block-Losung vorgelegt
und Standards und Proben einpipettiert. Beide Schichten werden durch kurzes
Schiitteln vermischt. Inkubiert wird 2 Stunden bei 37 °C.
Es folgen erneut 4 Waschgédnge, der verdiinnte alkalische-Phosphatase-konjugierte
Sekundérantikorper wird zugegeben und fiir 45 min bei 37 °C inkubiert.
Nach nochmaligem Waschen (4 x) wird die pNPP-Substratlosung zugegeben und
die Reaktion nach 10 — 40 min durch je 50 pul 3M NaOH gestoppt.
Die optische Dichte wird bei 405 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 690 nm
im ELISA-Reader ermittelt.

Durch eine Standardkurve konnen die Ig M-Konzentrationen bestimmt werden.

3. Molekularbiologische Methoden

3.1 RNA-Isolierung mit TRI®-Reagenz

Bei der RNA-Isolierung mit TRI®-Reagenz handelt es sich um eine Weiterentwicklung
der Single-Step-Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987).

Dieses Reagenz ermdglicht sowohl die Extraktion von DNA und Proteinen als auch
von RNA, wovon letzteres fiir diese Arbeit relevant ist. Isoliert wird die gesamte Zell-
RNA (tRNA, mRNA, rRNA), allerdings ist fiir den Nachweis von Zytokinproduktion
schon auf Transskriptionsebene anhand einer RT-PCR nur mRNA von Bedeutung.
RNA ist hochempfindlich gegeniiber abbauenden Enzymen (RNasen). Um eine
Kontamination mit exogenen Rnasen moglichst zu vermeiden, ist eine Reihe von

VorsichtsmaBBnahmen notig:
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ReaktionsgefdBe und Pipettenspitzen miissen vor Gebrauch autoklaviert werden.
Behandlung von Wasser mit DEPC gewiéhrleistet eine weitgehende Elimination von
RNasen. Da Hénde und Staub als die wichtigsten Quellen von Verunreinigungen mit
RNasen anzusehen sind, ist darauf zu achten, Handschuhe zu tragen sowie die
Rohrchen stets geschlossen zu halten.

TRI®-Reagenz besteht nur aus einer Phase, in der Phenol und Guanidinium-
isothiocyanat enthalten sind. Dies ermoglicht eine effektive Inhibition auch von
endogenen RNasen. Guanidiniumisothiocyanat denaturiert Proteine, Phenol als guter
Wasserstoftbriickenbildner, der gleichzeitig hydrophobe Wechselwirkungen mit
Aminosdureresten eingehen kann, bewirkt eine Dissoziation von Protein-

Nucleinséure-Komplexen.

Material:
TRI®-Reagenz
Chloroform
Isopropanol, 100 %
Ethanol, 75 %
DEPC-Wasser, 0.2 %

Durchfiihrung:

Die Isolierung der RNA erfolgt in fiinf Schritten:

1. Homogenisierung:

Nachdem die stimulierten B-Zellen aus der Kulturschale enthommen und in einem
50ml Rohrchen bei 1500 U fiinf Minuten sedimentiert wurden, wird der Uberstand
abgesaugt und die Zellen in 1 ml TRI®-Reagenz pro 10 x 10° Zellen durch
wiederholtes Pipettieren homogenisiert. Das Homogenat wird in ein 1,5 ml-Réhrchen
tiberfithrt und kann bei — 80°C autbewahrt oder sofort weiterverarbeitet werden.

2. Phasen-Separation:

Um eine volltindige Dissoziation der Protein-Nukleinsdure-Komplexe zu
ermoglichen, wird das Homogenat 5 min bei Raumtemperatur belassen. Nach Zugabe
von Chloroform werden die Proben durch kriftiges Schiitteln fiir 5 min gemischt,

anschliefend fiir 2 — 15 min bei Raumtemperatur stehen lassen und auf 12 000 g fiir 15
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min bei 4°C zentrifugiert, wonach sich eine Aufteilung in eine untere rétlich geférbte
Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase und eine obere wissrige Phase zeigt. Die
RNA verbleibt ausschlieBlich in der wissrigen Phase, wihrend sich DNA und Proteine
in der Interphase und der organischen Phase befinden.

3. RNA-Féllung:

Die wissrige Phase wird in ein neues Rohrchen tiberfiihrt und durch Mischen mit 0.5
ml Isopropanol pro 1 ml anfangs eingesetztem TRI-Reagenz wird die RNA
prézipitiert. Nach fiinf Minuten bei Raumtemperatur werden die Proben auf 12 000 g
fiir 8 min bei 4°C zentrifugiert. Das RN A-Prézipitat bildet ein weilles Pellet am Boden
oder an der Wand des Rohrchens.

4. Waschen der RNA:

Nach Absaugen des Uberstandes erfolgt das Waschen der RNA in Ethanol (75 %).
Hierfir wird pro 1 ml urspriinglich verwendetem TRI®-Reagenz 1 ml Ethanol
eingesetzt. Die vorher gevortexten Proben werden auf 7500 g fiir 5 min bei 4°C

zentrifugiert.

5. Aufldsen der RNA:

Der Ethanol-Uberstand wird entfernt, das Pellet fiir 3 — 5 min luftgetrocknet. Dabei ist
darauf zu achten, daB kein vollstindiges Eintrocknen erfolgt, weil sonst die Loslichkeit
der RNA wesentlich eingeschréinkt ist. Das Pellet wird in 20 ul DEPC-Wasser durch

wiederholtes Pipettieren und zehnminiitiges Inkubieren bei 55 °C aufgeldst.

3.2 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der isolierten RNA

Die RNA-Konzentration der Proben kann photometrisch bestimmt werden. Dazu wird
die Extinktion der 1:100 mit DEPC-Wasser verdiinnten Proben bei 260 nm und bei
280 nm mittels eines Zweistrahlphotometers mit einer Quecksilberniederdrucklampe
als Lichtquelle gemessen. Das Extinktionsmaximum von RNA liegt bei einer
Wellenlédnge von 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm. Diese unterschiedlichen
spektralen Eigenschaften nutzt man fiir eine Reinheitsbestimmung des RNA-Extrakts.

Ein Quotient der OD (Optische Dichte) 260 nm / 280 nm zwischen 1.6 und 1.9
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bedeutet Reinheit der RN A-Prédparation. Ist er hoher, ist dies ein Hinweis auf eine
Verunreinigung mit Phenol, ist er niedriger, liegt eine Verunreinigung mit Proteinen

Vor.

Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgt anhand des Lambert-Beerschen-
Gesetzes, nach dem die Extinktion einer Losung proportional zur Konzentration und

Schichtdicke der Kiivette ist.

E=¢g*c*d

E = Extinktion (dimensionslos)

€ = spezifischer Extinktionskoeffizient (ml / g [lcm)
¢ = Konzentration der Losung (g / 100 ml)

d = Schichtdicke (cm)

Die Konzentration kann folgendermallen berechnet werden:

C ( ng / ml) — E (260 nm) 0050 pg / ml Ocm 0100
d (cm)

3.3 Reverse Transkription von Gesamt-RNA

Bei reversen Transkriptasen handelt es sich um der Familie der Retroviren eigene
RNA-abhingige-DNA-Polymerasen. Diese Enzyme konnen gentechnisch hergestellt
werden, beispielsweise durch EinschleuBen des pol-Gens des Moloney Murine
Leukemia Virus in E. coli wie bei der hier verwendeten reversen Transkriptase
Superscript™ II (Gibco), und ermdglichen so die Synthese von cDNA aus der
isolierten RNA in vitro. Als Primer dienen Oligo(dT);,.;s-Nukleotide, die aus 12 — 18
Desoxythymidinbausteinen bestehen. Sie hybridisieren mit Polyadenylatresten, die
sich bei jeder mRNA am 3’-Ende befinden, so dafl die gesamte mRNA in voller in
Lénge in cDNA umgeschrieben wird.

DTT reduziert Disulfide zu den entsprechenden Thiolen und wird zur

Enzymstabilisierung sowie Proteindenaturierung zugegeben.
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Durchfiihrung:

Auch hier ist es wichtig, die oben genannten Vorsichtsmalnahmen zur Vermeidung
einer Kontamination mit RNasen einzuhalten. Pro Probe werden 3 ug RNA vorgelegt
und mit Aqua dest. auf 16 pl aufgefiillt. Dazu werden 16 pl des vorbereiteten

Mastermixes pipettiert.

Ansatz des Mastermixes:

Oligo-d(T);5.13-Primer, 0.5 pg/ul (Gibco) 2 ul
Nucleotid-Mix, je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Boehringer) 2 ul
DTT, 0,1M (Gibco) 4 ul
First Strand Buffer, 5x (Gibco) 8 ul

Der Reaktionsansatz wird nun, um die RNA zu denaturieren, 5 min auf 65°C erwarmt.
Durch Zugabe von 1 pl Superscript™ II (200 U/ul) wird die reverse Transkription
gestartet. Nach Inkubation fiir 1 Stunde bei 37°C wird bei 95 °C fiir 5 min das Enzym
denaturiert und so die Reaktion abgestoppt. Die synthetisierte cDNA kann bei — 20°C

aufbewahrt oder sofort fiir die PCR eingesetzt werden.

3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit cDNA

Bei der 1984 von Kary Mullis entwickelten PCR handelt es sich um eine Methode zur
in-vitro-Amplifizierung von spezifischen DNA-Fragmenten (Loffler G., 1998, S. 231)
von einigen hundert bis einigen tausend Basenpaaren Linge. Die Reaktion besteht aus
wiederholten Zyklen, die sich wiederum aus drei Phasen zusammensetzen :

1. Denaturierung der DNA:
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Bei 95°C 16sen sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Nukleotidbausteinen des Doppelstranges, so dal die DNA nun in Form der beiden
komplementdren Einzelstdnge vorliegt.

2. Anlagerung der Primer:

Hierfiir ist es nétig, die Basensequenz der beiden Enden des zu kopierenden DNA-
Stiickes zu kennen, um jeweils dazu komplementdre Primer einsetzen zu koénnen.
Diese Primer, bestehend aus 15 — 25 Basen, hybridisieren mit den 3’-Enden der beiden
DNA-Striange.

Das Temperaturoptimum fiir die Primeranlagerung ergibt sich aus der spezifischen
Schmelztemperatur ( Tm ) der verschiedenen Primer, die im wesentlichen vom GC-
Gehalt abhingig ist, und bei Oligonukleotidsequenzen aus 20 Basen wie folgt
berechnet werden kann:

T = [(GC-Gehalt) 04 + (AT-Gehalt) 02] - 5

Es liegt bei den fiir diese Arbeit verwendeten Primern bei ca. 57 °C. Beide Primer
sollen im UberschuB zugegeben werden.

3. DNA-Synthese:

Durch Anlagerung der im Ansatz enthaltenen Nucleotide synthetisieren DNA-
Polymerasen von den Primern ausgehend neue DNA-Striange, die den Einzelstrangen,
die ihnen als Matrize dienen, komplementér sind. Fiir die PCR wird die besonders
thermostabile Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
benutzt. Thr Temperaturoptimum liegt bei 72 °C, die Enzymaktivitit bleibt jedoch auch
nach wiederholtem Erhitzen auf 95 °C erhalten. Das bietet den entscheidenden Vorteil,
dal3 das Enzym nicht nach jeder Denaturierungsphase erneut zugegeben werden muf3.
Durch Verwenden von sogenannten Thermocyclern, die die Temperatur ihrer Blocke
innerhalb weniger Sekunden variieren konnen, ist das Durchfiihren zahlreicher Zyklen
in einigen Stunden mdglich. In der Regel werden 20 - 40 Zyklen durchlaufen, wobei es
theoretisch bei jedem Zyklus zu einer Verdoppelung der DNA-Menge kommt, nach
30 Zyklen ligen x (2 *° identische Kopien der Ausgangs-DNA (x) vor.
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Material:

cDNA

Taq-DNA-Polymerase, 1 x 10° U/ml , Boehringer Mannheim

Sense-Primer, 10uM, MWG-Biotech

Antisense-Primer, 10 uM, MWG-Biotech

PCR-Reaktionspuffer mit MgCl, (10x), Boehringer Mannheim

PCR-Nukleotid-Mix, dATP, dCTP, dGTP, dTTP jeweils 10 mM, Boehringer

Mannheim

Aqua dest.

Durchfiihrung :

Zunichst wird ein Mastermix mit folgendem Inhalt pro Probe pipettiert:
Desoxynukleotide 0.5 ul

Sense Primer 2.5l

Antisense Primer 2.5 ul
PCR-Reaktionspuffer (10 x) 2.5l

Aqua dest. 8.0 ul

Dann werden je 16 pl des Mastermixes auf 0.2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefd3e verteilt
und 4 pl von den cDNA-Proben zugegeben. Die Reaktion wird durch Zugabe von 5 pl

Tag-Polymerase gestartet. Im Thermocycler durchlaufen die Proben nachfolgendes

Programm:

Denaturierung 95 °C 5 min

35 Zyklen a 1. 94 °C 1 min
2. 57.3 °C Imin
3. 72 °C 1 min

Primer Extension 72 °C 8 min

Die Sequenzen der Primer sind auf Seite 23 aufgefiihrt.
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GroBe der PCR-Amplifikate:

PCR-Produkt GroBe
IL-6 295 bp
TNFa 330 bp
B3-Aktin 489 bp

Das ubiquitédre B-Aktin-Gen 148t eine Aussage iiber das Gelingen der cDNA-Synthese

zu und wird deshalb als Kontrolle mitamplifiziert.

3.5 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Durch die DNA-Gelelektrophorese kann die Linge der amplifizierten DNA-Fragmente
mit Hilfe mitgefiihrter DNA-Léngenstandards (Marker oder DNA-Leiter) abgeschétzt
werden. Unter elektrophoretischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen im
Riickgrat von Nukleinséduren dissoziiert, weshalb sie als Polyanionen im elektrischen
Feld zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhéngig von der Grof3e
der DNA-Molekiile.

Die Auftrennung wird in horizontalen Flachbett-Agarose-Gelen (1.5%) durchgefiihrt.
Zum Markieren der Lauffront werden die Proben mit Bromphenolblaulosung versetzt.
Da das Gel Ethidiumbromid, einen Fluoreszenzfarbstoff, der zwischen die Basen
interkaliert, enthilt, konnen DNA-Banden mittels UV-Licht detektiert werden. Zur

Dokumentation werden sie dann mit einer speziellen Kamera mit vorgeschaltetem

Rotfilter fotografiert.

Material:

DNA-Probe jeweils 9 pl

Bromphenolblauldsung je 3 ul pro Probe

Ethidiumbromid (Roth) 10 bzw. 1.5 ul , Endkonzentration 0.5 pg/ml
TBE-Puffer (1x) 200 ml , bzw. 30 ml

100 bp-DNA-Leiter (Gibco) 25 ng/ml

Agarose (Roth) 3gbzw. 0.45¢g,1.5%
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Durchfiihrung:

1.5 % Agarose wird in TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Nach
Abkiihlen auf ca. 70 °C wird Ethidiumbromid zugefiigt und in den Agarosegeltriger
gegossen. Durch Einsetzen eines Kammes werden Probetaschen vorgefertigt. Das
erstarrte Gel wird in die Elektrophoresekammer eingelegt und mit TBE-Puffer
tiberschichtet. Die Taschen werden mit den Proben, die mit Bromphenolblaulosung
versetzt sind, sowie dem DNA-Langenstandard angefiillt. Bei einer angelegten
Spannung von 80 mV werden die DNA-Proben fiir ca. eine Stunde aufgetrennt und

anschlieBend unter UV-Licht fotografiert.
4. Statistische Auswertung

Die meisten Experimente wurden in Mehrfachbestimmung durchgefiihrt und das
Ergebnis als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) angegeben.

SEM und Standardabweichung (SA) wurden nach folgenden Formeln berechnet:

SA = \|"s(xi- X)
i=1

n—1

SA
SEM =
vn

X; : einzelne Messwerte

X : Mittelwert

n : Anzahl der MeBwerte
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Mit einem zweiseitigen t-Test fiir verbundene Stichproben (Sachs 1984) wurde
gepriift, ob die Mittelwerte einer MeBreihe sich von den Mittelwerten der
entsprechenden KontrollmeBreihe signifikant unterscheiden. Bei gepaarten Proben
wurde der Mann-Whitney-Test eingesetzt. Es wird die Irrtumswahrscheinlichkeit p
angegeben, mit der die Mittelwerte sich unterscheiden. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von mehr als fiinf Prozent (0.05) werden die Mittelwerte als

nicht signifikant verschieden bezeichnet.
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V Ergebnisse

1. Reinheit der isolierten Zellpopulationen

Nach dem Separationsvorgang wurde die Reinheit der isolierten B-Zell-Population
mittels DurchfluBzytometrie bestimmt, um eine Kontamination durch andere
Zellpopulationen wie  z. B. Monozyten oder T-Zellen auszuschliefen, die die
Ergebnisse durch Proliferation, Zytokinproduktion, Expression von
Oberflaichenmolekiilen und RNA-Synthese verfalschen kdnnten.

Fiir maligne B-Zellen konnte ein Reinheitsgrad von iiber 98 Prozent mittels FACS-
Analyse ermittelt werden, wobei nichtmaligne B-Zellen nur einen unbedeutenden
Anteil ausmachten, fast 99 Prozent zeigten eine flir maligne B-Zellen charakteristische
Koexpression von CD 5 und CD 19 vor und nach Stimulation mit CpG-ODN.

Bei positiv selektierten nichtmalignen B-Zellen konnte ebenfalls eine Reinheit von

mehr als 98 Prozent erzielt werden.

2. Expression von Oberflichenmolekiilen

Nach Inkubation normaler B-Zellen sowie B-CLL-Zellen wurden die
Oberflachenmolekiile CD 25, CD 40, CD 54, CD 58, CD 80, CD 86, MHC Klasse 1
und MHC Klasse Il durchfluzytometrisch bestimmt. Stimuliert wurde jeweils mit IL-
2 oder DSP 30 bzw. mit beiden gleichzeitig. Als Kontrolloligonuktleotid wurde pZ 2
verwendet. Bei jeder Probe wurde auch eine Kontrolle mit alleiniger Zugabe von
Medium angesetzt.

Die Ergebnisse sind als MFIR (Mean fluorescence intensity ratio) angegeben, zu deren
Berechnung die MFI von Zellen, die mit antigenspezifischen fluorochrommarkierten
Antikorpern gefarbt sind, durch die MFI von Zellen, die lediglich mit dem
isotypischen Kontrollantikdrper markiert sind, dividiert wird. Auflerdem wird die
MFIR stimulierter Zellen zur MFIR unbehandelter Zellen (Mediumkontrolle) in
Relation gesetzt, was dann als MFIR-Induktion (MFIRI) bezeichnet wird. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Eine MFIRI von 1 bedeutet, da} die Fluoreszenzintensitit von stimulierten und
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unstimulierten Zellen gleich ist, eine MFIRI groBer als 1 zeigt eine Zunahme der

Fluoreszenz durch Stimulation an.

2.1 FACS-Analyse nach Stimulation mit DSP 30 bzw. Kostimulation mit DSP 30
und IL-2

2.1.1 CD 25-Expression

Die Expression von CD 25 wurde bei 14 B-CLL-Proben sowie bei sechs normalen B-
Zell-Proben untersucht.

DSP 30 bewirkte eine Erhdhung der MFIRI fiir CD 25, bei CLL-Zellen ausgepragter
als bei normalen B-Zellen. Durch zusitzliche Stimulation mit IL-2 konnte die

MFIRI bei B-CLL-Zellen mehr als verdoppelt werden, bei normalen B-Zellen zeigte

sich nur eine geringgradige Erhdhung.

Med 'DSP30

CLL | %, ﬁ% H

Med *‘ DSP30
N \

NP W
i
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Abbildung 3: Exemplarische Abbildung von FACS-Analysen einer CLL-Probe und einer normalen
Probe (NP), gezeigt ist die Fluoreszenzintensitit nach Markieren der CD 25-Molekiile (grau unterlegte

Diagramme) im Vergleich zur Negativkontrolle nach Stimulation mit Medium und DSP 30
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Abbildung 4: CD 25-Induktion bei B-CLL Zellen und normalen B-Zellen nach Stimulation mit IL-2,
DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist jeweils der Mittelwert der MFIRI +
SEM

2.1.2 CD 40-Expression

Untersucht wurden neun CLL-Proben und vier Proben von Normalpersonen.

Bei der Analyse von CD 40 zeigte sich bei Normalpersonen eine erhdhte Expression nach
Stimulation mit DSP 30. Nach Kostimulation mit DSP 30 und IL-2 zeigte sich keine
zusétzliche Hochregulierung von CD 40.

Bei CLL-Proben hingegen fand sich bei Kostimulation eine nahezu doppelt so hohe Induktion

von CD 40-Molekiilen.

7.5-
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DSP 30
5.0 N DSP 30/IL-2
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Abbildung 5: CD 40-Induktion bei B-CLL-Zellen und normalen B-Zellen nach Stimulation mit 1L-2,
DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist der Mittelwert der MFIRI + SEM
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2.1.3 CD 54-Expression

Bei vier untersuchten Normalpersonen fand sich eine Stimulierbarkeit der CD 54-
Expression durch DSP 30, die durch zusitzliche Stimulation mit IL-2 nur geringgradig
erhoht werden konnte. Im Gegensatz dazu war bei den elf CLL-Patienten durch

Kostimulation wiederum fast eine Verdoppelung der MFIR-Induktion zu erreichen.

7.51
CIIL-2
DSP 30
5.0 I DSP 30/IL-2
- T
2.5-
T
0.0

normale B-Zellen B-CLL-Zellen

Abbildung 6: CD-54-Induktion bei malignen und nichtmalignen B-Zellen nach Stimulation mit IL-2,
DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30 , angegeben ist jeweils der Mittelwert der MFIRI +
SEM

2.1.4 CD 58-Expression
Fir LFA-3 war bei normalen B-Zellen (drei Proben) und bei CLL-Zellen (neun
Proben) eine Erhohung der Expression erreichbar, jedoch kein zusétzlicher

kostimulatorischer Effekt durch IL-2 zusammen mit DSP 30.

7.57
CIIL-2
T DSP 30
5.0- I DSP 30/IL-2
-
2.5
0.0
normale B-Zellen B-CLL-Zellen

Abbildung 7: CD 58-Induktion bei B-CLL-Zellen und normalen B-Zellen nach Stimulation mit 1L-2,
DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist jeweils der Mittelwert der MFIRI +
SEM
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2.1.5 CD 80-Expression

Die Hochregulation von CD 80 war bei CLL-Proben (14 Patienten) sehr ausgeprigt
nach Kostimulation mit DSP 30 und IL-2. Bei normalen B-Zellen (sechs Proben)
waren durch Kostimulation im Vergleich mit alleiniger Stimulation durch DSP 30 nur

geringe zusitzliche Effekte zu erzielen.

10.07

CIL-2

DSP 30
7.5 I DSP 30/1L-2
5.0
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00l ] [ ]
normale B-Zellen B-CLL-Zellen

Abbildung 8: CD 80-Induktion bei CLL-Zellen und normalen B-Zellen nach Stimulation mit IL-2,
DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist der Mittelwert der MFIRI + SEM

2.1.6 CD 86-Expression

Auch CD 86 wird v. a. bei CLL-Proben (13 Patienten) nach simultaner Stimulation mit
IL-2 und DSP 30 vermehrt exprimiert, bei normalen B-Zell-Proben (sechs Proben)
konnte keine erh6hte CD 86-Dichte auf der Zelloberfliche im Vergleich zu alleiniger
Stimulation mit DSP 30 gezeigt werden.

10.0-
00 L2
DSP 30
7.5 BN DSP 30/IL-2
1
5.0

2.57 7 i
0.0 [ ] ’__I__l

normale B-Zellen B-CLL-Zellen

Abbildung 9: CD 86-Induktion bei CLL- und normalen B-Zellen nach Stimulation mit IL-2, DSP 30
und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist der Mittelwert der MFIRI + SEM
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2.1.7 MHC-Klasse-I-Expression

Ahnlich verhilt sich die Expression von MHC-Klasse I nach Stimulation mit DSP 30
bzw. DSP 30 zusammen mit IL-2. Bei drei Normalpersonen kam es zu einer minimal
erhohten Hochregulierung des MHC-Klasse-I-Molekiils. Bei CLL-Zellen (zehn

Proben) fiihrte Kostimulation nahezu zu einer Verdoppelung der MFIRL

797 -2

DSP 30
50- I DSP 30/1L2
2.57 T
0.0

normale B-Zellen B-CLL-Zellen
Abbildung 10: MHC-Klasse-I-Induktion bei B-CLL- und normalen B-Zellen nach Stimulation mit
IL-2, DSP 30 und Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist der Mittelwert der MFIRI +
SEM

2.1.8 MHC-Klasse-1I-Expression

MHC-Klasse II konnte nach Inkubation mit DSP 30 vermehrt auf der Oberfldche von
CLL-Zellen (fiinf Proben) detektiert werden, Zugabe von IL-2 resultierte in keiner
wesentlichen Steigerung dieses Effektes. Bei normalen B-Zellen wurde die MHC-

Klasse [I-Expression nicht untersucht.
157

-1 C1IL-2
DSP 30
10 - IR DSP 30/IL-2
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IL 2 DSP 30 DSP 30 /1L 2
Abbildung 11: MHC-Klasse-II-Induktion bei CLL-Zellen nach Stimulation mit IL-2, DSP 30 und
Kostimulation mit IL-2 und DSP 30, angegeben ist der Mittelwert der MFIRI + SEM
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2.1.9 Vergleich der MFIRI verschiedener Oberfliichenmolekiile nach Stimulation

mit DSP 30 und Kostimulation mit DSP 30 und IL-2

Tabelle

Oligonukleotidstimulation mit Kostimulation durch DSP 30 und IL-2

Tabelle

CD-Molekiil | mittlere +/- mittlere +/- P-Wert
MFIRI SEM MFIRI SEM
DSP 30 DSP30/IL2
CD 25 4.25 0.38 4.73 0.38 0.19
CD 40 2.75 0.66 2.21 0.60 0.16
CD 54 2.67 0.49 3.27 0.28 0.20
CD 58 4.03 0.25 4.11 0.19 0.58
CD 80 2.33 0.11 2.90 0.23 0.06
CD 86 3.17 0.40 3.16 0.39 0.34
MHC I 2.08 0.40 2.32 1.13 0.85
3: MFIR-Induktion bei normalen B-Zellen, der p-Wert vergleicht

Oligonukleotidstimulation mit Kostimulation durch DSP 30 und IL-2

CD-Molekiil | mittlere +- mittlere +- P-Wert
MFIRI SEM MFIRI SEM
DSP 30 DSP30/1IL-2
CD 25 10.26 1.89 23.15 3.93 0.0021
CD 40 6.58 1.37 9.86 2.63 0.22
CD 54 3.06 0.63 5.56 0.93 0.0008
CD 58 5.35 0.96 4.77 0.99 0.42
CD 80 3.32 0.49 8.98 0.84 <0.0001
CD 86 5.20 0.96 8.62 1.17 0.003
MHCI  [2.84 0.05 5.64 0.04 0.037
MHCII [8.32 5.60 8.75 4.06 0.24
2: MFIRI verschiedener CD-Molekiile bei CLL-Zellen, der p-Wert vergleicht alleinige

alleinige
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Vergleicht man beide Tabellen, wird deutlich, da} die Induktion der mittleren MFIR
nach Stimulation generell bei CLL-Zellen wesentlich hoher ist als bei normalen B-
Zellen, sie sind also empfanglicher gegeniiber einer Stimulation mit Oligonukleotiden.
Ein kostimulatorischer Effekt durch Zugabe von IL-2 ist anders als bei B-CLL-Zellen
bei normalen B-Zellen kaum nachweisbar. Besonders deutlich ist dieser Effekt bei

CLL-Zellen fiir die Molekiile CD 25, CD 40, CD 80 und CD 86.

2.2. FACS-Analyse nach alleiniger Stimulation von B-Zellen mit IL-2

Wie schon aus den oben angefiihrten Graphen ersichtlich, wurde auch der EinfluB3 von
alleiniger IL-2-Stimulation auf die Expression von Oberflaichenmolekiilen
mitbestimmt. Die Zahl der untersuchten Zellproben entspricht fiir jedes CD-Molekiil
jeweils der in Kap. 2.1 aufgefiihrten.

Die Inkubation von B-Zellen, sowohl von normalen als auch malignen, mit IL-2
bewirkte im Gegensatz zur Kostimulation mit IL-2 und DSP 30 bei keinem der
bestimmten Oberflichenmolekiile eine nennenswerte Zunahme der MFIR, die MFIRI

betrug meist ca. 1.

Oberflichen- mittlere +/-
molekiil MFIRI SEM
CD 25 1.26 0.10
CD 40 0.96 0.03
CD 54 1.03 0.06
CD 58 1.02 0.09
CD 80 1.16 0.08
CD 86 1.15 0.14
MHC I 1.03 0.03
MHC II 1.37 0.5

Tabelle 4: MFIRI bei Bestimmung verschiedener CD-Molekiile bei CLL-Proben nach IL-2 —

Stimulation
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Oberfliichen- Mittlere +-
molell MFIRI SEM
CD 25 1.00 0.04
CD 40 0.96 0.03
CD 54 1.03 0.06
CD 58 0.93 0.09
CD 80 1.09 0.06
CD 86 0.97 0.02
MHC I 1.03 0.05

Tabelle 5: MFIR-Induktion bei Bestimmung verschiedener CD-Molekiile bei normalen B-Zellen nach
IL-2 -Stimulation

2.3 FACS-Analyse nach Stimulation mit Kontrolloligonukleotiden

Zusétzlich wurden Kontrollanalysen mit Oligonukleotiden bestehend aus Poly A- und
Poly G- Sequenzen und dem Nicht-CpG-ODN pZ 2 durchgefiihrt.

Bei drei untersuchten CLL Proben fand sich weder durch Poly A - noch durch Poly G -
Sequenzen eine wesentliche MFIR-Induktion fiir CD 25 oder CD 80, die mittlere
MFIRI betrug um 1.0.

pZ 2 fiihrte bei zwei untersuchten CLL-Proben zu einer marginalen Erhdhung der

MFIR.

Med pZ2 PolyG

L L0 1]
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Abbildung 12: Exemplarische FACS-Analyse einer Mediumkontrolle sowie nach pZ 2- und Poly G-
Stimulation einer CLL-Probe, gezeigt ist die Fluoreszenzintensitdt nach Markieren der CD-25-

Molekiile (grau unterlegte Diagramme) im Vergleich zur Negativkontrolle
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3. Proliferation von normalen und malignen B-Zellen nach Stimulation

Bei elf CLL-Proben und sechs Proben von normalen B-Zellen wurde ein
Proliferationsassay durchgefiihrt. Dabei wurde der Einbau von radioaktiv markiertem
Thymidin in die B-Zell-DNA gemessen.

Als eine Konsequenz der Stimulation mit DSP 30 bzw. Kostimulation mit IL-2 war
eine Zunahme der Proliferationsrate nachweisbar. Im Proliferationsassay konnte durch
eine alleinige Stimulation mit IL-2 bei normalen und auch malignen B-Zellen kaum
DNA-Synthese induziert werden. DSP 30 bewirkte bei normalen B-Zellen eine
signifikant hohere Thymidininkorporation als bei CLL-Zellen (p = 0.04), durch
Kostimulation mit IL-2 konnte allerdings bei CLL-Zellen ein ebenso ausgepréigter
Effekt erzielt werden wie bei normalen B-Zellen, der jeweils iiber dem durch DSP 30

alleine erzielbaren lag.

1500 T
B2 Medium
C—I+IL-2
1000 - +DSP30
I +1L-2/DSP30
500 T
normale B-Zellen B-CLL-Zellen

Abbildung 13: Proliferation von B-CLL- und normalen B-Zellen nach Inkubation mit Medium, 1L-2,
DSP 30 oder DSP 30 mit [L-2, Angaben als Mittelwert + SEM in cpm (Zerfille pro Minute)

In drei unabhéngigen Versuchen fiihrte Inkubation mit dem Nicht-CpG-Oligonukleotid
pZ 2 zu keiner Proliferation von CLL-Zellen. Kostimulation mit

pZ 2 und IL-2 bewirkte eine minimale Zunahme des Thymidineinbaus.
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Abbildung 14: Proliferation einer reprdsentativen B-CLL-Probe nach Stimulation mit dem

Kontrolloligonukleotid pZ 2 und Kostimulation mit pZ 2 und IL-2

4. Produktion von Immunglobulin M und den Zytokinen IL-6, TNF o und IL-8

4.1 Ig M-Synthese nach Stimulation

Die Ig M-Synthese wurde bei sechs normalen B-Zell-Proben und 16 CLL-Proben
nach neuntédgiger Kultur untersucht.

Durch Zugabe von IL-2 konnte der durch DSP 30 verursachte Anstieg der
Immunglobulinkonzentration im Uberstand weiter erhoht werden, der Effekt war
jedoch bei CLL-Zellen nicht ausgeprégter als bei normalen B-Zellen. Die Ig M-
Produktion verglichen nach alleiniger DSP 30-Stimulation oder Kostimulation mit
DSP 30 und IL-2 unterschied sich weder bei normalen B-Zellen (p = 0.20) noch bei
malignen B-Zellen (p = 0.12) signifikant.

Weder Inkubation mit dem Kontrolloligonukletid AP1 noch Kostimulation mit AP1
und IL-2 fiihrte zu einer Erhohung der Ig-M-Sekretion bei drei unabhingigen B-CLL-

Proben.
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Abbildung 15: Ig M-Synthese bei Inkubation mit Medium, IL-2, DSP 30 oder DSP 30 mit IL-2,

angegeben ist der Mittelwert der Immunglobulinkonzentration im Kulturiiberstand in ng/ml + SEM

4.2 IL-6-Synthese nach Stimulation

Die Konzentration von IL-6 wurde im Uberstand von 14 CLL-Zell-Kulturen und von
sechs normalen B-Zell-Kulturen nach 48-stiindiger Inkubation gemessen.

In Gegenwart von Medium oder IL-2 wurde von beiden Zelltypen kaum IL-6
sezerniert. Inkubation mit DSP 30 fiihrte v. a. bei normalen B-Zellen zu einem Anstieg
der IL-6-Konzentration im Uberstand. Der kostimulatorische Effekt durch IL-2 war
bei B-CLL-Zellen besonders ausgepréigt. Hier war der Unterschied zwischen DSP 30-
Stimulation und Kostimulation mit DSP 30 und IL-2 statistisch signifikant (p = 0.002)
im Gegensatz zu normalen B-Zellen (p = 0.14). Weder pZ 2 noch pZ 2 kombiniert mit

IL-2 verursachten eine Erhohung des Interleukinspiegels in drei unabhingigen

Versuchen.
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Abbildung 16: IL-6-Produktion durch normale B-Zellen und B-CLL-Zellen nach Inkubation mit
Medium, IL-2, DSP 30 oder DSP 30 mit IL-2, Angaben als Mittelwert in pg/ml +SEM
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4.3 TNFa-Synthese nach Stimulation

Die Produktion von TNFa wurde fiir neun CLL-Proben sowie fiir sechs normale B-
Zell-Proben nach 48-stlindiger Kultur ermittelt.

Durch IL-2-Stimulation und in der Mediumkontrolle kam es bei beiden Zellarten zu
keiner nachweisbaren Sekretion von TNFa. DSP 30 vermochte die TNF a-Produktion
bei normalen und malignen Zellen zu stimulieren. Die absoluten Werte waren bei
normalen B-Zellen hoher, eine zusétzliche Steigerung der Zytokinkonzentration im
Uberstand durch Kostimulation mit IL-2 war jedoch nur bei B-CLL-Zellen in hherem
Ausmall moglich. Weder bei CLL-Zellen (p = 0.15) noch bei normalen B-Zellen (p =
0.65) war der Unterschied zwischen DSP 30-Stimulation und Kostimulation mit DSP
30 und IL-2 statistisch signifikant.

Durch Stimulation mit dem Kontrolloligonukleotid pZ 2 konnten in drei unabhéngigen
Versuchen keine meBbaren TNFa-Spiegel erreicht werden, auch nicht nach Zugabe

von IL-2.

1 —_
50 B Medium
CIL2
100 2 DSP 30
IR DSP 30/1IL 2
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normale B-Zellen B-CLL-Zellen
Abbildung 17: TNFa-Konzentration im Zelliiberstand nach Inkubation mit Medium, IL-2, DSP 30
oder DSP 30 mit IL-2 bei normalen und malignen B-Zellen, Angaben als Mittelwert + SEM in pg/ml
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4.4 1L-8-Synthese nach Stimulation

Die Produktion von IL-8 wurde nach 48-stiindiger Kultur bei vier normalen B-Zell-
Proben und bei sechs CLL-Proben untersucht.

Bei letzteren war weder im Uberstand von IL-2-stimulierten Zellen noch nach DSP 30-
oder Kostimulation eine Erhohung der IL-8-Sekretion gegeniiber der Mediumkontrolle
nachzuweisen. Die Werte lagen durchschnittlich bei ca. 85 pg/ml.

Bei normalen B-Zell-Proben fand sich eine wesentlich hohere IL-8-Sekretion, die in
der Mediumkontrolle im Bereich von ca. 2000 pg/ml lag, allerdings zeigte sich

ebensowenig eine Stimulierbarkeit durch DSP 30, IL-2 oder beide in Kombination.

5. Ergebnisse der RT-PCR

Fir CLL-Zellen von zwei Patienten wurde jeweils die Transkription von IL-6 und
TNFa-DNA auf mRNA-Ebene nachgewiesen. B-CLL-Zellen wurden unter den in
Kapitel IV erwdhnten Bedingungen 24 und 48 Stunden kultiviert, wobei mit IL-2, DSP
30, IL-2 zusammen mit DSP 30, dem Kontrolloligonukleotid AP 1 und AP 1
zusammen mit [L-2 stimuliert wurde. Ein Nullwert mit unstimulierten Zellen wurde
weggefroren und spéter zum Ausschlul des Vorhandenseins von IL-6- oder TNFaQ-
mRNA im unstimulierten Zustand oder einer Kontamination mitgefiihrt. Als Kontrolle
fiir eine erfolgreiche reverse Transkription sowie als Beladungskontrolle wurde die

mRNA des ubiquitdren 3-Aktin bestimmt.

5.1 B-Aktin - PCR
Bei beiden Versuchen war in jeder Stimulation sowie beim Nullwert B-Aktin-mRNA
nach 24 und nach 48 Stunden nachzuweisen, die reverse Transkription war somit

erfolgreich.
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Abbildung 18: f-Aktin-PCR bei Versuch 1, von links nach rechts sind aufgetragen:
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Stimulation mit DSP 30 und IL-2
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Stimulation mit DSP 30 und IL-2
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Stimulation mit AP 1 und IL-2
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> nach 24-stiindiger Inkubation
J
A
> nach 48-stiindiger Inkubation
J

489 bp

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

Abbildung 19: f-Aktin-PCR, Versuch 2, Auftragereihenfolge siche Abb. 18
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5.2 IL-6 - PCR

IL-6 mRNA konnte bei beiden Patienten nach Stimulation mit DSP 30, Kostimulation
mit DSP 30 wund IL-2, allerdings auch nach Stimulation mit dem
Kontrolloligonukleotid AP 1 und Kostimulation mit AP 1 und IL-2 nachgewiesen
werden. IL-2 alleine bewirkte keine Transkription, Mediumkontrollen und Nullwert

waren negativ. Die Ergebnisse nach 24 und 48 Stunden unterschieden sich nicht.

295 bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

295 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

Abbildungen 20 und 21: IL-6-PCR Auftragereihenfolge siche Abbildung 18

5.3 TNFa - PCR

TNFa-mRNA konnte ebenfalls nach Stimulation mit DSP 30, DSP 30 und IL-2, AP 1
sowie AP 1 und IL-2 nachgewiesen werden, nach 48 Stunden Kultivierungsdauer war
TNFa-mRNA auch nach alleiniger Stimulation mit IL-2 zu detektieren.

Mediumkontrollen und Nullwert waren jeweils negativ.
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330 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13

=
un--l_-h L--AHHH- -

330 bp

1 23 45 6 7 8 91011 1213

Abbildungen 22 und 23: TNFa - PCR bei V 1 und V 2, Auftragereihenfolge siche Abbildung 18
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VI Diskussion

B-CLL-Zellen zeichnen sich aus durch eine lange Lebenszeit bedingt durch
Arretierung in der G,-Phase des Zellzyklus (Caligaris-Cappio, 1988, S. 323) und durch
Defekte im B-Zell-Rezeptor, die zu einer gegeniiber normalen B-Zellen verminderten
Proliferation auf mitogene Reize fiihren (Nilsson, 1992, S. 33).

Diese Blockade in der Zellreifung kann z. B. durch IL-2 in Kombination mit SAC
aufgehoben werden (Fluckiger et al., 1992, S. 3178). Auch CpG-Oligonukleotide
haben antigenunspezifische stimulatorische Wirkung auf B-Zellen (Hartmann et al.,
2000, S. 949). Man kann also eine CpG-ODN-induzierte Stimulierbarkeit bei B-CLL-
Zellen vermuten, die durch IL-2 sogar noch verstirkt werden konnte.

Die Fragestellung dieser Arbeit war, wie B-CLL-Zellen auf Stimulation mit CpG-
Oligonukleotiden, IL-2 oder Kostimulation mit beiden Substanzen reagieren und wie

sich das Verhalten von B-CLL-Zellen von dem normaler B-Zellen unterscheidet.

1. Expression von Oberflichenmolekiilen nach Stimulation

Durch FACS-Analyse wurden CD 25 (a-Komponente des IL-2-Rezeptors), sowie die
kostimulatorischen Molekiile CD 40, CD 54 (ICAM-1), CD 58 (LFA-3), CD 80 (B7-
1) und CD 86 (B7-2) nachgewiesen.

CD 25 ist die a-Komponente des IL-2-Rezeptors, die in den Komplex aus - und v.-
Kette zur Ausbildung des Rezeptors mit hoher Affinitét integriert werden muf3 (Kondo
et al., 1994, S. 2026). Bei B-Zellen fiihrt Aktivierung des IL-2-Rezeptors zu
Progression im Zellzyklus mit Proliferation (Tsudo et al., 1984, S. 612) und Ig M-
Sekretion (Nakanishi et al., 1984, S. 1605).

Durch Stimulation mit CpG-ODN konnte bei normalen und malignen B-Zellen die
Expression von CD 25 auf der Zelloberflache erhoht werden, wobei der Effekt bei B-
CLL-Zellen deutlich stirker war als bei normalen B-Zellen. (MFIRI CLL-Zellen:
10.26, MFIRI normale B-Zellen: 4.25). Bei B-CLL-Zellen kam es bei Kostimulation
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mit DSP 30 und IL-2 zur weiteren Erhdhung der CD 25-Dichte auf der Zelloberfldche,
bei normalen B-Zellen bewirkte Kostimulation keinen zusétzlichen Effekt.

Ursdchlich dafiir konnten verschiedene Signaltransduktionswege in normalen und
malignen B-Zellen nach Inkubation mit CpG-ODN sein wie sie auch fiir andere
Zelltypen beschrieben sind (Hicker et al., 1999, S. 6973). Auch eine unterschiedliche
Anzahl von IL-2-Rezeptoren mit unterschiedlicher Affinitit oder Unterschiede auf
Postrezeptorebene sind mogliche Griinde. Bei CLL-Zellen kann man im Gegensatz zu
normalen B-Zellen eine Phosphorylierung der Serinreste 727 der STAT 1- und STAT
2-Proteine feststellen (Frank et al. 1997, S. 3140). Serin-Phosphorylierung ist zwar
nicht ausreichend, STAT-Proteine zu aktivieren, kann aber die Gen-Transkription
durch tyrosin-phosphorylierte STAT-Proteine verbessern (Wen et al., 1995, S. 241).
Darin konnte die ausgepragtere Koaktivierung bei CLL-Zellen begriindet sein..

Da IL-2 wiederum IL-2Ra auf der Lymphozytenoberfliche induziert (Begley et al.,
1990, S. 265), kommt es durch ein positives Feed-Back zu einer weiteren Erhéhung
der IL-2Ra-Dichte auf B-CLL-Zellen.

Auch von TNFa, welches nach CpG-ODN- und IL-2-Stimulation vermehrt sezerniert
wird , ist bekannt, daB3 es als Mediator fiir die erhohte CD-25-Expression auf B-CLL-
Zellen in Frage kommt (Trentin et al., 1994, S. 4249).

Durch erhohte IL-2-Ra-Expression sind B-CLL-Zellen vermehrt suszeptibel
gegeniiber Stimulation bzw. Kostimulation mit IL-2 und erwiinschte IL-2-Effekte wie
Progression im Zellzyklus bei den ansonsten in der G,-Phase des Zellzyklus

verweilenden Zellen (Reed, 1998, S. 14) konnen erzielt werden.

Die physiologische Funktion von CD 40 besteht darin, bei der T-Zell-abhéngigen B-
Zell-Aktivierung antigenaktivierten B-Zellen ein zusitzliches Signal zu iibermitteln,
das sie fiir ihre vollstindige Aktivierung benétigen (Noelle et al., 1990, S. 361). CD 40
auf B-Zellen bindet auf CD 40-Ligand auf T,-Zellen und es kommt zu B-Zell-
Proliferation, Differenzierung und Ig-Sekretion (Bancherau et al. 1991, S. 678).

Bei Stimulation von normalen und malignen B-Zellen mit CpG-ODN kam es zu einer
Zunahme der CD 40-Expression, durch Zugabe von IL-2 konnte nur bei CLL-Zellen

nahezu eine Verdoppelung dieses Effektes erzielt werden.
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Als Ursachen kommen wieder die schon oben erwéhnten Unterschiede in CpG-ODN-
und IL-2-vermittelter Signaltransduktion in Betracht.

Obwohl CLL-Zellen alterierte Immumglobuline auf ihrer Oberfliche tragen (Todd et
al., 1997, S. 325), sind sie schlechte Stimulatoren in MLRs (Mixed Lymphocyte
Reactions) (Dazzi et al., 1995, S. 28), wohl bedingt durch die geringe Dichte an den
kostimulatorischen B7-1- und B7-2-Molekiilen (Dazzi et al., 1995, S. 29) und an
Adhisionsmolekiilen (ICAM-1 und LFA-3) auf der Zelloberfliche. Uber CD 40/CD
40L konnen aktivierte T-Zellen allerdings eine Erh6hung der B7-Molekiil-Expression
(Ranheim et al., 1993, S. 929, Van den Hove et al., 1997, S. 575) sowie der Expression
von ICAM-1 und LFA-3 (Buhmann et al., 1999, S. 1996) auf der CLL-Zell-Oberflache
bewirken.

Die erhohte Expression von CD 40 nach Stimulation mit CpG-ODN fiihrt zudem zu
einer verstirkten Proliferation und Zytokinsekretion nach CD 40-Ligand-Bindung
(Decker et al., 2000, S. 999).

Eine Zunahme von zytotoxischen T-Zellen, die durch IL-2 Zugabe weiter gesteigert
werden konnte, wurde nach Stimulation von Zellen eines follikuldren Lymphoms tiber

CD 40 beschrieben (Schultze et al., 1997, S. 3809).

CD 54 (ICAM-1) dient als Adhdsionsmolekiil von stimulierten Zellen {iber Bindung an
den Rezeptor LFA-1 auf T-Lymphozyten und anderen Leukozyten (Makgoba et al.,
1988, S. 67) sowie als kostimulatorisches Signal zur Aktivierung von T-Zellen (Van
Seventer et al., 1990, S. 4579), v. a. von CD 8+-Zellen (Deeths et al., 1999, S. 48).
Nach Inkubation mit CpG-ODN sowohl von normalen B-Zellen als auch von B-CLL-
Zellen konnte Zunahme der CD 54-Expression nachgewiesen werden, eine zusitzliche
Hochregulierung durch Zugabe von IL-2 war nur bei CLL-Zellen deutlich, der
Unterschied zu normalen B-Zellen war aber nicht statistisch signifikant.
B-CLL-Zellen, die bekanntlich verschiedene antigene Determinanten wie
beispielsweise Verdnderungen des Zytoskelettes (Caligaris-Cappio et al., 1986, S. 233)
oder des Oberflichenimmunoglobulins (Cohen et al.,1975, S. 84) aufweisen und HLA
[-Molekiile exprimieren (Todd et al., 1997, S. 235), kdnnten durch CpG-ODN- und IL-
2-vermittelte Steigerung der ICAM-1-Expression nun CD 8+-T-Zellen vermehrt

stimulieren.
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Auch CD 58 (LFA-3) ist ein Adhdsionmolekiil mit stimulatorischer Komponente (Van
der Weil, van den Kemenade et al., 1992, S. 1467).

CpG-ODN-Stimulation fiihrte bei beiden B-Zell-Typen zu erhohter Dichte auf der
Zelloberfliache, durch Zugabe von IL-2 lieB sich aber kein zusétzlicher Effekt erzielen.
Auch die erhohte Dichte von CD 58 konnte zu einer Stimulation von T-Zellen durch

B-CLL-Zellen beitragen.

CD 80 (B7-1) ist ein wichtiges kostimulatorisches Molekiil, das als zweites Signal,
welches zur vollstindigen Aktivierung von T-Zellen nétig ist, dienen kann (Lenschow
et al., 1996, S. 233). Die niedrige Anzahl von B7-Molekiilen wird sogar fiir das
Versagen von B-CLL-Zellen als APC verantwortlich gemacht (Dazzi et al., 1995, S.
30).

Gerade in der Beeinflussung der CD 80-Expression zeigten sich CpG-ODN zusammen
mit IL-2 bei B-CLL-Zellen als sehr effizientes Stimulans, zwar fand sich auch bei
normalen B-Zellen ein additiver Effekt nach IL-2-Zugabe zu CpG-ODN-inkubierten
Zellen, bei B-CLL-Zellen war der kostimulatorische Effekt jedoch sehr ausgeprégt.
Somit konnte durch CpG-ODN/IL-2-Kostimulation von B-CLL-Zellen mit konsekutiv
erhohter B7-1-Expression Immuntoleranz gegeniiber dem malignen Zellklon
verhindert werden wie dies fiir nichtmaligne Mé&use-B-Zellen beschrieben wurde
(Yuschenkoff et al., 1996, S. 1987). Zudem konnte die APC-Funktion von B-CLL-
Zellen durch Kostimulation mit CpG-ODN/IL-2 wiederhergestellt werden. Plumas und
Chaperot haben die Stimulation von T-Zellen in allogenen Mixed Lymphocyte
Reactions mit CD 80- und CD-86-exprimierenden Non-Hodgkin-Lymphom-Zellen
beschrieben (Plumas et al., 1995, S. 3337, Chaperot et al., 1999, S. 479). Auch CD 80-
transfizierte AML-Zellen (akute myeloische Leukdmie) vermdgen allogene T-Zellen
zu stimulieren (Mutis et al., 1998, S. 1677).

B7-1 scheint einen etwas stirkeren Stimulus als B7-2 fiir naive CD 8+-Zellen

darzustellen (Fields et al., 2998, S. 5271).

CD 86 (B7-2) ist ebenso wie CD 80 ein kostimulatorisches Molekiil, das an CD 28 auf
B-Zellen bindet und T-Zellen aktiviert (Lenschow et al., 1996, S. 233).
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Bei CpG-ODN/IL-2-Stimulation von B-CLL-Zellen zeigte sich ein gegeniiber
alleiniger CpG-ODN-Stimulation zusitzlicher kostimulatorischer Effekt, der bei
normalen B-Zellen nicht nachweisbar war.

Auch fiir CD 86 wurde gezeigt, daBB es zur Immunogenitdt von malignen NHL-B-
Zellen fiihrt (Plumas et al., 1995, S. 3332, Chaperot et al., 1999, S. 479).

Im Widerspruch dazu stehen Ergebnisse von Stremmel et al., die gezeigt haben, daf3
B7-2-Molekiile anders als B7-1-Molekiile auf manchen Tumorzellen, ndmlich T-Zell-
Thymom-Zellen, eine Suppression von Antitumor-Immunitit bewirken konnen
(Stremmel et al., 1999, S. 923). Fiir CpG-ODN-stimulierte B-CLL-Zellen konnte
jedoch eine Aktivierung von allogenen und autologen T-Zellen in mixed lymphocyte

reactions nachgewiesen werden (Decker et al., 2000, S.1004).

Die Présentation von Antigenen an T-Zellen erfolgt unter MHC-Restriktion.
Extrazelluldre Proteine, z. B. bakterielle, werden intrazelluldr prozessiert und
zusammen mit MHC-Klasse- 1I-Molekiilen auf der Zelloberlaiche CD 4+-Zellen, v. a.
T-Helferzellen, présentiert und somit eine humorale Abwehrrektion initiiert (Unanue
et al., 1992, S.63). Als antigenpridsentierende Zellen fungieren dabei dendritische
Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten u. a.. Intrazelluldre Proteine hingegen, die von
den Zellen selbst synthetisiert werden, werden auf allen kernhaltigen Zellen zusammen
mit MHC-Klasse-I-Molekiilen CD 8+-Zellen, im wesentlichen an cytotoxische T-
Zellen, prasentiert, wodurch eine Abwehr von viralen und Tumorantigenen moglich
wird (York et al., 1996, S. 369).

Bei Stimulation mit CpG-ODN kam es bei CLL-Zellen zu einer deutlichen Zunahme
der MHC-Klasse-I-Molekiile, die durch IL-2 im Gegensatz zu normalen B-Zellen noch
weiter gesteigert werden konnte.

Auch MHC-Klasse-II-Molekiile konnten vermehrt auf B-CLL-Zellen nach Inkubation
mit CpG-ODN nachgewiesen werden, allerdings konnte durch IL-2 kein
kostimulatorischer Effekt erzielt werden.

Durch die erhohten Dichten sowohl von MHC-Klasse-I- als auch MHC-Klasse-II-
Molekiilen wird die APC-Funktion von B-CLL-Zellen verbessert. Neben der

vermehrten Expression von kostimulatorischen Molekiilen konnte die erhohte
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Expression von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekiilen zu einer verstirkten

Immunantwort auf B-CLL-Zellen fiihren.

Der IL-2-Rezeptor mit hoher Affinitdt wird auf normalen B-Zellen erst nach
Aktivierung, z. B. durch BCR-Bindung (Bich-Thuy et al., 1985,S. 1075) oder IL-2
selbst (Begley et al., 1990, S. 265) induziert. Von B-CLL-Zellen exprimieren die
Haélfte der Félle das CD 25-Molekiil und reagieren spontan auf IL-2 (Touw et al.,
1987, S. 1669, Hivroz et al., 1986, S. 1001).

Alleinige Stimulation mit IL-2 zeigte jedoch weder bei normalen noch bei malignen B-
Zellen  einen  wesentlichen  EinfluB  auf die  Hochregulierung  von
Oberfldchenmolekiilen.

Nach CpG-induzierter Erhohung des CD 25-Antigens, die bei CLL-Zellen deutlich
ausgeprégter als bei normalen B-Zellen ist, wird ein kostimulatorischer Effekt bei IL-
2-Koaktivierung nur bei CLL-Zellen deutlich, die im Gegensatz zu normalen B-Zellen
schon im Ruhezustand hochaffine IL-2-Rezeptoren exprimieren. Fiir unstimulierte
CLL-Zellen ist bekannt, dal3 sie heterogen auf IL-2 reagieren (Karray et al., 1987, S.
1105, Hivroz et al., 1986, S. 1001), was dadurch verursacht sein kann, daf} die in
dlteren Arbeiten verwendeten B-CLL-Zellen bedingt durch die Aufreinigungstechnik
héufig mit T-Zellen kontaminiert waren, die auf IL-2 reagierten. Es kdnnten aber auch
zufdllig B-CLL-Proben ausgewihlt worden sein, die nicht spontan auf IL-2 reagieren.
Der IL-2 Effekt ist bei malignen B-Zellen stark von Kostimulation abhéngig (Karray et
al., 1987, S. 1008), die in dieser Arbeit durch CpG-ODN gegeben ist.

2. Proliferation

Proliferationsreize fiir B-Zellen sind BCR-Bindung und CD 40-Ligation (Banchereau
et al., 1992, S. 125) aber auch IL-2 (Nelson et al., 1998, S. 14) und CpG-ODN (Liang
etal., 1996, S. 1119).

Im  Proliferationsassay = zeigte  sich, daB die = CpG-ODN-induzierte
Thymidininkorporation bei normalen B-Zellen wesentlich hoher ist als bei malignen
B-Zellen. Durch Kostimulation mit IL-2 konnte allerdings bei B-CLL-Zellen eine

ebenso ausgeprigte Proliferation wie bei normalen B-Zellen erreicht werden.
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Kostimulation scheint also eine Moglichkeit zu sein, das verminderte Ansprechen von
B-CLL-Zellen auf proliferative Reize, wie es auch fiir BCR-Rezeptor-Bindung
bekannt ist (Nilsson, 1992, S. 33), zu umgehen. Bei B-CLL-Zellen findet man eine
eingeschriankte Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivitdt (Lankester et al., 1995, S. 1090), die
durch konstitutionelle Verdnderungen in der IL-2-initiierten Signaltransduktion (Frank
et al., 1997, S. 3140) eventuell umgangen werden kann.

Da TNFa einen autokrinen Wachstumsfaktor fiir B-CLL-Zellen darstellt, (Cordingley
et al., 1988, S. 969) wire auch eine TNFa-vermittelte Proliferation von B-CLL-Zellen
nach Koaktivierung mit CpG-ODN und IL-2 moglich. TNFa wird nach

Kostimulierung vermehrt von malignen B-Zellen sezerniert.

3. Immunglobulin- und Zytokinsynthese

Aktivierte B-Zellen produzieren zundchst Immunglobulin der Klasse M, bevor sie auf
andere Immunglobulinklassen umschalten (Banchereau et al., 1992, S. 125).

Durch Kostimulation mit IL-2 konnte die durch CpG-ODN allein erzielte IgM-
Sekretion sowohl bei normalen als auch bei malignen B-Zellen erhoht werden,
generell produzierten B-CLL-Zellen jedoch weniger IgM.

Der Nachweis einer Erhoéhung der Sekretion von Ig M wird als Zeichen der

Differenzierung interpretiert.

IL-6 verhindert TNFa-induzierte Proliferation von B-CLL-Zellen (Reittie et al., 1996,
S. 83). Zudem wird vermutet, da3 es einer Progression bei CLL entgegenwirkt, da bei
fortgeschrittenen Krankheitsstadien IL-6 in niedrigeren Konzentrationen nachgewiesen
werden konnte als bei Anfangsstadien (Hulkkonen et al., 1998, S. 478).

Im ELISA war die IL-6 Konzentration bei B-CLL-Zellen zwar jeweils niedriger als bei
normalen B-Zellen, durch Kostimulation mit CpG-ODN und IL-2 konnte bei malignen
B-Zellen aber eine signifikante Erhéhung der IL-6-Sekretion erzielt werden. In der
PCR konnte dieser quantitative Unterschied nicht nachgewiesen werden, jedoch die
Induktion von IL-6-mRNA durch CpG-ODN und CpG-ODN mit IL-2 im Gegensatz

zur alleinigen IL-2-Stimulation.
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Die CpG-ODN- und IL-2-verursachte Erhéhung der IL-6 Produktion durch B-CLL-
Zellen konnte aus oben genannten Griinden eine Progression bei B-CLL

verlangsamen.

TNFa wird als auto- und parakriner Wachstumsfaktor fiir B-CLL-Zellen diskutiert
(Cordingley et al., 1988, S. 969, Van Kooten et al., 1992, S. 1299).

Im ELISA fiihrte CpG-ODN-Stimulation bei beiden Zellarten zu einer Erhohung der
TNFa-Sekretion mit hoheren absoluten TNFo-Konzentrationen bei normalen B-
Zellen, ein additiver Effekt nach IL-2-Zugabe war bei CLL-Zellen deutlicher.
Alleinige IL-2-Stimulation fiihrte zu keiner nachweisbaren TNFa-Sekretion. In der
PCR konnten diese Ergebnisse qualitativ reproduziert werden, TNFa-m-RNA war
jedoch nach 48 Stunden Inkubation mit IL-2 zu detektieren, ein Zeitpunkt, zudem
wahrscheinlich die Sekretion nach ebenfalls 48-stiindiger Inkubation noch nicht
stattgefunden hatte. Die PCR ist zudem sensitiver als ein ELISA.

Bei B-CLL-Zellen wurde eine Erhdhung von TNFa-Sekretion und TNFa-Rezeptoren
durch IL-2 nachgewiesen (Larsson et al., 1993, S. 226). Fiir CpG-ODN ist bekannt,
dal sie die TNFa-Sekretion bei normalen PBMCs und B-CLL-Zellen erhdhen
(Hartmann et al., 1996, S. 429, Decker et al., 2000, S. 1001). Da TNFa als
Wachstumsfaktor auf CLL-Zellen wirkt (Cordingley et al., 1988, S. 969, Van Kooten
et al., 1992, S. 1299) ist eine Steigerung der Sekretion jedoch therapeutisch nicht
erwiinscht.

IL-8, das die Akkumulation von B-CLL-Zellen auf autokrine Weise fordert (Francia di
Celle et al., 1996, S. 4382), wurde von B-CLL-Zellen nach allen durchgefiihrten
Stimulationen nur in geringen Konzentrationen sezerniert, bei normalen B-Zellen war
die Basissekretion hoher, konnte aber durch CpG-ODN und bzw. oder IL-2 nicht
weiter erhoht werden. Durch CpG-ODN ist also keine sich nachteilig auswirkende IL-
8- vermittelte Akkumulation von CLL-Zellen zu befiirchten.

Die Ergebnisse von IL-6-, TNFa- und IL-8-ELISA lassen auch die Aussage zu, daf3
CpG-ODN nicht einen unspezifischen Effekt auf die Zytokinproduktion haben,
sondern die IL-6 und TNFa-Sekretion beispielsweise selektiv erhdhen, die von IL-8

dagegen nicht.
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4. Therapeutische Moglichkeiten

Aufgrund der immunmodulatorischen Wirkungen der CpG-ODN liegt ein
therapeutischer Einsatz als Vakzinadjuvans, bei allergischen Erkrankungen und in der
Immuntherapie von malignen Erkrankungen nahe (Krieg et al., 1999, S. 113).
CpG-DNA induziert stirkere Immunantworten als iibliche Adjuvantien bei Impfungen
(Weeratna et al., 2000, S. 1755), z. B. konnten HbsAg-Titer und Serokonversionsrate
bei Orangutans nach Hepatitis-B-Impfung erhoht werden (Davis et al., 2000, S. 1920).
Bei Asthma bronchiale verhinderte Verabreichung von CpG mit dem Allergen die
Induktion von Th2-Immunatnwort-vermittelnden Zytokinen, IgE-Produktion und
bronchiale Hyperreagibilitit (Kline et al., 1998, S. 2555).

Die Antitumor-Aktivitit von bakteriellen Extrakten wurde schon vor iiber 100 Jahren
durch W. Coley erkannt. Er konnte durch die lokale Injektion von
Streptokokkenlysaten in Sarkome deren voriibergehende Riickbildung erzielen
(Wiemann et al., 1994, S. 529). Bei B-CLL ist anzunehmen, dal CpG-ODN-
Aktivierung die malignen B-Zellen zu effektiven APCs werden 146t, die MHC I - und
MHC II -Molekiile und kostimulatorische Molekiille zusammen mit antigenen
Determinanten wie verdndertes Oberflichenimmunglobulin (Todd et al., 1997, S. 235)
exprimieren und so eine T-Zell-Anergie gegeniiber den Tumorzellen itiberwunden
werden kann. Dies wurde auch fiir Prd-B-ALL-Zellen nach erhohter B7-1- und B7-2-
Expression und CD 40-Aktivierung (Cardoso et al., 1996, S. 41) und auch fiir B-CLL-
Zellen (Buhmann et al., 1999, S. 1992) beschrieben.

CpG-ODN haben sich im Maiuse-Lymphom-Modell sowohl als effektive
Immunadjuvantien bei Tumorvakzinen (Weiner et al., 1997, S. 10833, Liu et al., 1998,
S. 3730) als auch als unterstiitzend wirksam in der monoklonalen Antikorpertherapie
(Woolridge et al., 1997, S. 2994) erwiesen. Bei Méausemelanomen konnte eine
Verlangsamung des Wachstums durch Protein-CpG-Vakzinen erzielt werden durch
erhohte Aktivitit von zytotoxischen T-Zellen (Davila E. et al., 2000, S. 539).
Intraldsionale Injektion von bakterieller DNA in Tumoren konnte deren Regression
bewirken (Yamamoto S. et al., 1992, S. 983, Carpentier A. F. et al., 1999, S. 5429).
Die systemische Applikation von CpG-ODN birgt aber auch Gefahren.
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Durch die Induktion von Anti-DNA-Antikérpern konnten bei Kreuzreaktivitit mit
korpereigener DNA Autoimmunkrankheiten wie SLE getriggert werden (Krieg, 1995,
S. 284), insbesondere da die aus dem Plasma von SLE-Patienten isolierte DNA reich
an CpG-Motiven und wenig methyliert ist, was auf einen bakteriellen Ursprung
hindeutet (Krapf et al., 1989, S. 115). Es wurde jedoch gezeigt, dal CpG-DNA weder
bei normalen noch bei disponierten Mausen SLE auslost und bei letzteren sogar den
Krankheitsverlauf mildert (Gilkeson et al., 1996, S. 1389, Mor et al., 1997, S. 293).
Die Balance zwischen Thl- und Th2-Immunantwort wird zugunsten der Th1-Antwort
verschoben, was in der Therapie von allergischen Erkrankungen (Van Uden et al.,
1999, S. 902) und bei Verwendung als Adjuvans mit Vakzinen (Roman et al., 1997, S.
829) durchaus von Vorteil ist, jedoch z. B. die Abwehr von parasitiren Antigenen
schwicht. Organspezifische Autoimmunkrankheiten, die durch verstirkte Thl-
Antworten gefordert werden, konnen durch CpG-ODN getriggert werden. So konnte in
einem Molekularmimikry-Modell Autoimmunmyokarditis bei simultaner Injektion
von CpG-ODN und Chlamydien-Antigen ausgelost werden (Bachmaier et al., 1999, S.
1335).

Im murinen Modell wurde sogar die Auslosung eines TNFa-vermittelten septischen
Schockes beschrieben bei mit D-Galaktosamin fiir TNFa sensibilisierten Méusen
(Sparwasser et al., 1997, S. 386). Die produzierte TNFa-Menge war dabei von den
applizierten DNA-Mengen abhidngig. Fraglich ist, ob therapeutisch verabreichte
Mengen auch beim Menschen zu septischen Reaktionen fithren koénnen. Ein Anstieg
der TNFa-Produktion wurde fiir normale sowie maligne B-Zellen nach CpG-ODN-
Stimulation mit Steigerung bei IL-2-Zugabe in dieser Arbeit nachgewiesen.

Bisher wurden Oligonukleotide nur in der Antisense-Therapie von malignen
Erkrankungen eingesetzt, wobei als hdufigste Nebenwirkung eine reversible
Thrombozytopenie bedingt durch das Thioat-Geriist der ODN auftrat (Cotter F. E.,
1999, S. 9).

Mehrere klinische Studien konnten einen Benefit fiir Patienten mit malignen
Erkankungen durch IL-2-Therapie nachweisen. Sowohl bei fortgeschrittenen

Melanomen als auch bei AML (Akute myeloische Leukdmie) in der ersten kompletten
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Remission zeigte sich eine Verlidngerung der Uberlebenszeit durch IL-2-Applikation
(Keilholz et al., 1998, S. 2921, Chang et al., 2001, S. 88, Cortes et al., 1997, S. 1506).
Als therapeutische Applikationen von CpG-ODN und IL-2 bei B-CLL kommen neben
der In-vivo-Gabe noch weitere Varianten in Betracht. Es besteht die Moglichkeit einer
Tumor-Vakzine mit B-CLL-Zellen, die in vitro mit CpG-ODN und IL-2 stimuliert
wurden. Auch ein adoptiver T-Zell-Transfer von T-Zellen, die mit stimulierten B-
CLL-Zellen in vitro inkubiert wurden, wire moglich. Durch extrakorporale
Stimulation mit CpG-ODN und IL-2 kénnen Nebenwirkungen minimiert werden.
Derzeit werden Studien der Phasen 1 und 2 in den USA und Deutschland durchgefiihrt
(Weiner G. J., 2000, S. 455).

Zusammenfassend stellen CpG-ODN eine vielversprechende Substanz dar, die bei

CLL mit oder ohne IL-2 therapeutisch eingesetzt werden kann.
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VII Zusammenfassung

B-CLL-Zellen sind langlebige Zellen, die aufgrund einer Apoptoseinhibition
akkumulieren. Sie fiihren zu einer unzureichenden Immunantwort, bedingt durch die
geringe Dichte an T-Zell-aktivierenden Oberflichenmolekiilen. Durch CpG-ODN
(bakterielle DNA) und IL-2 koénnen diese Oberflichenmolekiile bei normalen und
malignen B-Zellen hochreguliert sowie Proliferation und Sekretion von
Immunglobulin und Zytokinen induziert werden. Diese Arbeit untersuchte die
Expression der Oberflichenmolekiile CD 25, CD 40, CD 54, CD 58, CD 80, CD 86,
MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II, die Produktion der Zytokine IL-6, IL-8 und TNFa
sowie die Sekretion von Ig M nach Stimulation mit CpG-ODN oder IL-2 bzw.
Kostimulation mit CpG-ODN und IL-2 bei B-CLL-Zellen im Vergleich mit normalen
B-Zellen.

Folgende Methoden kamen zum Einsatz: Die Oberflichenmolekiile wurden
mittels FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter) bestimmt, Immunglobulin
M sowie die Zytokine wurden sowohl mit ELISAs nach dem Sandwichprinzip als auch
mit einer RT-PCR auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Zudem wurden
Proliferationsassays durchgefiihrt.

Bei den bestimmten Oberflaichenmolekiilen konnte fiir B-CLL-Zellen nach alleiniger
IL-2-Stimulation kein Effekt nachgewiesen werden. Das CpG-ODN DSP 30 fiihrte zur
vermehrten Expression aller untersuchten Oberfldchenmolekiile. Durch Kostimulation
mit [L-2 und DSP 30 konnte bei allen Oberfldchenmolekiilen auler CD 58 zusitzlich
zur Stimulation mit DSP 30 eine weitere Hochregulierung erreicht werden.

Die gegeniiber normalen B-Zellen reduzierte Proliferationsrate nach DSP 30-
Stimulation konnte durch Kostimulation mit IL-2 und DSP 30 bei B-CLL-Zellen auf
dieselbe Hohe gebracht werden wie bei normalen B-CLL-Zellen.

Sowohl fiir die Sekretion von Ig M als auch von TNFo und IL-6 wurde im ELISA eine
Steigerung bei Kostimulation mit DSP 30 und IL-2 gegeniiber der alleinigen DSP 30-
Stimulation gezeigt. IL-2 alleine fiihrte zu keiner Zunahme der Sekretion. Die
Ergebnisse konnten qualitativ in der RT-PCR reproduziert werden. IL-8-Produktion

war nicht induzierbar.
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Diese Resultate deuten auf eine verbesserte APC-Funktion von B-CLL-Zellen nach
CpG-ODN- und IL-2-Stimulation durch vermehrte Expression von kostimulatorischen
Molekiilen zusammen mit MHC-Klasse- I- oder MHC-Klasse- II-Molekiilen und
antigenen Determinanten wie z. B. verdndertes Oberldchenimmunoglobulin hin und

legen einen therapeutischen Einsatz in vivo oder in vitro nahe.
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