Aus der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde
der Universitat zu Lubeck
Direktorin Prof. Dr. med. B. Wollenberg

UNTERSUCHUNG DER FUNKTIONELLEN BEEINFLUSSUNG
HUMANER PLASMAZYTOIDER DENDRITISCHER ZELLEN
DURCH HNSCC -

DIE REGULATION DER IFN-a SEKRETION

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Sabrina Jeske

aus Minden

Libeck 2012



1. Berichterstatterin: Prof. Dr. med. Barbara Wollenberg

2. Berichterstatter/Berichterstatterin: Priv.-Doz. Dr. med. Sebastian Fetscher

Tag der mandlichen Prifung: 16.10.2012
Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 16.10.2012

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



FUr meine Eltern und alle anderen

- die nie aufgegeben haben






Inhaltsverzeichnis

INNAIESVEIZEICNNIS .ttt \Y
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS .uuiiii e e VI
1 L T £ 1 U o P 1
1.1 Ausgangspunkt und Ziele der Arbeit............oooevuviiiiiiiiiieeeee e 1
1.2 Das humane Immunsystem und Gefahrensignale..............ccccooeviiieiiiiiiininnnnnn. 3
1.2.1 Spezifische und unspezifische Immunabwehr..................ccooviiiiiiennnee, 3
1.2.2 Phylogenetisch konservierte Erkennungsmuster der Pathogene.............. 4
1.2.3 TOll-like REZEPLOIEN ...cooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
1.2.4 TH1 versus TH2 Antwort — der Einfluss von Zytokinen auf die funktionelle
AKtivitat des IMMUNSYSTEMS ......ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 6

1.3 Dendritische Zellen im humanen Immunsystem ............ccccoeeeeeeeee, 7
1.3.1 Die plasmazytoide dendritische Zelle ...........cooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 8

1.4 CpG OligodesoxynuKIEOtIde .............ceiiieiiiiiiiiiiic e 14
1.4.1 Unterschiedliche Klassen von CpG ODN .........cccooiiviiiiiiiii i, 15
1.4.2 Erkennung von CpG ODN durch TLRO .......cooiiiiiiiiiiiee e, 17
1.4.3 Wirkungsweise von CpG ODN auf das Immunsystem ............ccccccvvveenn. 18

1.5 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches.............ccccooeeeeeiviiiiinnnnnnn. 20
1.5 1 IMMUNEESCAPE .. it e ettt e e e e et e e e ea e e eaa s 21

2 Material und MethOTEN ..........uuiiiiiiiiiiiiii e 26
2.1 MALErIAl..ccoiiiiiiiiiiiiii 26
2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien...............c..uuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 26
2.1.2 Chemikalien und REAJENZIEN........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeeeeaaeeaees 27

P2 I B o L= = o =T o 4 [T o 27
2.1.4 Puffer und ZellMedieN ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 28
2.1.5 ASSays UNA MOAUIE ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29



P2 LT Y 111 o = 30
2.1.7 OligodesSoXYNUKIEOTIAE ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 31
2.1.8  ZYHOKINE ...ttt 32
2.1.9 Zelllinien und primare Zellen ................uuueieimiiiimiiiiiiiiiiiiiieeieeeanes 33
2.2 MEENOUEN......coiiiiiiiiiiiiiei e 34
2.2.1  ZellKuRUrarDeten ... 34
2.2.2  ZEIKURUT ... 34
2.2.3 Bestimmung der Zellzahl ... 34
2.2.4 Kultivierung von HNSCC Zellen .........ouvveeiiiiiiiieeeeeee e 35
2.2.5 Isolierung von mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut............. 36
2.2.6 Separation plasmazytoider dendritischer Zellen mittels magnetischer
ZElISOMIEIUNG....cciiiiiiiiiiiieeieie e 37
2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden im Photometer ........ 38
2.2.8 Kultivierung und Stimulierung plasmazytoider dendritischer Zellen........ 38
2.2.9  TFN-O ELISA ...ttt 39
2.2.10 ProteinbiOCNEMIE. .....coii i 41
2.2.11 Durchflusszytometrie (FACS-ANAIYSE) ....cccoeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 43
2.2.12 Wachstumsanalyse (MTT-TESL) .....cooururiiiiiiieeeeeeeee e 45
2.3 StatiStISChE ANAIYSE......cce i 46
ErgEDNISSE oo ——— a7

3.1 Charakterisierung der IFN-a Sekretion von plasmazytoiden dendritischen

Zellen nach Stimulierung mit CpG ODN in Abhé&ngigkeit von Zeit und

KONZENITATION ...ttt 47
3.1.1 Bestimmung der IFN-a Sekretion in Abhéngigkeit der Konzentration des
KIasse A CPG ODN 2216 ......ccoeeiiiiiiiiieee ettt eeeeeenes 47
3.1.2 Bestimmung der quantitativen IFN-a Ausschuttung der isolierten pDCs
als Antwort auf unterschiedliche Klassen CpG ODN.............coeeeeeeeeenn. 49
3.1.3 Untersuchung der IFN-a Sekretion in Abhangigkeit der Inkubationsdauer.



3.2 Der Einfluss von HNSCC auf die CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion ...... 55

3.2.1 Ein I6slicher Faktor im Tumormilieu bedingt die Hemmung der CpG ODN

induzierten IFN-a AusSChUttUNG ........cooviiiiiiiii e, 55

3.2.2 Vergleich der Auswirkungen von HNSCC auf die unterschiedlichen
Klassen der CPG MOLIVE ......coooviviiiiiiii e e e e e e eenans 57

3.2.3 Untersuchung zur Auswirkung der Vorinkubation mit HNSCC auf die
CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion ..........ccccceeeviiiiiiiiiiiieeeeeinn 59

3.2.4 Untersuchungen zum Einfluss von IL-6, IL-8 und IL-10 auf die CpG
induzierte IFN-0 AUSSChULIUNG ......uuuiiiiiiiiiiiiiii 60

3.2.5 Apoptose und Zelltod von pDCs unter dem Einfluss von HNSCC,
Interleukin-6, IL-8, IL-10 und CpG ODN ........oovviiiiiiiieiieeeeiee e, 65

3.2.6 Der Einfluss des Interleukin-10-Rezeptor Antikorpers auf die CpG ODN
2216 induzierte IFN-a Sekretion von pDCs unter dem Einfluss von
HNSCC UNA IL-10 ..o e e e e 67

3.3 IFN-a Sekretion von pDCs in Kultur mit PBMCs.........ccoooovviiiiiiiiiieee, 69

3.4 Expression der Toll-like Rezeptoren TLR1, TLR7 und TLR9 unter dem
Einfluss von HNSCC und CpG ODN ......cooiiiiiiiiiii e 70

3.5 Der Einfluss von CpG ODN Motiven und dem IL-10-Rezeptor Antikdrper auf
die Proliferation vONn HNSCC ........cooiiiiiiii e e e 74

3.6 Der Einfluss von Phosphothioat-Modifizierungen und Poly-Guanosin
Verlangerung am 3’Ende von CpG ODN auf die IFN-a Sekretion und
Differenzierung der PDCS .......oooiiiiiiiiie e 76

3.6.1 Funktionsanalyse der IFN-a Induktion nach Modifikation der CpG ODN
1Y =0 (1] o P 76

3.6.2 Expression von Toll-like Rezeptoren, Migrations- und Reifemarkern von
pDCs nach Stimulation mit modifizierten CPG ODN Motiven................. 77

(DI AU ETo Lo ] o T T TP 82

4.1 Die CpG induzierte IFN-a Sekretion von pDCs ist zeit- und

konzentrationSabNANGIG........coovuriiiee e 82

4.1.1 Faktoren die auf die CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion von pDCs
EiNfluSS NENMEN ... e 83



4.2 Einfluss von HNSCC auf die Funktionalitdt der pDCS.........cccoovveviiiviiiiieeeenn. 85

4.2.1 Der Riuckgang der TLR9 Expression als Erklarung der verminderten

IFN-a Sekretion unter HNSCC EinflusSS?.........uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 86
4.2.2 Die Wirkung von IL-10 auf PDCS .......coiiiiiiiiiiiiiiiic e, 87
4.3 Die Wirkung der Strukturunterschiede/-modifikationen der CpG ODN ......... 88

4.4 pDC, das Bindeglied zwischen Immunstimulation und Toleranzinduktion ....82
4.5 Bisherige Therapiemoglichkeiten und Therapieansatze ...........cccccccceeeeeeennn. 91

4.5.1 Therapeutische Mdglichkeiten mit CpG ODN bei Tumorerkrankungen..95

4.6 IN VItrO VEISUS N VIV ...iiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e 99
4.6.1 pDCs in Reinkultur versus PBMCS.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 100
ZUSAMMENTASSUNG oo iiiiieeeeeee e 101
LiteratuUrVerZeICNNIS ... .. it 103
DANKSAQUNG ...ttt 119
VeroffentliChUNgeN ... 120

Y 01 =1 o 122

9.1 ADbbIldungSVerZeIChNIS .......ccooiiii e 122
9.2 TabellenVerzeiChNiS ...........ueiiiiiiiiii e 124
9.3 Eidesstattliche VErsiCherung ........ccccoooeeiiiiiiiiiiiii e 125
9.4 LEDENSIAUT ... 126

Vil



Abkurzungsverzeichnis

Gelaufige Mal3einheiten und Abkirzungen werden als bekannt vorausgesetzt.

Abb.
AK
APC

BDCA
bFGF

CD
COX
CpG

DC

DMEM
DMSO
DSMZ

EDTA
ELISA
et al.

FACS
FAP
FCS
FITC

GM-CSF

HLA
HNSCC

HRP

IFN
i.V.

LMWF
LTB4

MACS
MAPK
mDC
MFI
MHC

Abbildung
Antikdrper
Antigen prasentierende Zelle

blood dendritic cell antigen
basic fibroblast groth factor

cluster of differentiation
Cyclooxygenase
Cytidin-Guanosin-Dinukleotid

dendritic cell / dendritische Zelle

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Dimethylsulfoxid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Ethylendiamintetraacetat
enzym-linked immunosorbent assay
lat.: et alii (Maskulinum) / und andere

fluorescence-activated cell sorting / Durchflusszytometer
Fibroblasten-Aktivierungs-Protein

fotales Kalberserum

Fluorescein (Fluoreszenzfarbstoff)

granulocyte-monocyte colony-stimulating factor / Granulozyten-
Monozyten Kolonie-stimulierender Faktor

human leukocyte antigen / humans Leukozyten Antigen

human head and neck squamous cell carcinoma / humans Kopf und
Hals Plattenepithelkarzinom

horseradish peroxidase / Meerrettich-Peroxidase

Interferon
intravenos

Ligand
low molecular weight factors / Niedrigmolekulargewicht Faktoren
Leukotrien B4

magnetic-activated cell sorting / magnetisch aktivierte Zellsortierung
mitogen-activated protein kinase / Mitogen-aktivierte Proteinkinase
myeloide dendritische Zelle

mean fluorescence intensity / mittlere Fluoreszenzintensitat

major histocompatibility complex / Haupthistokompatibilitatskomplex

Vil



ng

oD
ODN

PAF
PBMC
PBS
pDC
PE
PeCy7
PerCP
P9
PGE
PTO

RIPA

SEM
S.C.
SDS
STAT3

TGF
TH
TLR
TMB
TNF
Treg

VEGF

Nanogramm (10°g)

Optische Dichte
Oligodesoxynukleotid

platelet activating factor / Plattchen aktivierender Faktor

peripheral blood mononuclear cells / periphere mononukleare Blutzellen
phosphate-buffered saline / Phosphat gepufferte Salzldsung
plasmazytoide dendritische Zelle

Phycoerythrin (Fluoreszenzfarbstoff)

Phycoerythrin-Cy7 (Fluoreszenzfarbstoff)

Peridinin Chlorophyll Protein (Fluoreszenzfarbstoff)

Pikogramm (10™*4g)

Prostaglandin

Phosphothioat

Rezeptor
Bestimmtheitsmafl/Determinationskoeffizient
radio immunoprecipitation assay

Standard Error Mean / Standardfehler des Mittelwertes

subkutan

Sodium Dodecyl Sulfate / Natriumdodecylsulfat

signal transducer and activator of transcription 3 / Signalgeber und
Aktivator der Transkription 3

transforming growth factor / umwandelnder Wachstumsfaktor
T helper cell / T-Helferzelle

Toll-like Rezeptor

Tetramethylbenzidin

Tumor Nekrose Faktor

regulatorische T-Zelle

vascular endothelial growth factor / Angiogenese-Wachstumsfaktor

Weitere Abkirzungen sind an gegebener Stelle im Text erklart.
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1 Einleitung

1.1 Ausgangspunkt und Ziele der Arbeit

Im Rahmen der Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ,Tumorbiologie/
Immuntherapie von Kopf-Hals-Karzinomen® soll in dieser Doktorarbeit die
Funktionsweise der humanen plasmazytoiden Zellen im Abwehrmechanismus des
menschlichen Immunsystems gegen Kopf-Hals-Karzinome (HNSCC) genauer
untersucht und diskutiert werden.

Kopf-Hals-Karzinome werden von Effektorzellen des Immunsystems infiltriert, jedoch
zeigt sich bei den Patienten eine deutliche Verminderung der zellvermittelten
Immunfunktionen. In Vorarbeiten konnte auch die Anwesenheit von plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) in soliden Tumoren und in deren drainierenden
Lymphknoten nachgewiesen werden. pDCs sind neben ihrer Funktion als Antigen-
prasentierende Zellen zusatzlich durch die Bildung von gro3en Mengen an Typ | IFN
(IFN-a und IFN-B) charakterisiert und spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von
viralen Infektionen. CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG ODN) sind kurze
Palindromsequenzen und bis heute der einzige definierte mikrobielle Stimulus der
von pDCs uber die Expression des Toll-like Rezeptors-9 erkannt wird und eine
Ausschittung von IFN-a seitens dieser bewirkt. Sie stellen somit ein potentes
Gefahrensignal dar und sind in der Lage eine effektive Immunantwort gegen ein
gleichzeitig detektiertes Antigen auszulosen. pDCs stellen daher aufgrund ihrer
immunstimulierenden Wirkung durch ihre IFN-a Produktion einen vielversprechenden
Ansatz in der Krebstherapie dar. Jedoch konnte in Untersuchungen festgestellt
werden, dass die Tumorzellen einen negativen Einfluss auf die Funktionalitat der
IFN-a Produktion der pDCs haben.

Gegenstand der hier vorliegenden Dissertation ist es, den Einfluss, den Tumorzellen
des Kopf-Hals-Bereiches auf die plasmazytoide dendritische Zelle nehmen, genauer
zu untersuchen. Es soll die Auswirkung auf die Regulation der IFN-a Sekretion
untersucht werden, wie dieser Mechanismus funktioniert und ob dieser eventuell

umkehrbar ist.
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Die Fragestellung dieser Arbeit gliederte sich wie folgt:

1) Wie reagieren plasmazytoide dendritische Zellen auf die Stimulation mit CpG
ODN?
a. Welche Konzentration ergibt einen optimalen Stimulus?
b. In welchem Zeitraum findet das Maximum der INF-a Sekretion statt?
c. Wie verhalt sich die IFN-a Sekretion der einzelnen CpG ODN Klassen?

Welche Unterschiede zeigen sich in der Kinetik?

2) Welchen Einfluss hat HNSCC auf die CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion von
plasmazytoiden dendritischen Zellen?
a. Handelt es sich hierbei um einen I6slichen Faktor im Tumormilieu oder
um einen Effekt der durch Zell-Zell-Kontakt hervorgerufen wird?

b. Ist dieser Einfluss blockierbar?

3) Welchen Einfluss haben Strukturmodifikationen am CpG ODN auf die induzierte

IFN-a Sekretion?
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1.2 Das humane Immunsystem und Gefahrensignale

Das Immunsystem stellt ein ausgekliigeltes Netzwerk an Abwehrzellen, l6slichen
Proteinen und Organen dar, die es ermdglichen Pathogene zu erkennen und diese
zu bekampfen. Hierbei muss es dem Organismus vor allem aber auch gelingen
zwischen korpereigenen funktionstichtigen Zellen und korperfremden, sowie
entarteten korpereigenen Zellen zu unterscheiden. In der Pathogenese von Allergien
und Autoimmunerkrankungen, sowie der Entstehung von Krebserkrankungen zeigt
sich, dass dieses manches Mal eine grol3e Herausforderung darstellt und auch nicht
immer einwandfrei funktioniert.

Betrachtet man nun die Modulation dieses Systems als Therapieoption in der
modernen Medizin, ist es somit von grundlegender Wichtigkeit die einzelnen
Vorgange und Regulationsmechanismen zu verstehen, um punktuell und wirksam

darin eingreifen zu kénnen.

1.2.1 Spezifische und unspezifische Immunabwehr

Innerhalb der immunologischen Abwehr unterscheidet man ein unspezifisches
(angeborenes) und ein spezifisches (adaptives/erworbenes) Immunsystem.

Die Hauptfunktionen des unspezifischen Immunsystems bestehen aus Phagozytose,
Freisetzung von Mediatoren und Antigenprasentation. Die wichtigsten Zellen sind
hierbei neutrophile Granulozyten, Monozyten, natlrliche Killerzellen und
Makrophagen, sowie das Komplementsystem. Das angeborene Immunsystem
funktioniert Uber bereits in der Keimbahn kodierte Rezeptoren und kann dadurch z.B.
auch zwischen korpereigenen und -fremden Zellen unterscheiden. Somit kann die
angeborene Immunabwehr Pathogene bekdmpfen, ohne dass der Organismus
vorher mit dem Erreger selbst Kontakt gehabt hat. Auch die Toll-like Rezeptoren
gehoren zu diesem System. Die Makrophagen stellen das Bindeglied zwischen
unspezifischer und spezifischer Abwehr dar. Nachdem sie einen Erreger phagozytiert
haben, werden spezifische Proteine von ihm mit dem major histocompatibility
complex (MHC) kombiniert und so den T-Lymphozyten préasentiert 2.

Das spezifische Immunsystem zeichnet sich durch die Anpassungsfahigkeit
gegenuber neuen oder veranderten Krankheitserregern aus. Durch die sogenannte

somatische Rekombination wahrend der Zellreifung ist es mdglich eine grol3e


http://de.wikipedia.org/wiki/Keimbahn
http://de.wikipedia.org/wiki/Rezeptor
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Variation an Immunglobulinen und Antigenrezeptoren zu gewahrleisten, so dass die
Zellen der adaptiven Immunabwehr in der Lage sind, Antigene der Angreifer zu
erkennen und gezielt zellulare Abwehrmechanismen und molekulare Antikérper zu
bilden (klonale Expansion). Neben antigenpréasentierenden Zellen (APC), zu denen
auch die plasmazytoiden dendritischen Zellen gehéren, stellen zwei Gruppen von
Zellen die wesentlichen Elemente der adaptiven Immunitat dar. Die T-Lymphozyten,
welche zum einen die zellvermittelte Immunantwort gewahrleisten und zum anderen
die B-Lymphozyten unterstitzen, sowie die B-Lymphozyten selbst, die fur die
humorale Immunitat verantwortlich sind. Nach der Infektion bleiben spezifische
Antikorper und Gedéachtniszellen erhalten, um bei erneutem Kontakt mit dem
Krankheitserreger binnen kurzer Zeit eine angemessene Abwehrreaktion zu
ermdglichen. Durch Kontrollmechanismen, wie zum Beispiel die klonale Deletion,

werden T-Zellen, die auf kérpereigene Antigene reagieren, erkannt und gestoppt %,

1.2.2 Phylogenetisch konservierte Erkennungsmuster der Pathogene

Durch die somatische Rekombination kénnen im Laufe des Lebens etwa 10** - 10'®
verschiedene T-Zell-Rezeptoren und Immunglobuline generiert werden.  Der
begrenzende Faktor hierbei ist die GroRe des Genoms und somit die
Kodiermdglichkeiten 12,

Das Immunsystem macht sich bei der Erkennung von Pathogenen unverdnderliche
Merkmale zu Nutze, die so genannten Pathogenassoziierten molekularen Muster
(engl. ,pathogen-associated molecular patterns”, PAMP). Diese sind so eng mit dem
Uberleben des Erregers verbunden, dass dieser sie nicht einfach dndern kann, um
etwa der Immunreaktion zu entgehen. Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) werden
als Prototyp der PAMP angesehen. Zu dieser Gruppe gehdren zum Beispiel auch
das Flagellin von Bakterien, die Lipoteichonsdure gram positiver Bakterien,
Peptidoglykan, sowie Varianten der Nukleinsaure wie etwa die doppelstrangige RNA
(dsRNA) von Viren oder unmethylierte CpG Motive.

Diese molekularen Muster werden durch die sogenannten Mustererkennungs-
rezeptoren ( engl. ,pattern-recognition receptors”, PRR), die sich auf und/oder in den
Zellen des angeborenen Immunsystems befinden, erkannt. Zu dieser Gruppe
gehoren zum Beispiel die Toll-like Rezeptoren (TLR), das Mannose-bindende Lektin

und die Scavanger-Rezeptoren 2.


http://de.wikipedia.org/wiki/Antigene
http://de.wikipedia.org/wiki/Antik%C3%B6rper
http://de.wikipedia.org/wiki/Antigenpr%C3%A4sentierende_Zelle
http://de.wikipedia.org/wiki/T-Lymphozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunantwort
http://de.wikipedia.org/wiki/B-Lymphozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Ged%C3%A4chtniszelle
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1.2.3 Toll-like Rezeptoren

Die Toll-like Rezeptoren sind wohl die am besten charakterisierte Gruppe der
Mustererkennungsrezeptoren. Seit der Entdeckung des ersten Toll-like Rezeptors
Mitte der 1990er Jahre, sind jedes Jahr neue Varianten in Menschen und Tieren
entdeckt worden. TLRs finden sich in allen Wirbeltieren, auch in einfacheren
Organismen, wie zum Beispiel in Drosophila melanogaster, der viel untersuchten
schwarzbauchigen Taufliege. Diese zeigt, obwohl sie kein adaptives Immunsystem
besitzt, eine effektive Abwehr gegen Pathogene P In Untersuchungen an toll-
negativen-Mutanten entdeckte man, dass diese anfalliger gegenuber Pilzbefall
waren. Eher durch Zufall, denn man ging zuerst davon aus, dass die kodierenden
Gene verantwortlich fir die dorso-ventrale Ausrichtung in der Embryonalentwicklung
seien 1,

Dieses legt nahe, dass es sich um ein evolutiondr sehr altes System handelt. Die
meisten Spezies verfiigen tber mehr als 10 verschiedene TLRs, wobei manche etwa
in der Maus, aber jedoch nicht im Menschen vorkommen.

Als Teil des menschlichen Immunsystems sind zurzeit 10 Toll-like Rezeptor Typen
identifiziert worden, deren Liganden meist mikrobiellen Ursprungs sind. Durch
Heterodimerisierung der TLRs (z.B. TLR2 und TLR6) wird die Erkennungsbreite
nochmals erweitert !,

Die einzelnen Signaltransduktionswege der Toll-like Rezeptoren unterscheiden sich
in Teilen, weisen jedoch auch einige Ubereinstimmungen auf ®. Wird ein Ligand von
dem dazugehdrigen Toll-like Rezeptor erkannt und gebunden, rekrutiert dieser ein
Signalmolekdl in seine intrazellulare Signaldoméane. Dieses fuhrt Uber ein
Adapterprotein z.B. MyD88, zu einer Aktivierung des nuclear factor-kB (NF-kB) und
der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase) und zu der Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine. Neben MyD88 wurden noch weitere Adapterproteine
identifiziert, die die Spezifitat der einzelnen TLR Signalwege garantieren. Zu denen
gehdren das TIR domain-containing adapter protein (TIRAP) und das TIR domain-
containing adapter inducing IFN-B (TRIF). TIRAP scheint eine Rolle in der Kaskade
der TLR 2 und TLR4 zu spielen, neben MyD88 !, TRIF induziert MyD88 unabhangig
Uber die Induktion der IFN-regulatory factors (IRF) 3 und 7 die Transkription von IFN
Typ | &,

Toll-like Rezeptoren kbnnen membranstandig lokalisiert sein, im Zytoplasma oder

auch endosomal .


http://de.wikipedia.org/wiki/Vertebraten
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1.2.4 TH1 versus TH2 Antwort — der Einfluss von Zytokinen auf die funktionelle
Aktivitat des Immunsystems

T-Zellen sind durch die Expression des T-Zell-Rezeptors gekennzeichnet. Dieser
vermittelt die Erkennung von Peptidantigenen, die iber MHC-Komplexe der Klasse |
oder Il dargeboten werden. Die antigenspezifischen a- und B-Ketten des T-Zell-
Rezeptors sind mit invarianten Ketten assoziiert, die als CD3 bezeichnet werden.
Durch CD3 wird die Signaltransduktion nach Bindung des T-Zell-Rezeptors an einen
Antigen-MHC-Komplex vermittelt °\. Fur die vollstandige T-Zellaktivierung ist neben
der Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Antigen-MHC-Komplex die Interaktion
kostimulatorischer Molekile wie CD28 bzw. CD154 (CD40L) auf der T-Zelloberflache
und CD80/CD86 (Synonym B7.1/B7.2) bzw. CD40 auf der Oberflache
antigenprasentierender Zellen von Bedeutung % |

Es werden T-Zell-Subpopulationen unterschieden. CD8" T-Zellen vermitteln einen
zytotoxischen Effekt gegeniber Zellen, die mit intrazellularen Bakterien oder Viren
infiziert sind oder mutierte Oberflachenproteine prasentieren 2. CD4* T-Zellen, die
sogenannten T-Helfer-Zellen, regulieren zellulare und humorale Immunreaktionen.
Dabei weisen CD4" T-Zellen unterschiedliche Differenzierungen auf, die jeweils
durch eine charakteristische Zytokinsekretion gekennzeichnet sind.

Ein wesentlicher Faktor flr die Einleitung einer effektiven Immunantwort ist die
Stimulation der unterschiedlichen T-Zell Subpopulationen. TH1-Zellen produzieren
vor allem IFN-y und IL-12, was die zellulare Immunitat starkt; dahingegen setzen
TH2-Zellen viel IL-4 und IL-5 frei, wichtige Faktoren fur die IgE-Produktion und
Eosinophilie (allergischer Entziindungstyp) ?. Eine strikte Unterscheidung beim
Menschen ist nicht immer mdglich, man spricht daher meist eher von einem TH1-
oder TH2-&hnlichen Zytokinmuster. Trotzdem hat sich dieses Konzept gut bewéhrt,
um unterschiedliche Erkrankungsablaufe besser zu verstehen.

Die fur die TH1- beziehungsweise TH2-Immunantwort charakteristischen Zytokine
fuhren zu einer Inhibition der Ausreifung und Funktion des jeweils anderen
Phanotyps. So hemmt IFN-y die Proliferation von TH2 Zellen sowie die IgE-Synthese
humaner PBMC in vitro ™. IL-4 induziert hingegen eine verminderte Expression der
32-Untereinheit des IL-12-Rezeptors auf TH2-Zellen und wirkt somit der TH1-
induzierenden Wirkung von IL-12 entgegen und stimuliert die Differenzierung naiver
T-Zellen zu TH2-Zellen. Dementgegen induzieren die Zytokine IFN-y, IL-12 und

TGF-B die Entwicklung einer TH1-Immunantwort.
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So wird ein Ungleichgewicht der TH1/TH2 Antwort in der Entstehung und
Aufrechterhaltung vieler chronischer Krankheiten diskutiert. So findet sich bei
Allergikern eine TH2-Zytokin Dominanz, genauso wie bei einigen Tumorpatienten,
und bei fortgeschrittenen HIV-Infektionen. In diese Richtung zum ,Vorteil“ verandert
sich das Profil wahrend der Schwangerschaft und bei der Toleranz nach
Organtransplantation. Eine Verlagerung Richtung einer TH1 Antwort wird mit der
Entstehung von einigen Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn in Verbindung
gebracht 4. Auch wenn dieses sicherlich nicht alleine eine Erklarung sein kann, so
scheint die ,Fehlpolarisation® doch zumindest eine Rolle in der Pathophysiologie zu

spielen [,

1.3 Dendritische Zellen im humanen Immunsystem

Vor 35 Jahren wurde die Gruppe der dendritischen Zellen erstmals in Mausen
entdeckt und in Ihrer Funktion beschrieben ™. |hrem Namen entsprechend haben
sie typische Baumchen-artige Cytoplasma-Auslaufer (lat. dendriticus = ,verzweigt®),
die Paul Langerhans 1868 dazu verleiteten, die von ihm mikroskopisch in der Haut
entdeckten Langerhans-Zellen, als Nervenzellen zu interpretieren. Dendritische
Zellen sind eine heterogene Gruppe von Zellen, die sich durch ihre einzigartige
Funktion der Antigenprozessierung und der Antigenprasentation auszeichnen und
somit die Fahigkeit besitzen eine effektive und spezifische Immunantwort einzuleiten.
Sie stammen von CD34" Zellen des Knochenmarks ab, unterscheiden sich in ihrer
Lokalisation, in ihren Oberflachenmolekilen und in ihren Funktionen. Man findet sie
in nahezu allen peripheren Geweben des menschlichen Korpers. Dort degradieren,
prozessieren und prasentieren sie mit ihren MHC Klasse | und Il Rezeptoren
aufgenommene Pathogene bzw. deren Bestandteile. Diese DCs wandern aus dem
Gewebe in den nachsten drainierenden Lymphknoten ab und treten dort in den
T-Zell-Arealen mit T-Zellen in Kontakt. Dort leiten sie je nach ihrem Aktivierungsgrad
eine Immunantwort ein. Diese kann in der Einleitung einer TH1/TH2 Antwort, in der
Aktivierung von regulatorischen T-Zellen oder in der Anergie der T-Zelle bestehen,
falls die Aktivierung durch das kostimulatorische Molekiil unterbleibt 7.

Auch von Seiten der T-Helferzellen im aktiven Zentrum des Lymphknotens findet
eine Ruckkopplung statt. Mittels CD40-Ligation zwischen der unreifen T-Zelle und

der DC erhalten DCs ein Stimulationssignal und kénnen weitere Signale an das
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Immunsystem mittels Zytokinen/Chemokinen weitergeben. Treffen unreife DCs auf
Reste von physiologisch zugrunde gegangenen Zellen, einem Prozess bei dem keine
Entzindung stattfindet, bleiben diese DCs in ihrem unreifen Zustand und exprimieren
fast keine kostimulatorischen Molekile. Kommen diese dann in Kontakt mit
autoreaktiven T-Zellen, treten diese aufgrund der fehlenden Kostimulation in ein
Anergie-Stadium ein. Somit spielen DCs eine wichtige Rolle in der Ausbildung einer
.peripheren Toleranzentwicklung“ im humanen Immunsystem.

Dendritische Zellen sind aber nicht nur in der Lage eine adaptive Immunantwort zu
initiieren, sondern kénnen durch die Ausschuittung von Zytokinen und Chemokinen
weitere Immunzellen zum Ort der Infektion beordern und Effektorzellen der
angeborenen Immunitat aktivieren 8,

Durch ihre kostimulatorischen Fahigkeiten, mit denen die DCs Uber das Ausmal3 und
die Richtung der T-Zell-Aktivierung entscheiden, nehmen sie eine Art Kontrollinstanz
des Immunsystems ein und sind so in den letzten Jahren zu einem wichtigen Ansatz

in der Untersuchung des adaptiven Immunsystems geworden.

1.3.1 Die plasmazytoide dendritische Zelle

Schon 1958 wurde diese Zelle histologisch von Lennert beschrieben, aber damals
als T-Zell-assoziierte Plasmazelle bezeichnet. Er fand diesen Zelltyp bei der
Untersuchung des menschlichen Lymphknotens. Genauere Untersuchungen dieses
Zelltyps ergaben, dass dieser auch myeloide Oberflachenmolekiile wie CD31, CD36,
CD68 und die IL3-Rezeptor-a-Kette exprimiert, welches ihm dann zunachst den
Namen ,plasmazytoider Monozyt* einbrachte ™%. 1994 gelang es der Arbeitsgruppe
um Steinman, die auch 1973 erstmals die dendritischen Zellen beschrieben, zwei
unterschiedliche Subpopulationen von CD4" dendritischen Zellen im peripheren Blut
zu unterscheiden. Die Gruppe der CD11c’ und der CD1lc Zellen 9. weitere
Untersuchungen zeigten dann, dass die von O’Doherty beschriebene CD11c
Subpopulation mit dem von Facchetti benannten Zelltyp des ,plasmazytoiden
Monozyten® Ubereinstimmte. Daraus entstand der auch noch heute bestehende
Begriff der plasmazytoiden dendritischen Zelle (pDC) 2.,

Ganz unabhéangig davon begann man Anfang der 80er Jahre nach dem Ursprung der
antiviralen Zytokine Interferon (IFN)-a und Interferon-B zu suchen. Es fand sich eine

kleine Population an Zellen im peripheren Blut als Hauptproduzent dieser Gruppe
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von Zellmediatoren #2223 |m Laufe der Jahre wurden diese Zellen weiter spezifiziert
und 1999 entdeckten unabh&ngig voneinander zwei Forschergruppen, dass es sich
bei dieser Interferon-produzierenden Zelle um die plasmazytoide dendritische Zelle
handelte, die auf die Stimulation mit einem CD40 Liganden oder dem Influenzavirus
groRe Mengen von Typ | IFN produziert 242°],

pDCs sind immunologisch charakterisiert durch das Vorkommen des (HLA)-DR und
einer hohen Expression von CD123 (IL3-a Rezeptor Kette). Sie besitzen keine
Lineage-spezifischen Marker (CD3, CD19, CD56, CD11c, CD13, und CD33). PDCs
exprimieren in ihrer Gesamtheit lymphoide, wie auch myeloide Marker. In vitro
konnen PDCs aus CD34" Progenitorzellen kultiviert werden, doch fehlen ihnen
typischen myeloiden Oberflachenmolekiile wie CD11c, CD13 und CD33 %, Sje sind
aber wiederum positiv fur die T-Zellspezifischen Marker CD45RA, CD3¢ und den B-
Zell-spezifischen Transkriptionsfaktor Spi-B, welche die Hypothese ihres lymphoiden
Ursprunges unterstiitzen ?"?8. Bis dato konnte der phylogenetische Ursprung nicht
eindeutig geklart werden. So wird auch diskutiert, ob nicht die Ontogenese der DCs
aufgrund ihrer wichtigen Rolle im Immunsystem so flexibel gestaltet ist, dass sie sich
aus beiden Richtungen, aus welcher Vorlauferzelle auch immer, entwickeln kénnen
[29].

Es gibt zwei pDC-spezifische Oberflachenantigene, das blood dendritic cell antigen
(BDCA) 2 und 4. Allerdings nimmt die Expression von BDCA-2 mit der Reifung der
PDC ab und auch kortikale Thymozyten exprimieren dieses Antigen. BDCA-4 wird
auch auf anderen DCs gefunden, die aus Monozyten und aus CD34" Stammzellen
generiert wurden B9,

Die weitere Analyse der im peripheren Blut vorkommenden plasmazytoiden
dendritischen Zelle in Hinsicht auf TLR Rezeptoren zeigte die Expression von TLR7

und TLR9, sowie eine geringe Dichte an TLR1, TLR6 und TLR10 ™.

1.3.1.1 Vorkommen und Funktion

Die plasmazytoide dendritische Zelle stellt im humanen Immunsystem rein quantitativ
eine verschwindend kleine Zellpopulation des peripheren Blutes dar. lhr Anteil an
den kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes wird mit 0,1-0,7% genannt, also eine
auf 1000 peripheral blood mononuclear cells (PBMC). pDCs konnten bisher im

[24-25]

peripheren Blut , in den Tonsillen BY und im Liquor cerebrospinalis ¥
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nachgewiesen werden, sowie unter pathologischen Bedingungen auch beim

systemischen Lupus erythematodes B3,

(34]

in der malignen Aszites beim
Ovarialkarzinom , In der allergischen nasalen Schleimhaut nach Allergen-
provokation % und als den Tumor infiltrierende Zellen beim Kopf-Hals-Karzinom 3¢/,
Gehauft kommen sie in sekundaren lymphatischen Organen vor, wo sie in der T-Zell-
Region nahe der postkapillaren Venolen vorkommen. Seltener werden sie in
gesunder Haut und Schleimhaut gefunden B7.

2001 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass pDCs nicht nur auf virale Reizung
hin, sondern auch auf die Stimulation mit CpG-Oligodesoxynukleotiden (CpG ODN),
einer stimulatorischen DNA Sequenz, mit einer hohen Typ | IFN Sekretion reagieren
B8 |n weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Erkennung der
immunstimulatorischen DNA Sequenz uber den TLR9 Rezeptor der pDC verarbeitet
d [39-40]

wir . Dieses ist bei diesem Zelltypus auch den pDCs vorbehalten, denn die

CD11" myeloiden dendritischen Zellen (mDC) exprimieren im Gegensatz dazu eine
Vielzahl an Toll-like Rezeptoren, jedoch kein TLR9 142

Es konnte ebenfalls in vitro beobachtet werden, dass Imidazoquinoline Gber den Toll-
like Rezeptor 7 zu einer Aktivierung der pDCs fuhrt 3. Als natirliche Stimuli des
TLR7 werden single stranded RNA Partikel mehrerer Viren beschrieben unter
anderem Hepatitis C ¥, das Influenza*® , sowie das Sendai Virus !,

So ist festzustellen, dass pDCs die einzigen Zellen sind, die auf eine TLR7 oder
TLR9 Ligation mit der Ausschittung von Typ | IFN reagieren, obwohl auch z.B. B-
Zellen diese Rezeptoren besitzen und die meisten Zellen, wenn auch wesentlich
geringere Mengen, Typ | IFN nach Viruskontakt ausschiitten *”. Ergo lassen sich nur
die pDCs durch CpG direkt stimulieren, wahrend MDCs auf andere Stimuli reagieren,
aber nicht auf CpG ODN 8],

Welche Rolle nimmt also die plasmazytoide dendritische Zelle im humanen
Immunsystem ein? Fasst man die bis heute gewonnenen Erkenntnisse zusammen,
so ergibt sich das Bild einer modulatorischen Schnittstelle. Sie sind in der Lage durch
die Ausschittung bestimmter Mediatoren eine Vielzahl von anderen
immunkompetenten Zellen, wie T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und naturliche

Killerzellen (NK-Zellen) zu aktivieren [9-°9,

Sie stellen somit eine Verbindung
zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem dar.
Die Aktivierung einer naiven pDC durch einen Stimulus fuhrt zu einer vermehrten

Expression von kostimulatorischen Molekilen und zur Ausschittung von Zytokinen.
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Die plasmazytoiden dendritischen Zellen zeichnen sich besonders durch ihre
Fahigkeit aus groRe Mengen an Typ | IFN ausschitten zu kdnnen, welches eine
wichtige Rolle in der Induktion einer TH1 Immunantwort spielt ®Y. Sie besitzen
ebenfalls die Fahigkeit nach Stimulation mit CpG ODN und CD40-Ligand durch
Ausschuittung von Interleukin (IL)-12 diese TH1 Antwort noch zu verstarken M Des
Weiteren werden auch IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und IL-8 von der aktivierten
pDC ausgeschiittet.

Genauso wie pDCs eine TH1 Antwort induzieren kdnnen, so sind sie aber auch in
der Lage unter dem Einfluss von IL-3 und CDA40-Ligand in Richtung einer
Toleranzinduktion zu wirken. Dies geschieht durch eine Polarisation der
Zytokinproduktion, die eine TH2 Antwort einleiten, wie 1L-4 und 1L-10 2.

Durch ihre Aktivierung tritt die PDC in einen Reifungsprozess ein, in dessen Verlauf
sie die Fahigkeit IFN zu produzieren verliert. Wahrend dieses Prozesses andert sich
aber nicht nur ihre Funktion, sondern auch ihre Morphologie. Die reife pDC ist durch
ihre Entwicklung von Auslaufern (Dendriten), sowie erhdhte Expression von MHC-
Molektlen, kostimulatorischen Molekllen und des Lymphknoten-Homing-Rezeptors
CCR7 gekennzeichnet. Dieser Rezeptor erkennt Chemokine, die nur in der
T-Zell-Zone von Lymphknoten produziert werden. Exprimiert wird er auch von den
naiven T-Zellen, die daraufhin in die T-Zell-Zone migrieren. Dort treffen diese zwei
Zelltypen dann aufeinander 2.

Ob die pDCs nun als professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APC) bezeichnet
werden konnen, ist umstritten. Durch den BDCA2 Rezeptor kdnnten sie in der Lage
sein, Antigene aufzunehmen und zu prasentieren ¥, Nach einer Infektion mit dem
Influenza-Virus sind sie in der Lage Antigene zu prasentieren und
Antigen-spezifische zytotoxische CD8*-T-Zellen und TH1-Zellen zu expandieren °°.
Im Vergleich zu den klassischen DCs, den mDCs, ist diese Fahigkeit jedoch
wesentlich geringer ausgepragt und so besitzen sie auch im Gegensatz zu diesen
nicht die direkte Fahigkeit eine Proliferation von naiven T-Zellen zu induzieren,
sondern, wie schon zu Beginn beschrieben, die F&higkeit Antigen-spezifische

T-Zellen in ihrer Differenzierung zu polarisieren und zu expandieren ®°!,
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1.3.1.2 Interferon-a (IFN-a)

1957 wurde der Begriff Interferon in Anlehnung an das englische to interfere
(eingreifen, sich einmischen) von Isaacs und Lindemann durch ihre Erkenntnisse in
der Untersuchung von hitzeinaktivierten Influenza-Viren begriindet ®”\. Heute werden
drei Typen Interferone unterschieden. IFN-a gehért zusammen mit IFN-B, IFN-w und
IEN-T zu den Typ | Interferonen. Interferon Typ Il beinhaltet IFN-y und Typ Il die
Interleukine 28A, 28B und 29, auch als IFN-A1, 2 bzw. 3 bezeichnet %,

IFN-a ist ein Protein aus 166 Aminosauren. Es gibt 23 bekannte Varianten, die alle
durch unterschiedliche Gene kodiert werden. Es bindet wie alle anderen Typ |
Interferon an den Typ | IFN-Rezeptor (IFN-R) der Zielzellen.

Die Aktivierung der Gene zur Kodierung des IFN-a wird durch eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren reguliert. Neben dem in pDCs konstitutiv aktivierten nuclear
factor-kappa B (NF-kB), spielt in diesem Signaltransduktionsweg besonders der
interferon regulatory factor 7 (IRF) eine besondere Rolle. Durch einen externen
Stimulus wird zuséatzlich zu dem konstitutiv gebildeten IRF-7 die de novo Expression
durch Aktivierung von NF-kB und der p38 mitogen-activated protein (MAP)-Kinase
eingeleitet, welches die Expression von Typ | Interferonen induziert ®°. Die so
gebildeten Mengen an IFN-a werden sekretiert und binden an den Typ | Interferon
Rezeptor. Durch diese Bindung wird der Jak/Stat abhangige Transduktionsweg
aktiviert, was zur Bildung des interferon stimulated gene factor (ISGF) 3-Komplexes
fuhrt. Dieser Komplex wiederum induziert im Nukleus die weitere Bildung von IFR-7.
Auf diese Weise wird ein positiver feedback-loop induziert, womit eine grol3e Menge

an IFN-a produziert werden kann %%

. Durch den in pDCs bereits konstitutiv
exprimierten IRF-7 erklart sich die Eigenschaft der pDC bereits kurz nach ihrer
Aktivierung groRe Mengen an Typ | Interferonen ausschiitten zu konnen 9.

Auch wenn die meisten anderen Zellen Typ | Interferon als ,Gefahrensignal® bei einer
viralen Infektion ausschitten, so zeichnet sich die pDC dadurch aus, dass sie
schnell grofze Mengen ausschitten kann und dass ihre TLR7 und TLR9 Rezeptoren
auch auf inaktivierte und nichtinfektiése virale Nukleinsauren reagieren. Somit ist
eine Infektion der Zelle nicht notwendig. Dieser Mechanismus umgeht somit die
Fahigkeit mancher Viren die frihe Interferon Produktion einer infizierten Zelle

blockieren zu kdénnen €263,
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Durch die Bindung von sezernierten Typ | Interferonen an den Rezeptor auf der
Zelloberflache werden nicht infizierte Zellen resistent gegen das Virus, in dem sie
Enzyme exprimieren, die die virale Replikation hemmen 4. Dazu zahlen die dsRNA-
aktivierte Serin-Threonin-Proteinkinase, welche die Virusreplikation inhibiert, sowie
die 2’-5-Oligoadenylatzyklase und RNAse L, Enzyme die die virale mRNA
degradieren Y. Zusétzlich zu den antiviralen Funktionen, vermitteln Typ | Interferone
auch eine Reihe regulierender Effekte, wie z.B. Erhthung der MHC | Expression [©°),
die Inhibition der IL-12 Expression von mDCs ®® die Erhohung der zytotoxischen
Aktivitit von NK-Zellen % die Induktion einer B-Zell-Antwort einschlieBlich

Proliferation und Immunglobulinklassenwechsel 7,

die Verbesserung des
Uberlebens von T-Zellen 8, sowie die Ausreifung von MDCs *°!,

Aufgrund dieser Einwirkungen auf viele verschiedene Mechanismen des
Immunsystems werden die Typ | Interferone produzierenden Zellen als Bindeglied

zwischen angeborener und erworbener Immunitét bezeichnet % &,

1.3.1.3 Pathophysiologische Bedeutung

Aufgrund ihrer Funktion als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener
Immunitat, ihrer Fahigkeit zur schnellen IFN-a Produktion und der Einleitung weiterer
Mafllnahmen des Immunsystems spielt die plasmazytoide dendritische Zelle auch
eine Rolle in der Krankheitsentstehung und —aufrechterhaltung.

So ist ihre Rolle bei viralen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen und bei
Tumorerkrankungen Gegenstand vieler Untersuchungen.

So konnte gezeigt werden, dass auch die pDCs vom HI-Virus infiziert werden. Sie
tragen den CD4 Rezeptor, sowie die HIV-Korezeptoren CXCR4 und CCR5 . |hre
auf die Infektion hin abnehmende Anzahl und der Verlust ihrer Fahigkeit IFN-a zu
produzieren korreliert mit einer erhtéhten Viruslast und einer Zunahme der
opportunistischen Infektionen 72, Im Gegenzug wurde bei Langzeitiiberlebenden
HIV-Patienten eine erhdhte Anzahl an pDCs festgestellt [,

Auch in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen pDCs eine Rolle. Die
Konzentration an IFN-a im Blutplasma von Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes gleicht der von gesunden Patienten kurz nach einer Virusinfektion 3!,
Urséchlich hierfir sind die Komplexe aus anti-dsDNA-Antikorpern und DNA im

Serum der Erkrankten, die zu einer Aktivierung der Interferon Ausschuttung fiihren
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[r], Gleichzeitig zeigt sich eine erhthte Anzahl von aktivierten pDCs in den

Hautlasionen der Patienten 3. Diese Anreicherung in der Haut lasst sich auch bei
Psoriasis Patienten beobachten 7.

Da Typ | IFN die Proliferation von bestimmten Tumoren inhibieren, liegt die
Vermutung nahe, dass auch hier pDCs eine wichtige Rolle spielen. So kdnnen pDCs
in der peritumoralen Region von Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden, aber
anstatt eine effektive Immunantwort auszulésen, geschieht das Gegenteil. Eine
spezifische Immunantwort durch eine T-Zell-Aktivierung wird verhindert . Auch bei

Kopf-Hals-Tumoren konnte eine Alteration der pDC Funktion beobachtet werden ¢,

1.4 CpG Oligodesoxynukleotide

Prof. Dr. Busch aus Bonn war der erste, der 1866 von der Beobachtung berichtete,
dass sich die Geschwulste bei Patienten mit Geschwiren der Haut oder malignen
Drisensarkomen des Halses zurickbildeten, wenn der Patient zur gleichen Zeit an
dieser Stelle eine infektibse Entzindung entwickelte (Berliner Kklinische
Wochenschrift, 23.Marz 1868 S137f). Die gleiche Beobachtung und die Wirkung auf
Sarkome machte der New Yorker Chirurg William Coley 1893 und fing daraufhin an
einige Patienten mit bakteriellen Lysaten (Streptokokken-Lysate, spéater ,Coley’s
toxine“ genannte) lokal zu behandeln. Er konnte zeigen, dass sich bei einem Teil

[l Damit

seiner behandelten Patienten die Tumore voriibergehend zurtickbildeten
war der Grundgedanke der Madoglichkeit einer Immuntherapie bei malignen
Tumorerkrankungen geboren.

Allerdings dauerte es weitere 100 Jahre bis dieser Gedanke wieder aufgegriffen
wurde. Das Verstandnis des Immunsystems war bis dahin noch zu lickenhaft und
auch die standardisierte Herstellung von Lysaten kaum mdglich. Zudem rickten
andere Therapieoptionen wie die Strahlentherapie, deren Entwicklung etwa zur
gleichen Zeit begann, in den Vordergrund.

1976 stellte Morales die intravesikale Applikation von ,Bacille Calmette-Guérin®, dem
attenuierten Lebendimpfstoff gegen Tuberkulose, als Therapiemoéglichkeit des

[’6] 1984 konnte der Wirkmechanismus

Carcinoma in situ der Harnblase vor
aufgeklart werden. Tokunaga et al. fanden heraus, dass die antitumorale Wirkung

des Tuberkelbazillen-Lysates durch ihre darin enthaltenen DNA Bestandteile
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hervorgerufen wird ). 1992 konnten dann Yamamoto et al. zeigen, dass die DNA
von Bakterien diesen Effekt hervorruft, aber nicht die von Wirbeltieren ["®,

Das lie3 den Schluss zu, dass sich die DNA von Vertebraten und Bakterien in ihrer
Zusammensetzung unterscheidet und lieferte einen Erklarungsansatz wie das
Saugetierimmunsystem zwischen eigener und bakterieller DNA unterscheidet. Dieser
Unterschied und die immunstimulatorische Wirkung konnte spater auf spiegel-
symmetrische Nukleotidsequenzen (Palindrome) mit einem zentralen Cytosin-
Guanosin-Dinukleotid zurlickgefuhrt werden und durch synthetische ODNs
reproduziert werden ’?. Die immunstimulatorisch wirksamen Palindromsequenzen
besitzen ein zentrales unmethyliertes Cytosin-Guanosin-Dinokleotid (CpG Cytosin-
Guanosin-Dinokleotid mit Phosphatbindung), das in einem bestimmten Basenkontext
eingebettet ist. Alterationen der flankierenden Basen, die Inversion von CG zu G,
oder die Methylierung des Cytosins heben den Effekt auf . Diese CpG-Sequenzen
treten in bakterieller DNA mit einer Haufigkeit von 1:16, in der DNA der Vertebraten
etwa mit 1:60 auf. Zudem sind 80% dieser Motive in der DNA von Vertebraten an der
5’Position methyliert und somit immunologisch inaktiv. Im Gegensatz dazu sind die
Cytosine der bakteriellen DNA alle unmethyliert.

Durch kurze synthetische CpG ODNSs von ungefahr 8 bis 30 Basen Lange l&sst sich
die Wirkung von bakterieller DNA imitieren. Um ihren Abbau durch Nukleasen zu
verhindern, wurden die CpG-Motive weiter entwickelt und durch ein Phosphothioat-
rickgrat stabilisiert. Diese Phosphothioatmodifikation besitzt selbst eine zusatzliche

immunstimulatorische Aktivitat Y,

1.4.1 Unterschiedliche Klassen von CpG ODN

Neben der Modifizierung des ODN-Gerlstes lassen sich durch die Wahl der
flankierenden Basen unterschiedliche Wirkungen erzielen. Ebenso finden sich
Unterschiede zwischen den einzelnen Saugetierspezies. So wirkt ein fur die Maus
wirksam beschriebenes CpG ODN nur schwach immunstimulatorisch auf das
humane Immunsystem. Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich zwar die
Wirkung im murinen und humanen Immunsystem unterschieden, jedoch nicht die
durch das CpG ODN induzierte Signaltransduktionkaskade 8283,
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Im humanen Immunsystem konnten drei verschiedenen Klassen (Typ A bis C) von
CpG ODN anhand ihrer INF-a Produktion und ihrer Wirkung auf B-Zellen identifiziert
werden 4,

Der Prototyp des Typ A ODN ist das ODN 2216. Die CpG Motive dieser Klassen
induzieren sehr hohe Mengen an Typ | Interferon, eine vergleichbar grof3e Menge
wie durch Stimulation mit einem Virus ¥, Es zeigt kaum eine Wirkung auf isolierte
B-Zellen. Seine Struktur zeichnet sich durch Poly-G Motive an beiden Enden, ein
Palindrom im Zentrum und Phosphothioatbindungen an beiden Enden, sowie im
Zentrum Phosphodiesterbindungen aus. Durch die induzierte Ausschittung von
groBen Mengen an Interferon bewirkt Typ A CpG folglich unter anderem eine
Antigenunabhangige Aktivierung von CD8" Memory-T-Zellen, eine TH1 gerichtete
Immunantwort und erhéht die lytische Aktivitat von NK-Zellen.

Beim Typ B CpG (Prototyp ODN 2006) sind die Phosphodiesterverbindungen
komplett durch Phosphothiooate ersetzt. Es bewirkt in erster Linie eine Aktivierung
von B-Zellen und imitiert die Gegenwart von intrazellularen Bakterien. Die Expression
von Antigen-prasentierenden und kostimulatorischen Molekllen wird gesteigert, die
Synthese von Immunglobulinen bei Antigenkontakt wird verstarkt und die B-Zelle
auBerdem zur Sekretion von IL-6 und IL-10 angeregt ®%. In pDCs induziert es die
phanotypische und funktionelle Ausreifung. Die reifen pDCs exprimieren MHC II, die
kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40, sowie den Reifemarker CD83
und den Chemokinrezeptor CCR7 ™. Im Gegensatz zu Typ A CpG induziert es nur
eine sehr schwache IFN-a Produktion, somit sind dessen sekundare Effekte auch
wesentlich schwacher ausgepragt . Die durch Typ B aktivierten pDCs produzieren
inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6, sowie die Chemokine CXCL8 (IL8),
MIP-1a und B, welche die Rekrutierung von TH1 Effektorzellen hervorrufen und
CXCL10 (IP10), welches zur Rekrutierung von CXCR3" Zellen fiihrt wie z.B.

aktivierte T-Zellen [38 82 8687

. In Gegenwart von CD40 Ligand bewirkt es die
Ausschittung von 1L12p70, welches das Priming naiver T-Zellen zu TH1 Zellen
verstarkt M. Der direkte Kontakt der aktivierten T-Zelle und der B-Zelle bewirkt die
verstarkte Produktion Antigen-spezifischer Immunglobuline durch die B-Zelle.

Die dritte CpG Klasse, das Typ C CpG ODN vereint die strukturellen und
funktionellen Eigenschaften der Typ A und B CpG ODNSs. Es induziert eine IFN-a
Produktion der PDCs wie ein Typ A CpG ODN. Im Gegensatz dazu besitzt das Typ C

aber kein chimérisches Phosphodiester-Phosphothioat-Riickgrat oder Poly-G Enden.
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Solch ein Phosphothioate CpG ODN mit einer Palindrom Sequenz am 5’ oder 3’
Ende induziert sehr effizient die Effekte, die fur die beiden anderen Typen
beschrieben sind. Unter anderem auch die B-Zell Stimulation. Das Typ C CpG ODN
verstarkt ebenfalls deren Expression von kostimulatorischen Molekilen, sorgt far
eine IL-6 und IL-10 Sekretion und Proliferation der B-Zellen 4 88,

Die wesentlichen Charakteristika der drei CpG ODN Typen zeigt Abbildung 1.

B-Zelle Typ A CpG stimuliert pDCs dazu groRe Mengen an IFN-a und
( IFN-B zu produzieren. Der Mechanismus ist hierbei &ahnlich
einer Virusinfektion.

T Typ B CpG unterstitzt die pDC Zellreifung, ist effektiv in der
CpG ODN < Stimulierung von B-Zellen, hat aber nur eine geringe IFN-a
Sekretion zur Folge. In Kombination mit dem Rezeptor CD40L
l werden grole Mengen an IL-12 von pDC ausgeschiittet,
pDC welches zu einer IL-12-abh&ngigen TH1-Immunantwort fuhrt.

Typ C CpG verbindet beide Aktivitdten von CpG-A und CpG-B

Abbildung 1: Die drei definierten Klassen der CpG ODN Motive

1.4.2 Erkennung von CpG ODN durch TLR9

Trotz der Erkenntnisse Uuber die obligaten Bestandteile und den Aufbau der
immunstimulatorischen CpG ODN war lange unklar tber welchen Erkennungs-
mechanismus dieser Effekt vermittelt wird.

Untersuchungen zeigten, dass das CpG nur nach intrazellularer Aufnahme in
endosomale Kompartimente und Ansauerung seine Wirkung entfalten kann 9. Die
Untersuchung der durch CpG ODN ausgel6sten Signaltransduktionskaskade zeigte
unter anderem eine Beteiligung des myeloid differentiation factor (MyD) 88 und des
TNF-Rezeptor assoziierten Faktors (TRAF) 6, so dass ein Rezeptor aus der Toll-like
Rezeptor Familie als CpG Rezeptor immer wahrscheinlicher wurde °®. Durch die
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Untersuchung mit verschiedenen TLR knock out Mausen gelang es schlief3lich den
Toll-like Rezeptor 9 fur die Erkennung und Weiterverarbeitung von CpG Motiven zu
identifizieren B%. Bauer et al. konnten diese Beobachtung in Mausen auch fir das
humane Immunsystem bestétigen. Sie konnten zudem zeigen, dass es auch mdglich
ist eine CpG-Antwort in TLRO transfizierten Zellen auszulésen %,

Bisher ist TLR9 der einzige bekannte Rezeptor fur die CpG ODNSs. Da sich aber die
Wirkungsweisen der verschiedenen CpG Klassen unterscheiden, liegt die Vermutung
nahe, dass noch weitere Korezeptoren oder ahnliches bei der Erkennung eine Rolle
spielen. Denn wie die pDC das CpG ODN aufnimmt, unterscheidet sich. Die
Aktivierung des TLR9 durch multimerische Typ A CpG ODN passiert in
Transferrinrezeptor positiven Endosomen, die Aktivierung mit Typ B CpG ODN in

Lysosome-assoziierten Membranprotein-1 positiven Endosomen ©*,

1.4.3 Wirkungsweise von CpG ODN auf das Immunsystem

Die meisten Zellen des humanen Immunsystems nehmen CpG ODNs endozytotisch
auf, wenn sie darauf treffen, aber nur wenige kénnen spezifisch auf diesen Stimulus
reagieren. Verantwortlich fir die Fahigkeit zur Erkennung der CpG Motive als
molekulares Gefahrensignal von Viren oder Bakterien ist der Toll-like Rezeptor 9.
Dieser wird nur von PDCs und B-Zellen exprimiert, somit werden auch nur diese zwei
Zelltypen direkt durch CpG ODN aktiviert. Die Effekte auf andere Zellen des
Immunsystems wie NK-Zellen und T-Zellen sind daher indirekt. Sie werden Uber
ausgeschittete Zytokine und Zell-Zell-Kontakte vermittelt.

Die Wirkung auf das Immunsystem kann in zwei Stufen eingeteilt werden: 1. eine
Aktivierung des angeborenen, unspezifischen Immunsystems und 2. die Verstarkung
der spezifischen, erworbenen Immunabwehr.

In der ersten Phase reagieren die pDCs und die B-Zellen indem kostimulatorische
Molekile exprimiert werden und Chemokine, wie IL-12 und IFN-y ausgeschuttet
werden, die eine TH1 Antwort bedingen * %2, Die pDCs schiitten eine groRe Menge
an INF-a aus und treten in einen Reifungsprozess ein. Innerhalb der né&chsten
Stunden kommt es zu den sekundéren Effekten, der Aktivierung der NK-Zellen,
Induktion von zytotoxischen T-Zellen etc.

Im zweiten Schritt kommt es dann zu einer Aktivierung des adaptiven

Immunsystems, welche vor allem in der Stimulation von B-Zellen besteht. Wenn
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diese mit CpG stimuliert werden, werden sie gegentber einer Stimulierung Uber den
B-Zell-Rezeptor sensibler. Dadurch wird die spezifische Antikdrperproduktion von
B-Zellen durch CpG und dem Antigen synergistisch stimuliert > °!. AuRerdem wird
ein Immunglobulin-Klassenwechsel induziert, hin zu Subtypen die besonders
wirksam in der Abwehr von infizierten Zellen sind 7.

Durch das multimodale Eingreifen von CpG ODN kommt es zu einer zielgerichteten
Antwort, die beide Achsen des Immunsystems umfasst. Es bietet die Méglichkeit eine
Infektion nachzuahmen, ohne wirklichen Krankheitserreger und dadurch das
gesamte Immunsystem natirlich zu stimulieren [Abbildung 2]. Dieses macht sie

interessant in der Entwicklung neuer und effektiver Immuntherapien.

angeborene Immunitat erworbene Immunitat
e
\ \ gt K, -
} Antigensensitivitat T g ‘ oo o
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= . Y
Aufnahme iiber B-Zelle e TS T
Endosome ¥ IFN-y Antikérpermolekiile
Dendritische Zelle ] {in der Anwesenheit des Antigens}
[ /
. @ @ - I1-12 NK-Zelle
Y o= | & /" T-Zelle
P4} ey /4 TNFa
: F) A g ' v
i S IN-alB .
g ; o I i
- Spezifischer A A Wl
Antigen- ‘ ( Antigenrezeptor *'} —
prisentation 1{MHC) i Tl
w"‘ la 4
Zeit Stunden Tage

Abbildung 2 [o4l, Wirkung von CpG auf das Immunsystem.

DNA, die ein oder mehrere CpG Motive enthalt, wird per Endozytose von den meisten Zelltypen
aufgenommen, hat aber nur eine direkte aktivierende Wirkung auf Zellen, die den TLR9 Rezeptor
exprimieren (im Menschen B-Zellen und plasmazytoide DCs). Diese Zellen erschaffen dann ein TH1-
Zytokinmilieu durch die Ausschittung von IFN-a, IFN-B, IL-12, IP-10 und anderen TH21-Antwort-
férdernden Zytokine und Chemokine. NK Zellen werden sekundar aktiviert, produzieren IFN- y und
verstarken ihre Iytische Aktivitat. Zusétzlich werden die B-Zellen sensitiver gegentiber der Aktivierung
des eigenen B-Zell-Rezeptors und B-Zellen wie auch pDCs erhéhen die Expression an
kostimulatorischen Molekulen, welches ihre Fahigkeit eine T-Zell Antwort zu aktivieren verbessert.
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15 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Tumore des Kopf-Hals-Bereiches sind Tumore des oberen Aerodigestivtraktes und
umfassen maligne Tumore des Mund- und Rachenraums, der Nase und der
Nasennebenhothle, sowie des Kehlkopfes. Sie stehen mit einer Pravalenz von 6% an
sechster Stelle in der Gruppe der Neoplasien weltweit. Beim Mann stehen diese
Karzinome mit 7,9% an 4. Stelle der Tumorstatistik, gleichauf mit Blasenkrebs nach
Prostata-, Lungen- und Darmkrebs. Bei der Frau mit 3,9% an 9.Stelle %! wWeltweit
wurden 2002 etwa 500.000 Neuerkrankungen diagnostiziert °”. Die Plattenepithel-
karzinome des Kopf-Hals-Bereiches rangieren, mit einer Inzidenz von 13.500
Neuerkrankungen, in der Bundesrepublik Deutschland derzeit in der Tumorstatistik
auf Platz 7 ®®. Wobei die Zahl sich 1973-1992 in den alten Bundeslandern mehr als
verdoppelt hat . In den USA gab es 40.490 Neuerkrankungen im Jahr 2006,
11.170 Patienten verstarben daran %%,

Etwa 95% dieser malignen Tumore sind Plattenepithelkarzinome, sogenannte head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Der Rest verteilt sich auf
Adenokarzinome, adenoidzystische Karzinome, Non-Hodgkin-Lymphome, Melanome
und Sarkome 0%,

Die Inzidenzrate und Lokalisation variieren in Abhangigkeit von der geographischen
Region und der Verteilung der bekannten Risikofaktoren wie Rauchen und
hochprozentigem Alkohol. Betelnuss- und Tabakkauen, sowie der Genuss stark
gewurzter Speisen gelten als verantwortlich far die hohe Inzidenz der
Mundhdhlenkarzinome in Sidostasien. Das Erkrankungsrisiko sinkt wiederum mit
hohem Friichte- und Gemiiseanteil an der Ernahrung °>1%l. Ebenso werden virale
Infektionen z.B. mit dem humanen Papillomavirus oder dem Ebstein-Barr-Virus als

[104-105]

Ursache beschrieben . Auch findet sich eine Korrelation verschiedener

Genmutationen mit der Entstehung der Karzinome, z.B. eine p53-Genmutation "%
18] Berufliche Exposition kann zur Entstehung beitragen. Folgende Schadstoffe
werden als Risikofaktoren eingestuft: Asbest (anerkannte Berufskrankheit Nr. 4104),
Teerinhaltsstoffe, Zement, ionisierende Strahlung, Senfgas, Chrom, Nickel.

In Nord-Amerika und Europa sind Tumore des Mundes, des Oropharynx und des
Larynx h&ufig. Die Lokalisation im Bereich des Nasopharynx ist haufiger in den
mediterranen L&ndern und in Fernost. In Siudost-China und Taiwan sind Kopf-
Halskarzinome, im speziellen des Nasopharynx, die haufigste Todesursache junger

Manner %7 Nach einer Untersuchung gelten orale und oropharyngeale Karzinome
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als die am ehesten zu verhindernde Krebsentitat, da sie zu 80% in Verbindung zu
hartem Alkohol und Tabak steht %81,

Die Plattenepithelkarzinome entwickeln sich haufig aus prakanzerésen Schleimhaut-
veranderungen, die als Leukoplakien, Erythroplakien oder Pachydermien auffallen.
Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose weisen mehr als %; der Patienten mit HNSCC die
fortgeschrittenen Tumorstadien 11l und IV auf %%,

Trotz moderner chirurgischer Verfahren, der Einflhrung neuer Bestrahlungs-
techniken und des Einsatzes adjuvanter Chemotherapeutika blieb die

5-Jahresiiberlebensrate in den letzten 30 Jahren nahezu unverandert niedrig .

1.5.1 Immuneescape

Als Immuneescape bezeichnet man die Fahigkeit maligner Tumore trotz ihrer
phanotypischen Unterscheidung vom gesunden Koérpergewebe sich der Detektion
und Reaktion des Immunsystems zu entziehen. Denn obwohl HNSCC von
Immunzellen infiltriert werden, zeigen die Patienten eine geminderte Immunantwort.
Die Mechanismen mit denen es der Tumor schafft dem Immunsystem auszuweichen,
kobnnen das Ergebnis mehrerer Veranderungen sein. Viele Tumore zeigen eine
verminderte Synthese der MHC | Molekule, des B,-Mikroglobulin oder anderer
Komponenten des antigenprozessierenden Systems, inklusive bestimmter
Transporterproteine und Untereinheiten des Proteasoms. Es gibt Tumore, besonders
die schnell wachsenden und mit hohem Metastasierungspotential, die keine Antigene
mehr prasentieren bzw. Antigene prasentieren, die eine immunologische Toleranz
induzieren oder durch eine vermehrte Expression von Glykokalyx Molekulen ihre
Antigene darunter ,verstecken®. Auch losliche Faktoren die vom Tumor sezerniert
werden tragen dazu bei Y.

Mechanismen des Immuneescape sind auch fur HNSCC beschrieben worden.

Es zeigen sich Fehler in der zellvermittelten Immunitat und Anergy, die mit Progress
der Krankheit korrelieren. T-Zell Lymphozytopenie und Dysfunktion, monozytare
Dysfunktion und Zell supprimierende Faktoren tragen dazu bei **2.

Das Fehlen des B7-Proteins oder der Antigenprasentation durch MHC Il hat sich in in
vitro Untersuchungen mit HNSCC Zellen daftir verantwortlich gezeigt, dass keine
T-Zell Proliferation induziert wird. Im Gegenzug war es moglich diese Reaktion durch

Transfektion des B7.1 Gens in die HNSCC Zellen wiederzuerlangen 3. 24% der
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HNO Tumore zeigen zudem einen volligen Verlust von MHC Klasse | Molekilen, was

t 14 Denn die

die spezifische Reaktion des Immunsystems unmadglich mach
Expression von Adhasionsmolekiillen auf Tumorzellen wie Spectrin, Integrin und
anderen Oberflachenmolekilen wie der MHC sind notwendig um eine erste,
unspezifische und temporare Bindung zwischen der Tumorzelle und der T-Zelle zu
ermdglichen. Ohne diese ist eine Reaktion nicht mdglich.

Die funktionelle Aktivitdt von Lymphozyten, in den bei Operationen gewonnenen
Lymphknoten von HNSCC Patienten, wurde untersucht. Dabei zeigte sich bei
Lymphozyten aus Lymphknoten nahe dem Primartumor eine signifikante Abnahme
der IL-2 induzierten Zytotoxizitat im Vergleich zu weiter entfernten. Durch weitere in
vitro Experimente konnte angenommen werden, dass durch die Lymphknoten
gebildete 16sliche Faktoren dafiir verantwortlich sind %,

CD1d-reaktive natirliche Killer-T-Zellen mit einer unverénderlichen T-Zell Rezeptor
Va14 Neuanordnung (iNKT) sind eine spezielle Subpopulation von Lymphozyten.
Auch hier findet eine Fehlregulation statt. Eine reduzierte Anzahl an zirkulierenden
iINKT in HNSCC Patienten korreliert mit einer schlechten klinischen Prognose ¢,
Dafiir findet sich eine erhéhte Anzahl an CD34" Stammzellen im peripheren Blut der
Patienten, die Uber das von HNSCC produzierte granulocyte-monocyte colony-
stimulating factor (GM-CSF) in verstarktem MalRe aus dem Knochenmark mobilisiert
werden. Diese tragen zu der reduzierten funktionellen Kompetenz der
T-Lymphozyten im peripheren Blut bei, denn die proliferationsfordende Wirkung von
IL-2 auf die T-Zellen der Patienten konnte nach Entfernung der CD34" Zellen wieder
greifen 117118 Zudem werden diese CD34* Stammzellen durch HNSCC produziertes
VEGF chemotaktisch angelockt und im Tumor zu endothelialen Zellen
(CD31*/CD144") fur eine verstarkte GefaRneubildung differenziert 19129,

Der negativ regulierende Einfluss der CD34" Zellen wirkt sich wahrscheinlich tiber
den transforming growth factor (TGF)-B auf die Quantitat der CD8" Zellen, sowie
tiber die funktionelle Beeinflussung der CD4+-T-Zellen aus 2122,

Dieser Faktor spielt auch eine Rolle in der durch den Tumor induzierten Suppression
des Immunsystems durch regulatorische T-Zellen. Die Uberexpression der
Cyclooxygenase 2 (COX-2) und die Produktion von Prostaglandin E, (PGE,) der
HNSCC Zellen induzieren Type 1 regulatorische T-Zellen (Tq) (CD4+, CD25high,
Foxp3"). Die negativ regulierende Wirkung dieser Ty in der Tumorumgebung ist

bedingt durch ihre Sekretion von IL-10 und TGF-B 23,
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Auch pDCs die den Tumor infiltrieren leiten keine TH1 Antwort ein und somit keine
effektive antitumorale Immunabwehr, sondern in Abwesenheit eines mikrobiellen
Stimulus - durch den CD40 Ligand und ihre intrinsische Fahigkeit ICOS-L wahrend
der Differenzierung hochzuregulieren - CD8" regulatorische T-Zellen 1 24 Diese
sind anergisch und nicht-zytotoxisch, aber in der Lage eine primare T-Zell Antwort
durch IL-10 Sekretion zu inhibieren. Die durch den CD40 Ligand gereiften
plasmazytoiden DCs bahnen eine TH2 Antwort, eine Toleranzinduktion B* 53,

DCs im Tumormilieu zeigten nicht mehr detektierbare Level an kostimulatorischen
Molekulen, vereinbar mit dem Phanotyp einer naiven, nicht aktivierten DC. Die Zellen
von HNSCC Patienten zeigten eine substantiell niedrige Expression von MHC Klasse
II, bei Mausen zeigte sich auch eine niedrige Expression von B7-2 und bestimmten

n [125]

Adhasionsmolekile . Dies korreliert mit ihrer Unfahigkeit eine allogene und

antigenspezifische T-Zell Antwort zu polarisieren 2%,

Auch HNSCC Zellen exprimieren den CD40 Rezeptor und aktivierte CD4" T-Zellen
den dazugehdorigen Liganden, den ,,CD40 Ligand®. Die Ligation inhibiert die spontane
und Fas-induzierte Apoptose der HNSCC Zellen. Gleichzeitig steigert es die
Sekretion von IL-8, VEGF und PGE,. Die Kostimulation mit epidermal growth factor

Rekombinant (EGFr) steigert zusétzlich die Sekretion von IL-8, VEGF und PGE, 2.

1.5.1.1 Lo6sliche Faktoren im Mikromilieu

Viele der oben genannten Mechanismen werden durch I6sliche Faktoren vermittelt.
Diese Faktoren im sogenannten Mikromilieu des Tumors werden direkt durch den
Tumor sezerniert oder indirekt durch die Beeinflussung von Immunzellen.

Die Zytokine die im Tumormilieu von HNSCC identifiziert wurden sind unter anderem
IL-1a, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
PGE,, sowie der basic fibroblast groth factor (bFGF) 128129

Die Heranreifung der fur die Vermittlung der Immunantwort nétigen DCs aus
Progenitorzellen wird durch den Tumor mittels der Ausschittung von VEGF und auch
GM-CSF verhindert 3%, Stattdessen werden diese CD34+ Stammzellen, wie oben
beschrieben, durch VEGF chemotaktisch angelockt und unter anderem im Tumor zu
endothelialen Zellen (CD31°/CD144%) fir eine verstarkte GefaRneubildung

[119-120] " Ein erhohter Plasmalevel an VEGF korreliert mit einer

n 11311

differenziert
schlechteren Prognose der Patiente
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Der bFGF gehort mit VEGF zu den potenten Mediatoren der Neoangiogenese in
Tumoren und ist auch in HNSCC Zellen stark exprimiert. Die Exposition der Zellen
mit IFN-a reduziert widerum deren Expression %2,

IL-10 spielt ebenfalls eine Rolle in der fehlerhaften DC Funktion. Es wird
hauptsachlich durch die vom Tumor induzierten T,y sezerniert. IL-10 hemmt die
Differenzierung von Monozyten zu DCs und somit die Generierung von

antigenprasentierenden Zellen %

. Es verhindert auf3erdem eine primare T-Zell
Antwort, da es unter anderem die dafir nétige Expression von MHC Il und
kostimulatorischen Molekilen hemmt. Zusatzlich wird die IL-12 Produktion von
aktivierten Makrophagen und DCs inhibiert, sowie die IFN-y Produktion ™. DCs
induzieren wiederum nach IL-10 Kontakt eine Toleranz und regulatorische T-Zellen
(1341 HNSCC Tumore selbst scheinen keine autonome IL-10 Produktion zu betreiben
[135].

IL-4 gehoOrt wie IL-10 zur Gruppe der immunsupprimierenden Zytokine und spielt
ebenso eine Rolle bei der Herabregulierung der zellvermittelten und der TH1
gewichteten Immunantwort, indem es die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu
TH2 Zellen stimuliert und die Wirkung des Makrophagen-aktivierenden IFN-y
antagonisiert. Au3erdem besteht die biologische Aktivitat in der Initiierung einer IgE
Sekretion von B-Zellen % 138

IL-8 ist der dritte Trigger der Neoangiogenese in HNSCC Tumoren und gehort
zusammen mit IL-1, IL-6 und GM-CSF zu den proinflammatorischen und

[1291 ' |L-8 fordert auRerdem die Proliferation und

proangiogenese Zytokinen
Chemotaxis von Granulozyten und in vitro konnte sogar die direkte
Proliferationsstimulation auf HNSCC Zelllinien gezeigt werden. Den gleichen Effekt
auf das Wachstum von HNSCC Zelllinien hat auch IL-6 37, AuBerdem reduziert es
die Expression des CD80 auf HNSCC Zellen und tragt somit zu einer
beeintrachtigten T-Zell Aktivierung bei **®. Ein dauerhaft hoher IL-6 Plasmaspiegel
kann zu Immundefizienz und Kachexie, sowie Hyperkalziamie fuhren, alles auch
Symptome HNSCC Erkrankter ™. Es wirkt auf das Immunsystem, indem es die
B-Zell Differenzierung und IgG Sekretion induziert, sowie die Differenzierung von
neutrophilen Granulozyten stimuliert. Auf3erdem wirkt es als ein potentes endogenes
Pyogen und induziert die Expression von akut-Phase Protein-Genen, wie z.B. des

C-reaktiven Proteins ™. IL-6 verhindert durch die Aktivierung des signal transducer
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and activator of transkription 3 (STAT3) Apoptose Prozesse in Zellen in einer
Entziindungsreaktion, auch in Tumorzellen 47,

Diese proinflammatorischen Zytokine filhren zu einer Entziindungsreaktion in der
Umgebung des Tumors und dazu, dass die umliegenden Zellen zusatzlich fir ihn
wichtige Wachstumsfaktoren und Zellmediatoren wie z.B. das PGE, produzieren,
welches unter anderem die Bildung von Teq induziert 144147,

IL-1a gehort auch zu den Zytokinen, die von HNSCC Zellen sezerniert werden und
ist ein autokriner Faktor, der die Aktivierung proliferationsférdernder
Transkriptionsfaktoren und Zielgene im Tumor stimuliert und zwar via intrazellularer
oder membrangebundener IL-1 Rezeptoren, die relativ unzuganglich sind fur
antagonistische Antikorper %%, Es besitzt eine hohe Wirkungskraft in der Induktion
von IL-8 und GM-CSF in HNSCC 4,

Die Phospholipid-Metaboliten PGE,, Leukotrien B4 (LTB4), und platelet activating
factor (PAF) sind Entzindungsmediatoren und finden sich im Mikromilieu von
HNSCC. PGE,; und LTB4 werden von in vitro Tumorzellkulturen und HNSCC
Zelllinien produziert; PAF fand sich nicht in den in vitro Kulturen. Es wird
angenommen, dass es reaktiv von den Immunzellen produziert wird. Durch IL-1 l&sst

sich die PGE, Sekretion des Tumors steigern 4!

[123]

. Das PGE; induziert Type 1
regulatorische T-Zellen
Die immunregulierende Wirkung des TGF-B im Tumormilieu setzt sich aus seiner
Inhibierung der Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und seiner Wirkung
auf neutrophile Granulozyten, Endothelzellen und Mastzellen zusammen. Es
verhindert eine Immun- und Entziindungsreaktion dieser Zellen und wurde als
Tumorprodukt entdeckt 11,

Ein weiterer Faktor in HNSCC Tumoren sind die p15E-low molecular weight factors
(LMWF) (<25kD) benannt nach der Ahnlichkeit des Antigens zu dem immun-
suppressiven retroviralen transmembrandsen Hullenprotein pl5E. Dieser Faktor
inhibiert die chemotaktisch N-formyl-methionyl-Leuzylphenylalanin  induzierte
Polarisation von Monozyten **°!. Die operative Entfernung des HNSCC Tumors fihrt

zur Wiedererlangung der defizienten Monozyten Polarisation 47,
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Begasungsbrutschrank

Bench

BioPlex®-Array-Reader
Biophotometer

Blot Papier

Eismaschine

Geldokumentationsgerat

Heizblock (neoBlock 12-2503)
Inkubatorschdttler

Kryordhrchen

MACS LS Colums

Microfuge® 18

Microplate Spectrometer,Benchmark Plus
Mikroskop (Wilovert S)
Nitrocellulosemembran

FACSCanto

Power Pac HC™

Ruttler (MTS 2/4 digital)

Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell
Trans-Blot Transfer Nitrocellulosepapier
Vortexer

Waage (SDC 52)
Wasser-Deionisierungsmaschine
Zellschaber

Zentrifuge (Allegra™ 25R)

FA.
Fa.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.

BINDER

W. Pabisch

Bio-RAD

EPPENDORF

Blo-RAD

SCOTSMAN

Bio-RAD

NEOLAB

EDMUND BUHLER GMBH
SARSTEDT

MILTENYI BIOTEC
BECKMANN COULTER ™
Blo-RAD

WiLL

Bio-RaD

BD

Blo-RAD

IKA®

Bio-RaD

BIoRAD

IKA®

SCALTEC

STERLING BERKEFELD
SARSTEDT

BECKMANN COULTER ™
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Anodenpuffer Roti-Blot A

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)
Bovine serum albumin pouder (BSA)
Bromphenolblau
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Human Cytokine Th1/Th2
Lymphocyte Seperation Medium
Milchpulver

Mycoplasma-Off

Ponceau S

Qiaquick Gel Extraction Kit
Reaktionsgefalle

Saponin

Schwefelsaure 40%

TMB Substrat 1 und 2
Trypanblau-Lésung

Tween 20

Kathodenpuffer Roti-Blot K

2.1.3 Reagenzien

Aminosauren, nicht essentielle
Aqua Spullésung

DMEM (Dulbecco’s Modifies Eagle Medium)
PBS Dulbecco’s Phosphat Puffer
Blasticidin Agar, E’coli FastMedia™
Blasticidin TB, E’coli FastMedia™
Foetal Bovine Serum (FCS)

Glycin

Natriumpyruvat

Schwefelsaure

Tris EDTA

FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.

FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.

ROTH

ROTH
SIGMA-ALDRICH
ROTH
SIGMA-ALDRICH
Bio-RAD

PAA

BIORAD

MINERVA BIOLABS
ROTH

QIAGEN
SARSTEDT

SIGMA

MERCK

BENDER MEDSYSTEMS
SIGMA

Blo-RAD

RoOTH

GiBCO

DELTASELECT

GiBco

PAA LABORATORIES
INVIVOGEN

INVIVOGEN

GiBco

CARL ROTH GMBH & Co.
SIGMA-ALDRICH

CARL ROTH GMBH & Co.

FLukA CHEMIE GMmBH
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Tween 20 FA. Bio-RAD
X-Vivo 15 FA. CAMBREX

2.1.4 Puffer und Zellmedien

MACS-Puffer PBS
0,5% FCS
2mM EDTA
pH 7,2
Wasch-Puffer PBS

0,5%0 Tween 20

Assay-Puffer 11 PBS
0,5ml Tween 20
59 BSA

TAE 50fach 2429 Tris

57,1ml Eisessig
100ml 0,5% EDTA

Zellkulturmedium 500m| DMEM
50ml FCS, hitzeinaktiviert
5ml Natriumpyruvat

5ml nicht essentielle Aminosauren

500ml X-Vivo
Elektrophoresepuffer 1% SDS
10fach 0,25M Tris

1,92M Glycin
4N Schwefelsaure 62,3ml deionisiertes Wasser

37,7ml Schwefelsaure 40%

28



Material und Methoden

2.1.5 Assays und Module

AP-Conjugate Substrate Kit

BDCA-4 Cell Isolation Kit

Cytokin Reagent Kit

IFN-a ELISA Module Set

Human Serum Diluent Kit

CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) MicroBead Kit
Venor PCR Detection Kit

FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.
FA.

BIORAD
MILTENYI BIOTEC
Bio-RAD
BENDER
Blo-RAD
MILTENYI BIOTEC
MINERVA
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2.1.6 Antikorper

Folgende in den Tabelle 1 undTabelle 2 aufgefuhrte Antikdrper wurden im Rahmen

dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 1: Daten der in dieser Arbeit verwendeten FACS Antikdrper

Name Isotyp Fluoreszenz | Konzentration Herkunft

Anti-BDCA2 mouse APC, PE * FA. MILTENYI
IgG1, k

Anti-CD40 mouse APC * FA.BD
IgG2b, k

Anti-CD80 mouse IgM FITC * FA.BD

Anti-CD86 mouse PE * FA.BD
IgG1, k

Anti-CD123 mouse PE * FA.BD
IgG1,

Anti-CCR7 mouse PE-Cy7 * FA.BD
1gG2a, K

Anti-CXCR3 mouse APC * FA.BD
IgG1, kK

Anti-CXCR4 mouse PE-Cy5 * Fa.BD
IgG2a, k

Anti-HLA-DR mouse PerCP * FA.BD
IgG2a, k

Anti-Lin-1 Mouse FITC * FA.BD
IgG1,
k/lgG2b, K

Anti-TLR3 mouse PE * FA.
IgG1, K EBIOSCIENCE

Anti-TLR9 mouse FITC * FA. IMGENEX
IgG1, kK

Anti-TLR9 rabbit PE * FA.
IgG2a, k EBIOSCIENCE

Goat-anti-rabbit FITC * FA.BD

* zur Farbung der Zellen mit den Antikdrpern wurden 2ul pro Probenrdhrchen (nach

Abzentrifugation der Zellen und Resuspension in 1% BSA PBS L6sung) verwendet.
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Tabelle 2: Daten der in dieser Arbeit verwendeten Westernblot Antikdrper

Name Isotyp kDa Verdiinnung Herkunft
Anti-TLR1 Rabbit IgG 84 20ul/10ml FA. IMGENEX
Anti-TLR3 Mouse IgG | 97 20pl/10ml FA. IMGENEX
Anti-TLR7 Rabbit IgG 121 20pl/20ml FA. IMGENEX
Beta Actin-Loading 43 10ul/20ml FA. ABCAM
Control

Goat anti mouse Goat IgG 3,5ul/20ml FA. BIORAD
Goat anti rabbit Goat IgG 3,5ul/20ml FA. BIORAD

Tabelle 3: Daten der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper zur Funktionsanalyse

Name Isotyp Klon Konzentration Herkunft
Anti-IL-10R (CD 210) | Mouse igG | #37607 2,5ul/ml FA.R&D
SYSTEMS

2.1.7 Oligodesoxynukleotide

Die angegebenen Oligonukleotide waren alle negativ auf Endotoxin getestet. Sie

wurden in Konzentrationen von 3ug/ml bzw. 6ug/ml eingesetzt. Die Stockldsungen

wurden nach Herstellerangaben in Tris EDTA angesetzt.

Ein Teil der Oligonukleotide, wie angegeben, wurden in Zusammenarbeit mit dem

Institut fur Molekulare Medizin der Universitat Libeck im Rahmen dieser Dissertation

in Ihrer Wirkung auf pDCs untersucht.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Sequenzen der verwendeten
CpG-Oligonukleotide:
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Tabelle 4: Daten der in dieser Arbeit verwendeten CpG ODN

Lange
CpG ODN - Sequenz 5 > 3 Herkunft
n
2006 24 TCGTCGTTTTGT CGT TTT GTC GTT Fa. InvivoGen
Institut far
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT+
2006 PTO 24 ] o molekulare
Phosphothioatmodifikation o
Medizin*
Fa. Metabion,
2216 20 g9G GGA CGA TCG TCG ggg gG )
InvivoGen
2216-15g 30 09G GGA CGA TCG TCG ggg 9gg 999 ggg Fa. Operon
Poly-g30 31 999 999 999 999 999 999 999 9499 999 ggg Fa. Operon
Me Institut far
TM6-C Me Me M Me
24 TC™G TGT TC"*G TGT TC"*G TGT TC"*G TGT molekulare
(tetraCH2) .
Medizin*
Institut far
TM6,4 24-
TCGTGTTCG TGTTCG TGT TCG TGT molekulare
(tetraHex) mer o
Medizin*
S-TM6, Institut fur
24- TCG TGT TCG TGT TCG TGT TCG TGT +
(tetraHex ] o molekulare
mer Phosphothioatmodifikation o
PTO) Medizin*

Kleinbuchstaben: Phosphothioatverbindung; Grol3buchstaben: Phosphodiesterverbindung; fett: CpG
Dinukleotide
* Institut fir Molekulare Medizin der Universitat zu Libeck

2.1.8 Zytokine

rekombinantes humanes IL-6 FA. BIOSOURCE
rekombinantes humanes IL-8 FA. BIOSOURCE
rekombinantes humanes IL-10 FA. BIOSOURCE

Die gelieferten Interleukine wurden nach Herstellerangaben in sterilem H,O gel6st,
alliquotiert und bei -20°C verwahrt. Die weitere versuchsbezogene Verdinnung

erfolgte, wenn notig mit PBS mit 1%BSA als Tragerprotein.
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2.1.9 Zelllinien und priméare Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten plasmazytoiden Dendritischen Zellen (pDC) und die
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) wurden aus Spenderblut gesunder
Blutspender der Blutspendezentrale der Transfusionsmedizin UKSH Campus Lubeck
gewonnen. Die Spender hatten keine Allergien und standen nicht unter Medikation.
Fur die Verwendung des Spenderbluts lag ein von der Ethikkommission der
Universitat zu Lubeck befurworteter Ethikantrag (Aktenzeichen: 06-027) vor.

Die verwendeten HNSCC Zellinien BHY und PCI13 sind immortalisierte
Tumorzellen. PCI13 stammt von einem 50 jahrigem Patienten mit einem Tumor im
retromolaren Trigonum (T3 N1 MO) und wurde 1989 von Heo et al. etabliert. Diese
Zelllinie wurde unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von Dr. T. Whiteside aus
Pittsburgh, Pennsylvania, USA zur Verfligung gestellit.

BHY wurde von einem Tumor eines 52 jahrigen Japaners mit differenziertem HNSCC
des unteren Alveolus 1997 von Kawamata et al. etabliert. Dieser Tumor zeigte im
Speziellen ein hoch invasives Wachstum zum Unterkiefer und zur Muskelschicht
(DSMZ Germany No. ACC 404).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturarbeiten

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Um eine
Kontaminierung der Zellkultur mit Bakterien und Pilzen zu verhindern, wurde auf
sauberes und steriles Arbeiten geachtet.

Nach UV-Belichtung und 20 minutiger Luftung der Werkbank wurde die Arbeitsflache
vor Gebrauch mit Mycoplasma-Off® gereinigt. Alle verwendeten Materialien wie
EPPENDORF-ReaktionsgefaRe und Pipettenspitzen wurden im Dampfsterilisator fur
15min bei 121°C autoklaviert. Nicht autoklavierbare Gerate wurden regelmafig mit
70%igem Ethanol gereinigt. Um Verunreinigungen und ungewollte Vermischungen
der Zellen mit anderen zu verhindern, wurde immer nur mit einer Zelllinie unter der

Sterilbank gearbeitet.

2.2.2 Zellkultur

Die Zellkulturen wurde in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und bei einem CO, Anteil von 5% in der Atmosphéare vorgenommen.
Die Zellen wurden immer, wenn nicht anders angegeben, in dem unter Punkt 2.1.4

beschriebenen Zellkulturmedium inkubiert.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung des Anteils der vitalen, lebenden Zellen wurde der
Trypanblau-Ausschlusstest angewendet. Hierbei farben sich tote Zellen im
Gegensatz zu vitalen blau, da der zugegebenen Farbstoff auf Grund ihrer nicht mehr
intakten Zellmembran in das Zellinnere eindringen kann. Die Zellzahl wurde nach
geeigneter Verdiunnung der Zellsuspension in der Neubauer-Zahlkammer unter dem

Lichtmikroskop ermittelt.
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2.2.4 Kultivierung von HNSCC Zellen

Die adharenten HNSCC-Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO:2
unter Verwendung des unter 2.1.4 beschriebenen Zellmediums kultiviert. Fir die
Subkultivierung wurden die Zelllinien bei einer Konfluenz von 70-80% mit
Trypsin-EDTA von den Zellkulturflaschen abgeldst, in DMEM resuspendiert und zum
Pelletieren zentrifugiert (200g, 8min, 30°C). Nach dem Resuspendieren des
Zellpellets wurde die gewilnschte Verdinnung der Zellsuspension in neue
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Die Zelllinien wurden in regelmafigen Abstdnden mit

dem Venor PCR Detection Kit auf Mycoplasmen-Kontaminationen untersucht.

2.2.4.1 Inkubation von HNSCC Zellen mit CpG ODN, Interleukinen und IL-10R

Antikdrper

Fir die Testung der Wirkung von Interleukinen, CpG ODN und IL-10R Antikorper auf
das Wachstum von HNSCC Zellen wurden diese zu Populationen von 5.000/Well
(BHY) bzw. 2.500/well (PCI13) in flat-bottom Mikrotiterplatten inkubiert. Je nach zu
untersuchendem Zusatz wurde dieser dem Kulturmedium zugesetzt. Die
Konzentrationen entsprachen dabei denen der bei den pDCs angewendeten (siehe
2.2.8). Das Wachstumsverhalten wurde anschlieRend mit dem MTT Test bestimmt
(siehe 2.2.12).

2.2.4.2 Einfrieren von Zellen und Zellkulturtiberstand

Zur Langzeit-Aufbewahrung wurden die Zelllinien im Verhaltnis 1:1 mit 2-fach
konzentriertem Einfriermedium (20% FCS, 10% DMSO, 70% DMEM) versetzt und in
Kryoréhrchen unter Verwendung eines mit Isopropanol gefillten Einfrierkarussels bei
-80°C eingefroren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturiiberstande wurden nach 24h aus der
Zellkulturflasche entnommen, aliquotiert und bei -20°C eingefroren.
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2.2.4.3 Auftauen von eingefrorenen Zellen und Zellkulturiiberstand

Die in Kryor6hrchen tiefgefrorenen Zellen wurden ztigig im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und um das DMSO auszuwaschen in 10ml vorgewarmtes FCS-haltiges
(10%) Nahrmedium tberfuhrt und abzentrifugiert (300g, 30°C, 8min).

Der Waschvorgang wurde wiederholt und nach Dekantieren des Uberstandes

wurde das Zellprazipitat in ebenfalls vorgewarmtes Kulturmedium aufgenommen

und in Kulturflaschen angeziichtet. Nach 24h erfolgte die mikroskopische
Begutachtung der Zellen sowie der erste Mediumwechsel.

Die tiefgefrorenen Zellkulturiiberstande wurden stets auf Eis aufgetaut und zeitnah

verwendet. Einmal aufgetauter Zellkulturiiberstand wurde verworfen.

2.2.5 Isolierung von mononukleéren Zellen aus dem peripheren Blut

Zur Isolation peripherer Blutlymphozyten (PBMC = peripher blood mononuclear cells)
wurde frisches Spenderblut von gesunden Blutspendern aus dem Institut far
Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitdt Lubeck verwendet. Zur
Gewinnung des  sogenannten  buffy coat wurde das Blut per
Dichtegradientenzentrifugation tiber Lymphocyte Separation Medium aufgetrennt. Als
buffy coat bezeichnet man die Leukozytenmanschette, die man beim
Abzentrifugieren von Vollblut erhalt. Diese besteht aus den plasmafreien zellularen
Bestandteilen des Blutes mit einem reduzierten Gehalt an Erythrozyten.

Das Trennmedium besitzt aufgrund seiner spezifischen Dichte von 1,077 g/ml die
Eigenschaft, in einer Dichte-Zentrifugation mononukleare Zellen (Lymphozyten und
Monozyten) an der Phasengrenze zwischen Blutserum und Trennmedium
anzureichern. Wegen ihrer hdheren Dichte sedimentieren Erythrozyten und
Granulozyten in bzw. unter der Trennschicht. Thrombozyten hingegen separieren
wegen ihrer geringeren Dichte in die Serumschicht oberhalb des Trennmediums und
des buffy coats.

Zu Beginn der Isolation der PBMCs wurde das Vollblut sterii aus den
Konservenbeuteln entnommen und mit der doppelten Menge PBS verdinnt. Dann
wurde die Blut-PBS-Mischung in einem 50ml Polypropylen-Réhrchen Gber 20ml
Separationsmedium vorsichtig geschichtet. AnschlieRend wurden diese bei 600g

ohne Abbremsen fir 30min bei 20°C zentrifugiert und am Ende auf 4°C
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heruntergekuhlt. Danach wurde die entstandene Interphase vorsichtig mit der
Zellkulturpipette aufgenommen und in MACS-Puffer 1:1 verdunnt. Die Zellen wurden
insgesamt zwei Mal in MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation mit 300g, 10min,
4°C), bevor das Pellet zur Lyse von Erythrozyten mit der doppelten Menge Aqua
Spullésung — H,O 1min 10sek zugig resuspendiert wurde. Gleich darauf wird der
Lyse-Effekt durch Zugabe von MACS-Puffer gestoppt und die Zellldsung erneut
zentrifugiert (300g, 10min, 4°C). Die Zellen wurden nochmals gewaschen und durch

Filtern mit einem 75um Filter von Zellklumpen befreit.

2.2.6 Separation plasmazytoider dendritischer Zellen mittels magnetischer
Zellsortierung

Zur lIsolierung von plasmazytoiden Dendritischen Zellen aus PBMCs wurde das
Prinzip des magnetic activated cell sorting (MACS) angewendet. Dabei wurden
spezifische  Antikrper verwendet, die chemisch an ferromagnetische
(Eisen-)Mikropartikel (beads) von etwa 50nm Durchmesser gebunden sind. Fur die
Isolierung wurde mit dem BDCA-4 Cell Isolation Kit von Milteny Biotec gearbeitet.
Nach 15 minutiger Inkubation der gewonnen PBMCs mit den microbeads und dem
dazugehorigen blocking Reagenz (je 100ul pro 108 Zellen) bei 6-12°C, wurden diese
mit MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und mit 500ul pro 10® Zellen
resuspendiert. Bevor die Zellsuspension durch die Separationssaulen gegeben wird,
werden diese mit MACS-Puffer equilibriert und die Zellsuspension abermals vorher
uber einen Zellfilter von Zellklumpen befreit. Diese Separationssdulen enthalten eine
paramagnetische Matrix und werden in einen starken Permanentmagneten befestigt.
Beim DurchflieBen der Zellsuspension mit den markierten Zellen werden diese in der
Matrix durch die magnetische Wirkung auf das Eisenteilchen festgehalten. Alle
,versehentlich® zurickgebliebenen unmarkierten Zellen, werden durch mehrmaliges
Spulen der Saule entfernt.

Um die separierten Zellen aus der Saule zu eluieren wurde diese aul3erhalb des
Magnetfeldes mit 3ml MACS-Puffer bestiickt und die Zellen wurden mit Hilfe eines
Stempels aus der Saule gedrickt. Durch Wiederholen des Vorgangs mit einer neuen

Saule wurde die Reinheit der Zellen optimiert.
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2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden im Photometer

Die Konzentration der kauflich erworbenen und im Versuch eingesetzten CpG
Oligonukleotide wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers Uberprift. Dazu wurden
die Oligonukleotide mit 10 mM Tris HCI (pH 8) 1:50 verdinnt und im Photometer bei
260nm gemessen. Optimale OD-Werte liegen zwischen 0,1 und 1,0. Aus den
gemessenen OD-Werten errechnen sich die zugehérigen Konzentrationen

folgendermalden:

Konzentration [pg/pl]

Verdiinnungsfaktor - spez. Absorptionskoeffizientsspna

= OD260nm - 1000 ng/l.ll

50-33
1000

= OD260nm ng/ul

2.2.8 Kultivierung und Stimulierung plasmazytoider dendritischer Zellen

2.2.8.1 Inkubation von pDCs mit Oligonukleotiden, Interleukinen und dem IL-10

Rezeptorantikorper

Die per magnetischer Sortierung gewonnene pDC Zellsuspension wurde mit frischem
DMEM/xVivo Medium (im Verhaltnis 1:1) auf die gewlinschte Zellkonzentration
verdinnt. Inkubationsansatze wurden in einer 96-well Platte durchgefiihrt. Die
Zellzahl pro Well lag bei 50.000 Zellen in Volumina von 100ul, wenn nicht anders
angegeben. Die CpG ODN Loésungen und Interleukine wurden standardisiert nach
Anleitung der Hersteller verdinnt. Im Fall der CpG ODN wurde je nach
Versuchsansatz 3ul/ml (Endkonzentration von etwa 375nM) oder 6pl/ml (etwa
750nM) Oligonukleotid zugegeben. Interleukin-10 wurden in den Konzentrationen
1ng/ml, 10ng/ml und 100ng/ml, IL-6 mit 10pg/ml, 100pg/ml, 1ng/ml und 10ng/ml,
sowie IL-8 in den Konzentrationen 10 pg/ml, 100pg/ml, 1ng/ml eingesetzt 129 148
130111381 Der IL-10R AK wurde in einer Konzentration von 2,5ug/ml verwendet 48!,

Die Zugabe von CpG ODN und der Interleukine erfolgte (wenn nicht anders
angegeben) direkt beim Ansetzen des Versuches. AnschlieRend wurden die Zellen

im Brutschrank bei 37°C und 5% CO. fir 24h bzw. 48h inkubiert. Bei Versuchen zur
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Abhéngigkeit der Immunstimulation von der Inkubationszeit wurde die Inkubationszeit
variiert. Die Inkubationszeiten sind bei der Beschreibung der jeweiligen Versuche

angegeben.

2.2.8.2 Inkubation von pDCs mit HNSCC Zellen/Uberstand

Die wie unter Punkt 2.2.4 beschrieben kultivierten HNSCC Zellen wurden bei 70%-
80% Konfluenz mit Trypsin-EDTA von den Zellkulturflaschen abgelost, in DMEM
resuspendiert und dann zentrifugiert (200g, 8min, 30°C). Das so gewonnene
Zellpellet wurde wiederum resuspendiert, die Zellzahl ermittelt und auf eine fir den
jeweiligen Versuch praktikable Zellzahl pro ul verdinnt. Die Koinkubation von
HNSCC Zellen und plasmazytoiden Zellen fand, wenn nicht anders angegeben, in
dem Verhaltnis 1:4 statt.

2.2.9 IFN-a ELISA

Fur die Konzentrationsbestimmung von IFN-a im Zellkulturiberstand wurde das
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) Module Set der Firma BENDER
verwendet.

Der Coating-Antikérper (10ug/ml in PBS) adhérierte Gber Nacht in einer feuchten
Kammer bei 4°C in 96 well flat bottom Mikrotiterplatten. Zum Blocken unspezifischer
Bindungen kam nach dem Waschen der Wells mit Waschpuffer 250ul Assay Puffer
pro well zum Einsatz. Der Ansatz wurde fur zwei Stunden verschlossen mit Parafilm
und Deckel bei 37°C auf dem Schuttler inkubiert, bevor die Platten zweimal mit dem
Waschpuffer erneut gespult wurden.

100ul des vorbereiteten IFN-a Standard in definierten Konzentrationen von 500pg/ml,
250pg/ml, 125pg/ml, 63pg/ml, 32pg/ml, 16pg/ml, 8pg/ml, sowie eine blank Probe
(Assay Puffer) und 100ul Assay Puffer plus 20ul der zu analysierenden Uberstande
wurden in die entsprechenden Wells gegeben. Dann wurde je 50ul gebrauchsfertiges
Meerrettich-Peroxidase (HRP) Konjugat (HRP Konjugat im Verhéltnis 1:1500 mit
Assay Puffer) zu jedem Well dazugegeben, die Mikrotitierplatte mit Parafilm vor
Verdunstung geschuitzt und fur zwei Stunden bei 100rpm und Raumtemperatur auf

dem Schiittler inkubiert.
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Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat wurde kurz vor Beendigung der Inkubationszeit
frisch angesetzt (je ein Teil Substrat 1 und ein Teil Substrat 2) und davon 100ul pro
well, nach dreimaligem Waschen mit 250ul/well Waschpuffer, gegeben. Dieser
Ansatz wurde far 20min im Dunkeln bei 100rpm und Raumtemperatur auf dem
Schittler inkubiert.

Zum Schluss wurde die Farbreaktion durch Zugabe von jeweils 100yl 4N
Schwefelsaure gestoppt, welches einen Farbumschlag von blau in gelb hervorruft.
Die Extinktion der gelben Farblésung wurde photometrisch bei 450nm mit einem

Referenzfilter von 650nm quantifiziert.

2.2.9.1 Bestimmung der IFN-a Konzentration aus der Extinktion

Um aus der mit dem Photometer gemessenen Extinktion die Konzentration (pg/ml)
der zu analysierenden Proben an IFN-a zu bestimmen, wurde mit Hilfe der auf jeder
Platte mitgefuhrten Standardreihe mit verschiedenen genau definierten IFN-a
Konzentrationen eine Standardkurve erstellt. Die Messdaten wurden in einem
Diagramm gegen die eingesetzte IFN-a Konzentration aufgetragen. Durch die
Mitflhrung eines beziglich seiner Konzentration bekannten Standards wird die
Probenkonzentration anhand der erstellten Standardkurve bestimmt.

Die standardmalig Verdiunnung der Proben von 1:5 wurden dabei bertcksichtigt. Im
Falle von weiteren Verdinnungen, wurden diese ebenfalls in die Berechnung
einbezogen.

Das Detektionslimit lag laut Herstellerangaben bei 3,16pg/ml.
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Abbildung 3: IFN-a ELISA Standardkurve mit polynomischer Regression

Anhand der Mittelwerte der mitgeflihrten Standardreihe der durchgefiihrten IFN-a ELISAs wurde diese
Kurve erstellt. Mit Hilfe der Umkehrfunktion der Formel der polynomischen Regression

x =—1500 + 10- /(22495 + 105Y wurden die photometrisch gemessenen Extinktionen in pg/ml
umgerechnet.

2.2.10 Proteinbiochemie

2.2.10.1 Proteinisolierung

Die per Lymphorese gewonnenen und mit Tumortberstand inkubierten
plasmazytoiden Zellen wurde aus den Wells mit PBS gespilt und nach einem
Waschschritt mit 1x PBS (140mM NaCl, 10mM Na-Phosphat) RIPA-Puffer (1x PBS,
1% Igepal CA-630, 0,5% Natrium-Deoxycholat, 0,1% SDS) und Proteinase- und
Phosphataseinhibitoren (30% Aprotinin, 10% PMSF, 10% Natrium-Orthovanodat,
20% Natriumfluorid, 10% Phosphataseinhibitor-Cocktail) zugegeben, die Zellen von
der Zellkulturflasche mit einem Zellschaber abgeldst und in ein Reaktionsgefal
uberfuhrt. Die Zellen wurden 30-60 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie3end bei
13000g 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfihrt und 2-4pl Proteinsuspension in Abhangigkeit der zu erwartenden
Proteinkonzentration fur die Bradford Proteinbestimmung mit dem BIORAD Protein
Assay zugegeben. Nach der Zugabe von 2xSDS Loading-Dye (0,25 M Tris-HCI,
pH6.8, 15% R-Mercaptoethanol, 30% Glycerin, 7% SDS, 0,3% Bromphenolblau)

wurden die Proteine 15min bei 65°C denaturiert.
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2.2.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte spektrophotometrisch nach der
Bradford-Methode. Durch die Bindung des ionischen Farbstoffs Coomassie brilliant
blue G-250 an basische Aminosauren der Proteine verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs (465nm ohne Protein, 595nm mit Protein). Die
Zunahme der Absorption bei 595nm wird im Spektralphotometer erfasst und auf
diese Weise die Proteinkonzentration der LOsung ermittelt, die anhand einer
Eichgeraden bestimmt wird. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden BSA-L&sungen
von 10ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml, 75ug/ml, 100ug/ml und 150ug/ml hergestellt. Dann
wurde das BIORAD Protein Assay im Verhdltnis 1:5 zu den entsprechenden
BSA-Verdinnungen hinzugegeben, vermischt und fur 5min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieend wurde die Loésung bei 595nm photometrisch gemessen.
Nach erfolgter Proteinisolierung wurden vor Zugabe des 2fachen SDS-Puffers 10l
der Suspension abgenommen und 1:10 mit Aqua Spullésung verdunnt. 80ul der
verdunnten Probe wurden mit 20yl BIORAD Protein Assay vermischt, fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend photometrisch gemessen. Lagen die so
bestimmten Konzentrationen aul3erhalb der Eichgeraden, wurden dem entsprechend
weitere Verdinnungsschritte durchgefiihrt. Die jeweiligen Verdinnungen der Proben
wurden bei der anschlieRenden Berechnung des Proteingehaltes berticksichtigt.

2.2.10.3 Western-Hybridisierung (Westernblot)

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte per Elektroblotting
bei 0,8-20 mA in einer Trans-Blot Semi-dry Transfer Cell fir 45min. Zur Kontrolle des
Proteintransfers wurde die Nitrozellulosemembran mit PonceauS-Lésung
(0,2%PonceauS, 3%Trichloressigsaure) gefarbt. Um unspezifische Bindungen von
Antikérpern an die Membran zu unterbinden, wurde die Membran 1h mit 3%
Magermilchpulver in 1fach TBS (10x TBS: 24,29 Tris-Base, 80g NaCl; pH 7,6)
gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation mit einem Primarantikérper fur
mindestens 4h oder Uber Nacht. Ungebundene Antikdrper wurden durch dreimaliges
Waschen (5min) in 1fach TBS entfernt. Nach einer zweistiindigen Inkubation mit
einem an Alkalische-Phosphatase (AP) gekoppelten Sekundarantikérper (1:3000)

und erneutem Waschen in 1fach TBS (3x 10min) wurden die Proteine durch Zugabe

42



Material und Methoden

des AP-Substrates sichtbar gemacht. Die verwendeten Primar- und
Sekundarantikdrper und die eingesetzten Konzentrationen sind in Tabelle 2
aufgefuhrt.

2.2.11 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

2.211.1 Bestimmung der Expressionslevel mittels FACS — Analyse

Das fluorescence-activated cell sorting — die FACS Analyse stellt eine Mdglichkeit
dar GrolRe, Granularitat und die Oberflachenantigene von Zellen darzustellen und zu
quantifizieren.

Auch hier werden Antikérper zur Hilfe genommen, diesmal mit Fluoreszenzpartikel
markiert. Die Zellen werden einzeln durch eine Detektierkammer gesogen und am
Messpunkt fihren dann die Grol3e, die Form, die Membranoberflache und die
intrazellularen Granula zur Lichtstreuung eines Laserstrahls. Die Lichtstreuung wird
durch einen Photodetektor in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (forward scatter) und
einen im rechten Winkel dazu liegend (sideward scatter) registriert und in elektrische
Signale umgewandelt. Der Laserstrahl regt aul3erdem das Chromophor der
verwendeten Antikdrper zur Emission von Lichtquanten an, die ebenfalls aufgetrennt
nach ihrer Wellenlange detektiert werden.

Da die Auftrennung der einzelnen Fluoreszenzintensitdten aufgrund der sich
Uberlappenden Spektren der Chromophore nicht immer sauber gelingt, muss dieser
Fehlerbereich abgezogen werden. In der sogenannten Kompensation werden die
sich Uberlappenden Bereiche registriert und dadurch in den spateren Messungen
automatisch bericksichtigt. Speziell dafur bereitgehaltene Kompensationsbeads
werden mit den spater zu messenden Fluoreszenz-Antikbrpern inkubiert und
erlauben dann die Justierung der Signale. Die Kompensationsparameter wurden im
Vorhinein fur jede verwendete Zellentitat erstellt und dann fir alle Messungen
beibehalten. Die Auswertung erfolgte mithilfe der BD FACSDiva™ Software.
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2.2.11.2 Praparation der Zellen fiir die FACS — Messung

Um die Zellen aus den Wells zu I6sen, wurden diese dreimal mit 200 ul PBS gespililt.
Nicht kultivierte Zellen in Losung wurden direkt in ein FACS-ROhrchen gegeben. Um
ausreichend Zellen fiir die Analyse vorzuhalten, wurden pro FACS-Rohrchen 2 x 10*
bis 2 x 10° Zellen Uberfiihrt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und die Zellen nochmals mit PBS gewaschen, um Reste des Mediums
und ahnliches welches die Antikorperbindung beeinflussen kénnte, zu entfernen.

Die Zellen wurden dann mit 50ul PBS resuspendiert und mit 2ul des Antikdrpers
(wenn nicht anders angegeben) auf Eis im Dunkeln fir 20min inkubiert.

Grundsatzlich wurden diese Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt und auch das
verwendete PBS wurde gekihlt und auf Eis gelagert. Die Zentrifuge wurde bei einer
Temperatur von 4°C verwendet.

Unter der Fragestellung intrazellularer Antigene wurden die Zellen mit 50ul 0,1%
Saponin (in PBS) und dem Antikérper inkubiert. Saponin ist ein Glycosid mit einer
hohen Affinitat zu Cholesterol. Durch die Interaktion kommt es zur Bildung von
Poren, die die Zellmembran permeabel machen. Als Negativkontrolle wurde immer
auch eine Probe ohne Antikdrper inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 500ul PBS zu Probe dazugegeben und das
Ganze erneut abzentrifugiert. Bei nichtfluoreszierenden PrimarantikGrpern wurden
50ul PBS und 2ul Sekundarantikérper dazugegeben und nochmals fir 20 Minuten
inkubiert. Um Uberschissige Antikdrper auszuwaschen, wurden die Proben
insgesamt dreimal mit 500ul resuspendiert und abzentrifugiert.

Um eine fur die Messung optimale Zellsuspension zu erreichen, wurden die Zellen
mit 500ul PBS resuspendiert. Die Messungen am FACSCanto wurden mit Hilfe der

FACSDiva Software immer gleich im Anschluss vorgenommen.

2.2.11.3 Bestimmung des Uberlebens von Zellen mittels FACS —Analyse

Zum Nachweis der Vitalitdit der gemessenen plasmazytoiden Dendritischen Zellen
wurden tote und apoptotische Zellen mit Propidiumiodid (PIl) bzw. Annexin V
angefarbt.

Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der

Zellmembran einer vitalen Zelle. Wahrend der Apoptose wird PS auf die Aul3enseite
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der Membran transloziert. Das fluoreszenzmarkierte Annexin V bindet an PS und
ermdglicht es somit apoptotische Zellen durchflusszytometrisch nachzuweisen.
Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran durchlassig, kann Annexin V in die
Zellen eindringen und sich an die Innenseite der Membran binden. Daher kénnen bei
alleiniger Farbung von Zellen mit Annexin V apoptotische nicht von nekrotischen
unterschieden werden. Man kombiniert daher die Annexin V Markierung mit einer
Propidiumiodidfarbung. Das Propidiumiodid dringt nur in Zellen mit durchlassiger
Membran, also in nekrotische Zellen ein. Lebende Zellen sind somit Annexin negativ
und Pl negativ, apoptotische Zellen Annexin positiv und Pl negativ, nekrotische
Zellen Annexin positiv und Pl positiv.

2.2.12 Wachstumsanalyse (MTT-Test)

Die Reaktion der Zellvitalitdt auf die untersuchten Stimulantien und Zytokine wurde
mit Hilfe des MTT-Tests untersucht. Dieser Test dient der Quantifizierung von
lebenden  Zellen durch folgendes Prinzip: Das Tetrazoliumsalz MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) besitzt einen Tetrazolring
und ist, gelost in phenolrotfreiem Medium oder PBS, gelb gefarbt. Die
mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen sind in der Lage, diesen
Tetrazolring enzymatisch zu spalten, so dass violettfarbene Formazankristalle
entstehen, die in wassriger Losung unléslich sind und ausfallen. Durch Zugabe von
Isopropanol (100%) werden die Kristalle geldst und die Absorption der violetten
Farbung spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 550nm bis 600nm
messbar. Die optische Dichte des Farbstoffes ist dabei direkt proportional zur Anzahl
der lebenden Zellen und korreliert mit deren Stoffwechselaktivitat.

Nach Kultivierung der Zellen unter Zusatz bestimmter zu untersuchender
Stimulanzien unter festgelegten Kulturbedingungen erfolgte die Auswertung mittels
MTT-Test. Dazu wurden 10% der MTT Gebrauchslosung (1 Vial MTT
Trockensubstanz + 3ml PBS) pro Volumen Zellkultur hinzugegeben. Die 96-well
Mikrotitierplatten wurden fur eine Stunde unter Standardbedingungen im
Zellkulturschrank inkubiert. Durch Zusatz der MTT Solubilization Solution im
Verhéltnis 1:1 wurde die Reaktion gestoppt, die Zellen lysiert und die entstandenen
Formazankristalle aufgelost. Bei der anschlieBenden Messung in einem

Mikrotiterplatten-Photometer wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 570nm
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gemessen. Von diesem Wert wurde die Extinktion bei 690nm abgezogen, um die
durch Medium und Prazipitate entstehende Absorption heraus zurechnen.

Zur Auswertung der gemessenen Werte wird die Extinktion der vitalen ohne Zusatze
inkubierten Zellen als 100 % gesetzt und die weiteren gemessenen Werte in Relation
zu diesem Ausgangswert berechnet. Bei allen Angaben handelt es sich um
Mittelwerte, die sich aus der Anzahl der Messungen ergeben, die an mindestens

zwei verschiedenen Versuchstagen durchgefiihrt wurden.

2.3 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel x mit dem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM; Standard Error Mean) angegeben. Bei einigen Experimenten
wurde zum Vergleich der Mittelwerte ein zweiseitiger Student-t-Test flr gepaarte
Stichproben durchgefiihrt bzw. die ANOVA Varianzanalyse fur Vergleiche zwischen
den einzelnen Stimuli. Fur den Vergleich z.B. der mittleren Fluoreszenz-intensitaten
(MFI), die nicht einer Normalverteilung entsprechen, kam der Wilcoxon/Kruskal—
Wallis Test (Rangsummentest) zur Anwendung. Statistische Signifikanz wurde bei
p<0,05 angenommen und ist durch Markierung mit einem * angezeigt. Sind unter
Bertcksichtigung besonderer Fragestellungen die Unterschiede zweier Stichproben
statistisch nicht signifikant, so ist dieses durch T gekennzeichnet. Wenn nicht anders
angegeben, erfolgte die Berechnung der statistischen Werte, aus mindestens n>5.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Microsoft® Office 2007 Programms Excel.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der IFN-a Sekretion von plasmazytoiden dendritischen

Zellen nach Stimulierung mit CpG ODN in Abhéngigkeit von Zeit und Konzentration

Die Wirkungsweise der CpG Motive ist seit einiger Zeit Gegenstand intensiver
Forschungen. lhr Vermégen Immunzellen zu stimulieren und somit die kbrpereigene
Immunabwehr anzuregen, scheint ein vielversprechender Ansatz in der Entwicklung
neuer innovativer Therapien verschiedenster Krankheiten. Das Verstandnis der
Eigenschaften und des Verhaltens der Zielzellen, in dieser Doktorarbeit speziell der
plasmazytoiden dendritischen Zellen, ist dabei von groRer Bedeutung und Teil der

Grundlagenforschung.

Um die IFN-a Ausschittung plasmazytoider dendritischer Zellen als Antwort auf die
Stimulation mit verschiedenen CpG Motiven zu untersuchen, wurden diese wie im
Material und Methoden Teil beschrieben isoliert und inkubiert.

Es zeigt sich ein Einfluss der Konzentration und der Zeitkomponente auf die Menge

des ausgeschutteten IFN-a.

3.1.1 Bestimmung der IFN-a Sekretion in Abhangigkeit der Konzentration des
Klasse A CpG ODN 2216

Zur genaueren Charakterisierung der Dosis-Wirkungs-Beziehung im Sinne der
Abhéngigkeit der Konzentration des ausgeschutteten IFN-a von der Menge an
zugegebenem Stimulus, wurden die isolierten pDCs mit CpG ODN 2216 in 0,5ug
Schritten aufsteigenden Konzentrationen im Bereich von 0,5ug/ml bis 6ug/ml und
abschlieBend mit 10pg/ml inkubiert. Die ausgeschiittete Menge IFN-a wurde nach
24h photometrisch bestimmt und anhand der Standardkurve unter Bertcksichtigung
der Verdinnungen in pg/ml umgerechnet.

Vor dem Hintergrund der Wirksamkeit eines Wirkstoffes ist die Dosis-Wirkungs-
Beziehung von zentraler Bedeutung. Ab welcher Konzentration treten Effekte auf?
Wie stark sind die Effekte in Abhangigkeit von der Konzentration? So verursacht
beispielsweise eine doppelte Dosis nicht zwingend einen doppelt so grofl3en Effekt.
Man spricht dann von einer nicht linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung. Diese nicht
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lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung konnte auch bei der Untersuchung der CpG ODN
induzierten IFN-a Sekretion beobachtet werden. Die mittlere effektive Konzentration
(ECs0) beschreibt die effektive Konzentration, bei der ein halbmaximaler Effekt

beobachtet werden kann.
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen der zugegebenen Menge an CpG ODN 2216 und dem
Anstieg der IFN-a Sekretion

Die aus Spenderblut isolierten pDCs wurden zu je 5x10* Zellen in 96 U bottom well Mikrotitierplatten
far 24h mit den auf der x-Achse angegebenen Konzentrationen CpG ODN 2216 inkubiert. Die Menge
an eingesetztem Stimulans zur Menge an sekretiertem IFN-a verhalt sich nicht proportional
zueinander, es zeigt sich eine nicht lineare Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Die doppelte Menge
Stimulans bewirkt nicht die Sekretion der doppelte Menge IFN-a. Das Verhaltnis zwischen 3ug/ml und
6ug/ml entspricht 4,3, das von 5ug/ml und 10ug/ml 1,6. Der Kurvenverlauf ist im Bereich von 1ug/ml
bis 4,5ug/ml steil, dann wird die Zunahme der IFN-a Ausschittung bei Steigerung der CpG
Konzentration geringer und der Kurvenverlauf beginnt abzuflachen. EC,qq wird im arithmetischen
Mittel der IFN-a Konzentration im Bereich von 6ug/ml bis 10pg/ml (X 4= 5710,6pg/ml) angenommen.
Somit ergibt sich die ECsy fir CpG ODN 2216 bei 2,6ug/ml.  Gezeigt sind die Mittelwerte der
Doppelbestimmungen + SEM aus n=4.

Bereits bei der kleinsten eingesetzten Menge ODN 2216 von 0,5pg/ml ist eine IFN-a
Sekretion mit dem ELISA detektierbar (Abbildung 4). Die IFN-a Ausschuittung betrug
in dem Fall im Mittel 309pg/ml pro 5x10* pDCs. Die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung des eingesetzten ODN 2216 verhélt sich nicht linear. Die doppelte Menge
Stimulans bewirkt nicht die Sekretion der doppelte Menge IFN-a. Der im Verhaltnis
grof3te Anstieg der IFN-a Konzentration bei Dosissteigerung findet im Bereich 1ug/ml
bis 4,5 pg/ml statt, danach beginnt die Kurve allmahlich abzuflachen, bis eine

Dosissteigerung um 66% (von 6ug/ml auf 10ug/ml) nur noch ein IFN-a Zunahme von
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68pg/ml absolut bewirkt. Deshalb wird im Bereich von 6-10ug/ml die maximale
effektive Konzentration (ECiqo) erreicht. In diesem Bereich findet keine wesentliche
Steigerung der IFN-a Sekretion mehr statt. Rein mathematisch liegt die mittlere
effektive Konzentration (ECso) somit bei 2,6ug/ml CpG ODN 2216.

Fir die weiteren Versuche wird anhand dieser Ergebnisse eine ODN Konzentration
von 3pg/ml und/oder 6ug/ml gewahlt, diese entsprechen in etwa der ECso und ECi0
des klassischen Klasse A CpG ODN 2216.

3.1.2 Bestimmung der quantitativen IFN-a Ausschittung der isolierten pDCs als

Antwort auf unterschiedliche Klassen CpG ODN

Die aus dem Blut gesunder, allergie- und medikationsfreier Spender per
magnetischer Zellsortierung gewonnenen pDCs wurden mit jeweils 3ug/ml des Typ A
CpG 2216, des Typ B CpG 2006 inkubiert und die IFN-a Produktion nach 24h
gemessen.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Molekulare Medizin wurde das CpG TM6,4 (im
Verlauf tetraHex genannt) in Hinsicht auf seine Eigenschaften als IFN-a Stimulans
untersucht. Das Derivat TM6,-C™® (im Verlauf tetraCH2 genannt), ein von TM6,
abgeleitetes ODN, mit einem methyliertem nonsens CpG-Motiv diente als Negativ-
kontrolle, ebenso wie nicht stimulierte Zellen.

Die Hexanukleotidsequenz TCGTGT in cis im CpG ODN TM6, fihrt zu einer
starkeren Internalisierung. Dieses Motiv enthélt ein CpG Nukleotid innerhalb einer
Sequenz, die eine starke CpG-spezifische Stimulation auf B-Zellen ausibt, also
Eigenschaften eines Klasse B CpG Motivs aufweist 5.

Die photometrisch gemessene Extinktion wurde anhand der Standardkurve und der
daraus bestimmten Regression unter Berlcksichtigung der Verdinnungen in pg/ml

umgerechnet.
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Abbildung 5: IFN-a Ausschiittung als Reaktion auf verschieden Klassen CpG ODN in pg/ml

CpG 2216 zeigt als das klassische Typ A CpG die groR3te induzierte IFN-a Ausschittung der hier
untersuchten unterschiedlichen CpG Motive. Mit 8553pg/ml liegt die Konzentration von IFN-a fast
22mal hoher als nach Stimulation mit dem Typ B CpG 2006 (394pg/ml) (p=0,027). Die Konzentration
nach Stimuation mit CpG tetraHex liegt etwa 3mal niedriger (2685pg/ml) als nach Stimulation mit CpG
2216 (p=0,043). Gezeigt sind die Werte nach 24h Inkubation mit je 3ug/ml ODN. Native pDCs
fungieren als Negativkontrolle, sowie CpG tetraCH2, ein von TM6, abgeleitetes ODN mit nonsens
CpG-Motiv, als Negativkontrolle fiir den immunstimulatorischen Effekt. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Doppelbestimmungen + SEM aus n=20.

Basal lag die IFN-a Produktion unterhalb der Nachweisgrenze (Detektionslimit laut
Herstellerangaben 3,16pg/ml) (Abbildung 5).

CpG 2216 hat, wie erwartet, von den getesteten CpG Motiven die gré3te Potenz die
IFN-a Sekretion zu stimulieren. Nach Stimulation mit CpG 2216 zeigte sich ein
deutlicher Konzentrationsanstieg. Auf die Einzelzelle bezogen errechnete sich eine
durchschnittliche IFN-a Sekretion pro pDC von 0,017pg innerhalb von 24h bei
Inkubation mit 3ug/ml CpG 2216. Die einzelnen CpG Varianten zeigen
unterschiedliche Potenzen beziglich der Stimulierung der IFN-a Sekretion. Mit
8553pg/ml liegt die Konzentration von IFN-a bei Stimulation mit 3ug/ml CpG 2216 fir
24h fast 22mal héher als nach Stimulation mit dem Typ B CpG 2006 (394pg/ml). Die
Konzentration nach Stimuation mit CpG tetraHex betragt etwa ein Drittel (2685pg/ml)
der nach Stimulation mit CpG 2216 gemessenen Konzentration.

Die Inkubation der pDCs mit dem CpG tetraCH2 als Negativkontrolle zeigte keine
detektierbare Konzentration an IFN-a in den untersuchten Uberstanden. Das CpG

tetraHex zeigte mit im Mittel gemessenen 2685pg/ml eine geringere Potenz als CpG
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2216 aber eine in der Hinsicht hoher stimulatorische Aktivitat als das Typ B CpG
2006.

Die Konzentration [pg/ml] an IFN-a kann direkt in Bezug gesetzt werden zur
IFN-Aktivitat [U/ml] da es diesem direkt wie folgt entspricht %%

1 U/ml =25 pg/ml

1 pg/ml =0,4 U/ml

3.1.3 Untersuchung der IFN-a Sekretion in Abhangigkeit der Inkubationsdauer

Im folgenden Abschnitt wird gezeigt, wie sich die IFN-a Sekretion, bezogen auf die
Zeit, verhélt. Isolierte pDCs haben in vitro eine relativ begrenzte Lebensdauer, die
unter Einsatz von Wachstumsstimulanzien verlangert werden kann. Beschrieben ist
das fiir IL-3, aber auch fiir CpG ODN 2006 Y. In dieser Arbeit wurde bewusst auf den
Einsatz von IL-3 verzichtet, da zuséatzliche nicht durch CpG und/oder HNSCC

bedingte Veranderungen des pDC Phanotyps vermieden werden sollten.

3.1.3.1 Kinetik der IFN-a Sekretion des CpG ODN 2216

Zur Klarung, ab welchem Zeitpunkt sich die erste messbare IFN-a Sekretion im
Zellkulturiiberstand findet und in welchem Zeitraum die starkste Konzentrations-
zunahme des Zytokins stattfindet, wurden die frisch isolierten pDCs mit 3ug/ml des
Klasse A CpG ODNSs 2216 inkubiert. Die Messung der IFN-a Konzentration erfolgte
nach 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h und 48h. Native Zellen wurden als Kontrolle mitgefuhrt.
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Abbildung 6: Verlauf der IFN-a Ausschuttung nach Inkubationsbeginn mit CpG 2216

Je 50.000 pDCs wurden mit 3ug/ml CpG 2216 fur die Dauer von 2h/4h/6h/8h/12h/24h und 48h
inkubiert. Die Konzentration von IFN-a im Kulturiiberstand wurde photometrisch bestimmt. Die erste
messbare IFN-a Sekretion zeigt sich >4h nach Inkubationsbeginn. Im Bereich von 8h-12h Stunden
nach Inkubationsbeginn findet der gréRte Anstieg der IFN-a Ausschittung statt. Nach 12 stindiger
Inkubation flacht der Kurvenverlauf etwas ab, dennoch verdoppelt sich in etwa die Menge an IFN-a im
Uberstand noch innerhalb der nachsten 36 Stunden. Exemplarisch sind hier die Ergebnisse aus einem
Versuchsdurchlauf dargestellt.

Der Hauptanteil der IFN-a Sekretion findet innerhalb der ersten 12h statt (Abbildung
6). Die kleinste mit dem ELISA detektierbare IFN-a Konzentration zeigt sich nach
Ablauf von 4h. Nach 8h Inkubationszeit findet die starkste relative Zunahme pro Zeit
statt. Setzt man die IFN-a Konzentration nach 48h=100%, so werden 50% innerhalb

der ersten 12h ausgeschdttet.

3.1.3.2 Vergleich der IFN-a Ausschuttung verschiedener ODNs Uber einen Zeitraum

von 72h

Die per magnetischer Zellsortierung aus Vollblut gewonnenen plasmazytoiden
dendritischen Zellen wurden zu 5x10* Zellen in 100ul Gesamtvolumen pro Well iber
12h/24h/48h/72h inkubiert. Es wurden jeweils 3ug/ml oder 6ug/ml ODN zugegeben.
Native Zellen und das ODN tetraCH2 wurden als Negativkontrolle mitgeftihrt. Ein

Mediumwechsel wurde fir die Gesamtzeit der Inkubation nicht durchgefihrt.
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Abbildung 7: Verlauf der IFN-a
Konzentration [pg/ml] im pDC
Zellkulturtberstand in Relation zur
Inkubationszeit mit

A: CpG ODN 2216;
B: CpG ODN 2006;
C: ODN tetraHex

pDCs gesunder Spender wurden mit
dem Klasse A CpG ODN 2216, dem
Klasse B CpG ODN 2006 und dem
ODN tetraHex fir 12h/24h/48h/72h
inkubiert.  Angegeben sind die
Konzentrationen an IFN-a am Ende
der kompletten Inkubationszeit. Das
Medium wurde fiur die Dauer der zu
untersuchenden Inkubationszeit
belassen. Native Zellen und das
ODN fungierten als Negativkontrollen
(Daten nicht gezeigt). Trotz der
bekannten kurzen Lebenszeit von
pDCs in Kultur zeigt sich mit Dauer
der Inkubationszeit bei allen
untersuchten ODN eine Zunahme
der IFN-a Konzentration bis 48h nach
Inkubationsbeginn. Gezeigt sind die
Mittelwerte der Doppelbestimmungen
+ SEM aus n=6.

A: Die starkste Zunahme der CpG
2216 induzierten IFN-a Konzentration
findet innerhalb der ersten 12h nach
Inkubationsbeginn statt. Nach 48h
nimmt die Konzentration wieder ab.
B: Hier steigt die IFN-a
Konzentration auch noch bis 72h
nach Inkubationsbeginn an.
Anzumerken ist, dass fur ODN 2006
ahnlich wie far IL-3 eine
lebensverlangernde  Wirkung  auf
pDCs beschrieben ist ™. Der groRte
Anstieg findet nach Ablauf von 12h
statt, bzw. bei einer Konzentration
von 3ug/ml ODN 2006 sogar erst
nach 24h.

C: Auch unter der Stimulation mit
ODN tetraHex, einem ODN mit
Klasse B Eigenschaften mit besserer
Internalisierung durch eine ein-
gebaute Hexanukleotidsequenz, fallt
die IFN-a Konzentration nach 48h ab.
Der grof3te Anstieg findet erst nach
12h statt, ahnlich wie beim ODN
2006, aber spater als beim ODN
2216. Die IFN-a Konzentration liegt
nach 12h aber etwa 3-4-mal hoéher
als beim ODN 2006.
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Vergleicht man die Kinetik der drei ODN CpG 2216, 2006 und tetraHex uber 72h, so
zeigen sich Unterschiede (Abbildung 7 A-C). Das typische Klasse A CpG 2216
induzierte die starkste IFN-a Sekretion innerhalb der ersten 12h (Abbildung 7 A). Die
Konzentration nimmt dann in den kommenden 36h weiter zu, aber in geringerem
Mafe als zuvor. Nach Ablauf von 48h sinkt die IFN-Konzentration wieder, bis 72h
nach Inkubationsbeginn auf etwa 50%.

Anders verhalt es sich beim typischen Klasse B CpG ODN 2006 (Abbildung 7 B).
Hier steht die Aktivierung von B-Zellen in den immunstimulatorischen Eigenschaften
im Vordergrund. Der anteilsmaf3ig grof3te Konzentrationsanstieg von IFN-a findet erst
nach 12h Stunden (6pg/ml ODN) bzw. nach 24h (3pg/ml) statt. Ein zweiter
Unterschied zeigt sich nach Ablauf von 48h. Im Gegensatz zum CpG 2216 fallt hier
die IFN-a Konzentration nicht ab. Das dritte hier untersuchte Motiv, das ODN
tetraHex, zeigt wie das ODN 2006 ebenfalls einen spateren Anstieg der IFN-a
Konzentration. Dieser findet bei beiden Konzentrationen erst nach 12h
Inkubationszeit statt. Das ODN tetraHex hat Klasse B Charakteristika, zeichnet sich
aber durch seine besseren Internalisierungseigenschaften aus als CpG ODN 2006
151 Die Induktionskapazitét liegt insgesamt hoher als beim ODN 2006 (siehe hierzu
auch 3.1.2). Die IFN-a Konzentration sinkt nach 48h ahnlich wie beim ODN 2216 ab,
allerdings in geringerem Mal3e, genauer gesagt um etwa 20- 30% je nach ODN

Konzentration.
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3.2 Der Einfluss von HNSCC auf die CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion

Im zweiten Teil der Arbeit wurde in funktionellen Untersuchungen die Wirkung von
CpG ODN auf pDCs unter Einfluss von HNSCC im Detail untersucht.

Bei einer Vielzahl von Karzinomen ist bekannt, dass sie Verdnderungen des
Immunsystems hervorrufen, die sie dann zu ihrem Vorteil nutzen.

Das auch pDCs unter dem Einfluss von HNSCC dazuzahlen, konnten schon
Hartmann, Wollenberg et al. 2003 zeigen . Sie zeigten, dass die Stimulierbarkeit
durch CpG ODN in Gegenwart von HNSCC sinkt und vermuteten als Ursache eine
Abnahme der TLR9 Rezeptors Expression. Dennoch konnte der Mechanismus hinter
der Immunmodulation seitens des Tumors und der Einfluss, den der Tumor auf die

pDCs nimmt, bis heute nicht genau identifiziert werden.

3.2.1 Ein loslicher Faktor im Tumormilieu bedingt die Hemmung der CpG ODN

induzierten IFN-a Ausschuttung

Zur weiteren Charakterisierung des einflussnehmenden Mechanismus wurde
untersucht, ob ein Zell-Zell-Kontakt noétig ist oder, ob es sich um einen l6slichen
Faktor im Tumormilieu handelt, der fur die Alterationen in der Funktionalitat der
plasmazytoiden dendritischen Zellen verantwortlich ist.

Exemplarisch fur die in vitro Versuche wurden zwei HNSCC Zelllinien ausgewabhilt,
deren Zytokinprofile sich, wie in Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt,
voneinander unterscheiden 3%, BHY eine Zelllinie in deren Zellkulturiiberstand sich
eine sehr hohe Konzentration an IL-6 (3750pg/ml) und eine niedrigere Konzentration
von IL-8 (820pg/ml) findet. Der Zellkulturiberstand der PCI13 Zelllinie zeigt dagegen
eine niedrigere Konzentration an IL-6 (620pg/ml), aber daftir eine anndhernd &ahnlich
hohe Konzentration an IL-8 (780pg/ml) wie BHY. Die Zytokine IL-4 und IL-10 wurden
in deutlich geringeren Konzentrationen im Zellkulturiiberstand beider Zelllinien
gemessen. Das immunsuppressiv wirkende Zytokin IL-10, sowie auch IL-1 werden
primar nicht vom Tumor selbst produziert, sondern das Tumormilieu induziert unter
anderem in mDCs deren Sekretion. IL-1 stimuliert wiederum in HNSCC die verstarkte
Ausschittung der tumorstimulierenden und -relevanten Zytokine IL-4, IL-6 und
GM-CSF %3,
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pDCs der gleichen gesunden Spender wurden jeweils mit CpG 2216, mit CpG 2216
und Tumorzellen im Verhaltnis 1:4 bzw. Tumoruberstand inkubiert. Exemplarisch

sind in Abbildung 8 die Ergebnisse nach 48h Inkubation dargestellt.
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Abbildung 8: Auswirkung von HNSCC auf die CpG induzierte IFN-a Sekretion

pDCs der gleichen Spender wurden jeweils mit CpG 2216, mit CpG 2216 und Tumorzellen im
Verhdltnis 1:4 bzw. Tumoriberstand fur 48h inkubiert. Deutlich zu sehen ist die schon bekannte
Alteration der IFN-a Sekretion durch HNSCC. Im Mittel betragt die Reduktion der IFN-a Sekretion
~15% bei BHY und ~40% bei PCI 13. Eine Dosissteigerung des CpG ODN 2216 hat dabei eine leicht
kompensatorische Wirkung. So liegt die Verminderung bei BHY bei einer ODN 2216 Konzentration
von 6ug/ml um 5%Punkte niedriger und bei PCI13 um 6%Punkte. Der Unterschied zwischen
Inkubation mit HNSCC Zellen und Zellkulturiberstand ist bei beiden Zelllinien nicht signifikant T
(p21,1). Der Unterschied zwischen der IFN-a Sekretion nach Stimulation nur mit CpG 2216 und
Tumor ist unter Einfluss beider Zelllinien signifikant * (p<0,05). Daher kann angenommen werden,
dass der fiir die Hemmung der CpG induzierten IFN-a Sekretion verantwortliche Faktor bzw. Faktoren
im Zellkulturiberstand gelést sind und ein Zell-Zell-Kontakt zu diesem Zweck nicht nétig ist. Gezeigt
sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=6.

Die Verminderung der CpG induzierten IFN-a Sekretion durch HNSCC konnte
reproduziert werden ®°. Dabei zeigt sich ein quantitativer Unterschied zwischen den
beiden untersuchten HNSCC Zelllinien. Bei beiden Zelllinien konnte zudem gezeigt
werden, dass der Unterschied zwischen der IFN-a Sekretion unter HNSCC
Zelleinfluss und unter dem Einfluss von HNSCC Zellkulturiiberstand nicht signifikant
ist. Es kann also angenommen werde, dass der fur die Reduktion verantwortliche
Mechanismus keinem Zell-Zell Kontakt zu Grunde liegt. Gleiches konnte auch schon
fiir den Einfluss von HNSCC auf Teq gezeigt werden 4,

Der supprimierende Einfluss der Zelllinie PCI13 auf die IFN-a Sekretion von pDCs ist
groRer als die der BHY Zelllinie. So ist die Konzentration unter BHY Einfluss um etwa
15% niedriger, unter PCI13 Einfluss um bis zu 45%. Die Dosissteigerung des CpG

ODN 2216 hat dabei eine leicht kompensierende Wirkung. So liegt die Verminderung
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bei BHY bei einer ODN 2216 Konzentration von 6ug/ml um 5 Prozentpunkte
niedriger und bei PCI13 um 6 Prozentpunkte.

3.2.2 Vergleich der Auswirkungen von HNSCC auf die unterschiedlichen Klassen
der CpG Motive

Wie  schon  beschrieben, kbnnen CpG  ODN mit  verschiedenen
Ruckgratmodifikationen und verschiedenen Sequenzmotiven Unterschiede in den
Kinetiken des durch sie verursachten immunstimulatorischen Effektes aufweisen.

Im Folgenden sollte untersucht werden ob und in welcher Weise sich Unterschiede
unter Einfluss von HNSCC in der CpG induzierten IFN-a Sekretion zeigen.

Wie reagiert die CpG induzierte IFN-a Sekretion des Klasse B CpG 2006 auf den
Einfluss von HNSCC Zellen? Hat die bessere Internalisierung des ODN tetraHex
einen Einfluss auf die Reduzierung der IFN-a Sekretion seitens des Tumors?

pDCs derselben Spender wurden fur 24h mit den ODN 2216, 2006 und tetraHex
plus/minus HNSCC Zellkulturiiberstand inkubiert. Native Zellen und das nonsens
ODN tetraCH2 liefen als Negativkontrolle mit (Daten nicht gezeigt). Ein
zwischenzeitlicher Mediumwechsel fand nicht statt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die IFN-a Konzentration mit der ELISA Technik bestimmt und mithilfe der

erstellten Standardkurve in pg/ml umgerechnet.
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Abbildung 9: Unterschiede des HNSCC Einflusses auf die verschiedenen Klassen CpG ODN

pDCs der gleichen Spender wurden mit dem typischen Klasse A CpG ODN 2216 sowie dem Klasse B
CpG ODN 2006 mit und ohne Tumorzelliberstand fir 24h inkubiert. Das ODN tetraCH2 und native
Zellen dienten als Negativkontrolle (Daten nicht gezeigt). Das ODN TetraHex ein CpG mit Klasse B
Charakteristika und einer intrazellulare Aufnahme fordernden zusatzlichen Hexanukleotid-Sequenz
wurde zusammen mit den CpG 2006 unter dem Einfluss des Tumormilieus auf seine IFN-a
Induzierbarkeit im Vergleich zum CpG 2216 untersucht. Wie schon gezeigt ist die CpG induzierte
IFN-a Sekretion von pDCs unter Kulturbedingungen mit HNSCC Zellkulturiberstand reduziert. Ist die
Induktion mit dem CpG 2216 noch mdoglich, so unterbleibt diese vollig unter dem Einsatz des ODN
2006 als Stimulans. Werden die pDCs mit dem ODN tetraHex inkubiert, so zeigt sich im BHY Einfluss
eine um mehr als 50% reduzierte IFN-a Konzentration im Zellkulturiberstand nach 48h (p=0,005).
Unter dem Einfluss von PCI13 unterbleibt diese dann ganz. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Doppelbestimmungen + SEM aus n=5. * signifikant Thicht signifikant

HNSCC hemmt die CpG induzierte IFN-a Ausschattung, aber nicht alle CpG ODN
Klassen gleichermalf3en (Abbildung 9). Kann mit CpG ODN 2216 und tetraHex noch
eine IFN-a Sekretion unter Tumoreinfluss induziert werden, so unterbleibt diese bei
der Stimulation mit CpG ODN 2006 vollkommen (p=0,006). Mit dem ODN tetraHex ist
unter dem Einfluss von BHY noch eine IFN-a Sekretion induzierbar. Ahnlich wie beim
CpG 2216 ist aber auch diese in ihrer Quantitdt reduziert (p=0,001). Bei der
Inkubation mit PCI13 wird die Sekretion hingegen vollig unterbunden (p=0,001). Das
ODN tetraCH2 diente als Kontrolle und zeigt wie erwartet keine IFN-a Sekretion

(Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 Untersuchung zur Auswirkung der Vorinkubation mit HNSCC auf die CpG
ODN induzierte IFN-a Sekretion

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob es einen zusatzlichen Einfluss
auf die Funktionalitat der pDCs hat, wenn die Zugabe des CpG Motivs 2216 12h/24h
nach Inkubationsbeginn mit HNSCC erfolgt.

Zu diesem Zweck wurden die aufgereinigten pDCs gesunder Spender 24h bzw. 36h
mit HNSCC Kulturiiberstand inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der CpG
ODN Motive fir weitere 24h bzw 12h. Die gesamte Inkubationszeit lag somit bei 48h.
Als Positivkontrolle wurden Zellen der gleichen Spender zeitgleich mit HNSCC
Zellkulturiiberstand und den CpG Motiven inkubiert. Native Zellen und ODN tetraCH2
fungierten als Negativkontrollen (Daten nicht gezeigt).

Die mit HNSCC Zellkulturiberstand vorinkubierten pDCs zeigen eine, im Vergleich
zu den gleichzeitig mit CpG inkubierten Zellen, starkere Verminderung ihrer IFN-a
Sekretion. Es kann also angenommen werden, dass mit dem Einfluss den der Tumor
auf die pDCs nimmt deren Funktionalitat dauerhaft einschrankt wird und das pDCs
die vor CpG Kontakt bereits mit HNSCC und dessen Zytokinmilieu in Berlhrung
gekommen sind, keine volle Kapazitdt bezlglich ihrer IFN-a Sekretion mehr
erreichen. Besonders die Vorinkubation mit dem Zellkulturiberstand der PCI13
Zelllinie hat eine signifikante Verminderung zur Folge (25-75%). Auch die Dauer der
Vorinkubation spielt eine Rolle, so hat eine Verlangerung der Vorinkubation mit
HNSCC eine weitere Absenkung der IFN-a Konzentration im Zellkulturiberstand zur
Folge. Die 24h Vorinkubation mit BHY zeigt nur eine sehr geringe, statistisch nicht
signifikante Verminderung, die 36 stindige Vorinkubation zeigt eine signifikante
Verminderung der Sekretion. Bei PCI13 zeigt sich dieser Effekt deutlicher, so ist die
IFN-a Konzentration nach 24h Vorinkubation um 25% niedriger, bei 36h
Vorinkubation um 75%.
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Abbildung 10: Auswirkungen einer vorausgehenden Vorhemmung mit HNSCC Kulturtiberstand
auf die CpG induzierte IFN-a Ausschittung

Die pDCs wurden vor der Zugabe des Stimulans mit HNSCC Tumoruberstand fir 24h bzw. 36h
inkubiert und dann ohne Mediumwechsel fir weitere 24h bzw.12h mit CpG 2216 inkubiert. Auch hier
sieht man wieder das unterschiedliche Ausmaf} der Einflussnahme der beiden HNSCC Zelllinien.
PCI13 zeigt eine starkere und signifikante (p<0,05) Verminderung der CpG induzierten IFN-a
Sekretion als BHY. Bei BHY zeigt sich im Vergleich der Mittelwerte auch diese Tendenz, jedoch ist
diese statistisch nur bei einer 36h Vorhemmung und der Zugabe von 3ug/ml CpG ODN statistisch
signifikant (p=0,018). Die Vorinkubation und auch deren Dauer haben einen signifikanten Einfluss
(p<0,05) auf die IFN-a Sekretion. Ebenfalls unter PCI13 ausgepragter als unter BHY. Gezeigt sind die
Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=5. * signifikant Thicht signifikant

3.2.4 Untersuchungen zum Einfluss von IL-6, IL-8 und IL-10 auf die CpG induzierte
IFN-a Ausschuttung

In  Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass Tumore des Kopf-Hals-
Bereiches von vielen Lymphozyten und auch pDCs infiltriert werden B®. Die
Beeinflussung durch Zytokine und Chemokine seitens des Tumors bei HNSCC spielt
hierbei eine wichtige Rolle. Untersuchungen von HNSCC-Zelllinien zeigten einen
deutlichen Anstieg der Zytokine IL-6 und IL-8 im Zellkulturiberstand, sowie eine
Steigerung der Sekretion von IL-10, TNF-a und GM-CSF im Mikromilieu des
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Tumors. Die Zytokine IL-6 und IL-8 sind an einer Vielzahl onkogener Prozesse wie
der Angiogenese und Metastasierung bei Kopf-Hals-Karzinomen beteiligt . IL-10
wurde ursprunglich aufgrund seiner inhibitorischen Eigenenschaften als cytokine
synthesis inhibitory factor bezeichnet. Es beeinflusst u.a. Makrophagen in ihrer
Zytokinsekretion, so dass die TH1 Subpopulation der T-Helfer Zellen runter reguliert
wird ™*°1. Auch von TH2 Zellen wird es sekretiert und fiihrt zu einer Minderexpression
von MHC I auf APC [®71%8l Besonders interessant ist, dass Homologe des IL-10
Gens in verschiedenen viralen Genomen gefunden wurden, u.a. im Epstein-Barr-
Virus und im Zytomegalievirus M9 Diese IL-10 homologen Gene kénnen &hnliche
biologische Effekte auslésen wie das 1-10 M. Aufgrund ihrer Eigenschaften und
Vorkommen im HNSCC Milieu wurde im Folgenden auf diese drei Zytokine
fokussiert.

Die untersuchten IL-6 Konzentrationen wurde anhand von gemessenen Serum-
Durchschnittswerten von HNSCC Patienten (19,5pg/ml) und dem gemessenen
Hochstwert (312pg/ml), sowie Messungen im Zellkulturiberstand von HNSCC
Zelllinien (bis etwa 4000pg/ml) gewahlt 135 %9 | -8 wurde in den Konzentrationen
10pg/ml, 100pg/ml und 1ng/ml eingesetzt, sowie IL-10 mit 1ng/ml, 10ng/ml und
100ng/ml. Auch hier wurden die Konzentrationen anhand von Messdaten und
Literaturangaben festgelegt 2% 135. 148, 162]

Es konnte kein Effekt seitens IL-6 und IL-8 (Daten nicht gezeigt) beztiglich der CpG
ODN 2216 induzierten IFN-a Sekretion von pDCs festgestellt werden. In Abbildung
11 sind exemplarisch die Messdaten der Inkubation mit IL-6 dargestellt. Bei keiner
der eingesetzten Konzentrationen konnte eine signifikante Konzentrations-
veranderung gemessen werden. Auch unterschiedliche Kombinationen der Zytokine

IL-6 und IL-8 zeigten keinen Einfluss auf die IFN-a Sekretion (Daten nicht gezeigt).

61



Ergebnisse

= o 48h L
£ o
]
) 3- 24h‘
£ 2 ash
£ X
& 30- 24h
48h b
24h |' u kein Interleukin
|
0 5000 10000 15000 20000 25000
IFN-at [pg /ml]
o o
— 2 —
N N
g Q
) )
[\e) o
- — -
£ A S
3 Q [0}
) 8— 24h S—
48h 48h
24h H 10pg/ml IL6 24h B 100pg/ml IL6
T T T 1 T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000
IFN-a [pg /ml] IFN-a [pg /ml]

48h

CpG 2216 | CpG 2216

24h

W 1ng/mlIL6
|

CpG 2216 | CpG 2216

48h

24h

M 10ng/mlIL6
|

0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000

IFN-a [pg/ml]

20000 25000

IFN-a [pg /ml]

Abbildung 11: Wirkung von Interleukin-6 auf die CpG ODN 2216 induzierte IFN-a Sekretion

pDC derselben Spender wurden mit CpG ODN 2216 und unterschiedlichen Konzentrationen IL-6 fir
24h und 48h inkubiert. Die gewéhlten Konzentrationen orientierten sich an gemessenen Serum-
Durchschnittswerten von HNSCC Patienten (19,5pg/ml) und dem gemessenen Hdchstwert
(312pg/ml), sowie Messungen im Zellkulturiiberstand von HNSCC Zelllinien (bis etwa 4000pg/ml) [135,
% Abb.11.A zeigt die Positivkontrolle pDCs inkubiert mit ODN 2216. Native Zellen, sowie die
Inkubatin nur mit IL-6 ohne CpG Motiv fungierten als Negativkontrolle. IL-6 nimmt keinen Einfluss auf
die IFN-a Sekretion von pDCs. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=4.

In den Untersuchungen mit Interleukin-10 konnte ein Einfluss auf die IFN-a Sekretion
nachgewiesen werden. Schon Duramad et al. konnten einen regulatorischen Einfluss

n 1148]

auf die IFN-a Sekretion in Untersuchungen mit pDCs beschreibe . Dieses konnte

in den eigenen Versuchen gezeigt werden.
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Der Effekt von Interleukin-10 auf die CpG induzierte IFN-a Sekretion ist
konzentrationsabhangig (Abbildung 12). Die maximale Wirkung wird bei einer
Konzentration von 10ng/ml erreicht (p=0,008). Bei einer Konzentration von 1ng/ml
lasst sich der mindernde Effekt durch eine Dosissteigerung und eine langere
Inkubationsdauer des ODN 2216 noch reduzieren. Bei einer Konzentration von
10ng/ml IL-10 trifft das dann nicht mehr zu und der Unterschied zwischen der
Zugabe von 3ug/ml und 6ug/ml ODN 2216 ist geringer. Bei einer ODN Konzentration
von 3ug/ml ist der Effekt von 1ng/ml IL-10 bereits gro3er als bei 6ug/ml (p=0,016).
Die Menge an ausgeschuttetem Zytokin als Antwort auf die CpG Stimulation
verandert sich unter 10ng/ml IL-10 nur noch gering. Insgesamt hat eine weitere
Steigerung der IL-10 Konzentration auf 100ng/ml keinen zusatzlichen (p=0,822)

Effekt auf die sekretierte Menge an IFN-a.
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Bei weiteren Untersuchungen fiel die in Abbildung 13 dargestellte grolie
Schwankungsbreite der Verminderung der IFN-a Sekretion nach Zugabe von IL-10
auf. Die vier im Einzelnen untersuchten Spender-pDC Populationen zeigten eine
Schwankungsbreite von ca. 45%. Die Verminderung der IFN-a Sekretion betrug im
Vergleich mit der jeweiligen Positivkontrolle in den vier Fallen 14%, 62%, 52% und
39%.

3ug/mlODN 2216+
07XXXX55 10ng/mlIL-10

m 3ug/ml ODN 2216

07XXXX47

07XXXX97

Priméarbeutelnummer

1

07XXXX14

0 5000 10000 15000 20000 25000
IFN-a [pg/ml]

Abbildung 13: Wirkung von IL-10 auf die CpG ODN 2216 induzierte IFN-a Sekretion gesunder
Spender-pDCs

pDCs gesunder Spender wurden mit dem typischen Klasse A CpG ODN 2216 und IL-10 in einer
Konzentration von 3ug/ml bzw. 10ng/ml fiir 48h inkubiert. Als jeweilige Positivkontrolle wurden Zellen
der gleichen Population nur mit dem ODN 2216 inkubiert. Die IL-10 induzierte Verminderung der
IFN-a Sekretion schwankte je nach pDC Population zwischen 14% und 62%.

Desweiteren wurde in Kombinationsuntersuchungen mit Interleukin-10 und IL-6 bzw.
IL-8 ein starkerer Effekt der IL-10 Wirkung unter Zugabe von IL-6 beobachtet
(Abbildung 14). Die Kombination mit IL-8 zeigte hingegen diesen Effekt nicht (Daten
nicht gezeigt). Die aus der Kombination dieser zwei Zytokine bewirkte zusatzliche
Verminderung der CpG ODN 2216 induzierten IFN-a Sekretion im Vergleich zu IL-10
alleine betrug im Mittel 13%.
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Abbildung 14: Synergistischer Effekt von IL-10 und IL-6 bezliglich der Verminderung der CpG
ODN 2216 induzierten IFN-a Sekretion

pDCs wurden in Kombination mit IL-10 (1ng/ml) und IL-6 (100pg/ml), sowie dem Stimulus ODN 2216
far 24h bzw. 48h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden pDCs derselben Spender mit CpG ODN 2216
und IL-10 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die im Zellkulturiiberstand vorhandene
Konzentration mit dem ELISA Verfahren bestimmt. Es zeigt sich ein synergistischer Effekt von im
Mittel 13% unter Kombination der beiden Interleukine im Vergleich zur Reduktion des IFN-a unter
IL-10 alleine. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=3.

3.25 Apoptose und Zelltod von pDCs unter dem Einfluss von HNSCC,
Interleukin-6, IL-8, IL-10 und CpG ODN

Um auszuschliel3en, dass die Reduktion und Verdnderungen der Funktionalitat
bezuglich der IFN-a Sekretion von pDCs durch Apoptose und Zelltod bedingt ist,
wurde dies mittels FACS Analyse untersucht.

Die eingesetzten Konzentrationen der getesteten Substanzen orientierten sich

hierbei an den in den Versuchen verwendeten Mengen.
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Abbildung 15: Exemplarische Darstellung der Apoptose- und Zelltoduntersuchung von pDCs
unter verschiedenen Inkubationsbedingungen anhand der Versuchsreihe mit BHY
Tumoriberstand im Durchflusszytometer

pDCS wurde Uber einen Zeitraum von 48h inkubiert und die Zahl apoptotischer Zellen mittels Annexin
V-FITC Farbung im FACS bestimmt (A). Im Vergleich zur Kontrolle (pDCs in DMEM/xVIVO) war der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen nach Zugabe von Tumorzellen, Tumoruberstand, IL-6, IL-8,
IL-10 oder die unterschiedlichen CpG ODN, sowie in Kombination etwa gleich. B: Gleiches gilt fur die
Detektion toter Zellen. Auch hier konnte keine Zunahme toter Zellen im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt werden. Die Zunahme apoptotischer bzw. toter Zellen war unter allen Bedingungen
ahnlich, so dass eindeutig die Dauer der Inkubation, also die Zeit einen Einfluss auf die Vitalitat der
pDCs hat.
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Die auf diese Weise untersuchten pDC Zellkulturen zeigten eine Zunahme der
Apoptose pro Zeit, aber es lie3 sich hierbei kein Zusammenhang zwischen
Inkubationszusatz, seien es Tumorzellen, Tumoruberstand, IL-6, IL-8, IL-10 oder die
unterschiedlichen CpG ODN einzeln oder in Kombination, und der Zunahme der
Annexin V Fluoreszenz erkennen. Eine exemplarische Darstellung der Daten zeigt
die Inkubation von pDCs mit BHY Tumortberstand (Abbildung 15).

Das gleiche zeigte sich in den FACS Messungen mit dem Pl Antikdrper. Unter jeder
Inkubationsbedingung nahm der Anteil Pl Fluoreszierender Zellen pro Zeit zu, ohne
sichtbaren Unterschied zwischen den einzelnen untersuchten Zellkulturzusatzen.
Lediglich die schon beschriebene in vitro Lebenszeitverlangerung von pDCs unter
Inkubation mit CpG ODN 2006 konnte reproduziert werden und zeigte sich in einer
geringeren Pl Fluoreszenz zum Zeitpunkt 48h im Vergleich etwa zu CpG ODN 2216
[ Eine Toxizitat seitens IL-10 wie sie in der Literatur beschrieben wird, konnte in den

hier untersuchten Konzentrationen nicht beobachtet werden 248,

3.2.6 Der Einfluss des Interleukin-10-Rezeptor Antikérpers auf die CpG ODN 2216
induzierte IFN-a Sekretion von pDCs unter dem Einfluss von HNSCC und IL-10

Die Uberlegung liegt nahe, dass wenn IL-10 die CpG induzierte IFN-a Sekretion
vermindert (Abbildung 12), der Effekt mit einem IL-10-Rezeptor (IL-10R)-Antikbrper
antagonisierbar sein misste. IL-10 ist im HNSCC Zellkulturiberstand nur in geringen
Mengen messbar. Trotzdem ist eine Verminderung der IFN-a Sekretion unter dem
Einfluss von HNSCC Kulturiiberstand zu beobachten (Abbildung 8). Es konnte ein
synergistischer Effekt von IL-6 und IL-10 gezeigt werden (Abbildung 14). IL-6 ist in
groReren Konzentrationen im Tumormilieu vertreten, IL-10 nur in geringen Mengen
[135].

Zur Untersuchung der Hypothese wurden 5x10* pDCs mit Tumoriiberstand und/oder
IL-10 inkubiert. Zusatzlich wurde dem Zellkulturmedium gegebenenfalls der IL-10R
Antikorper zugesetzt. Die Zellen wurden dann fur 24h inkubiert. Ein Mediumwechsel
oder eine erneute Zugabe des ODN, des Interleukins bzw. des Antikdrpers fand nicht
statt. Nach Ablauf der zu untersuchenden Zeit wurde die IFN-a Konzentration mittels
ELISA Verfahren bestimmt. Als Negativkontrolle wurden Zellen nur mit Medium und
IL-10 inkubiert (Daten nicht gezeigt). Als Positivkontrolle zu Vergleichszwecken
wurden pDCs ohne HNSCC und IL-10 mit CpG ODN 2216 inkubiert.
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Abbildung 16: Wirkung des IL-10R AK auf die CpG induzierte IFN-a Sekretion unter HNSCC
Einfluss

Zur Untersuchung der Wirkung des IL-10R AK auf die durch HNSCC verminderten CpG ODN
induzierte IFN-a Sekretion wurden pDCs mit Tumoriberstand und/oder IL-10 sowie 3ug/ml ODN 2216
far 24h inkubiert. Der IL-10R Antikdérper wurde in einer Konzentration von 2,5ug/ml zeitgleich
zugegeben. Bei Zugabe des IL-10R AK kann der hemmende Effekt des IL-10 auf die IFN-a Sekretion
von pDCs vollkommen blockiert werden (p=0,012). Es zeigt sich kein Unterschied mehr zur
Stimulation der pDCs ohne IL-10 (p=0,78). Gibt man den IL-10R AK zu den pDCs inkubiert mit
HNSCC Zellkulturiiberstand, kann jedoch keine Erholung der IFN-a Sekretion erreicht werden. Wird
dem HNSCC Medium zusétzlich IL-10 zugesetzt, so ist eine weitere Verminderung der IFN-a
Sekretion die Folge. Auch in dem Fall erreicht eine IL-10R AK Zugabe keine vollstdndige Aufhebung
der blockierten Sekretion, sondern die Konzentration erreicht in etwa den Wert der
Vergleichsbedingung HNSCC und HNSCC + IL-10R AK (p=0,95 bzw. p=0,74). Gezeigt sind die
Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=4. * signifikant Thicht signifikant

Wie in Abbildung 16 zu sehen, kann durch eine Zugabe des IL-10R AK keine
vollstdndige Aufhebung des die IFN-a Sekretion von pDCs blockierenden Effektes
von HNSCC erreicht werden. pDCs inkubiert mit IL-10 erlangen jedoch nach Zugabe
des Rezeptorblockers ihr vollstdndiges Sekretionsvermégen wieder. Wird dem
HNSCC Medium zusatzlich IL-10 zugesetzt, so wird die hemmende Wirkung noch
verstarkt. Gibt man in dem Fall wieder IL-10R AK dazu, wird nur der Effekt des IL-10
auf die IFN-a Sekretion aufgehoben und keine vollstdndige Funktionalitat erreicht.
Der Effekt der zusatzlichen IL-10 Zugabe zum HNSCC Medium und der Blockade
durch den IL-10R AK ist starker bei BHY ausgepragt als bei PCI13.
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Daraus kann geschlossen werden, dass im HNSCC Milieu weitere l6sliche Faktoren
vorhanden sein mussen, die die Funktionalitéat der pDCs seitens der IFN-a Sekretion

zu hemmen vermdogen.

3.3 IFN-a Sekretion von pDCs in Kultur mit PBMCs

Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) gehdren zu der grofRen Gruppe der
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs), wie auch Lymphozyten und
Monozyten. In der Einleitung wurde bereits beschrieben, wie eng verbunden die
Zellen in ihrer Funktion untereinander sind. pDCs kdénnen u.a. auf die Funktion von
T-Zelle und B-Zellen Einfluss nehmen und umgekehrt kdnnen andere Zellen Einfluss
auf die Funktionen der pDCs nehmen. Im folgenden Experiment sollte nun die IFN-a
Sekretion der pDCs in Kultur mit PBMCs untersucht werden. Hierzu wurden 1x10°
PBMCs mit 5x10* pDCs angereichert und unter Zugabe von 3ug/ml CpG ODN 2216
und ODN 2216 + HNSCC fiur 48 Stunden inkubiert. Der Zellkulturiberstand wurde
dann mittels ELISA Verfahren auf IFN-a untersucht.
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O I

ODN 2216 ODN 2216 ODN 2216

nativ BHY PCI13

Abbildung 17: IFN-a Sekretion von pDCs in Kultur mit PBMCs

Mit 5x10* pDCs angereicherte PBMCs (1x106 Zellen) wurden fur 48h mit 3ug/ml ODN 2216 + HNSCC
inkubiert. Als Negativkontrolle wurden PBMCs nur mit Medium, als Positivkontrolle mit CpG ODN 2216
inkubiert. Wie in der pDC Reinkultur wird die IFN-a Sekretion der pDCs in Kultur mit PBMCs durch
HNSCC gemindert, starker durch PCI13 als durch BHY. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Doppelbestimmungen + SEM aus n=6.
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pDCs in Kultur mit PBMCs verhalten sich mit Blick auf ihre IFN-a Sekretion wie die
pDCs in Reinkultur. Auch hier wird sie durch den Einfluss von HNSCC gemindert -
auch hier starker von PCI13 als von BHY. Die Gesamtkonzentration an IFN-a liegt
unter diesen Bedingungen etwa dreimal hoéher als in der reinen pDC Kultur bei etwa
gleicher Anzahl pDCs (5x10* Zellen) (850pg/well<>2800pg/well). Allerdings gehoren
zu der Gruppe der PBMCs auch andere Zellen die IFN-a produzieren kénnen 471,

3.4 Expression der Toll-like Rezeptoren TLR1, TLR7 und TLR9 unter dem
Einfluss von HNSCC und CpG ODN

pDCs exprimieren auf3er dem fir die CpG ODN Erkennung essentiellen TLR9 noch
weitere sogenannte Toll-like Rezeptoren, vor allem TLR1 und TLR7 . TLRO ist der
fur die CpG ODN Erkennung essentielle Rezeptor. TLR7 kann ebenfalls unter
anderem die IFN-a Sekretion in Zellen induzieren. Bisher bekannte synthetische

[163-164]

Liganden fur TLR7 sind Imidazoquinoline, BCR, R837 und Loxoribine . Far

Toll-like Rezeptor 9 existiert ein Ruckkopplungmechanismus auf genetischer Ebene
[165]

Humane B-Zellen und plasmazytoide dendritische Zellen sind die einzigen bekannten
Zellen die TLR7 und TLR9 zusammen exprimieren. Plasmazytoide dendritische
Zellen sind die primaren IFN-a produzierenden Zellen als Antwort auf die Ligation
von TLR7 und TLR9 Agonisten 168,
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Abbildung 18: Expression von TLR1, TLR7 und TLR9 nach Inkubation mit HNSCC
Kulturiberstand im Westernblot

Proteine von pDCs, isoliert aus Lymphophoreseprapraten, wurden nach 12 stindiger Inkubation mit
HNSCC Tumorlberstand extrahiert. Die Rezeptorproteine wurden dann nach dem Verfahren der
Westernhybridisierung dargestellt. Es konnte keine Veradnderung in der Expression der Toll-like
Rezeptoren 1, 7 und 9 festgestellt werden.

Um die bendtigte Mindestproteinmenge flr eine Westernhybridisierung zu erreichen
wurden die pDCs in diesem Fall nicht aus Vollblut, sondern aus
Lymphophoresepraparaten per magnetischer Zellsortierung gewonnen. Die pDCs
wurden dann mit Tumoriberstand fur 24h inkubiert und die Proteine extrahiert. Mit
diesem Verfahren konnte keine Veradnderung in der Expression der Toll-like
Rezeptoren 1, 7 und 9 festgestellt werden. Da aber eine Veréanderung vor allem des
TLR9 unter HNSCC Einfluss diskutiert wird, wurde zur genaueren Untersuchung der
Rezeptorexpression im Weiteren mit der Durchflusszytometrie gearbeitet.

Zur Auswertung und Beurteilung der antikérpermarkierten Zellen in der
Durchflusszytometrie wurden 2zwei Angaben der BD FACSDiva™ Software
herangezogen. Die Expressionslevel konnen Uber die Angabe des prozentualen
Anteils positiver Zellen fur ein bestimmtes Antigen an der Gesamtpopulation oder
Uber die geometrische mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) gezeigt werden. Die
Auswertung der MFI ist ein Mall fur die Anzahl der gebundenen,
fluorochrommarkierten monoklonalen Antikorper, die proportional zu der Anzahl der
erkannten Oberflachenmolekule ist. Diese erlaubt, im Vergleich zu den Werten der

Kontrolle, Aussagen Uber die Expressionsstarke der untersuchten Oberflachen-
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molekile pro Zelle. Die verschiedenen Auswertungsstrategien konnen hilfreich sein,
wenn ein Rezeptor, wie z.B. der TLR9, konsekutiv von allen pDCs exprimiert wird
und in dem Fall dann die Expressionszunahme pro Zelle analysiert wird.

Betrachtet man die MFI der fluoreszenzmarkierten TLR9 Rezeptoren auf pDCs
(Abbildung 19B) so st die Rezeptorexpression insgesamt unter allen
Inkubationsbedingungen niedriger als in der Nativkontrolle. Zwar steigen die MFI
Werte unter allen Bedingungen innerhalb von 24h an, jedoch bewegen sie sich
unterhalb der MFI der Negativkontrolle (nur Medium). Die Untersuchung zeigte somit
interessanterweise eine geringere Dichte auch unter Zugabe des stimulierenden
Liganden ODN 2216. Diese reaktive Herabregulierung konnte ebenfalls auf mRNA
Ebene gezeigt werden “Y. Die MFI der Inkubationen mit ODN 2216 liegt nach 24h
8%, die der Inkubation mit HNSCC 26% (BHY) (p=0,012) bzw. 45% (PCI13)
(p=0,025) unterhalb der MFI der Negativkontrolle. Der Zusatz von ODN 2216 zu den
pDCs mit HNSCC bewirkt eine Zunahme des TLR9 Rezeptors. Der Anteil der
fluoreszenzpositiven pDCs an der gemessenen Gesamtpopulation (Abbildung 19A)
nimmt im Trend unter allen Inkubationsbedingungen insgesamt Uber 48h stetig ab.
Am gemessenen Endpunkt 48h betragt der Anteil unter allen Bedingungen zwischen
56% und 65%.
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Abbildung 19: TLR9 Expression unter dem Einfluss von HNSCC und CpG ODN 2216

TLR9 ist der Rezeptor zur Erkennung von CpG Motiven. Zur Untersuchung seiner Expression und
eventueller Alterationen durch HNSCC wurden die pDCs mit Tumortberstand und Tumortberstand
plus CpG 2216 fur 12h/24h/48h inkubiert, mit einem FITC konjugierten Anti-TLR 9 Antikérper markiert
und anschlieBend im Durchflusszytometer gemessen. A zeigt den prozentualen Anteil an
rezeptorpositiven, fluoreszierenden Zellen, B die Veréanderung der MFI. Insgesamt lasst sich eher ein
einheitlicher Trend in der Anderung des Anteils rezeptorpositiver Zellen erkennen, als ein durch die
Inkubation bedingter. Die MFI zeigt eine grundséatzlich erhdhte Rezeptordichte auf pDCs der
Negativkontrolle (nur Medium) im Vergleich zu den Zellen mit ODN 2216 und HNSCC. Interessant ist
hierbei, dass die Zugabe von ODN 2216 zu einer Abnahme der Rezeptordichte flhrt (p=0,017).
Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen aus n=5.

Auch die Anzahl der pDCs positiv fur Toll-like Rezeptor 7 nimmt unter Einfluss von
CpG ODN 2216 ab, um etwa 50% (p=0,035).

zusatzlichem Einfluss von HNSCC, wenn auch in geringerem Ausmal3. Dieser Effekt

Dies geschieht auch unter
ist konzentrationsabhéngig. Unter Einfluss von BHY wird die Expression von TLR7

hochreguliert (p=0,021), unter PCI13 bleibt sie in etwa gleich der Negativkontrolle
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: TLR7 Expression unter dem Einfluss von HNSCC und CpG ODN 2216

pDCs wurden mit CpG ODN 2216 und HNSCC fir 48h inkubiert. Die Zellen wurden dann mit einem
primaren TLR7 Antikdrper und sekundar mit einem FITC-konjugierten Anti-rabbit Antikbrper markiert
und die Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen. Unter Einfluss von CpG ODN 2216
kommt es zu einer Runterregulierung der TLR7 Expression im Vergleich zu der Negativkontrolle (nur
Medium). Unter Inkubation mit BHY steigt die Anzahl der fir TLR7 positiv gemessenen Zellen, unter
PCI13 ist sie etwa gleich der Negativkontrolle. Unter Zusatz von ODN 2216 kommt es auch hier zu
einer Abnahme der positiven Zellen. Dieser Effekt ist groRer bei hdherer ODN Konzentration. Gezeigt
sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=5.

3.5 Der Einfluss von CpG ODN Motiven und dem IL-10-Rezeptor Antikorper auf
die Proliferation von HNSCC

Naturlich ist es von enormer Wichtigkeit in Hinsicht auf die Untersuchung der
Wirkung bestimmter Substanzen auf Immunzellen, in diesem Fall pDCs, im
Zusammenspiel mit Tumorzellen auch die Wirkung dieser Substanzen auf die
Tumorzellen, in diesem Fall HNSCC, zu untersuchen. Um auszuschlieBen, dass
CPG ODN und der IL-10-Rezeptor Antikbrper auf HNSCC Zellen
wachstumsstimulierend wirken, wurde dieses genauer untersucht.

BHY und PCI13 Zellen wurden zu 2500 Zellen/Well bzw. 5000 Zellen/Well in 96-well
flat-bottom Platten inkubiert. Dem Medium wurde ggf. 3ug/ml CpG 2216, CpG 2006,
oder 2,5ug/ml IL-10R AK zugesetzt und die HNSCC Zellen damit inkubiert. Nach
24h, 48h und 72h wurde das Wachstumsverhalten mittels MTT quantifiziert. Zellen
inkubiert in Medium ohne Zusatze - nativ - galten als Negativkontrolle.

74



Ergebnisse

Es konnte festgestellt werden, dass das Klasse A CpG ODN 2216 und das Klasse B
CpG ODN 2006 keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von den HNSCC
Zelllinien PCI13 und BHY haben. Es wird weder eine Proliferation noch eine

Wachstumshemmung induziert.
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Abbildung 21. Wachstumsverhalten von HNSCC Zelllinien unter Einfluss des IL-10R
Antikdrpers und den CpG ODN 2216 und 2006

HNSCC wurden jeweils in 96 well flat bottom Mikrotitierplatten mit 2,5ug/ml IL-10R AK oder 6ug/ml der
CpG ODN 2216 und 2006 fur 24h bzw. 72h inkubiert. A zeigt die HNSCC Zelllinie BHY, B PCI13. Es
kann kein Einfluss seitens der CpG ODN und des IL-10R AK auf die Zellproliferation beobachtet
werden (p>0,05). Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen aus n=4.
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3.6 Der Einfluss von Phosphothioat-Modifizierungen und Poly-Guanosin
Verlangerung am 3’Ende von CpG ODN auf die IFN-a Sekretion und Differenzierung
der pDCs

3.6.1 Funktionsanalyse der IFN-a Induktion nach Modifikation der CpG ODN
Sequenz

Als Positivkontrolle fiur den Effekt der IFN-a Induktion wurden das CpG ODN 2216
eingesetzt. Als Negativkontrollen wurde das ODN tetraCH2 und native, unstimulierte
plasmazytoide Zellen verwendet. Die Oligodesoxynukleotide kamen sowohl als

unmodifizierte, als auch als PTO- und Poly-G-modifizierte Sequenzen zum Einsatz.
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Abbildung 22: Auswirkungen der Poly-G-Modifizierung auf die IFN-a Sekretion von pDCs

pDCs der gleichen Spender wurden mit 3ug/ml des ODN 2216, sowie der Poly-G-modifizierten
Sequenzen fir 24h inkubiert. Die Modifikation am 3 Ende wirkt sich nicht auf die stimulatorische
Potenz der CpG Motive aus. So besteht kein signifikanter * Unterschied zwischen dem bekannten Typ
A CpG 2216 und der um 15 G-Positionen verlangerten Variante 2216-15g (p=0,937). Die ebenfalls
getestete Sequenz Poly-30g bestehend aus 30 Guanosin Positionen ohne CpG Motiv zeigt keine
stimulatorische Aktivitdt. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen + SEM aus n=3.
T nicht signifikant

Die Verlangerung der typischen Klasse A ODN 2216 Sequenz um 15 Guanosin
Positionen am 3’Ende hat keine Auswirkungen auf die stimulatorische Aktivitat von
dem CpG Motiv und zeigt weder eine Steigerung noch eine Verminderung der

induzierten IFN-a Sekretion (p=0,937). Die Sequenz Poly-g bestehend nur aus 30
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Guanosin Positionen besitzt hinsichtlich der IFN-a Induktion keinerlei Potenzial
(Abbildung 22).
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Abbildung 23: Auswirkungen der PTO-Modifikation auf die IFN-a Sekretion von pDCs

pDCs der gleichen Spender wurden mit 3ug/ml bzw. 6ug/ml der unmodifizierten wie auch der
PTO-erweiterten ODNs 2006, tetraHex und tetraCH2 fir 24h inkubiert. Die Modifikation durch
Phosphothioat zeigt bei den eingesetzten ODN keine zusatzliche Steigerung der IFN-a Sekretion, trotz
der beschriebenen eigenen intrinsischen Aktivitat °"*®® Die induzierte IFN-a Sekretion zeigt sich
vielmehr vermindert im Vergleich zu den unmodifizierten ,wild-Typ“ ODN. Gezeigt sind die Mittelwerte
der Doppelbestimmungen + SEM aus n=4.

Insgesamt wurde durch den Einsatz von unmodifizierten ODN eine hdhere Induktion
der IFN-a Produktion der Zellen erreicht, als durch Stimulation mit den
PTO-modifizierten Sequenzen des CpG 2006 und tetraHex (p<0,05). Dass die PTO
Modifizierung jedoch eine eigene stimulatorische Aktivitat besitzt, zeigt sich am
nonsens ODN tetraCH2. Dieses ODN ohne stimulatorische CpG Sequenz induziert
als PTO Variante in einer Konzentration von 6ug/ml eine geringe IFN-a Sekretion
(p=0,002) (Abbildung 23).

3.6.2 Expression von Toll-like Rezeptoren, Migrations- und Reifemarkern von pDCs

nach Stimulation mit modifizierten CPG ODN Motiven

CpG ODN Motive besitzen nicht nur stimulatorische Eigenschaft bezlglich der IFN-a

Sekretion, sondern auch mannigfaltige Wirkungen auf andere immunologische
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Funktionen, sowie auf die Reifung von pDCs. Die Wirkungen der verschiedenen
Klassen der CpG Motive unterscheiden sich % &,

In diesem Teil der Dissertation sollte untersucht werde, ob die in dieser Doktorarbeit
verwendeten Modifizierungen der CpG ODN einen verénderten Einfluss auf die
Migration, die Reife und die Expression der Toll-like Rezeptoren von pDCs besitzen.
CXCR3 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 3, auch CD183 oder G Protein-gekoppelter
Rezeptor 9 (GPR9) genannt) ist ein Rezeptorprotein aus der Familie der
Chemokinrezeptoren und der kardinale Chemokinrezeptor auf pDCs. Liganden
dieses Rezeptors sind CXCL9 (monokine induced by Interferon-y), CXCL10
(Interferon-y inducible protein of 10kDa) und CXCL11 (Interferon inducible T-cell a
chemoattractant). Die Signaltransduktion verlauft Uber die Aktivierung einer
intrazellularen Kaskade an der die Phosphoinositid 3-Kinase und die MAP-Kinase
beteiligt sind. Sie bewirkt die Rekrutierung von pDCs als Antwort auf die
Rezeptorstimulierung.

Die Expression von CCRY7 ist ein Zeichen der DC-Reifung und die Interaktion von
Chemokin (C-C Motiv) Ligand 19 (CCL19/ECL) und CCL21 ein wichtiger
Bestandteil der Migration der DC zu regionalen Lymphknoten *°l Die Bindung der
Liganden bewirkt die direkte Wanderung der reifen DC zu den afferenten
LymphgefalRen oder in die parakortikale Region der Lymphknoten. Gebildet werden
die Liganden in den LymphgefaBen von spezialisierten saulenférmigen hohen
Endothelzellen produziert, die sich in den Venulen der Lymphknoten befinden (high
endothelial venuels) und von Zellen der T-Zell-Region 7%,

CD40 ist ein Mitglied der TNF-Rezeptor Superfamilie und ein kostimulatorisches
Protein auf Antigen-prasentierenden Zellen und nétig flr deren Aktivierung. CD80
auch bekannt als B7.1. bindet an CD28. CD80 und CD86 binden an CTLA-4,
welches dann die T-Zell Antwort runterreguliert. CD86 ist auch bekannt als B7.2.
Die Stimulierung von pDCs lost eine Reihe von phanotypischen, morphologischen
und funktionellen Veranderungen aus (siehe hierzu 1.3.1.1, S. 9). Es kommt zu einer
erhohten Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen, MHC-Klasse-II-Molekilen und
den zur T-Zell-Aktivierung notwendigen Kostimulations- und Adhasionsmolektilen
(z.B. CD54, CD80, CD86 und CD40) auf der Zelloberflache. Ausserdem wird die
Expression des Homing-Faktors CCR7 induziert und die Expression anderer
Chemokinrezeptoren (z.B. CCR6) vermindert. Verschiedene Zytokine werden

sezerniert und das Zytoskeletts wird reorganisiert.
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In Zellkultur kann dieser Reifungsprozess durch die Zugabe von TNF-a, CD40L,

LPS, monozytenkonditioniertem  Medium oder einem  Gemisch  aus

IL-1B/IL-6/TNF-a/Prostaglandin E2 ausgeldst werden 172171,

Zur Untersuchung phanotypischer Veranderungen wurden pDCs mit den CpG
Varianten inkubiert und die Expression der Rezeptoren im Durchflusszytometer
gemessen. Als Positivkontrolle gilt die Inkubation mit ODN 2216, als Negativkontrolle
die Inkubation der pDCs nur mit Medium bzw. mit dem nonsens ODN tetraCH?2.
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Abbildung 24: Einfluss der CpG ODN Modifikation auf die Expression von CCR7

pDCs wurden fur 48h mit den unterschiedlichen ODN Sequenzen inkubiert und die Expression des
CCR7 Rezeptors im Anschluss mit Hilfe eines PE-Cy7-konjugierten Antikdrpers in der
Durchflusszytometrie ermittelt. Es zeigt sich in Reaktion auf ODN 2216 eine Zunahme des CCRY
Rezeptors. Auch unter Einfluss von ODN 2216-15g und Poly-g nimmt die Dichte der CCR7
Rezeptoren auf pDCs zu, wenn auch in geringerem MaRe. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Doppelbestimmungen aus n=2.

79



Ergebnisse

300

250 +— — — —

200 +— - == —

MFI

150 +— — — — — — —

100 +— — — — — — —

50 +— — — — — — —

nativ tetraCH2 2216 2216-15g  Poly-30g 2006

Abbildung 25: Einfluss der CpG ODN Modifikation auf die Expression von CXCR3

CXCR3 ist der Hauptchemokinrezeptor auf plasmazytoiden dendritischen Zellen. Die Inkubation von
pDCs mit CpG ODN 2216 fiir 48h bewirkt eine Herabregulierung der Rezeptorexpression im Vergleich
zur Negativkontrolle. Die Modifikation der ODN 2216 Sequenz am 3’Ende hat keinen Einfluss auf die
Expression von CXCR3. Die Inkubation mit Poly-g bewirkt keine Anderung der Expressionsstérke
verglichen mit der Negativkontrolle. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen aus n=2.

Bekannt ist, dass CXCR3 auf PBMCs unter Einfluss von HNSCC hochreguliert wird,
welches jedoch mit einer verminderten Fahigkeit zur Chemotaxis einhergeht M7,
Ebenso fuhrt die Inkubation von pDCs mit TLR9 Liganden in vivo zu einer in vitro
verminderten Fahigkeit als Reaktion auf IFN-induzierte CXCR3 Liganden zu
reagieren. Im Gegensatz dazu wird die Reaktion auf CCR7 Liganden verstarkt 771,
Verandert man die CpG ODN 2216 Sequenz indem man am 3’'Ende Guanosin
Positionen hinzufligt, so nimmt die Expression von CCR7 im Vergleich zur
Negativkontrolle zu, aber deutlich geringer als bei Stimulation mit ODN 2216
(Abbildung 24). Die reine Aneinanderreihnung von Guanosin-Positionen bewirkt
ebenfalls eine Zunahme der CCR7 Expression. Die Expression unter Einfluss von
ODN 2006 ist geringer im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 24).

Die Expression des CXCR3 Rezeptors auf pDCs in Stimulation mit ODN 2216 ist
vermindert. Die Erganzung der Sequenz am 3’Ende um 15 Guanosin Positionen hat
den gleichen Effekt. Die Modifikation hat hier keinen zusatzlichen Einfluss auf die
Rezeptorexpression (Abbildung 25).

Es konnte ebenfalls kein zusatzlicher Einfluss auf die durch CpG ODN 2216
induzierte Zunahme des CD40, des CD80 und des CD86 Rezeptors aufgrund der
zuséatzlichen Guanosin Positionen beobachtet werden (Abbildung 26). Gleiches gilt

fur die unter ODN 2216 zu beobachtende Abnahme des TLR7 und des TLR9. Hier
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kommt es jedoch unter Einfluss der reinen Guanosin-Sequenz Poly-30g ebenfalls zu
einer Verminderung der Rezeptordichte (
Abbildung 27).
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Abbildung 26: Einfluss der CpG ODN Modifikation auf die Expression von CD40, CD80 und
CD86

pDCs wurden mit 3ug/ml ODN fiir 48h inkubiert und die Expression die Rezeptoren CD40, CD80 und
CD86 im Anschluss im Durchflusszytometer gemessen. Angegeben sind die Werte aus zwei
voneinander unabhangigen Experimenten. Dargestellt ist die Expession als MFI. Es konnte kein
zusatzlicher Einfluss der Guanosin Positionen auf die Verdnderung des CD40, des CD80 und des
CD86 Rezeptores festgestellt werden. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen aus n=2.
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Abbildung 27: Einfluss der CpG ODN Modifikation auf die Expression von TLR7 und TLR9

pDCs wurden mit 3ug/ml ODN fir 48h inkubiert und die Expression der Toll-like Rezeptoren 7 und 9
im Anschluss im Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt ist die Expession als Vielfaches der
Negativkontrolle (nativ). Die Expression beider Rezeptoren nimmt unter Einfluss von ODN 2216 ab.
Dabei hat die Modifikation am 3’'Ende der Sequenz keinen zusatzlichen Einfluss. Die Stimulierung mit
der reinen Aneinanderreihung von Guanosin Positionen hat eine Abnahme des TLR7 und des TLR9
zur Folge. Gezeigt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmungen aus n=3.
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4 Diskussion

Die Entdeckung und Entwicklung des Pocken-Impfstoffes vor Gber 200 Jahren war
der Beginn der Immunologie als wissenschaftliche Disziplin *"®. Schon lange wird
versucht auf verschiedenste Weisen das korpereigene Immunsystem in der Therapie
von malignen Erkrankungen besser zu nutzen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Entstehung von anogenitalen Tumoren durch die Impfung mit Peptiden von humanen
Papilloma-Viren (HPV), die die Entstehung dieser Tumore férdern, verhindert werden
kann 7. Es finden sich auf dem Gebiet der Therapie maligner Erkrankungen die
unterschiedlichsten immuntherapeutischen Ansatze und Herangehensweisen (siehe
hierzu 4.5, S.91). In der Bekampfung von bestehenden Tumoren aber konnten
bislang jedoch nur geringe Erfolge erzielt werden 80181

Die in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit humanen
plasmazytoiden dendritischen Zellen zeigen den Einfluss von CpG Oligonukleotiden
und HNSCC auf die Sekretion des fir diese Zellpopulation typischen und fur die
Aktivierung des Immunsystems in diesem Zusammenhang essentiellen TH1-Zytokins

IFN-a.

4.1 Die CpG induzierte IFN-a Sekretion von pDCs st zeit- und

konzentrationsabhangig

CpG Motive bewirken als Ligand des TLR9 Rezeptors die Sekretion von IFN-a durch
plasmazytoide dendritische Zellen. Je nach Sequenz/Klasse besitzen sie
unterschiedliche Dynamiken. Zum Zeitpunkt der im Rahmen dieser Dissertation
angefertigten Experimente war die Wirkung des ODN TetraHex auf pDCs noch nicht
untersucht. Da es sich in der Grundsequenz um ein Klasse B ODN handelte, war zu
vermuten, dass es auch &hnliche Eigenschaften aufweisen wirde (siehe hierzu auch
1.4.1, S.15). Die angefluigte, zusatzliche Sequenzmodifikation dient der verbesserten
zellularen Aufnahme, hat aber, so scheint es, auch einen Einfluss auf die
Funktionalitat in Bezug auf die IFN-a Sekretion Y. Die beiden letzteren genannten
Sequenzen sind besonders durch ihre B-Zell-Aktivierung gekennzeichnet und
weniger durch die Induktion der IFN-a Sekretion, welches auch den - auf die IFN-a

Ausschittung bezogen - funktionellen Unterschied erklaren mag.
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Vergleicht man das Klasse A ODN 2216 mit den untersuchten Klasse B ODN 2006
und tetraHex, so zeigt sich eine flachere und zeitlich verlangerte Kinetik des
Sekretionsanstiegs, sowie insgesamt eine geringere Menge an ausgeschittetem
IFN-a (Abbildung 5, S.50). Das Klasse A CpG ODN 2216 erreicht seinen grofdten
Sekretionsanstieg innerhalb der ersten 12 Stunden. Das Klasse B CpG ODN 2006
erst innerhalb von 24 Stunden. Gleiches gilt fir das mit einer Sequenz zur besseren
zellularen Aufnahme erganzte ODN TetraHex.

Die Menge des CpG induzierten IFN-a ist abhangig von der Inkubationszeit und der
zugegebenen Konzentration des ODN. Dies gilt fur alle Klassen gleichermal3en. Im
Vergleich der Literatur wird jedoch deutlich, dass die Angaben der Menge an
sekretiertem IFN-a pro einzelner plasmazytoider dendritischer Zelle deutlich
schwanken. In den eigenen Versuchen konnte eine Menge von maximal 0,22pg nach
48h in Stimulation mit einem CpG Klasse A erreicht werden. Guidicci et al. sprechen
von ~0,4pg pro pDC und Hartmann et al. von ganzen 5pg/pDC % °U. Verschiedene
einflussnehmende Faktoren kommen als Erklarungsansatz fur diese Variabilitat in

Frage.

4.1.1 Faktoren die auf die CpG ODN induzierte IFN-a Sekretion von pDCs Einfluss

nehmen

In allen Studien wurde stets Blut gesunder Spender verwendet, jedoch kdénnen
trotzdem einige Einflussfaktoren nicht ausgeschlossen werden. Die Fahigkeit von
pDCs IFN-a auszuschitten, ist wahrend einer akuten Phase einer viralen Infektion
erhoht und sinkt dann bei Genesung wieder ab ™. Welchen Einfluss zum Beispiel
die latente Infektion mit dem Zytomegalievirus hat, ist unklar. Erhohte IFN-a Werte
werden auch bei Patienten mit Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis

und Vaskulitiden festgestellt 18!

. Bei Diabetikern hingegen sind sie vermindert,
ebenso bei Allergikern. Hier konnte zwar kein Unterschied in der TLR9 Expression im
Allgemeinen gezeigt werden, allerdings produzierten pDCs allergischer Individuen
sechsmal weniger IFN-a nach CpG Stimulation als die gesunder ™. Hingegen
konnte schon mehrfach gezeigt werden, auch in den eigenen Untersuchungen
(Abbildung 19, S.73), dass die TLR9 Expression nach Zugabe von ODN 2216 trotz

vermehrter IFN-a Sekretion herabreguliert wird 3,

83



Diskussion

pDCs Neugeborener zeigen bei CpG Stimulation eine verminderte Hochregulation
von CD80, CD83, CD86 und CD40 im Vergleich zu pDCs Erwachsener. Die
Regulation des HLA-DR und CD54 Rezeptors hingegen unterscheidet sich nicht
signifikant. Die CpG induzierte IFN-a Sekretion ist in Nabelschnurblut deutlich
vermindert. Diese Auffalligkeit der pDCs Neugeborener konnte auf Protein- und
MRNA-Niveau nachvollzogen werden und bestand bis zu vier Tagen nach Geburt.
Weitere Experimente mit angereicherten pDCs bestatigten, dass diese Zellen einen
intrinsische Minderansprechbarkeit bezuglich ihrer CpG induzierten IFN-a Sekretion
bei Geburt aufweisen 8],

Die Stimulierung von pDCs I6st eine Reihe von phéanotypischen, morphologischen
und funktionellen Verénderungen aus. Es kommt zu einer erhdhten Expression von
MHC-Klasse-I-Molekllen, MHC-Klasse-lI-Molekilen und den zur T-Zell-Aktivierung
notwendigen Kostimulations- und Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache. Der
Homing-Faktors CCR7 wird exprimiert und die Expression anderer
Chemokinrezeptoren (z.B. CCR6) im Rahmen der Reifung vermindert. Verschiedene
Zytokine werden daraufhin sezerniert und das gesamte Zytoskelett wird reorganisiert.
In Zellkulturversuchen kann dieser Reifungsprozess durch die Zugabe von TNF-q,
CD40L, LPS, monozyten-konditioniertem Medium oder einem Gemisch aus
IL-1B/IL-6/TNF-a/Prostaglandin E2 ausgelést werden 71171, So schitten pDCs initial
IFN-a als Antwort auf die CpG Stimulation aus, diese Fahigkeit lasst aber zugunsten
der IL-12 Sekretion mit zunehmender Reife nach 8 Entsprechend dieser
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des Progesteron
Depotkontrazeptivums Medroxyprogesteron Azetat (DMPA) die TLR9- und Virus-
induzierte IFN-a Produktion von humanen und Maus-pDCs reduziert, was mit einem
in einer Studie publizierten erhdhten Risiko der Frauen, die diese
Verhiutungsmethode verwenden, fur sexuell Gbertragbare Erkrankungen wir HIV oder
HSV-2 korreliert ¥,

IL-4, IL-15 und IL-17 alleine oder in Kombination mit IL-3 vor der Zugabe verstarken
die IFN-a Sekretion. TNF-a und IL-4 + IL-10 blockieren die IFN-a Sekretion der pDCs
[187].

Die Bindung eines BDCAZ2 Liganden blockiert signifikant die Hochregulation von
CD40, CD86 und CCR7, sowie die Sekretion von IFN-a, - und IL-6 von pDCs
stimuliert mit CpG ODN. Insgesamt verhindert die Ligation des BDCA2 Rezeptors die
durch CpG ODN-aktivierte pDCs vermittelte TH1 Antwort, inklusive der T-Zell
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Proliferation, IFN-y Sekretion und CD4"CCR5" TH1 Entwicklung. BDCA2 ist somit ein
negativer Regulator der TLR9 abhangigen Aktivierung humaner pDCs 81,

Auch das Alter spielt eine Rolle bei der Betrachtung der Funktionalitat der pDCs. So
konnte fur murine pDCs eine verringerte Hochregulation des IFN-regulatorischen
Faktors 7 im Vergleich zu jlingeren festgestellt werden. Gealterte pDCs hatten
groBeren oxidativen Stress. Wenn man diesen blockierte konnte die Funktionalitat
teilweise wieder hergestellt werden &,

Schwermetalle, die unter anderem auch in Zigarettenrauch enthalten sind,
induzieren die Maturation von DCs. Fur Nickel und Kobalt ist nachgewiesen, dass
diese wie auch LPS, die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale induzieren und dadurch
NF-kB stimulieren, welches widerum zur Reifung der DC beitragt **°. CD40 gilt
zusammen mit IL-12 als Aktivierungsmarker der DC. Durch die Bindung an CD40
wird eine intrazellulare Kaskade ausgelost und folglich 1L-12 und IL-6, wichtige
Zytokine fur die T-Zellinteraktion, sezerniert. Nickel fuhrt zu einer starken Erhéhung
der beiden ™. Nickel und Dinitrochlorobenzene filhren ausserdem zu einer
signifikant gesteigerten Expression von CD54, CD80, CD86, CD86 und HLA-DR. In
dem gleichen Zusammenhang kommt es zu einer gesteigerten Produktion der
Zytokine IL-1B und TNF-a. DC, die mit Nickel in Kontakt gekommen sind, exprimieren
auBerdem eine erhéhte Anzahl an CCR7 auch bei humanen CD34*-DC 192,

Zu der Gruppe der PBMCs gehdren auch andere Zellen die IFN-a produzieren
konnen, dies sollte bei absoluten Messungen der IFN-a Sekretion je nach

Versuchsaufbau immer bedacht werden #7,

4.2 Einfluss von HNSCC auf die Funktionalitat der pDCs

In den im Rahmen dieser Dissertation durchgefilhrten Untersuchungen konnte der
Einfluss von HNSCC auf die IFN-a von pDCs weiter charakterisiert werden. So zeigte
sich, dass es sich hierbei um einen Igslichen Faktor im Tumormilieu handeln muss
(siehe 3.2.1, S.55).
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4.2.1 Der Ruckgang der TLR9 Expression als Erklarung der verminderten IFN-a
Sekretion unter HNSCC Einfluss?

Bereits Hartmann, Wollenberg et al. 2003 vermuteten als Ursache der durch Tumor
verminderten CpG-induzierten IFN-a Sekretion eine Abnahme der TLR9 Expression
361 Allerdings scheint dieser Erklarungsansatz nicht zu geniigen, denn trotz
vermehrter Sekretion unter Stimulation mit CpG sinkt die TLR9 Expression ab,
welches sich phanotypisch (Abbildung 19, S.73) und auch auf mRNA Ebene zeigt Y.
Ergo besteht keine Korrelation zwischen der Menge an sekretiertem IFN-a und der
TLR9 Rezeptorexpression. Allerdings konnte auch beobachtet werden, dass unter
der supprimierenden Wirkung von HNSCC plus der Zugabe des TLR9 Agonisten
CpG die MFI hoher ist, als unter Einfluss von HNSCC alleine (Abbildung 19, S.73).

Bekannt ist, dass die gleichzeitige Stimulation des TLR7 und TLR9 Rezeptors die
CpG ODN Klasse A induzierte IFN-a Sekretion reduziert %%, Diese inhibierende
Wirkung zeigt sich nur in Bezug auf spezielle Funktionen der immunstimulatorischen
Sequenzen mit CpG Motiv wie die IFN-a Induktion und BDCA-2 Herabregulierung.
Andere Funktionen der CpG ODN wie die Expression von CD80/CD86, Sekretion
von IL-6, und B-Zell Proliferation werden durch die Anwesenheit von TLR7 Liganden

[194]

nicht beeinflusst Es besteht zudem ein eigener negativer Ruckkopplungs-

mechanismus via dem Interferon Rezeptor %%,

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Herabregulierung des TLR9
Rezeptors keine Erklarung fir die verminderte CpG-induzierte IFN-a Sekretion im
HNSCC Milieu ist. Der Mechanismus ist also in einem anderen Ansatz zu suchen.
Eine Mdglichkeit ware, dass nicht die CpG Aufnahme durch das Tumormilieu
gehemmt wird, sondern die IFN-a Ausschittung der pDCs. Ein in der
Durchflusszytometrie verwendetes Agenz, das Brefelidin, blockiert z.B. den
intrazellularen Proteintransport. Es blockiert den vesikularen Proteintransport vom
rauhen endoplasmatischen Retikulum zum Golgiapparat und fihrt so zu einer
Akkumulation von Zytokinen innerhalb der Zelle. Ein ahnlicher Mechanismus wéare

auch in diesem Zusammenhang denkbar.
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4.2.2 Die Wirkung von IL-10 auf pDCs

In den Untersuchungen konnte Interleukin 10 als einer der im Tumormilieu
vorhandenen Faktoren, die die IFN-a Sekretion inhibieren, identifiziert werden. Schon
Waibler et al. konnten zeigen, dass IL-10 als negativer Regulator beztglich der ODN
induzierten IFN-a Sekretion fungiert 1%,

Erste Vermutungen, dass es sich hierbei um den Schlissel zur Aufklarung des
Mechanismus handeln konnte, bestatigten sich nicht. pDCs inkubiert mit IL-10
erlangen zwar nach Zugabe des Rezeptorblockers ihr vollstdndiges Sekretions-
vermogen wieder, jedoch, wie in Abbildung 16 (S.68) zu sehen, kann durch eine
Zugabe des IL-10R AK keine vollstandige Aufhebung des die IFN-a Sekretion von
pDCs blockierenden Effektes von HNSCC erreicht werden.

Wird dem in Kultur gewonnenen HNSCC Medium zuséatzlich noch IL-10 zugesetzt, so
wird die hemmende Wirkung verstarkt. Gibt man in dem Fall ebenfalls wieder IL-10R
AK dazu, wird nur ein Teil der IFN-a Sekretion wieder zuriickgewonnen aber keine
vollstdndige Funktionalitat. Daraus kann geschlossen werden, dass im HNSCC
Milieu weitere I6sliche Faktoren vorhanden sein missen, die die Funktionalitat der
pDCs seitens der IFN-a Sekretion zu hemmen vermdgen.

Eine Toxizitat seitens IL-10 wie sie in der Literatur beschrieben wird, konnte in den
hier untersuchten Konzentrationen nicht beobachtet werden (Abbildung 15, S.66)
[148]

In weiteren Untersuchungen zeigte sich ein Synergismus von 1I-6 und II-10
(Abbildung 14, S.65). IL-6 alleine zeigt keinen Einfluss auf die IFN-a Sekretion, erst
im Zusammenspiel mit IL-10 zeigt sich ein supprimierender Effekt. Dieser Effekt lasst
Vermutungen zu, dass auch noch weitere Faktoren an diesem Mechanismus beteiligt
sind und die IFN-a Reduktion das Ergebnis des Zusammenspiels dieser ist.

Weitere Faktoren deren Wirken im HNSCC Tumormilieu bereits beschrieben ist, sind
u.a. die Gruppe der VEGF als multifunktionelle Faktoren in der Angiogenese, Tumor
Progression, Immunsuppression und Immuntoleranz in der Pathogenese von
HNScC ™. Ein Synergismus von IL-6, IL-1 und GM-CSF wurde bereits in Bezug
auf eine Herrunterregulierung von CD80 auf Tumorzellen beschrieben. Dieser

(138 Dass IL-6 eine

Mechanismus ist wiederumkehrbar durch Zugabe von IFN-y
wichtige Rolle auch in Bezug auf die Erholung und das Uberleben von HNSCC
Patienten spielt, konnten Duffy et al., sowie Riedel et al. in ihren klinischen Studien
zeigen 1910 Dort wird von den Autoren sogar vorgeschlagen IL-6 im Sinne eines
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Biomarkers in Erwagung zu ziehen. Auch experimentell konnte die Rolle von IL-6
und des dadurch vermittelten Stat3 Signalweges in der Bedeutung der
Tumorproliferation nachgewiesen werden. Fehlt Stat3 in dieser Kaskade, so kommt
es zu einem verminderten Tumorwachstum %7,

Der IL-8 Expression wird eine Rolle hinsichtlich des Proliferationsverhaltens und
Zelliberlebens von HNSCC zugeschrieben. Ein Einfluss auf die IFN-a Sekretion von
pDCs konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden (siehe 3.2.4, S.60).

Dass Zytokine einen grof3en Einfluss auf die Pathogenese ausiiben, konnte in
mehreren Studien gezeigt werden. So haben Patienten mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium ein gen TH2 verschobenes Profil ihres Immunsystems, verglichen

n 1% \Welche weiteren loslichen

mit dem von Patienten in niedrigeren Stadie
Faktoren im Tumormilieu Anteil an der Verminderung der IFN-a Sekretion von pDCs

haben, bleibt weiter zu untersuchen.

4.3 Die Wirkung der Strukturunterschiede/-modifikationen der CpG ODN

CpG ODN mit ihren verschiedenen Rickgratmodifikationen und verschiedenen
Sequenzmotiven werden in drei verschiedene Klassen unterteilt, die jeweils zu einer
unterschiedlichen Immunantwort fuhren. Gemeinsam fir alle Klassen ist jedoch die
Signaltransduktion Gber den TLR9 Rezeptor. Alle drei Klassen haben
unterschiedliche Schwerpunkte in ihrer immunstimulatorischen Wirkung. Das
typische Klasse A CpG ODN 2216 mit dem Schwerpunkt IFN-a Stimulation, das
typische Klasse B CpG ODN 2006 mit einer Verlagerung seiner Wirkung auf die B-
Zell Proliferation, sowie die Klasse C CpG ODN die beide Eigenschaften miteinander
verbindet (siehe hierzu auch 1.4.1, S.15).

Phosphorothioat-Modifikationen (ein nicht an der Bindung beteiligtes Sauerstoff-Atom
wird durch ein Schwefelatom ersetzt) sind in pharmakodynamischer Hinsicht eine
optimierende Erganzung zum ,nativen“ CpG Gerust, da diese veranderten Motive
effizienter von den Targetzellen aufgenommen werden und sich gegentber der

enzymatischen Degradierung als stabiler erweisen 199200

Allerdings flhren
Veranderungen dieser Art in vitro unter anderem zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Spl, zur Inhibierung der Zellproliferation und Zellmigration,
sowie zur Stoérung der Ligandenbindung des EGFR und des VEGF Rezeptors 201203,

In Kklinischen Studien mit Phosphothioat-modifizierten CpG Motiven traten vermehrt
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unerwinschte Wirkungen in Form von Mdudigkeit, Fieber, Hautausschlagen,
Thrombozytopenie, Leukopenie und der Aktivierung des Komplementsystems auf
2041 Zudem ist fiir die Phosphothioat-Modifikationen, mit Fokus auf die
immunstimulatorische Funktion der CpG ODN Motive, eine eigene intrinsische
Aktivitat beschrieben. Diese gilt als unabhéangig von der Anwesenheit des CpG
Motives und zeigt Wirkung auf die B-Zell-Proliferation und die spezifischen
Immunreaktionen von PBMCs 7% Trotzdem ist diese Art von Modifikation fir
therapeutische Applikationen aufgrund ihrer hoheren Stabilitdt sehr von Interesse
[205].

Als weitere Modifikation finden sich CpG ODN mit einem sogenannten Poly-
Guanosin (Poly-G) -Schwanz. Auch diese Veranderung am CpG ODN Gerust fuhrt
zu einer besseren Aufnahme in die Zielzelle, zeigt unter in vivo Bedingungen aber
wesentlich weniger unerwinschte Wirkungen, wie Lymphadenopathie und eine

[206-207 1 vitro

prolongierte Zytokin Erh6hung wie die PTO modifizierten CpGs
Untersuchungen zeigten ausserdem eine vermehrte Induktion naiver T-Zellen Uber
CD8"-T-Zell mit reduzierter Suppressionsfunktion iiber TLR8 durch eine Poly-G
Sequenz [206, 208]

In den durchgefuhrten Untersuchungen hat die Verlangerung der typischen Klasse A
ODN 2216 Sequenz um 15 Guanosin Positionen am 3’Ende keine Auswirkungen auf
die stimulatorische Aktivitdt und zeigt weder eine Steigerung noch eine
Verminderung der induzierten IFN-a Sekretion. Die Sequenz Poly-g bestehent nur
aus 30 Guanosin Positionen und besitzt hinsichtlich der IFN-a Induktion kein
Potenzial (Abbildung 22, S.76).

Insgesamt wurde durch den Einsatz von unmodifizierten ODN eine hdhere Induktion
der IFN-a Produktion der Zellen erreicht als durch Stimulation mit den
PTO-modifizierten Sequenzen des CpG 2006 und tetraHex. Dass die PTO
Modifizierung eigene stimulatorische Aktivitat besitzt, wenn auch gering, zeigt sich
am nonsens ODN tetraCH2. Dieses ODN ohne stimulatorische CpG Sequenz
induziert als PTO Variante in einer Konzentration von 6ug/ml eine geringe IFN-a
Sekretion (Abbildung 23, S.77).

HNSCC hemmt die CpG induzierte IFN-a Ausschittung nicht bei allen CpG ODN
Klassen gleichermal3en. Kann mit CpG ODN 2216 und tetraHex noch eine IFN-a
Sekretion unter Tumoreinfluss induziert werden, so unterbleibt diese bei der

Stimulation mit CpG ODN 2006 vollkommen. Mit dem ODN tetraHex ist unter dem
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Einfluss von BHY noch eine IFN-a Sekretion induzierbar. Ahnlich wie beim CpG 2216
ist aber auch diese in ihrer Quantitat reduziert. Bei der Inkubation mit PCI113 wird die
Sekretion hingegen voéllig unterbunden (Abbildung 9, S.58).

Nicht nur die unterschiedlichen HNSCC Kulturen zeigen bezilglich ihrer Potenz
unterschiedliche Starken die IFN-a Induktion zu hemmen, sondern auch die
unterschiedlichen CpG ODN Klassen bezuglich ihrer Induzierbarkeit unter
Tumoreinfluss klassenunterschiedliche Reaktionen. Welchen Vor-/Nachteil in dieser
Hinsicht die unterschiedlichen o.g. Modifikationen haben, bleibt zu untersuchen. Eine
Wirkverstarkung bzw. eine Verminderung des HNSCC Einflusses z.B. durch die
bessere Internalisierung der PTO Sequenzen ist zumindest denkbar.

4.4 pDC, das Bindeglied zwischen Immunstimulation und Toleranzinduktion

Treg kbnnen eine wirkungsvolle antitumororale T-Zell Antwort unterbinden. Dabei
stellt sich deren Aktivierung/Umgehung als auf3erst komplexes Wechselspiel dar.
Einerseits zeigen per TLR9-aktivierte DCs in vitro eine gewisse Resistenz, was die
immunsuppressive Wirkung der regulatorischen T-Zellen angeht, in Kontrast dazu
kénnen TLR9 Liganden die Proliferation von regulatorischen T-Zellen induzieren und

2082101~ Als weitere Variable in der

die Antwort naiver T-Zellen unterbinden
biologischen Interaktion zwischen TLR9 und regulatorischen T-Zellen funktioniert die
Zugabe eines Klasse B ODN zu Maus DCs, naiven und regulatorischen T-Zellen in
Kultur, welches zu einem Anstieg von Zytokinen im Zellkulturiiberstand fahrt, die
wiederum je nach klinischer Situation eine pro- bzw. antitumorale Wirkung zeigen
211 Betrachtet man die in vivo Interaktionen der TLR9 Aktivierung und der
regulatorischen T-Zellen, so scheint diese noch komplexer und vielschichtiger. So
zeigte unter anderem die Art der Verabreichung des TLR9 Agonisten einen
Unterschied in der Wirkung auf das Immunsystem bei M&usen. Die intravendse
Applikation eines Klasse B ODN induzierte die Expression des mit der Generierung
von regulatorischen T-Zellen verknupften Proteins, der Indolamin 2,3-Desoxygenase
und resultierte in einer Suppression der T-Zell Expansion, wohingegen die subkutane

(212-213] " Trotz

Administration des selben ODN immunstimulierende Effekte zeigte
dieses Effektes bei Mausen zeigte eine intraventse Therapie bei vorbehandelten
Non-Hodgkin Lymphom Patienten mit dem Klasse B ODN PF-3512676 (CpG 7909 /

2006) spate klinische Erfolge bei 2 von 23 Patienten 24,
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Der Effekt, dass CpG die Generierung regulatorischer T-Zellen stimuliert, kann
naturlich auch als ein Therapieansatz gesehen werden. Es konnte gezeigt werden,
dass CpG ODN effektiv pDCs dazu bringt naive CD4° CD25" T-Zellen in CD4-CD25-
regulatorische T-Zellen zu differenzieren. Diese pDCs exprimieren Transkriptions-
faktor 3 und produzieren IL-10, TGF-B, IFN-y und IL-6, und in nur geringem Mal3e IL-
2 und IL-4. Diese Tg-Zellen sprechen aul’erdem vermindert auf weitere
Antigenstimulation an und inhibieren die Proliferation von autologen naiven CD4- T-
Zellen. Zur Induktion der CD4'CD25" T-Zellen durch CpG ODN-aktivierte

pDCs ist ein direkter Zell-Zell-Kontakt nétig. Interessanterweise konnten die zur
Erhaltung und Induktion der supprimierenden regulatorischen T-Zell Funktion sonst
bekannten Zytokine IL-10 und TGF-B im Zellkulturiiberstand nicht nachgewiesen

werden 29

. Diese Ergebnisse bestarken die Erkenntnis, dass pDCs in gleicher
Weise wie sie das Immunsystem zur Tumorabwehr stimulieren kbénnen, ebenso in
der Lage sind, eine Toleranz zu induzieren. Diesen Mechanismus kann man sich z.B.

in der Therapie der graft versus host disease (GVHD) zu Nutze machen 2%,

4.5 Bisherige Therapiemdglichkeiten und Therapieansatze

Die Therapiemdglichkeiten von HNSCC Tumoren sind vielgestaltig. Die Therapie
richtet sich nach Lokalisation und Ausdehnung des Befundes, der Operabilitdt und
dem Allgemeinzustand des Patienten.

Die grundlegenden Therapiemdglichkeiten bestehen in der Operation, Bestrahlung
und Chemotherapie, kombiniert, alleine, sowie als adjuvante oder neoadjuvante
Therapie.

Als wichtigster prognostischen Faktor als Teil der chirurgischen Therapie des
Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches gilt die komplette chirurgische

Entfernbarkeit des Tumors 2],

Die Wahrscheinlichkeit auf Heilung sinkt mit
steigender GroRe des Primértumors und bei Metastasierung in die regionalen
Lymphknoten. Wahrend HNSCC im Stadium | die 5-Jahres-Uberlebensrate 90% zum
Teil Ubersteigt, liegt die Uberlebensrate im Stadium IlI-IV bei ca. 30% und geringer,
vor allem da 50-60% der Patienten ein loko-regionales Rezidiv und 15-25%

Fernmetastasen, sowie Zweitkarzinome entwickeln.

91



Diskussion

Sowohl bei Lokalrezidiven als auch bei Fernmetastasen zeigen nur ca. 35% der
Patienten ein Ansprechen auf die Therapie, welches mit 6 bis 9 Monaten nur von
kurzer Dauer ist 217,

Gerade in den hoheren Stadien ist die Resektabilidt des Tumors ein begrenzender
Faktor. Die Operationen konnen sich hierbei von Teilresektionen anatomischer
Strukturen bis hin zu Totalresektionen erstrecken. Nach ausgedehnter Tumor-
resektion kbnnen Defekte entstehen, welche die Funktion des Sprechens und des
Schluckaktes stark beeintrachtigen. Das  Ausrdumen der regionéren
Lymphabflussgebiete, die sogenannte Neck dissection schliel3t sich beim Vorliegen
zervikaler Lymphknotenmetastasen an die eigentliche Resektion des Primartumors
an. Je nach Ausdehnung zusatzlich mit der Resektion von Muskulatur, Haut oder der
GefalRe und Nerven .

Zusatzlich zu den kosmetischen und funktionellen Folgen der operativen Therapie,
verursachen die Radio- und Chemotherapien unerwiinschte Nebenwirkungen wie
Ubelkeit, Mudigkeit, Hautnekrosen, Atrophien von Knochen und Geweben, sowie
eine qualende Xerostomie.

Die photodynamische Therapie ist eine relativ neue Therapieoption fur verschiedene
Krebsentitaten einschlie3lich Kopf-Hals-Tumoren. Ihr Nachteil liegt allerdings
physikalisch begriindet in der geringen Eindringtiefe des Lichts von nur einigen
Millimetern, so dass in der Regel nur kleine oder flachig wachsende Tumore auf
diese Weise erfolgreich therapiert werden konnen. Im Bereich der HNSCC
beschrankt sich das Einsatzgebiet somit auf Mundhdhlen- und Kehlkopfkarzinome.
Durch den Einsatz von Lasern in Kombination mit Lichtleitfasern lassen sich auch
tiefere Tumore erreichen. Das Verfahren ist aber umstandlich und auf wenige
Zentren beschréankt und wird daher nur selten angewandt *#).

Immunbiologische Therapieverfahren haben die letzten Jahre in der Krebstherapie
immer mehr an Bedeutung gewonnen. Sie kbnnen als komplementare Strategie zur
Verbesserung der konventionellen Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches beitragen. Es kdonnen hierbei in Abh&ngigkeit von der jeweiligen
Zielsetzung vier Prinzipien unterschieden werden: aktiv versus passiv und spezifisch

versus unspezifisch.
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Tabelle 5: Eine Auswahl von bisher erprobten immunologischen Behandlungsanséatzen bei

HNSCC

Aktiv-unspezifische Immuntherapie

Bacille Calmette Guérin

Donaldson et al. 1973 [219], Taylor et al.
1083 1220

Corynebacterium parvum

Cheng et al. 1982 [221]

Levamisole  (synthetisches Imidazothiazol

Derivat, Ergamisol®)

Wanebo et al. 1978 [222], Knox et al. 2005
[223]

Picibanil (OK 432) (lyophilisierte Mixtur aus
niedrig virulenten Gruppe A Streptokokken)

Kitahara et al. 1996 (224]

DNA-hsp65 (mykobakterielles Hitze-Schock-
Protein)

Michaluart et al. 2008 (225]

Aktiv-spezifische Immuntherapie

Impfstoff aus dendritischen Zellen und

apoptotischen Tumorzellen

Whiteside 2001 [22°!

Tumor DNA-basierte Impfstoffe

Whiteside 2001 22°!

Impfstoff aus autologen Tumorzellen und 1L12-
transfizierten Fibroblasten

Tahara et al. 1995 (2271

Uber p53-Epitop aktivierte autologe DCs
generierte zytotoxische T Lymphozyten

Hoffman et al. 2005 [220)

Passiv-unspezifische Immuntherapie

IL-2 (lokal)

Cortesina et. al.1991 [229], Vlock et al. 1994
2301 \wollenberg et al. 1999 231

IFNy (systemisch)

Ikic et al. 1981 2°7 Viock et al. 1991 0]

IFNa (systemisch)

Richtsmeier et al. 1990 [234]

IRX2 (lokal) (Zytokinmischung)

Barrera et al. 2000 [235]

Tumorzell-getriggerte und Lymphokin aktivierte
Killerzellen plus IL-2

Ishikawa et al. 1989 [=°°

Passiv-spezifische Immuntherapie

Anti-EGFR Soulieres et al. 2004 2]
tumorassoziierte Antigen — spezifische T- | Toetal. 2000 [**°!
Zellen

Anti-CD44v6 + Mitosehemmer

Riechelmann et al. 2008 [°°7]

IL-2 + virusmodifizierte autologe Tumorzellen

Herold-Mende et al. 2005 [240]

Radioimmuntherapie

Borjesson et al. 2003 [241], Calnot et al. 2001
[242]
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Nicht alle der in Tabelle 5 aufgefiihrten Konzepte brachten die durch in vitro
Ergebnisse oder aufgrund der etablierten Wirkung bei anderen Tumorentitaten
erhofften Wirkungen in den Phase | /Phase Il Studien mit HNSCC Patienten.

Die alleinige systemische Behandlung mit IFN-a erbrachte nur in einigen wenigen
vorbehandelten Patienten eine objektive Tumorremission bzw. Stabilisierung ?*3. Fur
eine palliative Kombinationschemotherapie mit 5-Fluorouacil und Cisplatin konnte
keine Verbesserung der Remissions- oder Uberlebensrate erreicht werden **4. Die
Kombination von IFN-a, 13Cis-Retinolsdure und a-Tocopherol bewies in der Phase I
Studie gute Ergebnisse bei fortgeschrittenem HNSCC 4%/,

Die Studien die bisher mit der Reinfusion von ex vivo konditionierten Lymphokin-
aktivierten Killerzellen an HNSCC Patienten durchgefuhrt wurden, zeigten Wirkung
auf das Tumorwachstum und die lymphozytaren Tumorinfiltrate, jedoch bestehen
noch deutliche praktische Schwierigkeiten bei der ausreichenden ex-vivo
Generierung solcher Zellen.

Die Impfung mit autologen Tumorzellen, die ex vivo mit einem Virus modifiziert
wurden, verfolgt den Gedanken, dass der Tumor der Uberwachung durch fehlende
stimulierende Antigene entgeht und dies mit Hilfe der beigebrachten Virusantigene
kiinstlich erzeugt werden kann 24°!,

In den letzten Jahren wurden Vviele Antikérper entdeckt, die gegen
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches gerichtet sind. 2006 wurde der
monoklonale Antikérper Cetuximab (Erbitux®) fir die Behandlung von Kopf-Hals-
Tumoren zugelassen. Er ist gegen den Rezeptor des epidermal growth factor
(EGFR) gerichtet.

Ein weiterer Ansatz ist die Kopplung von bivatuzumab einem monoklonalen
Antikérper gegen CD44v6 mit dem Radionuklid Rhenium-186 471,

An der weiteren Entwicklung von Antikérpern wird viel geforscht, so zum Beispiel an
einem Antikérper gegen das Fibroblasten-Aktivierungs-Protein (FAP). Dieses Protein
wird von dem ,gesunden” Gewebe welches den Tumor umgibt, dem sogenannten
Ammengewebe gebildet. Dieses Protein kann gesundes Gewebe zersetzen. Dieser
Prozess ist grundlegend am infiltrierenden und metastasierenden Wachstum
bdsartiger Tumoren beteiligt. Durch genetische Kopplung mit dem Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) wurde der Antikdrper zu einem Immunkonjugat weiterentwickelt. TNF
ist bereits seit mehreren Jahrzehnten als zentraler Botenstoff des menschlichen

Immunsystems und Vermittler vielfaltiger Anti-Tumor-Wirkungen bekannt. Es ist in
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der Lage, Tumorzellen direkt zu zerstoren oder indirekt durch das Anlocken und
Aktivieren von Killerzellen oder der Verédung der versorgenden Blutgefalie.
Allerdings sind Versuche, TNF in der Tumortherapie einzusetzen, an den
ausgepragten Nebenwirkungen gescheitert. Im Rahmen von Tierversuchen konnte
diese Problematik durch die Kopplung an den Antikdrper und zum anderen durch
Beschrankung auf nur einen bestimmten Anteil des TNF-Proteins mittels genetischen

Fusion verringert werden 1248,

Das grofRe Bestreben in der Erforschung der immunologischen Therapieoptionen
liegt in der Verbesserung der Prognose von HNSCC Erkrankungen, was in den
letzten Jahren durch die Optimierung der Standardtherapien leider nur geringfugig
geglickt ist. Des Weiteren gilt es die Lebensqualitat der Patienten zu verbessern, da
die heutigen Optionen durch die Veranderung des Koérpers an exponierten Stellen
(Kopf und Hals) und die folgenden funktionellen Einschrdnkungen psychosozialen
Stress mit sich bringen.

Oft haben in vitro Experimente nicht die erhofften Ergebnisse in vivo gezeigt. Die
Komplexitat des Immunsystems und des Zusammenspiels von Tumor und
Immunzellen erschwert die Ubertragung von Forschung auf das ,Leben*.

Einen kleinen Schritt zum besseren Verstandnis dieses Systems soll die vorliegende

Dissertation beitragen.

4.5.1 Therapeutische Moglichkeiten mit CpG ODN bei Tumorerkrankungen

Die bisher bekannten therapeutischen Strategien mit CpG ODN leiten sich aus ihrer
genuinen Wirkungsweise auf das humane Immunsystem ab. Die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems und die darauf folgende Verstarkung einer TH1
Immunantwort - alle diese Eigenschaften lassen sich in der Anwendung von CpG
ODN als Adjuvanz bei Impfungen, sowie in der Immuntherapie von Infektionen,
Tumoren und Allergien nutzen.

Konventionelle Impfstrategien beinhalten meist pure Antigenpraparationen, ohne
dabei die Voraussetzungen einer Kostimulation zu erfillen um eine effektive
Immunisierung erlangen zu kénnen. Es resultiert eine Antikdrperantwort, aber die
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen bleibt aus. Das humane Standardadjuvans

Alum (Aluminiumhydroxid) bedingt in Mausen eine TH2 gerichtete humorale Antwort,
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ebenfalls ohne Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen. Das complete Freud’s
adjuvant (CFA) bahnt, wie auch CpG, eine TH1 gerichtete Antwort und die
Entwicklung spezifischer zytotoxischer T-Zellen, allerdings mit erheblichen
Nebeneffekten und daher ist dessen Anwendung auch im Tierversuch umstritten 249,
Die bessere Vertraglichkeit von CpG lasst sich darauf zurtckfihren, dass Zellen der
myeloiden Reihe vergleichsweise unbeeinflusst bleiben. Deren dauerhafte
Aktivierung, wie etwa durch das CFA, bewirkt eine Ausschittung grol3er Mengen an
inflammatorischen Mediatoren, die gewebstoxische Nebenwirkungen verursachen
(50 Dje CpG induzierte TH1 gerichtete Immunantwort verbessert insbesondere die
Effektivitat der Impfung gegen Viren und intrazellulare Bakterien und dieses schneller
und effektiver als herkdmmliche Impfungen, so dass im Tiermodell auch eine

o [251-252]

wirkungsvolle Impfung von Neugeborenen erreicht werden konnt In einer

Impfstudie mit Engerix-B™

einem Hepatitis B Impfstoff konnte gezeigt werden, dass
es zusammen mit dem CpG 7909 eine schnellere und effektivere Immunantwort in
gesunden Probanden hervorruft, mit nur geringen Nebenwirkungen wie
Kopfschmerzen, lokale Reaktionen an der Einstichstelle und Grippe-ahnliche

[253

Symptomen |, Der gleiche Effekt konnte bei antiviral behandelten HIV Patienten

beobachtet werden, deren Immunsystem als hyporeaktiv gilt und zum Teil gar nicht
auf Impfungen reagiert %%,

Bei der Immuntherapie von Tumoren wird neben der Verbesserung der Wirkung
bestehender Therapien, wie der konventionellen Chemotherapie bzw. der Therapie
mit Antikdrpern, auch eine therapeutische Vakzinierung angestrebt. So unterstitzt
CpG ODN die Immunisierung gegen tumorspezifische Antigene durch ein
TH1-gerichtetes Milieu, welches die Cross-Prasentation der Antigene fordert und
somit eine starke Antwort IFN-y-produzierender zytotoxischer T-Zellen erreicht ?**. In
vitro Studien zeigen, dass CPG ODNs die Wirksamkeit von therapeutischen
Antikdrpern durch die Verstarkung der antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity

b™: peim

(ADCC) erhohen (beim B-Zell Lymphom zusammen mit Retuxima
Brustkrebs zusammen mit Herceptin™) %71 Die Wirkung beim B-Zell Lymphom
wird durch eine Expressionssteigerung von CD20 erreicht, dem Zielantigen von

Retuximab™ 2581,

Experimentell zeigte sich im C26 Mausmodell eines
Kolonkarzinoms zudem eine bessere Wirkung von 5-Fluorouracil und Irinotecan in

Kombination mit CpG ODN und DC-basierter Immunotherapie, sowie eine Reduktion
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t % Eine gleiche Wirkungsverstarkung konnte bei Tumoren mit relativer

n 12601

der Toxizita
Chemotherapieresitenz gezeigt werde
Auch in der Monotherapie von Tumoren erweist sich CpG als wirksam. Das Prinzip
hierbei ist eine durch CpG ODN geforderte Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems und der endogenen Mechanismen der Immuniberwachung. Dass
eine protektive Immunuberwachung, vermittelt besonders durch IFN-y und aktivierte
Lymphozyten, das Wachstum eines malignen Tumors verhindern kann, konnte
bereits im Mausmodell gezeigt werden %Y. CpG ODN erweist sich wirksam in der
Therapie verschiedener Stadien eines Tumors und in einigen Mausmodellen konnte
sogar gezeigt werden, dass erneuter Tumorbefall nach erfolgreicher Eradikation
durch Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnisses verhindert werden konnte
[260, 262-263].

Es konnte jedoch ein Unterschied in der Antitumoralenwirkung je nach
Applikationsart im Mausmodell gezeigt werden. Die peritumorale Injektion von CpG
ODN hatte auf das Wachstum des aggressiven Fibrosarkoms AG104A, des IE7
Fibrosarkoms, des B16 Melanoms, sowie des 3LL Lungenkarzinoms eine gute bis
sehr gute Wirkung. Dahingegen zeigte eine systemische Applikation geringere
Effekte auf den Progress %4,

In dem Case-Report eines Patienten mit metastasiertem malignem Melanom konnte
ebenfalls die Wirksamkeit der CpG ODN Monotherapie gezeigt werden %), Derzeit
laufen mehrere Phase I/l1I-Studien, die die Therapie mit CpG ODN alleine, in
Kombination mit Antikbrpern und in der Tumorvakzinierung am Menschen weiter
untersuchen.

Auch bei allergischen Erkrankungen bietet CpG ODN einen neuen Therapieansatz.
Bei der Pathogenese allergischer Reaktionen spielt eine fehlinduzierte TH2-
gewichtete Uberreaktion des Immunsystems mit verstarkter Bildung von IgE
Antikorpern, IL-4, IL-5 und IL-10 eine Rolle. CpG ODN induzieren in vitro einen TH1-
shift und haben in dem Sinne eine TH2-antagonisierende Wirkung . Im Tiermodell
zeigt es sich bei allergischem Asthma wirksam 2°72%® Als Adjuvans bei der De-
sensibilisierungstherapie kann CpG eine TH1 Antwort bahnen und somit die
Auspragung der allergischen Reaktion abschwachen 269270 |nteressant ist hierbei
zu bemerken, dass ein Ansteigen der Haufigkeit von Allergien mit der Verwendung

von Alum Adjuvans, das eine TH2-gewichtete Immunantwort induziert, bei der
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d 7272 Diese Beobachtung

Impfung von Kindern in Verbindung gebracht wir
bestarkt die Erforschung von CpG ODN als Adjuvans bei Impfungen.

Durch sein multimodales Eingreifen in das Immunsystem ist auch der Einsatz von
CpG ODN bei Infektionen vielversprechend. In Mausmodellen erzielte CpG ODN
durch Verstarkung einer TH1-gewichteten mehrstufigen Aktivierung des
Immunsystems praventiven Schutz und zum Teil therapeutische Erfolge gegen

a 7321 n einer Ib-

intrazellulare Erreger wie Leishmanien, Listerien und Malari
Phase Studie mit Hepatitis C Patienten konnte durch die Monotherapie mit CpG ODN
10101 eine dosisabhangige Reduktion des Plasma-Virus-RNA Spiegels erreicht
werden. Eine darauf folgende Phase Ib Studie mit Patienten die an einer chronischen
Hepatitis C Infektion litten verglich die Wirkung Standardtherapie (pegyliertes IFN und
Ribavirin™), CpG ODN alleine, in Kombination mit dem pegylierten IFN bzw.
Ribavirin und in Dreierkombination. Auch hier konnte eine synergistische Wirkung
beobachtet werden ?°),

Zur Behandlung der Zytomegalievirus-Retinitis bei AIDS Patienten ist ein
Medikament in Deutschland zugelassen, welches CpG Motive enthalt (Formivirsen,
Vitravene®). Der Wirkstoff besteht aus Antisense ODN, die durch komplementare
Bindung an die RNA die Bildung des Proteins hemmt. Neben dieser Antisense
Nukleotidsequenz enthalt der Wirkstoff zusatzlich immunstimulatorische CpG ODN.
Aber natirlich missen auch unerwinschte Wirkungen der CpG ODNSs diskutiert
werden. Die Befirchtungen die sich aus der Wirkungsweise ergeben, bestehen
darin, dass durch die Gabe von CpG ODN die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen und Uberreaktionen des Immunsystems auf Pathogene
welches zu einem septischen Schock fihrt, fordern kénnen. Im Mausmodell liel3 sich
durch CpG ODN keine systemische autorreaktive Reaktion provozieren. Auch
Nebenwirkung toxischer Natur konnten unter normaler Dosierung nicht beobachtet
werden. Nur organspezifische Autoimmunreaktionen konnten provoziert werden.
Keine dieser Nebenwirkungen konnte bisher in den klinischen Studien am Menschen

beobachtet werden 277,
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4.6 In vitro versus in vivo

Die Grundlagenforschung und in vitro Untersuchungen sind der erste Schritt in
Richtung der Aufklarung der physiologischen Vorgange in vivo. Dabei ist die
Ubertragung der Erkenntnisse und Ergebnisse meistens nicht eins zu eins moglich.

Ein Unterschied, betrachtet man die in dieser Dissertation beschriebenen
Versuchskonstrukte, zeigt sich im Zytokinprofil der HNSCC Zelllinien. Die Expression
dieser ist in den immortalisierten Zelllinien variabler als in den untersuchten Proben

aus Patienten [78

Unsere Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass sich das
Zytokinprofil und auch die Wirkung auf die CpG induzierte IFN-a Sekretion der
untersuchten einzelnen Zelllinien unterscheidet. PCI13 zeigte hierbei ein grol3eres
Hemmpotential als BHY (siehe Abbildung 8, S.56).

In Betracht gezogen werden muss in Hinsicht auf die Fragestellung der IFN-a
Ausschittung von pDCs Uber einen langeren Zeitraum die kurze Halbwertszeit der
MRNA von 30min, sowie in Hinblick auf die Untersuchung als Teil eines Systems die
kurze biologische Halbwertszeit von nur 2-4 Stunden 27289,

Dieses zeigt bereits, dass in vitro gewonnene Ergebnisse nur beschrankt auf die
Situation in vivo Ubertragen werden kénnen. Halbwertszeiten, individuelle Kinetiken
sowie die Art des Stimulus muissen hinsichtlich der Aussagkraft von in vitro
Ergebnissen in Betracht gezogen werden. Ein weiterer Punkt ist, dass die hier
vorliegenden Versuche mit Vollblut von gesunden Probanden durchgefitihrt wurden.
Es ist davon auszugehen, dass unter langer bestehenden pathologischen
Bedingungen, in denen sich pro- und antiinflammatorische Reize lberlagern, es zu
Veréanderungen der Kinetiken kommt, die so in in vitro Versuchen nicht zu imitieren
sind. Wilhelm et al. zeigten zum Beispiel, dass 20 Minuten nach Operationen mit
Herz-Lungen-Maschine und in den ersten acht Tagen einer Sepsis die Antwort von
Vollblut auf einen LPS-Stimulus, der ebenfalls Uber einen Toll-like Rezeptor
funktioniert, signifikant inhibiert ist
denkbar.

Grundman et al. zeigten durch ihre Untersuchungen, dass die bendétigte IL-10

. Gleiches ist fur die Stimulation mit CpG

Konzentration, um den gleichen antiinflammatorischen Effekt zu erreichen in vitro

hoher ist als in vivo 282,
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4.6.1 pDCs in Reinkultur versus PBMCs

Die plasmazytoide dendritische Zelle stellt im humanen Immunsystem rein quantitativ
eine verschwindend kleine Zellpopulation des peripheren Blutes dar. Ihr Anteil an
den kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes wird mit 0,1-0,7% beziffert, also eine
auf 1000 peripheral blood mononuclear cells (PBMC).

pDCs sind in der Lage durch die Ausschittung bestimmter Mediatoren eine Vielzahl
von anderen immunkompetenten Zellen, wie T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und
nattrliche Killerzellen (NK-Zellen) zu aktivieren 459,

Zudem besitzen CpG ODN nicht nur eine strikte Wirkung auf pDCs (siehe hierzu
auch 1.4.1, S.15). Typ A ODN induzieren sehr hohe Mengen an Typ | IFN, zeigen
kaum eine Wirkung auf isolierte B-Zellen. Das Typ B CpG bewirkt in erster Linie eine
Aktivierung von B-Zellen im Sinne einer Steigerung der Synthese, auRerdem wird die
Sekretion von IL-6 und IL-10 angeregt %. Im Gegensatz zu Typ A CpG induziert es
nur eine sehr schwache IFN-a Produktion . Die dritte CpG Klasse, das Typ C CpG
ODN vereint die strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Typ A und B CpG
ODNs.

In den Hauptteilen der Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden pDCs nach
magnetischer Separation in ,Reinkultur® untersucht. Aufgrund der beschriebenen
Interaktionen ist ein Unterschied in der Mischkultur mit PBMCs denkbar. In den
Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Tendenz — ob pDCs in Reinkultur oder in PBMCs — die gleiche ist (siehe hierzu
3.3, S.69). Auch in der PBMC Kultur wird die CpG induzierte IFN-a Sekretion durch
HNSCC gemindert und auch hier starker durch PCI13 als durch BHY. Die
Gesamtkonzentration an IFN-a liegt unter diesen Bedingungen etwa dreimal héher
als in der reinen pDC Kultur bei etwa gleicher Anzahl pDCs (5x10* Zellen). Allerdings
gehoren zu der Gruppe der PBMCs auch andere Zellen, die IFN-a produzieren

kénnen, worin die Erklarung der hdheren Gesamtkonzentration liegen mag 7.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereiches (HNSCC) zeigen
eine deutliche Verminderung der zellvermittelten Immunantwort. Untersuchungen
hierzu zeigten, dass plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) als Teil des
angeborenen Immunsystems zwar HNSCC infiltrieren, jedoch anstelle einer
adaquaten gegen den Tumor gerichteten TH1-Antwort eine TH2-Antwort und somit
eine Toleranzentwicklung unterstttzen.

pDC sind durch die schnelle Bildung von grof3en Mengen an IFN-a als Antwort auf
sogenannte CpG-DNA Motive, die als Ligand Uber den TLR9 Rezeptor der pDCs
wahrgenommen werden, gekennzeichnet. Im Tumormilieu fihrt eine Alteration dieser
zentralen pDC Immunfunktion zu einer deutlichen Verminderung der IFN-a Sekretion.
Die stimulatorische Wirkung der CpG ODN Motive auf die IFN-a Sekretion von pDCs
ist zeit- und konzentrationsabhéngig. Die verschiedenen Klassen zeigen
diesbeziiglich unterschiedliche Eigenschaften. Zusatzlich zu den zwei etablierten
Motiven ODN 2216 (Klasse A) und ODN 2006 (Klasse B) wurden die Eigenschaften
des neu generierten und um eine Hexanukleotidsequenz erweiterten CpG ODN TM6,
(TetraHex) untersucht. Die Hexanukleotidsequenz TCGTGT in cis im CpG ODN
TM6, fuhrt zu einer starkeren Internalisierung. Dieses Motiv enthalt ein CpG
Nukleotid innerhalb einer Sequenz, die eine starke CpG-spezifische Stimulation auf
B-Zellen ausubt, also Eigenschaften eines Klasse B CpG Motivs aufweist. Dieses
zeigt in Bezug auf die IFN-a Induktion eine &hnliche zeitliche Kinetik wie das CpG
ODN 2006, fuhrt jedoch zu einer quantitativ hoheren IFN-a Sekretion.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass l6sliche Faktoren des Tumormilieus die
Immunmodulation und letztendlich die Minderung der IFN-a Sekretion bewirken.

Fir das Interleukin-10 (IL-10) konnte diese Eigenschaft nachgewiesen werden.
Jedoch zeigte sich, dass es sich nicht nur um einen einzelnen Faktor handelt. Diese
inhibitorische  Wirkung ist teilweise durch einen IL-10 Rezeptorblocker
antagonisierbar. Fir mindestens einen weiteren Faktor, dem Interleukin-6, konnte
eine IL-10-abhéangige synergistische, hemmende Wirkung nachgewiesen werden.
Auch dieser Pathomechanismus korreliert ebenfalls mit der Zeit und Konzentration
und ist durch die unterschiedlichen Charakterisika verschiedener Zelllinien und
Tumoren unterschiedlich ausgepréagt. Ein Einfluss auf die Expression des TLR9
Rezeptors zeigt sich hierbei nicht ursachlich. Uber welchen spezifischen molekularen
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Mechanismus die inhibitorische Wirkung des Tumormilieus auf die pDCs wirkt, bedarf

weiterfihrender Untersuchungen.
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