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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Immunitat - der Schutz vor fremden Organismen oder Substanzen- besteht bei Wirbeltieren
sowohl aus einer unspezifischen (angeborenen) und spezifischen (erworbenen)
Komponente. Bei einer Infektion treten als erstes die Komponenten des angeborenen
Immunsystems auf, die jedoch nicht auf ein bestimmtes Pathogen spezialisiert sind und auch
keinen gezielten Schutz gegen eine erneute Infektion geben. Sie steht im Gegensatz zu der
erworbenen Immunitat, die sich durch eine sehr hohe Spezifitat auszeichnet und zudem Uber
ein ,Gedachtnis® verfugt, weshalb bei einer erneuten Infizierung mit demselben Pathogen die
Immunreaktion schneller und effektiver erfolgt. Da es nach einer Infektion ca. flinf bis sechs
Tage dauert, bis die erworbene Immunitat eintritt, stellen die Komponenten der angeborenen
Immunitat die erste Verteidigungslinie des Korpers dar. Die meisten eingedrungenen
Pathogene werden so in den ersten Tagen nach der Infektion eliminiert. Falls dies nicht
gelingt, wird die adaptive Immunantwort ausgelost. Beide Systeme funktionieren nicht
komplett getrennt von einander, sondern beeinflussen sich gegenseitig und kénnen nur im
Zusammenspiel die bestmdgliche Immunantwort bilden [Kuby, 2000; Lo, 1999].

Zu der angeborenen Immunitat zahlen neben anatomischen Barrieren (Haut, Mukosa) und
physiologischen Barrieren (Korpertemperatur, Fieber, pH-Wert im Magen) auch Zelltypen,
die hauptsachlich auf Phagozytose spezialisiert sind. Dazu gehdren Naturliche Killer (NK)-
Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen (DZ). Durch die Phagozytose der
Mikroorganismen werden neben der Aktivierung des Komplementsystems auch
antimikrobielle Peptide, Zytokine und Chemokine sezerniert. So kann die Infektion entweder
komplett aus dem Organismus entfernt werden, oder so lange unter Kontrolle gehalten
werden, bis das erworbene Immunsystem die Bekdampfung tUbernehmen kann [Medzhitov,
2000a und b].

Die zellularen Bestandteile des erworbenen (adaptiven) Systems sind B-und T-
Lymphozyten. Sowohl B-Lymphozyten als auch T-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache
Antigen bindende Rezeptoren. Bei den B-Zellen stellen diese Antigenrezeptoren
Immunglobuline dar, die direkt mit den Antigenen reagieren kénnen und nach einer
Aktivierung die Immunglobuline als I6sliche Antikérper sezernieren. Diese spezifischen
Antikorper binden an das erkannte Antigen und markieren es als Fremdkorper, der dann aus
dem Korper eliminiert werden kann (= humorale Immunitat). Die Rezeptoren auf den T-Zellen
kénnen Antigene in Form von Peptiden nur erkennen, wenn sie an Molekile der MHC
Klassen | oder Il gebunden sind und so von einer anderen Zelle prasentiert werden. Die zwei

Hauptpopulationen der T-Zellen sind die T-Helfer (Ty) Zellen und die T-Zytotoxischen (T3)
11



EINLEITUNG

Zellen. Im Allgemeinen exprimieren Ty-Zellen CD4 auf ihrer Oberflache und erkennen

Antigene, die an MHC-II gebunden sind. Tz Zellen sind CD8 positiv und erkennen Antigene,

wenn sie an MHC-I Molekulle gebunden sind. Sobald eine reife Ty-Zelle mit einem Antigen-

MHC-II-Komplex in Beriuhrung kommt wird sie zu einer Effektorzelle und sekretiert

verschiedenste Zytokine, welche wiederum direkte Effekte auf andere Immunzellen haben.

Die Tz-Zelle ist darauf spezialisiert ihre Umgebung auf Zellen zu untersuchen, die auf ihrer

Oberflache Komplexe von MHC-lI und Antigen tragen und solche dann zu eliminieren

(= zelluldare Immunitat). Von jedem dieser Zelltypen werden auch so genannte

,Gedachtniszellen“ gebildet, die besonders langlebig sind und bei einer erneuten Infektion

eine schnellere und effektivere Immunantwort ermdglichen.

Der Hauptunterschied zwischen angeborener und erworbener Immunitat liegt in den

Rezeptoren, die fir die Antigenerkennung nétig sind. Im adaptiven Immunsystem werden die

Rezeptoren der T-und B Lymphozyten wahrend ihrer Entwicklung somatisch generiert und

somit nicht von Generation zu Generation weitervererbt. Somit muss jeder Nachkomme sich

sein eigenes Repertoire an Antigen-Rezeptoren bilden [Medzhitov, 2000b]. Hingegen sind
die Gene fir die Rezeptoren, die bei der Antigenerkennung in der angeborenen Immunitat
eine Rolle spielen, in der Keimbahn kodiert und werden weitervererbt. So ist die Anzahl der

Antigene, die durch die Rezeptoren erkannt werden stark beschrankt. Die Strategie des

angeborenen Immunsystems ist aber nicht jedes einzeln vorkommende Antigen zu

erkennen, sondern lediglich hoch konservierte Strukturen, wie sie in Mikroorganismen, aber
nicht im Wirtsorganismus vorkommen [Medzhitov, 2000b]. Diese Strukturen werden

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)

und die Rezeptoren, die solche PAMPs erkennen Struktur-erkennende Rezeptoren (pattern-

recognition receptors, PRRs) genannt [Janeway, 1989]. PRR werden hauptsachlich von

Antigen-prasentierenden Zellen, wie Makrophagen, Monozyten, B-Zellen und Dendritischen

Zellen exprimiert. PRR kénnen entweder auf der Zelloberflache oder intrazellular exprimiert

werden oder als sekretierte Proteine in Korperflissigkeiten vorkommen [Medzhitov, 2000a].

Im angeborenen Immunsystem gibt es drei verschiedene Arten von PRRs:

A) In Blut bzw. Gewebeflissigkeiten geloste PRR (z.B. Mannose-Binding-Lectin), die
neben der Opsonierung von Pathogenen, auch bei der Aktivierung des
Komplementsystems beteiligt sind.

B) Membrangebundene PRR (z.B. Scavenger-Rezeptoren), die auf der Zelloberflache
exprimiert werden und nach der Erkennung eines Fremdorganismus zu dessen
Phagozytose und Zerstérung im Lysosom fiihren.

C) Signalgebende PRR (z.B. Toll-like Rezeptoren) die nach Bindung eines PAMPs die
Expression von Zytokinen und kostimulatorischen Molekulen induzieren
[Medzhitov,1997; Janeway, 2002].

12
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Die Ausschuttung von Zytokinen und die erhdhte Expression von kostimulatorischen
Molekulen fuhren zur Reifung von Dendritischen Zellen und der Aktivierung von T-
Lymphozyten. So sind angeborene und erworbene Immunitat miteinander verknUpft
[Medzhitov, 2000a und b].

1.2 Toll-like Rezeptoren
1.2.1 Allgemeines

Eine Hauptgruppe der PRRs stellt die Familie der Toll-like Rezeptoren dar. Urspriinglich
wurde das Rezeptormolekll Toll in Drosophila identifiziert und als essentiell fur die
dorsoventrale Polaritat wahrend der Embryogenese beschrieben [Hashimoto, 1988]. Zudem
wurde gezeigt, dass Toll im Immunsystem der adulten Insekten fir die Abwehr gegen
Pilzinfektionen eine entscheidende Rolle spielt [Lemaitre, 1996]. Homologien zu dem toll
Gen aus der Fruchtfliege wurden auch in Saugetieren gefunden und ,toll-like receptors®
(TLR) genannt [Medzhitov, 1997]. Die Familie der TLRs besteht in Sdugern mittlerweile aus
elf Mitgliedern [Akira, 2004].

TLR PAMP PATHOGEN REFERENZ
TLRA bildet mit TLR2 ein Heterodimer Takeuchi; 2002
TLR1/TLR2 OspA Borrelia burgdorferi Alexopoulou; 2002

Lipoproteine Bakterien

TLR2 Peptidoglykane gram’ Bakterien Takeda; 2003
Zymosan Hefen
TLR2/TLR6 MALP-2 Mykobakterien Takeuchi; 2000
TLR3 ds RNA Viren Alexopoulou; 2001
LPS gram’” Bakterien Poltorak; 1998
TLR4 Hoshino; 1999
HSP60 Wirt Ohashi; 2000
TLR5 Flagellin Bakterien Hayashi; 2001
TLR6 bildet mit TLR2 ein Heterodimer Takeuchi; 2001
TLR7 ss RNA Viren Heil; 2004
Diebold; 2004
TLR8 ss RNA Viren Heil; 2004
TLR9 CpG-DNA Bakterien, Viren Hemmi; 2000
TLR10 unbekannt unbekannt -
TLR11 unbekannt Erreger von Harnwegsinfektionen Zhang; 2004

Tab. 1.1: Humane und murine Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (nach Akira, 2004)

13



EINLEITUNG

Alle TLRs sind Typ | Transmembran-Rezeptoren, die durch eine extrazellulare Domane mit
Leucin reichen Regionen (LRR) und einer intrazelluldren Toll/IL-1 Rezeptor (TIR) Domane
charakterisiert sind [Hashimoto, 1988; Rock, 1998]. Diese TIR Doméane hat starke
Homologien zu der zytoplasmatischen Domane des IL-1 Rezeptors. Innerhalb der TIR
Doméne existieren drei stark konservierte Regionen, die essentiell flr die weitere
Signalubertragung sind [Akira, 2004]. Die extrazellularen Doméanen dieser beiden
Rezeptoren unterscheiden sich aber deutlich, da der IL-1 Rezeptor aus drei
Immunglobulindomanen besteht, wahrend die TLRs aus LRRs bestehen, die wohl direkt an
der Erkennung von PAMPs beteiligt sind [Akira, 2004, Rutz, 2004; Beutler, 2003, Bauer,
2001].

Fir fast alle TLRs wurden in der Zwischenzeit die natlrlichen Liganden beschrieben
(Tab. 1.1). Die meisten TLRs werden an der Zelloberflache exprimiert; TLR3, TLR7, TLR8
und TLR9 sind jedoch in intrazellularen Kompartimenten zu finden [Ahmad-Nejad, 2002;
Heil, 2003; Matsumoto, 2003]. Die Interaktion von PAMPs mit TLRs fiihrt zur Rekrutierung
verschiedenster Adaptormolekile im Zellinneren und bewirkt so u. a. die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB und die Bildung von proinflamatorischen Zytokinen wie TNF-a,
IL-6 und IL-12 sowie von Typ | Interferonen. Je nachdem welcher TLR aktiviert wird, kbnnen
die exprimierten Zytokine variieren. Die unterschiedlichen Aktivierungskaskaden von NF-kB

werden unter 1.2.2 und 1.2.3 naher beschrieben.

1.2.2 MyD88-abhangiger Signalweg

Fast alle Toll-like Rezeptoren bendtigen fir eine Signalweiterleitung in die Zelle, nach der
Aktivierung durch einen Liganden, das Adaptorprotein MyD88 (Myeloid-Differentiation-
Primary-Response-Gene 88). MyD88 besitzt C-terminal eine TIR-Domé&ne und N-terminal
eine so genannte death domain. Mit seiner TIR-Domane assoziiert das Adaptorprotein mit
der intrazellularen TIR-Domane des aktivierten TLRs, mit der death domain wird IRAK (IL-1-
Rezeptor-assozierte-Kinase) an den Rezeptor rekrutiert und aktiviert. IRAK disoziiert von
dem Rezeptor-MyD88-Komplex ab und phosphoryliert TRAF6 (Tumor-Nekrose-Faktor-
Rezeptor-assoziierter-Faktor 6), welches wiederum den IKK-Komplex (14B Kinase-Komplex)
aktiviert. Uber den IKK-Komplex wird IkB phosphoryliert, das als Inhibitor mit dem
Transkriptionsfaktor NF-kB assoziiert ist. Durch die Phosphorylierung disoziiert IkB von NF-
kKB ab und NF-kB kann in den Nukleus wandern und die Expression von proinflamatorischen
Zytokinen bewirken [Takeda, 2005]. Dieser Signalweg wird von TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR7 und TLR9 benutzt. Eine schematische Darstellung ist in Abb. 1.1 abgebildet.

Ein zweites Adaptorprotein mit einer TIR-Domane wurde erst vor kurzer Zeit parallel von

zwei Arbeitsgruppen beschrieben und TIRAP (TIR-domain-containing-adaptor protein) bzw.
14
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Mal (MyD88-adaptor-like protein) genannt [Horng, 2001; Fitzgerald, 2001]. Dieses Protein
enthalt im Gegensatz zu MyD88 keine death domain ist aber ein notwendiger Co-Faktor von
MyD88, und bei der Induktion von NF-kB nach der Stimulation von TLR2 und TLR4
essentiell [Horng, 2002; Yamamoto; 2002] (Abb.:1.1).

TLR 2/ 4

TLRS5/7/8/9 TLR 4

RAM / TICAM-2
TIRAP/Mal

TLR3

TRIF / TICAM-1
TIR-Doméne

IRAK

/ \
I~ /0

'?
°50

N

& -

death domain

: L
Cytokin
Xpression

Abb.1.1: Vereinfachte Darstellung der MyD88-abhidngigen und unabhingigen Signalwege von Toll-like
Rezeptoren. (Nach Takeda, 2005)

1.2.3 MyD88-unabhangiger Signalweg

In MyD88 defizienten Makrophagen wurde nach der Stimulation mit den TLR-Liganden
ds-RNA (TLR3) und LPS (TLR4) die Aktivierung von NF-kB, aber keine Produktion von
inflammatorischen Zytokinen nachgewiesen [Kawai, 1999]. Dies deutete daraufhin, dass es
neben dem MyD88 abhangigen Signalweg, eine MyD88 unabhangige Komponente geben
muss, die bei der Signaltransduktion von TLR3 und TLR4 beteiligt ist. Weitere

Untersuchungen zeigten, dass die Stimulation von TLR3 und TLR4 zur Aktivierung des
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Transkriptionsfaktors IRF-3 (Interferon-regulatory-factor-3) und der Expression von IFN-3
fuhrt [Kawai, 2001; Doyle, 2002].

Fir diesen MyD88-unabhangigen Signalweg wurde das Adaptormolekil TRIF (TIR-domain-
containing-adaptor-inducing-IFN-B) bzw. TICAM-1 (TIR-containing-adaptor-molecule-1)
identifiziert [Yamamoto, 2002; Oshiumi, 2003], das wie MyD88 und TIRAP eine TIR-Domane
besitzt. Die Mechanismen, wie der TRIF/TICAM-1-Signalweg zur Aktivierung von NF-kB und
IRF-3 fihrt, sind Gegenstand aktueller Forschung vieler Arbeitsgruppen.

Ein viertes Molekil mit einer TIR-Domane wurde erst vor kurzem identifiziert. TRAM (Trif-
related-adaptor-molecule) bzw. TICAM-2  scheint in der TLR4 vermittelten, MyD88-
unabhangigen, Aktivierung von IRF-3 und Induzierung von IFN-B essentiell zu sein
[Fitzgerald, 2003; Yamamoto, 2003].

Eine schematische Zusammenfassung der Signalwege ist in Abb. 1.1 dargestellt.

1.3 Dendritische Zellen

1.3.1 Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitat

Dendritische Zellen (DZ) wurden erstmals von Ralf Steinman im Jahr 1973 beschrieben
[Steinman, 1973]. Sie sind eine sehr heterogene Gruppe professioneller Antigen-
prasentierender Zellen (APZ), die eine zentrale Rolle im Immunsystem spielen.

DZ entwickeln sich aus CD34" hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark.
Unreife DZ findet man hauptsachlich in der Peripherie um mogliche Pathogene oder
Infektionen aufzuspiren. Diese Zellen weisen eine starke Expression von Endozytose-
Rezeptoren auf und besitzen eine hohe Phagozytoseaktivitat. Zudem enthalten sie
intrazellular viele MHC-II Molekile und exprimieren kaum kostimulatorische Molekile auf
ihrer Oberflache. Sie sind somit perfekt ausgerustet fir die Aufnahme und Prozessierung von
Antigenen. Typische Antigene, die von DZ Uber Pattern Recognition Receptors
aufgenommen werden, sind mikrobielle oder virale Bestandteile wie z.B. LPS, CpG-DNA
oder ds-RNA [Mellman, 2001]. Aber auch inflammatorische Zytokine wie z.B. TNF-qa, IL-1, IL-
6 wirken als Gefahren - bzw. Reifesignale. Nach der Antigenaufnahme wandern die DZ unter
Reifung zu den T-Zell-Bereichen Iymphatischer Gewebe (Milz und Lymphknoten)
[Banchereau, 1998; Janeway, 1997].

Reife dendritische Zellen besitzen eine typische verzweigte Morphologie (dendritische
Auslaufer), exprimieren viel MHC-II Molekiile und sind auch nicht mehr fahig Endozytose zu
betreiben. Im Gegensatz dazu tragen diese Zellen nun kostimulatorische Molekile (z.B.
CD40; CD86) auf ihrer Oberflache, die fir den direkten Zellkontakt mit T-Zellen und deren

Aktivierung unerlasslich sind.
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Im T-Zell-Bereich des lymphatischen Gewebes prasentieren die DZ das aufgenommene
Antigen, prozessiert zu Peptiden, gebunden an MHC-II Molekilen auf ihrer Zelloberflache,
naiven T-Zellen, die so aktiviert werden und die Immunantwort auf weitere Zellen des
Immunsystems (B-Zellen, Makrophagen) weiterleiten [Banchereau, 1998]. Bei dieser T-Zell-
Aktivierung ist von entscheidender Rolle, mit welchem DZ-Subtyp die T-Zelle in Berihrung
kommt. Man unterscheidet zwischen DZ1 und DZ2. Die Unterscheidung in DZ1 und DZ2
erfolgt auf Grund ihrer Fahigkeit unterschiedliche Immunantworten der Ty-Zellen zu
induzieren. DZ1 produzieren nach ihrer Aktivierung grofe Mengen an IL-12 und induzieren
somit eine starke Ty1-Zell-Antwort, wahrend DZ2 kaum IL-12 produzieren und eine Ty2-Zell-
Antwort induzieren [Liu, 2001]. Bei den Ty1 und T2 Zellen handelt es sich um Ty-Zellen, die
unterschiedliche Zytokine produzieren. Ty1-Zellen bilden hauptsachlich IFN-y und IL-2 und
fihren zu einer zellvermittelten Immunitat. Die Ty2-Zellen produzieren iberwiegend IL-4, IL-5
und IL-10, was zu einer vorwiegend humoralen Immunantwort fiihrt [Janeway, 1997]. Durch
diese Kontrolle einer spezifischen T-Zell-immunitat stellen die DZ ein entscheidendes
Bindeglied zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem dar [Steinman, 1991;
Banchereau, 2000]. DZ1 werden auch ,myeloide DZ“ genannt, da sie typische
Oberflachenmolekule tragen (v. a. CD11b und CD11c), die zu der myeloiden Linie gezanhlt
werden, wo hingegen DZ2 diese Marker nicht tragen und so zu der lymphoiden® Linie
gerechnet werden. Die wichtigsten Oberflichenmolekille zur Charakterisierung von
Dendritischen Zellen, ihre Funktion und ihre Expression auf verschiedenen Zelltypen sind in
Tab. 1.2 dargestellt.

In der Maus basiert die Unterscheidung der DZ-Subpopulationen hauptsachlich auf der
Expression von CD8, da im Gegensatz zu den humanen DZ sowohl die myeloiden als auch
die lymphoiden DZ CD11c exprimieren. So werden (CD8a"*, CD11b™°, CD11c”*) DZ
lymphoiden Vorlaufern zugesprochen, wahrend (CD8a"*°, CD11b"**, CD11c”*® ) DZ ,myeloid"
genannt werden [Shortman, 2002]. Obwonhl diese strikte Einteilung mittlerweile Gberholt ist,
da ein gemeinsamer Vorlaufer der Zellen postuliert wurde [del Hoyo, 2002], ist die Einteilung
der einzelnen Populationen anhand ihrer Oberflachenmolekile die einzige Mdglichkeit zur
Klassifizierung. Neben diesen beiden klassischen DZ-Populationen wurden als weitere
Untereinheit der DZ die plasmazytoiden DZ (pDZ) identifiziert, die sowohl aus lymphoiden
Vorlauferzellen, als auch aus myeloiden Vorlduferzellen entstehen kdnnen und somit nicht

zweifelsfrei einer dieser beiden Gruppen zugeteilt werden kénnen [Karsunky, 2005].
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CD Funktion Exprimiert auf
CD4 MHC-Il Co-Rezeptor T-Zellen (Subtypen)
bindet IL-16 und HIV gp 120 Makrophagen/Monozyten
CD8a MHC-1 Co-Rezeptor T-Zellen (Subtypen)
Dendritische Zellen (Subtypen)
CD11b Untereinheit des Integrins CR3 T-Zellen (Subtypen)
bindet CD54 B-Zellen (Subtypen)
Makrophagen /Monozyten
myeloide Dendritische Zellen
NK-Zellen
CD11c Untereinheit des Integrins CR4 T-Zellen (Subtypen)
bindet Fibrinogen B-Zellen (Subtypen)
Dendritische Zellen
NK-Zellen
CD25 o-Kette des IL-2 Rezeptors aktivierte T und B-Zellen
Makrophagen/Monozyten
CD31 Adhasionsmolekdl T-Zellen
vermittelt sowohl Leukozyten/Endothel- B-Zellen
als auch Endothel/Endothel- NK-Zellen
Wechselwirkung Monozyten
Erythrozyten
CD36 Adhasionsmolekil der Blutplattchen Dendritische Zellen
beteiligt an der Erkennung Stammzellen/Vorlauferzellen
und Phagozytose apoptotischer Zellen Makrophagen/Monozyten
Erythrozyten
CD40 Bindet CD40L B-Zellen
Rezeptor fiir kostimulatorische Signale Dendritische Zellen
fur B-Zellen Makrophagen/Monozyten
fordert Wachstum, Differenzierung und Fibroblasten
Isotypwechsel von B-Zellen
fordert Zytokinproduktion
bei Makrophagen und Dendritischen Zellen
CD45RA | erhoht Signalvermittlung uber den B-Zellen
Antigenrezeptor von B-und T-Zellen T-Zellen
plasmazytoide Dendritische Zellen
CDé62L Leukozyten-Adhasionsmolekil B-Zellen
bindet CD34 T-Zellen
vermittelt das ,Entlangrollen am Endothel | plasmazytoide Dendritische Zellen
CD69 frGher Aktivierungsmarker aktivierte B-und T-Zellen
aktivierte Dendritische Zellen
CD80 T-Zell Kostimulation aktivierte B-und T-Zellen
Ligand fir CD28 aktivierte Dendritische Zellen
CD86 T-Zell Kostimulation aktivierte B-und T-Zellen
aktivierte Dendritische Zellen
CD123 a-Kette des IL-3 Rezeptors Knochenmarksstammzellen (human)

Dendritische Zellen
Makrophagen/Monozyten

Tab. 1.2: Wichtige Zell-Oberflaichenmolekiile, ihre Funktion und Expression (nach Janeway, 1997)
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1.3.2 Humane und murine plasmazytoide Dendritische Zellen (pDZ)

Jahrzehnte lang war Virologen eine kleine Zellpopulation, die sogenannten
NIPC = Naturliche Interferon produzierenden Zellen (natural interferon producing cells), im
menschlichen Blut bekannt, die auf virale Stimulation hin fahig war, grof’e Mengen an Typ |
Interferone zu produzieren. Daneben waren Zellen bekannt, die eine plasmazellartige
Morphologie aufwiesen, gehauft in der T-Zellzone von Lymphknoten auftraten und myeloide
Oberflachemarker trugen wie CD4, CD31, CD36 und CD68. Diese Zellen trugen den Namen
plasmazytoide T-Zellen oder plasmazytoide Monozyten [Galibert, 2001]. Nachdem gezeigt
werden konnte, dass diese plasmazytoiden T-Zellen/Monozyten nach der Stimulation mit IL-
3 und CD40L zu Dendritischen Zellen reifen, wurden sie in plasmazytoide DZ umbenannt
[Grouard, 1997]. Erst 1999 wurde von zwei Gruppen unabhangig von einander gezeigt, dass
es sich bei den Interferon produzierenden Zellen und den plasmazytoiden DZ um denselben
Zelltyp handelt [Cella, 1999; Siegal, 1999].

Die charakteristischen Merkmale dieser Zellen sind:

* Fahigkeit groRe Mengen an Typ | Interferonen zu produzieren (bis zu 10 pg/Zelle)
« Plasmazytoide Morphologie (rund, glatte Oberflache, exzentrischer Nukleus)

¢ Vorkommen in Milz, Knochenmark, Lymphknoten, Thymus, Blut und auch Leber
» Sehr geringe Anzahl (0,2-1,5 % der Zellen) im Organismus

» Entwickeln dendritische Morphologie (Auslaufer) nach Aktivierung

Plasmazytoide DZ konnten Uber mehrere Jahre hinweg nur aus humanen Proben isoliert
werden. Charakteristisch fir humane pDZ ist die Expression von CD4", CD45RA" und
CD123". Zuséatzlich exprimieren pDZ aus dem Blut und Knochenmark BDCA-2* und BDCA-
4. CD11c ist dagegen nicht auf der Zelloberflache nachzuweisen [Colonna, 2004].

Erst 2001 konnten pDZs auch aus der Maus isoliert werden [Asselin-Paturel, 2001;
Bjorck, 2001; Nakano, 2001]. Sie besitzen viele morphologische, phanotypische und
funktionelle Gemeinsamkeiten mit den humanen pDZ, unterscheiden sich aber in der
Expression von ein paar charakteristischen Oberflachenmarkern. Wesentliche Unterschiede
liegen bei der Expression von CD45R (B220), CD123 und CD11c. Im Gegensatz zu den
humanen pDZ wird auf der Zelloberflache der murinen pDZ der klassische B-Zellmarker
CD45R (B220) stark exprimiert, was erklart, weshalb die pDZ der Maus erst Jahre nach den
humanen pDZ identifiziert werden konnten, da dieser Marker oft benutzt wurde, um B-Zellen
aus der aufzureinigen Zellsuspension zu entfernen. Ebenfalls im Gegensatz zu humanen
pDZ ist bei den pDZ aus der Maus auch der allgemeine Marker fur DZ, CD11c, auf der
Zelloberflache detektierbar. Hingegen wird der ,klassische Marker flir humane pDZ, CD123,
nicht exprimiert [Colonna, 2004].
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Abb. 1.2: Plasmazytoide Dendritische Zelle aus murinem Blut. Elektronenmikroskopische Aufnahme
(zur Verfiigung gestellt von Meredith O’Keeffe, WEHI, Melbourne Australien),

Plasmazytoide DZ kdnnen direkt auf virale oder bakterielle Stimulation reagieren, da sowohl
humane, als auch murine pDZ Uberwiegend TLR7 und TLR9 exprimieren [Hornung, 2002].
Nach der Aktivierung durch CpG-DNA bzw. einzelstrangige RNA reagieren die pDZ mit der
Produktion von Typ | Interferonen und der Expression von kostimulatorischen Molekilen auf
ihrer Zelloberflache. Neben Interferonen werden auch eine Reihe weiterer Zytokine, z.B.
TNF-a, IL-6, IP-10, IL-8 und IL-12 [Hochrein, 2002; Krug, 2001b] produziert. Dadurch
verbinden sie die angeborene Immunitat mit der erworbenen. Nach der direkten Reaktion auf
die Stimulierung verlieren die pDZ ihre Fahigkeit Interferone zu produzieren, und entwickeln
eine dendritische Morphologie, die durch die charakteristischen Auslaufer (Dendriten)
gekennzeichnet ist. Durch freigesetztes IFN-a/B und IL-12 werden Natirliche Killer-Zellen
aktiviert und zur Sekretion von IFN-y angeregt. Zudem induzieren Typ | Interferone die
Differenzierung und Reifung von DZ aus Monozyten und regulieren die IL-12 Produktion
anderer DZ. Des Weiteren flihren IFN-a/f zusammen mit dem ebenfalls produzierten IL-6
zur Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und der Sekretierung von
Immunglobulinen. T-Zellen werden durch die Produktion von IL-12 in Richtung Ty1
polarisiert. Zudem produzieren pDZ eine Vielzahl an Chemokinen, die wiederum aktivierte
CD4" und CD8" T-Zellen anziehen [Colonna, 2004].

Obwohl die pDZ zu den Dendritischen Zellen zahlen, ist die Frage, ob die pDZ als
professionelle antigenprasentierende Zelle (APZ) bezeichnet werden kdnnen noch
umstritten, da bei frisch isolierten pDZ die Fahigkeit Antigene aufzunehmen, zu prozessieren
und zu prasentieren nur sehr schwach ausgepragt ist [Colonna, 2004]. Im Gegensatz dazu
erhéhen aktivierte pDZ die Expression von MHC-II und kostimulatorischen Molekilen und
sind in der Lage Antigene zu prasentieren und antigenspezifische CD8" T-Zellen und Ty1-

CD4" T-Zellen zur Proliferation anzuregen [Olweus, 1997; Asselin-Paturel, 2001; Krug,
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2003]. Verglichen mit den antigen-prasentierenden Fahigkeiten der klassischen, myeloiden

DZ sind diese Fahigkeiten der pDZ aber als eher gering einzustufen.

1.4. Interferone

Interferone wurden 1957 von Isaacs & Lindemann als Faktoren beschrieben, die sehr schnell
von virusinfizierten Zellen gebildet werden, um benachbarte Zellen vor der Infektion zu
schitzen. Es gibt zwei Interferon-Klassen: Typ | und Typ Il Interferone.

Zu den Typ | Interferonen zahlen die Zytokine: IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k, IFN-w, IFN-0 und
IFN-t [Pestka, 2004], wobei die bedeutendsten IFN-a und B sind. Von IFN-a gibt es
mindestens 12 Subtypen, wohingegen IFN-B das Produkt eines einzigen Gens ist. Typ |
Interferone kénnen in geringer Menge von Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten
gebildet werden, als Hauptproduzenten werden jedoch plasmazytoide DZ betrachtet. Der
bekannteste Ausloser fir die Interferonsynthese sind virale Infektionen [Janeway, 1997] aber

auch Bakterien kdnnen die Produktion von Typ | Interferonen auslésen [Yamamoto, 1992].

/

Typl IFN-Rezeptor

STAT2

ISGF3

A

TLR+Ligand

Nukleus

Abb. 1.3: Vereinfachtes Schema der Typ | Interferon-Produktion (nach Marie, 1998; Sato, 1998, Barchet,
2002).

In dem gegenwartigen Modell der Typ | Interferon Produktion, spielen IRF-3 und IRF-7

(interferon regulatory factor) eine zentrale Rolle [Biron, 2001]. Durch einen externen Stimulus
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wird konstitutiv gebildetes IRF-3 im Zytoplasma phosphoryliert und so aktiviert in den
Nukleus translokiert, wo es die Expression von Typ | Interferonen induziert [Sato, 1998]. Die
so gebildeten geringen Mengen an IFN-a4 und IFN-B werden sekretiert und binden sowohl
autokrin als auch parakrin an den Typ | IFN Rezeptor. Durch diese Bindung wird der Jak/Stat
abhangigie Transduktionsweg aktiviert, was zur Bildung des ISGF3-Komplexes fuhrt. Dieser
Komplex wiederum induziert im Nukleus die Bildung von IFR-7, welches bei Aktivierung
selbst in den Nukleus translokiert wird und dort die Transkription spater IFN Gene induziert
(Abb. 1.4). Auf diese Weise wird ein positiver feedback-loop induziert, womit eine grofie
Menge an IFNa/p produziert werden kann [Marie, 1998; Taniguchi, 2001]. Neue Studien
zeigen, dass in pDZ bereits IRF-7 konstitutiv exprimiert ist und somit nach der Aktivierung
bereits grole Mengen an Typ | Interferonen direkt ausgeschittet werden kénnen, ohne den
positiven feedback-loop und der Beteiligung des Typ | IFN Rezeptors (Abb. 1.3) [Barchet,
2002; Takauji, 2002; Kerkmann, 2003].

Als molekulare Strukturen, die zur IFN-a und B Produktion flhren, sind in vivo bisher CpG-
DNA (TLR9-Ligand), dsRNA (TLR3-Ligand) und ssRNA (TLR7-Ligand) identifiziert [Krug,
2001; Kadowaki, 2001; Ito, 2002]. Durch die Bindung von sezernierten Typ | Interferonen an
den IFN-a/B- Rezeptor auf der Zelloberflache werden nicht infizierte Zellen resistent gegen
das Virus, in dem sie Enzyme exprimieren, die die virale Replikation hemmen [Katze, 2002].
Dazu zahlen die ds RNA-aktivierte Serin-Threonin-Proteinkinase (PKR), die 2'-5'-
Oligoadenylatzyklase (OAS) und RNAse L.

Zusatzlich zu den antiviralen Funktionen, vermitteln Typ | Interferone auch eine Reihe

immunregulierender Effekte, wie z.B.

Inhibition der IL-12 Expression myeloider DZ [Cousens, 1997; McRae, 1998]
Erhdhung der Zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen [Zhang,1998; Kadowaki, 2002]
Induktion der Antikdrperproduktion in B-Zellen [Le bon, 2001; Kadowaki, 2002]
Verbesserung des Uberlebens von T-Zellen [Marrack, 1999; Kadowaki, 2002]
Ausreifung myeloider DZ [Ito, 2001]

Aufgrund dieser Einwirkungen auf viele verschiedene Bestandteile des Immunsystems
werden Typ | Interferone oft als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitat

bezeichnet.
Typ Il Interferon besteht nur aus IFN-y. Typ | Interferone unterscheiden sich stark von IFN-y,

das von aktivierten NK-Zellen und T-Effektorzellen produziert wird und daher hauptsachlich

nach der Induktion der adaptiven Immunantwort auftritt [Janeway, 1997].
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1.5 CpG-ODN

Bereits 1893 wurde von W. Coley die Beobachtung gemacht, dass sich bei einigen
Krebspatienten die Tumore verkleinerten, wenn ihnen bakterielle Zell-Extrakte aus
Streptococcus pyogenes allein, oder zusammen mit Serratia marcescens, in der Nahe des
Tumors injiziert wurden [Coley, 1893]. Jedoch dauerte es fast 100 Jahre, bis durch
Tokunaga et al 1984 nachgewiesen werden konnte, dass die antitumorale und
immunstimulatorische Aktivitat bakterieller Zell-Lysate durch die bakterielle DNA verursacht
wird [Tokunaga, 1984]. 1992 konnte durch die Arbeitsgruppe um Yamamoto gezeigt werden,
dass diese immunstimulatorische Aktivitat sich nur auf DNA von Prokaryonten beschrankt
und nicht durch DNA von Wirbeltieren ausgeldst wird [Yamamoto, 1992].

Zwei grundlegende Unterschiede zwischen eukaryontischer und prokaryontischer DNA sind
die Haufigkeit des Dinukleotids Cytosin-Guanin (CpG) im Genom des Organismus und
dessen Methylierungsgrad am Cytosin. Das C-G Motif kommt bei den meisten Prokaryonten
mit der erwarteten statistischen Wahrscheinlichkeit von 1:16 vor und tragt keine Methyl
(CH3)- Gruppe am Cytosin. Das Genom von Wirbeltieren zeigt eine deutliche Suppression
der Expression des Cytosin-Guanosin Dinukleotids (nur ca. 1:60) und ist zudem am
beteiligten Cytosin zu 60-90% methyliert [Bird, 1986].

Synthetisch hergestellte, einzelstrangige DNA-Oligonukleotide (ca. 20 Basen lang) ohne
Methylierungen, bei denen die C-G-Sequenz in einer genau festgelegten Basenfolge auftritt
(sog. CpG-Motif) stellten sich als ebenso immunstimulatorisch heraus wie isolierte,
bakterielle DNA [Krieg, 1995]. Synthetisch hergestellte Oligonukleotide mit immunologisch
wirksamen C-G-Motif, werden als CpG-ODN bezeichnet.

Urspringlich wurde fir die immunstimulatorische Wirkung eines CpG-ODNs ein zentrales
Palindrom, das am 5’-Ende von zwei Purinen und am 3’-Ende von zwei Pyrimidinen begrenzt
wird und zentral ein CpG-Dinukleotid enthalt, beschrieben [Krieg, 1995; Yamamoto, 1992].
Mittlerweile sind zwei unterschiedliche Typen von CpG-ODN charakterisiert, die sich sowohl
in ihrer Sequenz, als auch von ihrer Wirkung auf das Immunsystem grundlegend
unterscheiden. Typ A CpG-ODN enthalten ein zentrales Palindrom mit mehreren CpG-
Sequenzen und sind sowohl am 5 als auch am 3 Ende von einer Kette aus
Guanosinnukleotiden (poly-G) flankiert. Das Rickgrat dieses CpG-ODN Typs ist gemischt.
Das bedeutet, dass die zentrale Sequenz ein Rickgrat aus Phosphodiestern besitzt,
wahrend die poly-G Anhdnge an den Enden durch Phosphothioat-Bindungen stabilisiert
werden. Immunologisch bewirken Typ A CpG-ODN nur geringe Effekte auf B-Zellen,
induzieren jedoch bei humanen pDZ die Produktion grolter Mengen an IFN-a [Krug, 2001].
Der CpG-ODN Typ B enthalt urspriinglich nur ein CpG-Motif in der Kernsquenz, welche

zudem nicht palindromisch aufgebaut ist. An den Enden sind des Weiteren keine poly-G
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Anhange und das gesamte Oligonukleotid enthalt im Rickgrat Phosphothioat Bindungen. Im
Gegensatz zu Typ A CpG-ODN sind Typ B CpG-ODN nicht in der Lage die Produktion von
grolten Mengen IFN-a zu induzieren, regen aber B-Zellen effektiv zur Proliferation und
Produktion von Zytokinen an. In Tabelle 1.2 sind die unterschiedlichen Wirkungen von CpG-

ODN Typ A und B auf humane PBMC zusammengefasst.

Typ AODN | Typ B ODN
Proliferation +/- +++ B-Zellen
IgM - +++ B-Zellen
IL-10 + ++ B-Zellen
IL-6 ++ +++ Monozyten
IP-10 ++ ++ Monozyten
IFN-a +++ - pDZ
IFN-B ++ pDZ
IFN-y +++ + NK-Zellen
CD69 +++ + NK-Zellen

Tab. 1.3: Unterschiedliche Wirkung beider Klassen der CpG-ODN auf humane PBMC. (nach Verthelyi and
Klinman, 2003)

CpG-DNA wurde als Ligand von TLR9 identifiziert, da TLR9 defiziente Mause immunologisch
komplett stumm auf CpG-DNA reagierten [Hemmi, 2000; Bauer, 2001]. Nach der Aufnahme
des Oligonukleotids in die Zelle erfolgt die direkte Bindung an TLR9 im Endo- bzw. Lysosom
[Rutz, 2004] und der MyD88-abhangige Signalweg in der Zelle wird aktiviert (s. 1.2.2).
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1.6 Herpes simplex Virus-1

Neben Bakterien konnen auch Viren wie z.B. das Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) die
Produktion von Typ | Interferonen induzieren. Es gehort zu der grollen Familie der
Herpesviridae, die wiederum in drei Unterfamilien eingeteilt werden: a-, [3-, y- Herpesviren.
HSV-1 zahlt zu den a-Herpesviren, die durch ein breites Wirtsspektrum, einer kurzen
Replikationszeit in vitro und ihrer Persistenz in Nervenzellen der Ganglien charakterisiert
sind. Das infektidse Viruspartikel (Virion) ist ca. 180-220 nm grof3 und besteht aus einer
aulleren Membranhille (envelope), dem Tegument und einem ikosaedrischen Kapsid, in
dem sich das Genom, eine lineare doppelstrangige DNA von 152 kb Grofle, befindet
(Abb. 1.4). Das Genom kodiert ca. 75 Proteine, von denen 30% essentiell fur die
Virusvermehrung sind. HSV-1 infiziert hauptsachlich Epithelzellen im oralen and facialen
Bereich und verursacht blaschenartige Ausschlage. Eine Infektion erfolgt durch die Fusion
der viralen Hullmembran mit der Zellmembran der Wirtszelle, wodurch das Kapsid inklusive
Tegumentproteine ins Zytoplasma gelangt. Von dort wird es entlang von Mikrotubuli zum
Zellkern transportiert, wo das Kapsid die virale DNA durch Kernporen in das Nukleoplasma
entlasst. Im Kern findet dann im Anschluss sowohl die Replikation der viralen DNA als auch
die Morphognese des Viruspatikels statt. Die neu entstandenen Viruspartikel erhalten ihre
Hille durch Knospen an der Kernmembran der Wirtszelle (budding), die mit viralen
Glykoproteinen besetzt ist und werden durch Lyse der Wirtszelle freigesetzt. Neben dem
Iytischen Replikationszyklus persistieren die Viren zudem gewohnlich lebenslang latent als

episomale zirkulare DNA im infizierten Wirt und kénnen reaktiviert werden [Modrow, 1998].

Hiille mit viralen
Glykoproteinen

ds DNA

Kapsid

Tegument mit Proteinen

Abb. 1.4: Vereinfachte Darstellung eines HSV-1 Partikels (nach Modrow, 1998).

25



EINLEITUNG

Die Primarinfektion erfolgt vor allem im S&uglings -und Kindesalter durch Tropfchen —oder
Schmierinfektion Uber die Mundschleimhaut, wodurch die Durchseuchungsrate bei 60-90%
liegt [Modrow, 1998].

Bei einer Infektion mit HSV treten als erste Verteidigungslinie die Zellen des angeborenen
Immunsystems auf und versuchen durch die Produktion von Interferonen eine Ausbreitung
des Virus zu verhindern [Karupiah, 1993; Levy, 2001]. Zudem erfolgt die Freisetzung von
IL-12, welches, CD4"-T-Zellen zu einer Differenzierung zu Ty1- Zellen anregt. CD4"-Ty1
Zellen locken durch Freisetzung von IFN-y Makrophagen zum Infektionsherd. Diese
wiederum bekampfen die Virusinfektion durch die Bildung weiterer antiviraler Substanzen,
wie z.B. TNF-a oder Stickstoffmonoxid (NO) [Kodukula, 1999].

Eine Impfung als Schutz vor einer Herpes Infektion existiert nicht. Bei der Therapie einer
akuten Infektion kommt meist Aciclovir zum Einsatz, das von viralen Enzymen
(Thymidinkinase und DNA-Polymerase) als Substrat erkannt wird und durch den Einbau in

das virale Genom bei der viralen DNA-Replikation zum Strangabruch fhrt [Modrow, 1998].

1.6 Ziele der Arbeit

Da die plasmazytoiden Dendritischen Zellen eine extrem kleine Zellpopulation im
Saugetierorganismus darstellen und es mit nur mit aufwendigen Isolierungsansatzen moglich
war eine ausreichende Anzahl plasmazytoider Dendritischer Zellen aus murinen Material zu
isolieren, war ein Ziel dieser Arbeit ein Kultursystem zu generieren, mit dem es moglich sein
sollte diesen seltenen Zelltyp in grol3er Zahl aus Vorlauferzellen des Knochenmarkes zu
generieren. Diese in vitro generierten pDZ sollten im Bezug auf ihre Expression von
Oberflachenproteinen und ihrer Fahigkeit IFN-a und andere Zytokine auf Stimulation mit
TLR-Liganden zu produzieren naher charakterisiert werden und mit ex vivo isolierten pDZ
vergleichbar sein. Da humane pDZ hauptsachlich die Toll-like Rezeptoren 7 und 9
exprimieren war ein weiterer Schwerpunkt die Responsivitat der generierten pDZ auf die
synthetischen Liganden der beiden TLRs, CpG-DNA (TLR9-Ligand) und R-848 (TLR7-
Ligand), naher zu analysieren. Des Weiteren sollte aufgeklart werden, ob die natdrlich
induzierte IFN-a Produktion durch virale Stimulation mit HSV-1 auf eine TLR9 Komponente

des Virus zurlickzufihren ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

Gerat Firma, Firmensitz
Autoklav Variklav, H+B Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim
ELISA-Washer Skatron, Norwegen
Microplate-Reader MWG-Biotech, Ebersberg
Heizblock Liebisch, Bielefeld
Inkubatoren Heraeus Instruments, Hanau

Luminometer
Photometer
Pipetten
Sterilbank
Tischzentrifuge
UV-Leuchttisch

Videodokumentation

Zentrifugen

Durchfluf3zytometrie

Zellsorter

Berthold Detection Systems, Pforzheim

Pharmacia, Freiburg

Biohit, KdIn; Gilson, Camberg

Lamin Air HB 2472, HERA safe, Heraeus Instruments, Hanau
Fuge-Vortex 2400, BIOSAN Laboratories, Inc., Warren, USA

Hitachi, Disseldorf

Video copy processor, Mitsubishi, Ratingen; Bildschirm, Hitachi,
Dusseldorf; Belichtungsmesser, CS1 Cybertech, Berlin

Omnifuge 2.0RS, Megafuge3.OR, Biofuge fresco, Biofuge pico,
Biofuge13, Heraeus, Hanau; Beckman J2-HC, Beckman, Miinchen
FACSCallibur,
Heidelberg

FACSFlow Supply System, Becton Dickinson,

Tab. 2.1: Verzeichnis der verwendeten Gerite
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2.2 Reagenzien und Medien

2.2.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Substanz Firma Firmensitz
Ammoniumchlorid (NH4CI) Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
Flt3-Ligand freundl. Gabe von M. O’Keeffe, | Melbourne, Australien

WEHI
G418 (Neomycin) PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich
Lipopolsaccharid (LPS) Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
m GM-CSF PeproTech London, England
m IL-3 PeproTech London, England
m |L-4 PeproTech London, England
m M-CSF PeproTech London, England
Pam3CysK4 EMC microcollections GmbH Tubingen
poly (I:C) Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
Propidium Jodid (P1) Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
Resiquimod (R-848) GLSythesis Worcester, MA, USA
TPCK Sigma-Aldrich Frankfurt am Main
Tween 20 Roth Karlsruhe
Wortmannin Sigma-Aldrich Frankfurt am Main

Tab. 2.2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.2.2 Verwendete CpG-DNA Oligonukleotide

Name Sequenz Firma
2216 MB 5-G*G*G GGA CGA TCG TC*G *G*G*G *G*G
2216 PD 5-GGG GGA CGA TCG TCG GGG GG
2216 PTO 5-G*G*G *G*G*A *C*G*A *T*C*G *G*G*G *G*G
2216-3' G-del |5-GGG GGA CGATCG TC TIB
2216-5' G-del |5'™- A CGA TCG TCG GGG GG Molbiol,
1668 PTO 5-T*C*C *A*T*G *A*C*G *T*T*C *C*T*G *A*T*G *C*T Berlin
1668 PD 5-TCC ATG ACG TTC CTGATG CT
1668 MB 5-G*G*T CCA TGA CGT TCC TGA TGC T*G*G *G*G*G *G
2006 PTO 5 G*G*G*T*C*G*T*C*G*T*T*"T*T*G*T*C*G*T*T*T*T*G*T*C*G*T*T
2006 pGMB |5-G*G* GGG TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT G*G*G* G*G*G

*= Phosphothioat-Verbindung
Tab. 2.3: Verwendete CpG-DNA Oligonukleotide und ihre Sequenzen
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2.2.3 Medien und Medienzusatze

2.2.3.1 Medien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medien als Vollmedien mit allen Zusatzen

verwendet.

Medium

Hersteller

Verwendete Zusiatze

RPMI-1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich;
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

2 mM L-Glutamin

0,05 mM B-Mercaptoethanol
10% FCS (hitzeinaktiviert)
100 u/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

DMEM PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich;
(high glucose) | PAN Biotech GmbH, Aidenbach

2 mM L-Glutamin
0,05 mM B-Mercaptoethanol
7,5% FCS

Tab.2.4: Verwendete Medien

FCS wurde je nach Bedarf vor der Zugabe in das Medium bei 56°C flir 30 min im Wasserbad

inkubiert (hitzeinaktiviert) um die darin enthaltenen Komplementproteasen zu inaktivieren.

2.2.3.2 Medienzusitze

Zusatz

Hersteller

FCS

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

B-Mercaptoethanol

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

L-Glutamin
Penicillin

Streptomycin

PAA Laboratories, GmbH, Pasching, Osterreich

Tab. 2.5: Verwendete Medienzusatze
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2.3 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter Laminar flow Arbeitsbanken der Sicherheitsstufe 2

durchgefiihrt (Heraeus, Hanau). Die Zellen wurden in einem Inkubator (CO,-Inkubator,
Heraeus, Hanau) bei 37°C, 7% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.3.1 Verwendetes Plastik

Plastikware

Hersteller, Firmensitz

14 ml Polystyren Rundboden-Réhrchen

24 Well Platte
96 Well Platte, Flachboden
96 Well Platte, U-Boden

15 ml Polypropylen Spitzboden- Réhrchen, Cellstar®
50 ml Polypropylen Spitzboden- Réhrchen, Cellstar®

Zellkulturflasche, 25 cm? mit Filterdeckel
Zellkulturflasche, 75 cm? mit Filterdeckel

15 cm Platten, PS mit 20 mm Netzraster

10 cm Petrischale

5 ml Pipette, steril

10 ml Pipette, steril

25 ml Pipette, steril

Zellsieb, steril, 70 uym, Nylon

Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

BD Falcon™, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
BD Falcon™, Heidelberg

Tab. 2.6: Verwendete Plastikwaren fiir die Zellkulturen

Mediumvolumen der KulturgefaBe

Gefall

max Volumen

96 well Platte

Zellkulturflasche, 25 cm?
Zellkulturflasche, 75 cm?
15 cm Kulturplatte

10 cm Kulturschale

200 pliwell

10 ml
25 ml
20 ml
10 ml

Tab. 2.7: Maximale Volumina in den Kultur-

gefalen
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2.3.2 Isolierung von murinen Knochenmark

Knochenmarkszellen stellen pluripotente Stammzellen dar, aus denen jede hamatopoetische
Zelle generiert werden kann.

Knochenmarkszellen wurden bei der Maus aus Ober- und Unterschenkel isoliert. Dazu
wurden der toten Maus beide Hinterbeine enthommen. Die Knochen von Fell, Fleisch und
Sehnen gesaubert. AnschlieRend wurden alle Arbeiten unter Laminar flow Arbeitsbanken der
Sicherheitsstufe 2 durchgeflhrt.

Arbeitsanleitung zur Knochenmarks-Isolierung

1. Saubere Knochen in 70% Ethanol fir 1-2 Minuten desinfizieren
2. Desinfizierte Knochen mit ausgekochter Pinzette steril in frisches RPMI-1640

Medium Uberfiihren

3. Zum Spulen der Ober- und Unterschenkel eine 30 ml Spritze mit frischen
RPMI-1640 Medium beflllen und mit einer 24G, 1” Kanule bestlicken
4. Mit ausgekochter Schere Knochen oben und unten aufschneiden, mit einer

ausgekochten Pinzette Uber ein steriles 50ml blue cap halten, mit der Spritze solange
die Markhoéhle spulen bis der gesamte Knochen weil} erscheint, Knochen verwerfen
Gesammelte Zellsuspension bei 1800 rpm fur 7 min und 4°C zentrifugieren
Uberstand absaugen und das Zellpellet mit 0,5 ml NH,Cl/Maus resuspendieren und
eine Minute bei RT inkubieren
Erylyse-Reaktion durch Zugabe von mind. 20 ml RPMI-1640 abstoppen
Zellen bei 1800 rpm fiir 7 min bei 4°C zentrifugieren und den Uberstand verwerfen
Resuspendieren der Zellen in 20 ml RPMI-1640 und mittels eines Zellsiebs von
Knochensplittern reinigen.

10. Zellsuspension nochmals zentrifugieren (1800 rpm, 7 min, 4°C) und den Uberstand
verwerfen

11. Zellen mit 10 ml RPMI-1640 /Maus resuspendieren

Bemerkungen:
Als Medium wird ausschlieBlich RMI-1640 Vollmedium verwendet
Zellen als Suspension im Medium kdnnen fiir mehrere Stunden auf Eis gelagert werden

Nach der Erylyse sollte das Zellpellet hellrosa bis weil’ sein

AnschlielRend erfolgte die Bestimmung der Zellzahl (s. 2.3.3).
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2.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in einem definierten Volumen resuspendiert. Um

die toten Zellen sichtbar zu machen, wurden sie mit einem definierten Volumen Eosinldésung

verdinnt. Eosin diffundiert in tote Zellen und farbt diese rot an, wahrend lebende Zellen

gelblich hell bleiben. Die Zellzahl wurde in einem Lichtmikroskop bei 40x VergroRerung mit

Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer nach folgender Formel bestimmt:

Anzahl (Zellen/ml) = Zellen im GroRquadrat x 10* x Verdiinnungsfaktor

Eosinlésung
Bestandteil Menge Hersteller
Eosin 29 Merk, Ismaning
Natriumazid 250 mg  Merk, Ismaning

FCS

Natriumchlorid (0,9%)

450 ml Merk, Ismaning
50 ml PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Tab. 2.8: Zusammensetzung der Eosinlésung

Die Reagenzien werden zusammen geruhrt, durch einen Papierfilter filtriert und unsteril bei

4°C gelagert

2.3.4 Generierung von Makrophagen, plasmazytoiden und GM-CSF-DZ

Verwendete Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktor | Stammlésung | Endkonzentration im Bezugsquelle
Versuchsansatz
m-GM-CSF - 1/10 Dr. T. Sparwasser
(TU-Minchen)
m-M-CSF 100 pg/ml 50 ng/ml Pepro Tech, London, England
m-FIt3-Ligand 550 ug/ml 35 ng/mi WEHI,Melbourne, Australien

Tab. 2.9: Verwendete Wachstumsfaktoren zur Generierung von Makrophagen und Dendritischen Zellen
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Generierung von plasmazytoiden DZ

Frisch isolierte Knochenmarkszellen wurden mit RPMI-1640 Vollmedium auf eine
Konzentration von 1,5 x 10%ml eingestellt, mit 35 ng/ml FIt3-Ligand versetzt und auf
Kulturflaschen mit Filterdeckel ausgesat. Die Kultivierung der Zellsuspension erfolgte liegend
fir 8-10 Tage im CO,-Inkubator bei 5% CO, und 37° C. Nach dieser Zeit lagen die
gewilnschten Zellen als Suspensionszellen vor und wurden nach mehrmaligen Spullen des
Bodens mit dem Kulturmedium aus der Flasche pipettiert. Der Phanotyp der so generierten
DZ (FL-BM DZ) wurde anschliefiend mittels Durchfluf3izytometrie (2.5) bestimmt.

Generierung von M-CSF Makrophagen

Frisch isolierte Knochenmarkszellen wurden mit einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/ml
mit 10 ml RPMI-1640 zusammen mit 50 ng/ml M-CSF in sterilen, 10 cm Petrischalen flr
Bakterienkulturen bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Alle drei Tage wurde die
Halfte des Mediums abgesaugt und durch frisches Medium zusammen mit M-CSF ersetzt.
Am Tag 8 der Kultur wurden die Zellen geerntet und der Phanotyp durchfluBzytometrisch

analysiert.

Generierung von GM-CSF Dendritischen Zellen

Zur Generierung von Dendritischen Zellen mittels GM-CSF wurde Uberstand einer GM-CSF
Hybridomkultur verwendet, der freundlicherweise von Dr. T. Sparwasser (TU-Munchen) zur
Verflgung gestellt worden war.

Frisch isolierte Knochenmarkszellen wurden mit einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/ml
mit 10 ml RPMI-1640 zusammen mit dem GM-CSF Hybridomuberstand in sterilen, 10 cm
Petrischalen fir Bakterienkulturen bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Alle drei Tage wurde die
Halfte des Mediums abgenommen, die darin enthaltenen Zellen bei 1400 rpm, 5 min
abzentrifugiert und mit frischen Medium plus GM-CSF HybridomUberstand resuspendiert und
der Kultur wieder zugeflihrt. Am Tag 8 der Kultur wurden die GM-CSF Dendritischen Zellen

geerntet und der Phanotyp durchfluBzytometrisch analysiert.
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2.3.5 Stimulationen

Soweit im Text nicht anders angegeben, wurden die Stimuli mit den in Tab. 2.10.

aufgeflihrten Konzentrationen eingesetzt

Stimulus Eingesetzte
Endkonzentration

CpG-DNA 1000 nM

HSV-1 1*10" pfu

LPS 10 pug/mi

Pam3Cys 1 pg/ml

Poly (I:C) 100 pg/ml

R-848 1 pg/mi

Tab. 2.10: Verwendete Stimuli und ihre
Konzentrationen

Die zu stimulierenden Zellen wurden mit einer maximalen Zellkonzentration von 2,5 x 10°
Zellen/ml in RPMI-1640 Volimedium auf 96 well Rundbodenplatten ausgesat (200 ul/well)
und mir dem jeweiligen Stimulus versetzt. Die Stimulation erfolgte fiir mindestens 18 h bei
5% CO, und 37°C. AnschlieBend wurden die Kulturiberstinde abgenommen und fir
Zytokinbestimmungen (ELISA) (2.4) verwendet. Die stimulierten Zellen wurden
weiterverwendet und ihre Expression von Oberflachenmolekilen im Durchflusszytometer

untersucht.

2.3.6 Passagieren von HEK 293 Zellen
Das Passagieren der HEK 293 Zellen erfolgte je nach ihrer Wachstumsgeschwindigkeit in

Intervallen von zwei bis vier Tagen. Sobald die adharent wachsenden Zellen einen

konfluenten Rasen bildeten wurden sie in neue 15 cm Kulturschalen umgesetzt.

Notige Medien und Losungen:

Medium: DMEM Vollmedium
Trypsinlésung: 0,5 % Trypsin (PAN, Aidenbach)
0,2 % EDTA
in 500 ml PBS
G418 Stammldsung: 100 mg/ml G418 gel6st in RPMI-1640 pur,

mit NaOH auf pH 7,4 einstellen, sterilfiltrieren
bei -20°C lagern
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Arbeitsanleitung zum Passagieren von HEK 293 Zellen

1. Medium aus der Kulturschale absaugen

2. 10 ml Typsinlésung auf Zellrasen pipettieren, bei 37°C wenige Minuten im
Brutschrank inkubieren bis sich die Zellen deutlich sichtbar vom Boden ablésen

3. Zum Abstoppen der Enzymreaktion 10 ml Medium zu den Zellen geben und
Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen Gberfiihren
Abzentrifugieren der Zellen bei 1400 rpm fiir 5 min, Uberstand verwerfen
Resupendieren der Zellen in frischem Medium und nach Bedarf erneut auf 15 cm

Kulturplatten aussaen.

Bemerkung:

Die Kultivierung von HEK 293 Zellen, die stabil mit murinem TLR9 und dem Luziferase-Reporter-
Vektor transfiziert waren, erfolgte ausschlieBlich mit der Zugabe von G418 (0,7 mg/ml) im
Kulturmedium

2.4 ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay)

2.4.1 Prinzip

Zur Detektion von produzierten Zytokinen im Kulturiiberstand wurde die Technik des
~sandwich-ELISA“s angewandt. Dazu wird ein spezifischer Antikorper der ein Epitop des
gesuchten Zytokins erkennt in einem Mikrotiter-Well mit hoher Proteinbindungskapazitat
immobilisiert (coating). Nach Besetzen der restlichen freien Stellen auf der Plastikoberflache
mittels einer proteinhaltigen Losung (blocking) wird die Probe zu den immobilisierten
Antikérpern gegeben. Anschlielend erfolgt die Bindung eines zweiten spezifischen
Antikorpers, der ein anderes Epitop des gesuchten Antigens erkennt. Dieser zweite
Antikérper (detection) ist entweder direkt mit einem Enzym gekoppelt, oder mit Biotin
konjugiert. Die Enzymzugabe bei Biotin-gekoppelten Antikdrpern erfolgt durch eine weitere
Inkubation mit Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase. Zuletzt wird ein farbloses
Substrat zu dem Antikorper-Enzym-Komplex gegeben und die entstehende Farbreaktion
photometrisch gemessen. Wobei die Farbintensitat proportional ist zur Konzentration des
Enzym-gebundenen Antikdérpers uns so auch zur Konzentration des gesuchten Antigens. Um
die Qualitdt und Quantitédt der Proben bestimmen zu kdnnen muss eine Standardreihe mit

einer definierten Menge an Protein mitgemessen werden.
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2.4.2 Verwendete Materialien

Verwendete ELISA-Systeme

m IL-6
Antikorper bzw. Bezeichnung Hersteller Stammkonz. Arbeitskonz.
Nachweisprotein
Capture Purified BD PharMingen, 500 pg/mi 2 pg/mi
rat-a-mouse IL-6 Heidelberg
Detektion Biotinylated BD PharMingen, 500 ug/mi 2 ug/mi
rat-a-mouse IL-6 Heidelberg
Enzym AMDEX™ Amersham Biosciences, 1000 pg/ml 0,2 pg/mi
streptavidin-HRP Freiburg
Standard Rec- mouse IL-6 BD PharMingen, 1000 ng/ml 4 ng/ml
Heidelberg
m IFN-a
Capture Rat-a-mouse IFN-q, PBL, 1000 pg/ml 1 pg/mi
New Brunswick, USA
Detektion Rab-a-mouse IFN-a PBL, 2000 units 2 units
New Brunswick, USA
Enzym Donkey-a-rabbit-lgG-POX Dianova GmbH, 800 ug/mi 0,1 pg/ml
Hamburg
Standard Rec-mouse Interferon-a HyCult Biotechnology, 1x10° units 1000 units
Uden, Niederlande
m TNF-a
Capture DuoSet® mTNF-a R+D Systems 54 pg/ml 0,3 pg/mi
capture Antibody Minneapolis, USA
Detektion DuoSet® mTNF-a R+D Systems 144 ug/ml 0,8 pg/mi
detection Antibody Minneapolis, USA
Enzym AMDEX™ Streptavidin-HRP Amersham Biosciences, 1000 pg/ml 0,2 pg/ml
Freiburg
Standard DuoSet® mTNF-a Standard R+D Systems 100 ng/ml 4 ng/ml
Minneapolis, USA
m IL-12p70
Capture Purified BD PharMingen, 500 pg/mi 500 ng/ml
rat-a-mouse IL-12p70 Heidelberg
Detektion Biotinylated BD PharMingen, 500 pg/mi 333 ng/mi
rat-a-mouse 1L-12(p40/70) Heidelberg
Enzym AMDEX™ Streptavidin-HRP Amersham Biosciences, 1000 pg/ml 0,2 pg/ml
Freiburg
Standard Rec- mouse IL-12p70 BD PharMingen, 200 ng/ml 4 ngml
Heidelberg

Tab. 2.11: Verwendete ELISA-Systeme

Die Lagerung der Reagenzien erfolgte nach Anweisung der Bezugsfirmen
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Benotigtes Plastikmaterial

96 well Mikrotiterplatte MaxiSorp (Nunc, Wiesbaden)
14 ml Polystyren Rundboden-Rdéhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg)
96 Well Verdinnungsplatte, U-Boden, unsteril (Nunc, Wiesbaden)

60 ml Plastikwanne, unsteril

Verwendete Puffer und Losungen:

Coating-Puffer: PBS pur (PAA, Pasching, Osterreich)
Waschlésung: PBS+Tween20

Blocking-Puffer: PBS+1% BSA

Detektion-Puffer: PBS+1%BSA

Verdinnungspuffer der Proben: PBS+1% BSA oder
RPMI-1640 pur+10% FCS
10 ml 0,1 M Zitronensaure pH 4,2
ABTS Substratlésung fur 1 Platte: 10 pl 20% H,0, (Roth, Karlsruhe)
0,2 ml 50x ABTS (Sigma-Aldrich, Frankfurt)

2.4.3 Durchfiihrung

Arbeitsanleitung fur eine ELISA-Platte

1.

Capture Antikorper in der gewtinschten Konzentration mit 6 ml PBS verdinnen und
50 pl / well in eine MaxiSorp NUNC Platte pipettieren

Die Platte entweder Uber Nacht bei 4°C, oder fiir 2 h bei 37°C in einer feuchten
Kammer inkubieren

Im Anschluss an das ,coaten“ die Platte 3-mal mit PBS+Tween 20 im ELISA-
Wascher waschen

Platte trocken klopfen und mit 200 pl / well PBS+1% BSA alle freien Bindestellen im
well mit Protein absattigen, 2 h in feuchter Kammer inkubieren

Mikrotiterplatte 3 mal mit PBS+Tween 20 waschen und trocken klopfen

50 ul / well Probe bzw. Standard-Verdiinnung auf die Platte geben, UN bei 4°C in
feuchter Kammer inkubieren

Platte 3-mal waschen und trocken klopfen

50 ul / well des Detektion Antikdrpers in gewiinschter Konzentration zugeben, 2 h in
feuchter Kammer inkubieren

Platte 3-mal waschen und trocken klopfen
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10. 50 pl / well Enzymldsung in gewlnschter Konzentration zugeben, 2 h in feuchter
Kammer inkubieren

11. Platte 6-mal waschen und trocken klopfen

12. 100 pl / well ABTS zugeben, je nach Bedarf einige Minuten im Dunkeln inkubieren

und im Microplate-Reader bei 405 nm messen

Bemerkungen:

Alle Schritte wurden falls nicht anders vermerkt bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.5 Durchflusszytometrie
2.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen mittels eines FACS (fluorescence-activated
cell sorters) anhand ihrer Oberflachenmolekile unterschieden werden. Dazu werden die
Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen ein bestimmtes Oberflachenantigen markiert
und in einem laminaren Flussigkeitsstrom einzeln hintereinander durch einen Laserstrahl
geflhrt. Dabei werden die Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt und
zellulare Eigenschaften der Probe wie ZellgréRe, Form und Granularitat fihren zu einer
zusatzlichen Lichtstreuung. Das in einem geringen Winkel (3-10°) gestreute Licht wird als
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) bezeichnet und gibt im Wesentlichen die Zellgrée
wieder. Das um 90° reflektierte Licht wird als Seitwartsstreulicht bezeichnet (sideward
scatter, SSC) und wird durch die intrazellulare Granularitat bestimmt. Das emittierte
Fluoreszenzlicht von der Oberflachenmarkierung der Zellen wird in einer Linse gesammelt
und durch Filter nach Wellenlangenbereichen aufgeteilt und an verschiedene Detektoren
weitergeleitet. So konnen mehrere verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig bei einer
Mehrfachfarbung gemessen werden. Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzen
gelingt nicht vollstdndig, da sich Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum Teil

tUberschneiden. Diese Uberschneidung wird durch die so genannte Kompensation korrigiert.
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Verwendete fluoreszenzmarkierte Antikorper

Spezifitat Markierung Hersteller
anti-mouse CD8a FITC
anti-mouse CD11a FITC
anti-mouse CD11b FITC
anti-mouse CD11c APC
anti-mouse CD25 FITC
anti-mouse CD40 PE
anti-mouse CD44 FITC ] ]
anti-mouse CD45R (B220) | PE /APC | BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse CD45RA PE /FITC
anti-mouse CD45RB FITC
anti-mouse CD54 FITC
anti-mouse CD62L FITC
anti-mouse CD69 FITC
anti-mouse CD71 FITC
anti-mouse CD80 FITC
anti-mouse CD86 FITC
anti-mouse Ly6G (GR-1) FITC

Tab. 2.12: Verwendete Antikorper zur Markierung von Oberflaichenmolekiilen

2.5.2 Farbung und Analyse von Zelloberflachenmolekiilen

Eingesetzte Verdinnungen der verwendeten Antikorper

Markierung Verdiinnung Antikorper- Antikorper-
Stammkonzentration Arbeitskonzentration
FITC 1/100 500 pg/ml 5 ug/ml
APC 1/200 500 pg/ml 2,5 ug/ml
PE 1/200 500 pg/ml 2,5 pg/ml

Tab. 2.13: Eingesetzte Verdiinnungen der fluoreszenzmarkierten Antikorper

Verdiinnungen der Antikérper erfolgten stets in MACS-Puffer

MACS-Puffer: . 2mMEDTA
3% FCS
in 500 ml PBS
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Arbeitsanleitung zur Farbung von Oberflachenmolekilen

1. Bis zu 1x10° Zellen pro Farbeansatz aus der Kultur mit 8000 rpm, 5 min bei RT
zentrifugieren, Kulturiiberstand abnehmen

2. Zellpellet mit 1 ml MACS-Puffer resuspendieren, erneut mit 8000 rpm, 5 min bei RT
zentrifugieren, Uberstand verwerfen
Zellpellet mit 20 pl der verdliinnten Antikdrper-Farbeldsung resuspendieren
Farbeansatz fir 30 min, auf Eis, abgedunkelt inkubieren
1 ml MACS-Puffer zur Farbung geben, mit 8000 rpm, 5 min bei RT zentrifugieren,
Uberstand verwerfen

6. Gefarbte Zellen mit 300yl MACS-Puffer+ Propidium Jodid [500 ng/ml]
resuspendieren und in ein Messrohrchen berfihren

7. Probe bis zur Messung dunkel auf Eis lagern

Bemerkungen:

Ab Schritt 5 erfolgten alle Arbeitsschritte so dunkel wie mdglich
Propidium Jodid wurde zugesetzt, um tote Zellen zu markieren

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurde ein FACS Calibur (BD, Heidelberg) mit
einem 488 nm Argonlaser und einem zweiten, 635 nm roten Dioden-Laser verwendet. Tab.
2.14 zeigt die Absorptions- und Emissionswellenlangen der verwendeten Markierungen. Die
Auswertungen der Messungen erfolgte mit den Softwares WEASEL (WEHI, Melbourne,
Australien) und CellQuest Pro (BD, Heidelberg). Die Daten wurden entweder als
Punktdiagramme (dot plots) oder als Histogramme dargestellt. Durch das Setzen von
Analysefenstern kann die Expressionsanalyse einzelner Oberflachenantigene auf bestimmte

Zellpopulationen beschrankt werden (gaten).

| Fluoreszenzkanal Farbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
FL1 FITC 495 nm 519 nm
FL2 PE 480 nm/565 nm 578 nm
FL3 Propidium Jodid 536 nm 614 nm
FL4 APC 650 nm 660 nm

Tab. 2.14: Absorptions- und Emissionswellenlangen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
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2.6 Luziferase-Assay

2.6.1 Prinzip des Luziferase-Assays

Mit Hilfe des Luziferase Reportersystems kann man eine NF-kB Induktion in Zellen
detektierbar machen. Der Luziferase-Reporter-Vektor besteht aus einem 6-mal
hintereinander klonierten NF-kB-Promotor und einem 3’ nachgeschalteten Abschnitt fir das
Luziferase-Gen. Werden nun Zellen mit einem in diesen Zellen nicht endogen
vorkommenden Rezeptor ( z.B. HEK 293 Zellen mit TLR9) transfiziert und anschlieend mit
einem flr diesen Rezeptor bestimmten Liganden (z.B. CpG-DNA) stimuliert, kommt es nach
einer Signaltransduktionskaskade letztlich zu einer Aktivierung von NF-kB. Durch das
Vorhanden sein des Luziferase-Reporter-Vektors, den man gleichzeitig mit dem Rezeptor in
die Zelle transfiziert hat, kommt es zum Abschreiben des Luziferase-Gens. Die in den Zellen
gebildete Luziferase wird dann durch Substratzugabe und der daraus resultierenden

Lichtreaktion in einem Assay nachgewiesen.

2.6.2 Durchfiihrung

Fir den Luziferase-Assay wurden HEK 293 Zellen verwendet, die bereits stabil mit murinem
TLR9 und dem NF-kB-Luziferase-Reporter-Vektor transfiziert waren. Diese Klone wurden
freundlicherweise von PD Dr. Stefan Bauer (TU-Mlnchen) zur Verfigung gestellt. Die Zellen
wurden in einer 96-well-Flachbodenplatte (20.000 Zellen/well) ausgesat, Gber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert und am nachsten morgen fir 7 h mit CpG-DNA stimuliert. Im

Anschluss an die Stimulation erfolgten die Zell-Lyse und der Luziferase-Assay.

Luziferase-Lyse-Puffer: 5x Reporter Lysis Buffer (Promega, Mannheim)
1:5 mit Wasser ultrarein verdinnt

Arbeitsanleitung zur Durchfiihrung des Luziferase-Assays

1. Medium aus den wells mit den stimulierten Zellen absaugen

2 Pro well 50 ul Luziferase-Lyse-Puffer geben und bei RT 15 min inkubieren

3. Platte fur mind. 1 h bei -80°C einfrieren

4 Nach dem Auftauen der Platte 20 pl des Zelllysats in eine opaque 96 well Platte
Uberfihren und mit einem Luminometer die Luziferaseaktivitdt messen

5. Auswertung der Daten erfolgt Uber Excel und Sigma Plot

Bemerkung:

Zur Ermittlung des Mittelwerts und der Standardabweichung wurden pro Stimulation mind.
Dreifachbestimmungen angesetzt.
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2.7 Affymetrix Genechip® Array

Die in diesem Abschnitt beschriebene Methode wurde, bis auf die RNA-Isolierung, im
Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. R. Lang (TU-Minchen)

durchgefiihrt und ausgewertet.

2.7.1 Allgemeines Prinzip

Die GeneChip®-Technologie (Affymetrix, Santa Clara, USA) erméglicht Gen-
expressionsstudien von gleichzeitig mehreren tausend Genen und beruht auf der
komplementaren Basenpaarung von Nukleotidsequenzen. Die Affymetrix-Microarrays sind
kleine Glastrager (1,3 cm x 1,3 cm), auf deren Oberflache bis zu 300.000 cDNA-Proben
(Sonden) aufgebracht sind. Der Array wird mit der zu testenden, markierten
Nukleinsaurprobe versetzt, inkubiert und gewaschen. Nur mRNA von exprimierten Genen
fuhrt zu einer Bindung an der komplementaren Sonde. Durch die zuvor durchgefiihrte
fluoreszierende Markierung der RNA kann so mittels eines Lasers die Expression von Genen

nachgewiesen werden.

Einzelne Schritte einer Microarray-Analyse :

Isolierung der gesamt RNA aus der zu untersuchenden Zellpopulation
Reverse Transkription der RNA zu cDNA

In viro Transkription der cDNA zu cRNA unter Einbau markierter Nukleotide
Fragmentierung der markierten Probe

Hybridisierung der Probe auf den Microarray, anschlielend Waschen

o a0 bk wbd =

Scannen des Microarrays und Analyse der Daten
Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software MAS 5.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA)

2.7.2 Praparation der Gesamt-RNA

Verwendete Verbrauchsmaterialien

RNA-Isolations Kit:  Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Hilden)
RNase freie DNase: Qiagen, Hilden,

RNase away: Roth, Karlsruhe

Aus stimulierten Zellen wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des Qiagen RNeasy Kits streng

nach Vorschrift des Herstellers isoliert. Zusatzlich wurde eine DNase Behandlung
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durchgefihrt. Die isolierte RNA wurde in 30pul Wasser aufgenommen. Alle

Gebrauchsgegenstande wurden vor Benutzung mit RNase away gesaubert.

2.8 Methoden zur Zelltrennung

2.8.1 MACS

(Magnetische Zellsortierung= magnetic activated cell sorting)

Bei der Zelltrennung nach dem MACS Prinzip wurde die Zellsuspension zuerst mit FITC-
markierten Antikérpern gegen ein spezifisches Oberflachenmolekil gefarbt und im Anschluss
daran mit Antikérpern gegen FITC die zusatzlich an magnetische Microbeads gekoppelt
waren inkubiert. Die markierte Zellsuspension wurde auf eine magnetische Trennsaule (LS-
Saule, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) gegeben, die in einem Magnetfeld platziert war.
Alle FITC-positiven und somit auch an magnetischen Microbeads gekoppelten Zellen wurden
in der Matrix zuriickgehalten, wahrend die FITC negativen Zellen durch Spilen aus der
Saule entfernt werden konnten. Um die gebundene Zellpopulation von der Saule waschen zu
kénnen, wurde die Saule aus dem Magnetfeld genommen und die Zellen aus der Saule
eluiert. Sowohl die markierte, als auch die unmarkierte Zellfraktion wurden im Anschluss fir
Zellkulturexperimente eingesetzt.

Die Farbung der Zellen mit den FITC-markierten Antikdrpern erfolgte wie unter 2.5.3
beschrieben. Die gesamte Aufreinigung der markierten Zellen erfolgte streng nach den

Angaben des Systemherstellers Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach.

Verwendete Materialien zur MACS Zellaufreinigung

anti-m-CD11c-FITC
Oberflachenantikorper: anti-m-CD45R (B220)-FITC ~ BD Pharmingen, Heidelberg
anti-m-CD19-FITC

Miltenyi Biotech, Bergisch

* Microbeads: anti-FITC-Microbeads Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch

« Verwendete Saulen: LS-Saulen, gelagert bei 4°C Gladbach

e Wasch- und Farbepuffer:  MACS Puffer (s. 2.5.3)
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2.8.2 Zellsortierung am High-Speed-Cell-Sorter MoFlo®
(Modular Flowcytometer)

Prinzip:

Bei dieser Methode zur Aufreinigung einzelner Zellpopulationen aus einer gemischten
Zellkultur wurden die Zellen anhand ihrer spezifischen Oberflachenmolekiile wie unter 2.5.3
beschrieben gefarbt. Jedoch betrug auf Grund der gro3en Zellzahl hier das Farbevolumen:
ca. 1x 10" Zellen / 100 pl Farbeldsung und auch die Menge an verwendeten MACS Puffer
beim Waschen der Farbung wurde je nach Zellzahl erhéht. Die Konzentration der
Zellsuspension betrug am Ende der Farbung und dem Resuspendieren mit MACS-
Puffer+Propidium Jodid nicht mehr wie 1 x10® Zellen/ml. Die Zellsuspension wurde mittels
eines MoFlo® Gerétes in die unterschiedlichen Populationen getrennt.

Bei dieser Art Zelltrennung werden die Zellen in einer Tragerflissigkeit vereinzelt und durch
eine Duse geschickt. Der Flissigkeitsstrahl wird in definierte Einzeltropfen aufgespaltet,
welche jeweils eine Zelle enthalten Unterhalb der Duse liegt der Laser, der die
fluoreszierende Markierung der passierenden Zelle anregt und das optische Signal wird in
Photomuliplern registriert. Diese optischen Signale werden in digitale Signale umgewandelt
und auf dem Computerbildschirm dargestellt. Die abzutrennende Zellpopulation wird mittels
der Software markiert (,gegated”) und die Sortdefinitionen bestimmt. Beim Sortieren wird der
Tropfen Tragerflissigkeit der eine gewlinschte Zelle enthalt mit einer elektrischen Ladung
belegt und es erfolgt beim anschlieRenden Durchfliegen eines elektrischen Feldes zwischen
geladenen Ablenkplatten eine seitliche Ablenkung in Roéhrchen mit jeweils 700 pl
vorgelegtem FCS.

Die Bedienung des Sortgerates erfolgte durch Dr. M Schiemann (TU-Minchen).

Typische Farbung einer gemischten FL-BM Zellkultur zur Trennung der pDZ und cDZ

Fraktion:

Anti-m-CD11¢c-APC
Anti-m-CD11b-FITC
Anti-m-CD45RA-PE
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3. Ergebnisse

1999 wurde durch die Arbeiten von Siegal, et al. und Cella, et al. gezeigt, dass die bis dahin
beschriebenen ,Natirlichen Interferon produzierenden Zellen (=natural Interferon producing
cells; NIPC) und die plasmazytoiden Monozyten identisch sind. Seit dem werden diese
Zellen plasmazytoide DZ (pDZ) genannt.

Da die Maus das bevorzugte experimentelle Tiersystem fir immunologische Fragen darstellt,
wurde nach dem murine Aquivalent der humanen pDZ gesucht und Ende 2001 publiziert
[Asselin-Paturel, 2001; Bjorck, 2001; Nakano, 2001]. Wenige aber signifikante Unterschiede
zwischen humanen und murinen pDZ hatten die Identifizierung erschwert. Zum einen zeigte
sich, dass murine pDZ den IL-3 Rezeptor alpha (CD123) nur schwach exprimieren, welcher
fur humane pDZ als Markermolekil verwendet wurde. Eine andere Schwierigkeit war die
Expression des B-Zell typischen Markers B220 in murinen pDZ. Da dieses Antigen
verwendet wurde um bei der DZ Aufreinigung B-Zellen aus Zellsuspensionen zu depletieren
wurden auch die pDZ mit verworfen. Die Verwendung von CD19 anstatt von B220
ermoglichte letztendlich sowohl konventionelle als auch pDZ gleichzeitig aus Organen zu
isolieren. FUr viele andere phanotypische Marker besteht aber eine bemerkenswerte
Homologie zwischen humanen und murinen pDZ [Hochrein, 2002]. Wichtig war auch, dass
eine zentrale Eigenschaft, namlich auf bestimmte mikrobielle Stimuli hin groe Mengen von
Typ | Interferon zu produzieren, zwischen humanen und murinen pDZ konserviert war. Somit
lassen sich mit den murinen pDZ wichtige immunologische Fragen beziglich der humanen
pDZ beantworten.

Wie andere DZ-Subpopulationen stellen auch pDZ nur eine sehr kleine Population im
Saugetierorganismus dar und konnten in verschiedenen lymphoiden und nicht-lymphoiden
Organen wie z.B.: Knochenmark, Thymus, Milz, Lymphknoten, Blut, oder Leber identifiziert
werden. Aufgrund der aufwendigen Isolierungsmethoden zur Gewinnung von groRen Zahlen
von pDZ war es wiinschenswert ein Kultursystem zur Generierung von murinen pDZ aus

Vorlauferzellen zu etablieren.

3.1 Generierung von plasmazytoiden Dendritischen Zellen
(pDZ) mit FIt3-Ligand

Es war bekannt, dass im humanen Organismus die Injektion von FIt3-Ligand (FIt3-L) die
Anzahl an pDZ im Blut signifikant erhéht [Pulendran, 2000] und dass sich aus CD34+
humanen Stammzellen, durch Zugabe von FIt3-L, Interferon produzierende Zellen (IPZ)

generieren lieen [Blom, 2000]. Diese Studien wiesen darauf hin, dass es mdglich ware auch
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aus murinen Vorlauferzellen durch FIt3-L pDZ zu generieren. Zu diesem Zweck wurden
frisch isolierte Knochenmarkszellen aus der Maus mit FIt3-L versetzt und die resultierenden
Zellen an verschiedenen Tagen der Kultur mit verschiedenen Stimuli inkubiert und die
Zellkulturiberstande auf das Zytokin IFN-a hin analysiert. Es zeigte sich, dass FL-BM
Kulturen zwischen Tag 8 — 10 auf CpG-DNA Stimulation IFN-a produzierten. Die Hypothese
war, dass in Analogie zum Humansystem murine pDZ die Quelle fiir CpG-DNA induziertes
IFN-a sein wurde. Da mit FIt3-L anscheinend pDZ generiert werden konnten wurden nun

anschlielend umfangreiche phanotypische Analysen durchgefiihrt.

3.1.1 Phéanotyp der Kulturzellen (FL-BM DZ)

Expression von Oberflaichenmolekiilen

Die phanotypische Analyse der generierten FL-BM Kulturzellen erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (s. 2.5) unter der Verwendung von Fluoreszenz markierte Antikdrpern,
mit besonderem Augenmerk auf Antikorper, welche fur murine, konventionelle DZ oder
humane pDZ beschrieben wurden. Die Analyse der erhaltenen FL-BM Zellen ergab, dass ca.
95% aller Suspensionszellen am Tag 9 der Kultur CD11c exprimierten. CD11c wird als
typischer Marker fur murine Dendritische Zellen verwendet. Es zeigte sich, dass die Kulturen
zwei groRe, unterschiedliche Population enthielten. Die eine war CD11c”, CD45RA™",
CD11b™%¢  die andere Population war dagegen CD11cP, CD45RA™%" CD11b"". Da
humane pDZ als CD45RA™" und CD11b™%" charakterisiert worden waren, war
anzunehmen, dass es sich bei der CD45RA™", CD11b"™%¢ Population in den FL-BM
Kulturen um das murine Aquivalent der humanen pDZ handelte. Die Analyse der IFN-a
Produktion der durch Zell-Sortierung isolierten Populationen bestatigte diese Annahme
(s. 3.1.2). Somit konnten in den gemischten FL-BM Kulturen anhand dieser Marker sowohl
die pDZ als auch cDZ identifiziert werden (Abb. 3.1 A). Diese Zellen wurden anhand der
Expression weiterer Oberflachenmarker besser charakterisiert.

Von besonderem Interesse waren dabei Marker, die zur Unterteilung einzelner DZ-
Subpopulationen herangezogen werden und solche, die ex vivo zur Identifikation der
plasmazytoiden DZ flhrten [Asselin-Paturel, 2001; Bjorck, 2001; Nakano, 2001; Nikolic,
2002; O’Keeffe, 2003]: CD8a, CD11a, CD11b, CD45R (B220), CD45RB und Ly6G (GR-1).
Zusatzlich wurde noch die Expression von Aktivierungsmarkern und kostimulatorischen
Molekulen wie CD25, CD40, CD54, CD62L, CD69, CD80 und CD86 untersucht (Abb. 3.1 B).
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Abb. 3.1: Phinotypische Analyse der FL-BM Kulturzellen: (A) Charakteristische CD11c / CD45RA Expression
der Knochenmarkszellen nach 10 Tagen Kultivierung in Gegenwart von 35 ng/ml FIt3-L. Unterteilung in
konventionelle DZ (cDZ) und plasmazytoide DZ (pDZ) aufgrund ihrer unterschiedlichen Expression von CD45RA.
(B) Expression weiterer Oberflachenmarker aufgetrennt nach cDZ und pDZ. Leere Kurven zeigen die Farbung mit
dem Isotypkontroll-Antikorper oder die ungefarbte Kontrolle (nur bei CD40). Geflllte Kurven stellen die Farbung
mit dem angegeben Antikérper dar
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Ex vivo isolierte murine pDZ exprimieren den klassischen B-Zell-Marker CD45R (B220). Von
den in vitro generierten pDZ wird dieser Marker ebenfalls sehr stark exprimiert. Von cDZ,
sowohl ex vivo isolierte als auch in vitro generierte, jedoch nicht. Ebenfalls den ex vivo
Isolaten entsprechend exprimieren die in vitro generierten pDZ mehr CD45RB als die cDZ.
Beiden Populationen der Kultur gemeinsam ist die Expression von CD11a auf ihrer
Oberflache.

Der Marker Ly6G (GR-1), der verwendet wurde, um plasmazytoide DZ ex vivo zu
identifizieren [Asselin-Paturel, 2001; Nakano, 2001], konnte auf Kulturzellen die von dem
Mausstamm C57BL/6 stammten nicht nachgewiesen werden. Auf Kulturzellen der
Mausstamme BALB/c oder SV129 war dieser Marker jedoch nachweisbar. Dieser Stamm-
spezifische Unterschied konnte auch flir ex vivo isolierte pDZ aus der Milz von C57BL/6 und
BALB/c Mausen nachgewiesen werden. So scheint die GR-1 Expression der pDZ bei

unterschiedlichen Mausstammen zu variieren.

Im Gegensatz zu frisch isolierten pDZ aus Knochenmark, Milz, Thymus oder Lymphknoten
exprimieren die in vitro generierten pDZ CD8a nur nach Aktivierung (Abb. 3.1 und 3.2).
Ebenfalls nicht oder kaum exprimiert werden auf den FL-BM Kulturzellen Aktivierungsmarker
wie CD40 und CD69 und kostimulatorische Molekile wie CD80 und CD86. Das Selektin
CD62L (L-Selektin) ist auf nicht aktivierten, Kultur generierten pDZ auf der Oberflache
nachweisbar (Abb. 3.1 B).

Anderung der Oberflichenmarker nach Stimulation

Nach der phanotypischen Analyse der naiven, nicht aktivierten Kulturzellen, war es wichtig,
die phanotypischen Anderungen cDZ und pDZ nach Stimulation zu definieren. Hier sind
exemplarisch die Anderungen nach Inkubation mit der antiviralen Substanz Resiquimod
(R-848) [1 pg/ml] gezeigt, allerdings wurden die gleichen Profile auch mit CpG-ODN
Stimulation erreicht. R-848 wurde uns im Zuge einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von PD Dr. S. Bauer freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Da bekannt war, dass R-848,
als Virustatikum eingesetzt, IFN-a induziert war es attraktiv diese Substanz auch als
potentiellen Stimulus fur die FL-BM DZ zu testen. Fir die Stimulation wurden 2,5-1,5 x 108/ml
Zellen verwendet und fur mindestens 18 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe
eines Durchflusszytometers die Regulation von CD8a, verschiedenen Aktivierungsmarkern
sowie kostimulatorischen Molekilen auf den definierten Populationen (pDZ und cDZ) nach
der Stimulation analysiert. (Abb. 3.2).
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Es wurde deutlich, dass CD8a durch die Stimulation auf den meisten pDZ hochreguliert
wurde, wahrend sich bei den cDZ keine Expressionsanderung zeigte.

Genau der gegenteilige Effekt konnte bei den Markern CD25 und CD80 beobachtet werden.
Sowohl CD25, als auch CD80 wurden von pDZ auch nach Stimulation nur schwach
exprimiert. Die cDZ hingegen exprimierten diese Marker sehr stark.

CD62L, war einer der wenigen Molekille welches auf unstimulierten pDZ stark auf der
Oberflache anfarbar, nach einer Stimulation jedoch kaum nachweisbar ist. PDZ zeigen damit
das gleiche CD62L Aktivierungsmuster wie Lymphozyten bei denen nach Aktivierung CD62L
enzymatisch von der Oberflache entfernt wird. Die cDZ tragen CD62L weder vor noch nach
einer Stimulation (Abb. 3.2).

Die Expression der Marker CD40, CD54, CD86 wird von beiden Populationen nach
Stimulation erhoht. Auffallig ist, dass die pDZ nach dieser relativ kurzen Stimulationszeit von
18 h sowohl CD80 als auch CD86 in sehr viel geringerem Grad auf der Oberflache tragen
wie die cDZ (Abb.3.2). Dieser Unterschied wurde geringer, wenn die Zellen langer stimuliert
wurden. Dies deutet daraufhin, dass die in vitro generierten pDZ Ianger bendtigen um diese
kennzeichnenden Moleklle der antigenprasentierenden Zellen auf ihrer Oberflache zu

exprimieren.

cDZ pDZ

S
=

Abb. 3.2: Anderung der Expression von Oberflichenmarkern von pDZ und cDZ innerhalb der Gesamt-FL-
BM Kulturzellen nach Stimulation mit R-848. Die Expression der Marker auf unstimulierten Zellen werden
durch leere Kurven dargestellt, gefiillte Kurven zeigen die Expression nach Stimulation.
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Effekte der Liganden fiir TLR2, -3, -4, -7 und -9 auf den Phanotyp von FL-BM
pDZ und cDZ

Anhand von messenger-RNA Expressions-Mustern fir TLRs von humanen pDZ, wurde
gezeigt, dass humane pDZ lediglich TLR7 und TLR9 exprimieren [Kadowaki, 2001; Hornung,
2002]. Das beschriebene Expressionsmuster flir murine pDZ ist nicht ganz so eingeschrankt.
Es wurde gezeigt, dass in der Maus neben der sehr starken Expression von TLR7 und TLR9
auch TLR2, TLR3 und TLR4 schwach exprimiert werden. [Brawand, 2002; Okada, 2003;
Edwards, 2003]. Jedoch war nicht klar, ob diese geringe Expression in den Zellen auch
funktionelle Relevanz besitzt.

Da auf den pDZ in der Gesamtkultur nach Stimulation mit R-848 Veranderungen in der
Expression von Oberflachenmolekiilen beobachtet werden konnte, war es wichtig zu
analysieren, ob diese Regulation direkt durch Signale auf die pDZ erfolgte, oder ob es sich
um einen indirekten Effekt handelte, der durch die aktivierten cDZ mediiert wurde. Dazu
wurden die generierten Kulturzellen mittels eines Zellsortierers in zwei Populationen
getrennt. Als Grundlage fur die Separation dienten die Marker CD11c, CD45RA und CD11b.
Die c¢cDZ wurden definiert als CD11cP*/CD45RA™/CD11b**°, die pDZ als
CD11cP°$/CD45RA™"/CD11b™%"™. Um die toten Zellen auszuschlieRen, wurde zusatzlich
Propidium Jodid (Pl) zur Separation verwendet.

Die beiden DZ-Populationen wurden getrennt von einander mit den Liganden fur TLR2
(Pam3Cys), TLR3 (poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7 (R-848) und TLR9 (CpG-2216) stimuliert
und die Veranderungen von Oberflachenmolekilen mittels eines Durchflusszytometers
analysiert.

Die reinen cDZ reagierten auf alle TLR-Liganden mit der Hochregulation von CD86 im
gleichen Malde. Die Expression von CD25 hingegen war etwas heterogener. Der Ligand flr
TLR9, CpG-ODN 22186, stellte sich jedoch als der beste Stimulus heraus, um die Expression
von CD25 auf der Zelloberflache zu induzieren (Abb.3.3).

Die reine pDZ-Population reagierte nur mit den Stimuli R-848 und CpG-2216 mit der
Hochregulation von CD8 und CD69 und mit der Herabregulation von CD62L. Keine
Veranderungen in der CD8 Expression konnte beobachtet werden, wenn als Stimulus
Pam3Cys, Poly(l:C) oder LPS verwendet wurde. Da nach Inkubation mit diesen TLR-
Liganden aber zumindest eine schwache Hochregulation von CD69, bzw. eine schwache
Herabregulation von CD62L zu detektieren war, muss davon ausgegangen werden, dass
murine, in vitro generierte pDZ doch eine schwache aber funktionelle Expression der TLR
Molekuile TLRZ2, -3 und —4 besitzen. (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Expression von Oberflichenmarkern von abgetrennten cDZ und pDZ aus der FL-BM-Kultur nach
Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden. In vitro generierte cDZ (A) und pDZ (B) wurden getrennt von
einander mit Pam3Cys [1 pg/ml], poly I:C [100 pg/ml], LPS [10 ug/ml], R-848 [1 ug/ml] und CpG-2216 [0,5 uM
oder 1 uM] far 17 h stimuliert (graue, gefiillte Linie) oder unstimuliert inkubiert (dicke, ungefilite Linie). Die
Veranderungen der angegeben Oberflachenmolekiilen wurden anschlieBend mittels FACS analysiert. Die
ungefarbte Kontrolle ist jeweils durch eine diinne, leere Linie angegeben.
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3.1.2 Zytokinproduktion der FL-BM pDZ und cDZ

Neben der Expression von Oberflachenmolekiilen auf der Zelloberflache nach Stimulation
war es ebenfalls wichtig die Zytokinproduktionskapazitat dieser in vitro generierten FL-BM
DZ zu analysieren. Zu diesem Zweck wurde die Gesamtkultur erneut mit der Hilfe eines
Zellsortierers in pDZ und cDZ getrennt. Die getrennten Populationen wurden dann mit den
Liganden fur TLR2-4, TLR7 und TLR9 stimuliert. Nach 20-24 h Stimulation wurde der
Kulturiberstand abgenommen und mittels ELISA die Zytokinproduktion gemessen. Um
IFN-a0 und IL-6 messen zu kdnnen, wurde der Stimulation zusatzlich IL-3 beigefugt, was fur
humane pDZ als Uberlebensfaktor beschrieben worden war.

Fir die IL-12p70 Produktion erfolgte die Stimulation in der Gegenwart eines Zytokincocktails
von IL-4, GM-CSF und IFN-y, welcher flir murine und humane DZ als optimales IL-12p70

Kostimulanz beschrieben worden war [Hochrein, 2000].

Sowohl die pDZ, als auch die cDZ reagierten als Antwort auf die Stimulation mit R-848
(TLR7-Ligand) und beide Typen der CpG-ODN 1668 und 2216 (TLR9-Liganden) mit der
Produktion von IL-6. Im Gegensatz zu der IL-6 Produktion auf Pam3Cys (TLR2), poly(l:C)
(TLR3) und LPS (TLR4), die in diesem Fall ausschlieBlich von den cDZ-Population stammte.
Allerdings sollte erwahnt werden, dass die pDZ-Fraktion ebenfalls in der Lage war etwas IL-6
auf die Liganden von TLR2-4 zu produzieren, wenn die Stimulation mindestens zwei Tage
dauerte. Was wiederum zeigt, dass diese Zellen nicht komplett immunologisch ,stumm* auf
die Liganden von TLR2-4 waren (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Zytokinproduktion getrennter pDZ und cDZ aus der FL-BM Kultur nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden. 5*10° Zellen/ml wurden mit dem jeweils angegebenen TLR-Ligand flr 20-24 h
stimuliert. WeilRe Balken stellen die Zytokinproduktion der cDZ, schwarze Balken die Produktion der pDZ, dar.
Nicht detektierbare Mengen sind durch Sterne gekennzeichnet.

Bei IL-12p70 zeigte der Vergleich zwischen pDZ und cDZ, dass beide Populationen als
Antwort auf CpG-ODN in der Lage sind das Zytokin zu produzieren. Die ¢cDZ produzieren
aber das fiinfache an IL-12p70 als die pDZ. Dieser Unterschied blieb auch erhalten, wenn
man den zusatzlichen Zytokincocktail (IL-4+GM-CSF+IFN-y) in der Stimulation weglief3. Die
cDZ reagierten zudem mit IL-12p70 Produktion auf Pam3Cys und poly(l:C).

Fir die IFN-a Produktion zeigte sich, dass nur die pDZ in der Lage sind grofe Mengen von
diesem Typ | Interferon zu bilden. Interessanter Weise gilt dies aber nur flir das CpG-
ODN 2216 und nicht fir das CpG-ODN 1668 und R-848. Obwohl beide Stimuli die pDZ
effektiv zur IL-6 Produktion anregten und zudem grof3e Veranderungen in der Expression
von Oberflachenmolekilen bewirkten (Abb. 3.3).

Somit wurde deutlich, dass die FL-BM generierten pDZ bei der Stimulation mit den
verschiedenen TLR-Liganden nur durch CpG-ODN, den Liganden fir TLR9, zur IFN-a
Produktion angeregt werden kédnnen und dass es selbst dabei qualitative Unterschiede gibt,

welches CpG-ODN verwendet wird. Zusatzlich wurde klar, dass die Stimulierung mit einer
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Substanz, die phanotypisch zur Reifung der pDZ fuhrt, nicht zwingend auch die Produktion
von IFN-a zur Folge haben muss.
Welche strukturelle Komponente der beiden CpG-ODN fir diese unterschiedliche

Immunreaktion verantwortlich ist, wurde im Folgenden naher untersucht.

3.2. Stimulationen der FL-BM DZ mit CpG-2216, CpG-1668 und
R-848

3.2.1 Reifung und Zytokinproduktion durch CpG-ODN Stimulation sind
TLR9 abhéngig

In der Literatur wurden zwei verschiedene Typen von CpG-DNA Oligonukleotiden (ODN)
beschrieben, welche unterschiedliche biologische Reaktionen in humanen Immunzellen
hervorrufen [Verthelyi, 2001; Krug, 2001]. Typ B CpG-ODN induzieren die Proliferation von
B-Zellen und die Reifung von DZ. Jedoch induzieren sie in hohen Konzentrationen nur sehr
geringe Mengen an IFN-a. Dieser Typ CpG-ODN enthalt nur ein CpG-Motif und das
Ruckgrat des Oligonukleotids ist komplett als Phosphothioat modifiziert. In dieser Arbeit
wurde als Vertreter des B-Typs das CpG-ODN 1668 verwendet (siehe Tab. 3.1).

Im Gegensatz zu den Typ B CpG-ODN bewirken Typ A CpG-ODN nur geringe Effekte auf B-
Zellen und induzieren in humanen pDZ nur vergleichsweise geringe Mengen TNF-a, aber
stattdessen grolie Mengen an Typ-l Interferonen [Krug, 2001]. Diese Induktion von Typ-I
Interferonen beschrankt sich bei diesem Typ von Oligonukleotid aber nicht auf humane pDZ,
sondern wir konnten zeigen, dass ebenso murine pDZ auf diese Sequenzen hin viel IFN-a
produzieren. Typ A CpG-ODN enthalten typischerweise zwei oder mehrere CpG-Motife
(repetitive Sequenzen) und zusatzlich an beiden Enden repetitive Guanosin-Anhange. Das
gesamte Oligonukleotid hat ein gemischtes Rickgrat, da die CpG-tragende Sequenz aus
Phosphodiester-Bindungen besteht, die Guanosin-Anhange jedoch mit Phosphothioat-
Bindungen modifiziert sind. Als typischer Vertreter dieser Art CpG-ODN wurde in dieser
Arbeit das CpG-Oligo 2216 verwendet (siehe Tab. 3.1).

Name Sequenz
CpG-2216: |5-G*'G"GGGACGATCGTC*G*G*G*G* G*G
CpG-1668: | 5°-T*C*C *A*T*G *A*C*G *T*T*C *C*T*G *A*T*G *C*T

Tab. 3.1: Sequenzen der CpG-ODN 2216 und 1668. Unterstrichen sind die

jeweiligen CpG-Motife, * zeigt eine Phosphothioat-Bindung zwischen den Nukleotiden
an.
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Die unterschiedliche Fahigkeit von CpG-1668 und CpG-2216 in den FL-generierten pDZ IFN-
o zu induzieren (siehe Abb. 3.4) warf die Frage auf, ob CpG-2216 eventuell Uber einen
anderen Rezeptor als TLR9 erkannt wird. Um das zu testen wurden aus
Knochenmarkszellen TLR9 defizienter Mause FL-BM Zellen generiert und mit beiden Arten
CpG-ODN stimuliert. Alle Zellen dieser TLR9 KO Kultur waren nicht in der Lage auf CpG-
1668 als auch auf CpG-2216 Aktivierungsmarker wie z.B. CD40 oder kostimulatorische
Molekule wie z.B. CD86 hoch zuregulieren Als Kontrollstimulus wurde R-848 verwendet, der

zur erhohten Expression samtlicher untersuchter Oberflachenmarker flihrte (Abb. 3.5 A).
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Abb. 3.5: Reifung der FL-BM DZ (A) und Zytokinproduktion (B) als Reaktion auf Typ A und Typ B CpG-
ODN sind abhangig von TLR9. (A) FIt3-L generierte DZ aus Knochenmark von TLR9 KO Mausen wurden mit
R-848, CpG-1668 oder CpG-2216 stimuliert (schwarze Linie) und die Veranderung der Expression von
Aktivierungsmarkern, im Vergleich zu unstimulierten Zellen (graue gefiilite Linie), auf der Zelloberflaiche mittels
FACS analysiert. Sowohl Typ A CpG, als auch Typ B CpG induziert keine Veranderung der Expression von
Oberflachenmarkern in TLR9 KO Zellen. (B) IFN-a und IL-6 ELISA zur Analyse der Zytokinproduktion von TLR9
WT und TLR9 KO FL-BM DZ (1x10° Zellen/ml) nach Stimulation mit CpG-1668 (schwarzer Balken) oder CpG-
2216 (weiller Balken). Trotz unterschiedlicher Fahigkeit von Typ A und Typ B CpG in den WT-Zellen Zytokine zu
induzieren, sind beide CpG-Arten abhangig von TLR9. Sterne weisen auf nicht detektierbare Zytokinmengen hin.

Auch bei der Fahigkeit Zytokine zu induzieren, zeigte sich eine komplette Abhangigkeit von
TLRO fir beide CpG-Typen. Weder IFN-a noch IL-6 waren im Kulturiiberstand der TLR9 KO
FL-BM DZ messbar (Abb. 3.5 B). Zudem zeigte sich bei der Messung der Zytokininduktion
erneut der Effekt, dass CpG-1668 bei der hohen Konzentration von 1000 nM auch in den
Wildtyp (WT) FL-BM DZ kein IFN-a induziert (s. auch Abb. 3.4), jedoch konnte diesmal eine
geringe IFN-a Produktion gemessen werden, wenn eine geringe Konzentration von 25 nM

eingesetzt wurde (Abb. 3.5 B).
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Diese TLR9 Abhangigkeit beider CpG-Typen wurde inzwischen durch Hemmi et al. 2003
bestatigt. So konnte gezeigt werden, dass sowohl fir CpG-1668 als auch fur CpG-2216

TLR9 essentiell ist, um das Aktivierungs-Signal weiter in die Zelle zu leiten.

3.2.2 Effekte der Konzentration von Typ A und Typ B CpG-ODN auf die
Zytokinproduktion der FL-BM Zellen

Aufgrund der Zytokin-Daten der TLR9 WT und KO Mause (s. Abb. 3.5 B) wurde deutlich,
dass CpG-1668 ebenfalls in der Lage ist die Produktion von IFN-a in den FL-BM-DZ zu
induzieren. Jedoch war noch nicht geklart, in wie weit dieses Phanomen tatsachlich von der
eingesetzten CpG-Konzentration abhangig war und wie viel IFN-a die Zellen in der Lage sind
auf diesen Typ CpG zu produzieren. Um dies zu testen wurden die Gesamtzellen einer FL-
BM Kultur mit einer abfallenden Konzentrationsreihe von CpG-2216 oder CpG-1668 flr
mindestens 18 h stimuliert und anschlie®end IFN-a und IL-6 mittels ELISA gemessen. Es
zeigte sich, dass die Kulturzellen bei einer hohen Konzentration von CpG-2216 viel IFN-a
produzierten und dass diese Induktion mit fallender CpG-Konzentration abnahm. Dieselbe

konzentrationsabhangige Produktion zeigte sich auch fir IL-6 (siehe Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Unterschiedliche Induktion von IFN-a und IL-6 durch CpG-ODN 2216 (Typ A) und 1668 (Typ B).
ELISA zur Analyse der IFN-a und IL-6 Produktion FL-BM DZ (2,5x106 Zellen/ml) nach der Stimulation mit einer
abfallenden Konzentrationsreihe von CpG-2216 (schwarze Punkte) oder CpG-1668 (weilte Punkte).
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Fir die Induktion von IFN-a durch CpG-1668, ergab sich ebenfalls das bereits beschriebene
Bild, dass nur bei niedrigen Konzentrationen von 125nM-30 nM eine geringe IFN-a
Induktion gemessen werden konnte. Bei IL-6 zeigte sich bis zur Konzentration von 32 nM an

CpG-1668 eine konstante Produktion des Zytokins.

3.2.3 Unterschiedliche Expression der mRNA der Typ-l IFN Gene nach
Stimulation mit CpG-1668, CpG-2216, HSV-1 und R-848

Um den Mechanismus hinter dem unterschiedlichen IFN-a Induktionen durch A-Typ oder B-
Typ CpG-ODN besser zu verstehen, wurde die Expression der mRNA flr die verschiedenen
IFN-a Molekule und dem einzigen IFN-B Molekul analysiert. Dazu wurden mindestens 3
unterschiedliche FL-BM Kulturen nach 8 Tagen Kultur mit einem Zellsortierer in pDZ und
cDZ getrennt und diese anschlieBend fir 8 h mit CpG-1668 [500nM], CpG-2216 [500nM],
R-848 [1ug/ml] und HSV-1 [1x10’pfu/ml] stimuliert. Zusatzlich wurde immer eine
unstimulierte Kontrolle mit angesetzt. Aus den stimulierten bzw. unstimulierten Zellen wurde
im Anschluss die Gesamt-RNA isoliert und die jeweiligen gleichen Experimente gepoolt.
Durch das Poolen der RNA verschiedener Kulturen wurden so die kulturbedingen
Schwankungen in der mRNA Expression ausgeglichen. Die isolierte RNA wurde im Rahmen
einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Roland Lang (TU-Minchen) dort
markiert, auf einen Affymetrix GeneChip® hybridisiert und ausgewertet.

Es zeigte sich, dass alle annotierten Typ-I Interferone bei den Stimulationen mit CpG-2216
und HSV-1 induziert wurden. Im Gegensatz dazu, wurden durch die Stimuli CpG-1668 und
R-848 nach 8 h so gut wie keine mRNA fir die Typ-| Interferone induziert. (Abb. 3.7). Somit
wurde deutlich, dass die Ursache flr nicht detektierbares IFN-a (wie auf Proteinebene durch
ELISA bestimmt worden war) auf der Transkriptionsebene zu suchen war. Damit wurden
posttransskriptionelle Mechanismen (z.B. Unterschiede in der Sekretion von IFN-a)

unwahrscheinlich.
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Abb.3.7: Relative Expression der mRNA fiir die bekannten Typ-l IFN Gene von pDZ nach 8 h Stimulation
mit dem jeweils auf der X-Achse angegebenen Stimulus.

3.2.4 Inhibition der IFN-a Produktion der FL-BM DZ durch CpG-1668 und
R-848

Um zu testen, ob diese fehlende Expression der IFN-a Gene bei einer Stimulation mit CpG-
1668 und R-848 auch Auswirkungen auf die IFN-a Produktion bei einer Stimulation mit CpG-
2216 hat, wurden FL-BM DZ zeitgleich mit CpG-2216 [1000 nM] und CpG-1668 [1000 nM]
stimuliert. Nach Analyse der Kulturliberstande mittels ELISA zeigte sich, dass die erwartete
Produktion von IFN-a, aufgrund der Stimulation mit CpG-2216, nicht mehr messbar war. Ein
indirekter Toxizitatseffekt, oder Tod der Zellen konnte ausgeschlossen werden, da die
IL-6 Produktion durch diese simultane Stimulation nicht beeintrachtigt war. Um aufzuklaren,
in wie weit diese Repression der IFN-a Produktion konzentrationsabhangig war, wurden die
FL-BM DZ mit einer konstanten Konzentration von CpG-2216 [1000 nM] zusammen mit einer
absteigenden Konzentrationsreihe von CpG-1668 stimuliert. Bei der Titration zeigte sich,
dass bei hohen Konzentrationen von CpG-1668 kein IFN-a im Kulturiiberstand nachweisbar
war. Diese IFN-a-Inhibierung durch CpG-1668 lag noch bei einer bis zu achtfach héheren
Konzentration von CpG-2216 im Vergleich zu CpG-1668 vor. Erst ab einer geringen
Konzentration von CpG-1668 [~63 nM], der Konzentrationsbereich in dem CpG-1668 selbst
IFN-a induziert, nahm die Inhibierung ab und die FL-BM DZ konnten maximal IFN-a
produzieren. Das inhibitorische Phanomen war spezifisch flir IFN-a, da andere DZ
Metabolite, wie z.B. IL-6, durch eine simultane Stimulierung mit den beiden CpG-Typen nicht
beeintrachtigt waren (Abb. 3.8).
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Da sowohl CpG-1668 als auch CpG-2216 von TLR9 erkannt werden, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei der beobachteten Inhibition der IFN-a Produktion
nicht doch um eine Kompetition um den gleichen Rezeptor handelt, und dass CpG-1668,

entgegen der allgemeinen Annahme, besser von TLR9 erkannt wird als CpG-2216.
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Abb. 3.8: Inh|b|t|on der IFN-a Produktion von CpG-2216 durch gleichzeitige Stimulation mit CpG-1668. FL-
BM DZ (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden mit einer konstanten Konzentration an CpG-2216 (1000 nM) und simultan mit
einer absteigenden Konzentration von CpG-1668 (1000 nM-3,9 nM) stimuliert. Sterne zeigen nicht detektierbare
Zytokinmengen.

Wie schon beschrieben, induzierte der TLR7 Ligand R-848 bei den FL-BM DZ ebenfalls
keine Produktion von IFN-a (s. Abb. 3.4), war jedoch, wie CpG-1668, ebenfalls in der Lage
die Zellen optimal zu stimulieren (s. Abb. 3.2). Da auch bei den Affymetirix GeneChip®
Experimenten keine Expression der Typ-I-IFN Gene gemessen werden konnte (s. Abb. 3.7),
lag die Vermutung nahe, dass R-848 ebenfalls inhibitorisch auf die Produktion von IFN-a
wirkt. Um dies zu testen, wurden FL-DZ aus Wildtyp-Mausen und TLR7 KO Mausen
gleichzeitig mit CpG-2216 und dem TLRY7 Liganden R-848 stimuliert.

Bei diesem Experiment zeigte sich, dass bei den DZ aus den Wildtyp-Mausen die Produktion
von IFN-a durch CpG-2216 konzentrationsabhangig von R-848 unterdrickt wurde. Diese
Inhibition war zudem TLR7 abhangig, da in den FL-DZ von TLR7 defizienten Mausen keine
Beeintrachtigung der IFN-a Produktion beobachtet werden konnte. Auch bei diesem
Experiment wurde die IL-6 Produktion durch die gleichzeitige Stimulation mit R-848 nicht
inhibiert (Ab. 3.9).

Da R-848 Uber TLR7 und CpG-2216 Uber TLR9 das Stimulationssignal in die Zelle
weiterleiten, und auf’erdem beide Substanzen vermutlich tGber unterschiedliche Rezeptoren
aufgenommen werden, lasst sich in diesem Falle eine gegenseitige Rivalitat um den gleichen

Aufnahmerezeptor oder die entsprechenden TLR ausschlielden.
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Abb. 3.9: Inhibition der IFN-a Produktion von CpG-2216 durch gleichzeitige Stimulation mit R-848. FL-BM
DZ aus TLR7 WT (weile Balken) und TLR7 KO Mausen (schwarze Balken) (2,5 x 10° Zellen/ml) wurden mit einer
konstanten Konzentration an CpG-2216 (1000 nM) und simultan mit einer absteigenden Konzentration von
R-848 stimuliert. Sterne geben nicht detektierbare Mengen an Zytokinen an.

3.2.5 Unterschiedliche Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB

Da bekannt war, dass bei der IFN-a Regulation auch der Transkriptionsfaktor NF-kB eine
Rolle spielt (s. 1.4; Abb. 1.3), wurde im nachsten Schritt getestet, ob die beiden CpG-Typen
nach Stimulation unterschiedlich NF-kB induzieren. Zu diesem Zweck wurden uns
freundlicherweise von PD Dr. Stefan Bauer HEK293 Zellen zur Verfiigung gestellt, die stabil
mit murinem TLR9 und einem NF-kB-Promotor-Luziferase-Vektor transfiziert waren. Mit Hilfe
dieser Zellen war es moglich nach der Stimulation mit CpG-DNA die Aktivierung von NF-kB
aufgrund der zusétzlich gebildeten Luziferase zu messen (s. 2.6).

Es zeigte sich, dass CpG-1668 schon in sehr niedrigen Konzentrationen von 10-80 nM eine
starke NF-kB Induktion zeigte, wohingegen eine leichte NF-kB Aktivierung durch CpG-2216
erst bei sehr hohen Konzentrationen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.10).

Da auch R-848 eine starke Aktivierung von NF-kB aufweist [Jurk, 2002] wuchs die
Vermutung, dass die hohe Aktivierung des Transkiptionsfaktors direkt mit der Inhibierung der

IFN-a Produktion zusammenhangt.
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Abb. 3.10: Luziferase Assay zur Bestimmung der NF-kB Aktivierung von CpG-1668 und CpG-2216. Mit
mTLR9 und NF-kB-Reporterplasmid stabil transfizierte HEK293 Zellen (1 x 1052ellen/ml) wurden fur 7 h mit
CpG-1668 (grau) oder CpG-2216 (weifld) stimuliert und anschlieRend die NF-kB Induktion gemessen.

3.2.6 Versuch zur Inhibierung der NF-kB Aktivierung durch TPCK

Um zu testen, ob eine hohe Menge an aktivierten Transkriptionsfaktor NF-kB tatsachlich die
Produktion von IFN-a hemmt, wurde ein Inhibitor fir NF-kB: TPCK (Tosyl-L-
phenylalanylchlormethan), zusammen mit CpG-2216 [500 nM] oder CpG-1668 [500 nM] zu
den FL-BM DZ gegeben. Ziel war es eine TPCK-Konzentration zu finden, die die Menge an
aktivierten NF-kB nach der Stimulation mit CpG-1668 so weit senkt, dass sie der Menge
entspricht, die bei der Stimulation mit CpG-2216 auftritt. Falls eine geringe Quantitadt des
aktivierten NF-kB direkt mit der IFN-a Induktion korreliert, misste das die Produktion von
IFN-a zur Folge haben.

Es zeigte sich, dass bei einer TPCK-Konzentration von 50 uM weder von CpG-2216 noch
von CpG-1668 Zytokine produziert wurden. Dies lag aber an einem massiven Zelltod
aufgrund der Zytotoxizitdt des TPCKs. Ab einer Konzentration von 25 uM des Inhibitors
konnte die Produktion von IFN-a als Antwort auf CpG-2216 wieder gemessen werden, wenn
auch geringer als bei der Stimulation ohne TPCK. Die volle Induktion der IFN-a Produktion
war ab einer TPCK Konzentration von 6,3 uM wieder zu beobachten. Auch die Bildung des
NF-kB abhangigen Zytokins IL-6 wurde durch TPCK beeintrachtigt. Aber auch hier konnte ab
einer TPCK-Konzentration von 6,3 uM sowohl bei der Stimulation mit CpG-2216 als auch mit
CpG-1668 eine robuste Induktion des Zytokins gemessen werden. Die niedrigeren |L-6

Werte bei 6,3 uM TPCK, im Vergleich mit den ohne TPCK stimulierten Zellen, lassen sich
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wahrscheinlich auf den inhibitorischen Effekt der Chemikalie zurtckfuhren und nicht auf
Zelltod, da bei dieser Konzentration die IFN-a Produktion mit CpG-2216 nahe an den Wert
urspriinglichen Wert ohne TPCK hinreicht. Die verringerte NF-kB Menge bei der Stimulation
mit 6,3 yM TPCK war somit ausreichend um IFN-a als Antwort auf CpG-22216 zu
induzieren. Eine IFN-a Produktion aufgrund der Stimulation mit CpG-1668 konnte jedoch bei

keiner der eingesetzten Konzentration an TPCK gemessen werden (Abb. 3.11)
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Abb. 3.11: ELISA nach der Stimulation von FL-BM DZ (2 x 10° Zellen/ml) fiir 21 h mit CpG-1668 [500 nM]
oder CpG-2216 [500 nM] mit und ohne NF-kB Inhibitor TPCK. Selbst durch die Inhibition von NF-kB konnte
keine IFN-a Produktion als Reaktion auf CpG-1668 gemessen werden. Sterne zeigen nicht detektierbare Mengen
des Zytokins an.

Auch andere Inhibitoren des Aktivierungweges von NF-kB, wie z.B. BAY 11-7082, fihrten zu
keiner IFN-a Produktion als Reaktion auf eine Stimulation mit CpG-1668 in hoher
Konzentration. Lediglich Wortmannin, ein Inhibitor der Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pi3K),
fuhrte mit CpG-1668 zu einer IFN-a Produktion. Die erzielte Menge war aber nur mit der zu
vergleichen, welche mit niedriger CpG-1668-Konzentration produziert wurde. Da bekannt
war, dass Wortmannin zudem die Aufnahme von CpG-DNA in Zellen hemmt [Ishii, 2002]
wurde durch Dr. Frank Schmitz (TU-Munchen) mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie bestatigt, dass durch Wortmannin lediglich weniger CpG-1668 in die Zelle

gelangt und diese geringe Menge flr die beobachtete IFN-a Produktion verantwortlich ist.

3.2.7 p50 defiziente Mause reagieren auf hohe Konzentrationen von
CpG-1668 mit der Produktion von IFN-a

Da die Inhibition von NF-kB durch chemische Inhibitoren zu keinem Ergebnis flihrte, wurden
im Zuge einer Kooperation mit Dr. Meredith O’Keeffe und Dr. Steve Gerondakis am WEHI in
Melbourne, Australien verschiedene NF-kB defiziente Mause auf das Inhibitionsphanomen

durch CpG-1668 oder R-848 hin untersucht. Zu der Familie der Rel/NF-kB Proteine, von
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denen insgesamt funf bekannt sind, gehdren: pS0 (=NF-kB1), p52 (=NF-kB2), p65 (=RelA),
RelB, and c-Rel. Allen gemeinsam sind eine DNA-Bindestelle und eine Dimerisierungsstelle
durch die sie als Homo oder Hetero-Dimer den Transkriptionsfaktor NF-kB bilden. Im
Einzelnen wurden FL-BM DZ und ex vivo isolierte pDZ von folgenden NF-kB KO Mausen
getestet: RelA, RelB, c-rel, NF-kB1 (=p50), NF-kB2 (=p52) und Doppel KO (p50/c-rel).

Die Zellen wurden als Gesamt-FL-BM DZ oder nach Sortierung mit CpG-2216 [1 pM], CpG-
1668 [0,5 uM] oder R-848 [1 ug/ml] stimuliert. Nach 46 h wurde der Kulturiberstand
abgenommen und mittels ELISA die IFN-a Produktion gemessen. Es zeigte sich, dass Zellen
aus KO Mausen ohne NF-kB1 (mit oder ohne Beteilung von c-rel) auch auf CpG-1668 oder
R-848 hohe Konzentrationen von IFN-a produzieren konnten. Damit zeigte sich die Inhibition
der IFN-a Produktion durch CpG-1668 oder R-848 abhangig von NF-kB1 (p50), aber nicht
von den anderen NF-kB Subtypen (RelA, RelB, c-Rel, NF-kB2). Exemplarisch sind in
Abb. 3.12 die Daten fiir die reine pDZ Population aus p50/c-Rel KO Mausen dargestellt. Es
wurde deutlich, dass die Zellen der knock-out Mause in der Lage waren sowohl auf CpG-
1668 als auch auf R-848 eine grofle Menge an IFN-a produzierten. Bei R-848 lag die Menge
im Bereich der CpG-2216 Stimulation, bei CpG-1668 ging sie sogar dariber hinaus. Die
Wildtypzellen reagierten erwartungsgemaf nur auf CpG-2216 mit der Produktion von IFN-a.

O Wildtyp B p50/c-Rel KO
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Abb. 3.12: IFN-a Produktion von p50/ c-Rel KO pDZ (0,5x106 Zellen/ml) auf Stimulation mit CpG-2216,
CpG-1668 und R-848. Sowohl auf CpG-1668 als auch auf R-848 produzieren die Zellen groRe Mengen an
IFN-a. Sterne zeigen nicht detektierbare Mengen des Zytokins.

Dieses Ergebnis macht deutlich, dass das inhibitorische Phanomen bei der IFN-a Produktion
von pDZ durch CpG-1668 oder R-8484 von NF-kB1 abhangig ist. Welche weiteren Molekiile

fur diese Inhibition eine Rolle spielen ist Gegenstand der gegenwartigen Forschung.
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Ein anderer Ansatz zur ldentifizierung der Unterschiede zwischen A-Typ und B-Typ CpG-
ODN waren Analysen zur chemischen Zusammensetzung der ODN, welche in den

folgenden Kapiteln dargestellt werden.

3.3. Welche chemische Komponente der CpG-ODN ist fur die
unterschiedliche IFN-a Induktion verantwortlich?

Da sich Typ A und Typ B CpG-ODN in ihrer chemischen Zusammensetzung unterscheiden,
war es ein weiteres Ziel, die Komponente zu identifizieren, welche fir die unterschiedliche
IFN-a Induktion verantwortlich ist. Es wurde angenommen, dass das gemischte Rickgrat mit
den Guanosin-Anhangen am 5’ und 3’ Ende, im Zusammenhang mit der zentralen Sequenz
mit den repetitiven CpG-Motifen, der Typ A CpG-ODN fiir die grofle IFN-a Produktion
verantwortlich ist. Um herauszufinden welcher dieser Bestandteile letztlich fur die IFN-a
Induktion nétig ist, wurden diverse Modifikationen in den Ursprungssequenzen eingefligt.
Zuerst konzentrierten sich die Untersuchungen auf den Einfluss der Kernsequenz fir die
IFN-a Induktion.

3.3.1 Einfluss der CpG-Kernsequenz

Um herauszufinden, welchen Einfuly die innere Kernsequenz der CpG-ODN auf die IFN-a
Induktion hat, wurde das CpG-ODN 1668 chemisch so modifiziert, dass es bis auf die innere
Sequenz dem CpG-ODN 2216 glich. D. h. es wurden an die urspringliche Sequenz von
CpG-1668 an beiden Enden poly-G-Anhange angefiigt, die durch Phosphothioat-Bindungen
stabilisiert wurden, wahrend das RuUckgrat der inneren CpG-haltigen Sequenz aus
Phosphodieser-Bindungen bestand. Damit entstand ein so genanntes ,mixed backbone*
(MB), wie es auch die Originalsequenz von CpG-2216 aufweist. Die genauen Sequenzen

und Modifikationen konnen aus Tabelle 3.2 enthommen werden.

Name Sequenz
CpG-1668: 5- T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G*A*T*G*C*T
CpG1668-MB: 5-G*G'TCCATGACGTTCCTGATGCTG*G*G*G*G*G
CpG-2216: 5-G*G'GGGACGATCGTC*G*G*G*G*G*G

Tab. 3.2: Sequenzen der CpG-ODN 2216, 1668 und 1668-MB. Unterstrichen sind die jeweiligen CpG-Motife,
* zeigt eine Phosphothioat-Bindung zwischen den Nukleotiden an.
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FL-BM generierte Kulturzellen wurden mit einer abfallenden Konzentrationsreihe mit diesen
CpG-ODN fiur mindestens 18 h stimuliert und sowohl die IFN-a als auch die IL-6 Produktion
mittels ELISA gemessen. Uberraschender Weise wurde deutlich, dass das so modifizierte
CpG-ODN 1668 ebenfalls in der Lage war in hohen Konzentrationen die Produktion von
grol’en Mengen an IFN-a zu induzieren. (Abb. 3.13). Es war kaum ein Unterschied zwischen
dem klassischen Typ A CpG-ODN 2216 und dem modifizierten Typ B CpG-ODN 1668
erkennbar. Somit wurde deutlich, dass die innere Kernsequenz der CpG-ODN 1668 und
2216 nicht von entscheidender Bedeutung fur die IFN-a Induktion ist, sondern, dass die
ausschlaggebende Komponente entweder die Bindungen des Rickgrats, oder die poly-G

Anhange an den 3’ und 5’ Enden sein mussen.

IL-6 [ng/ml]
8 8

4=
=
P

20

——CpG-2216 ——CpG-1668 ——CpG-1668 MB

Abb. 3.13: Einfluss der CpG-Kernsequenz auf die Produktion von IFN-a und IL-6. Stimulation der FL-BM DZ
(1,75 x 10° Zellen/ml) mit CpG-2216, CpG-1668 oder CpG-1668 MB. Analyse der IFN-a und IL-6 Produktion
mittels ELISA.

3.3.2 Einfluss der Phosphothioat-Bindungen des Riickgrats

Da gezeigt werden konnte, dass die innere Kernsequenz nicht die ausschlaggebende
Komponente fir die Zytokinproduktion ist (Abb. 3.13), wurde sowohl bei Typ A (CpG-2216)
als auch bei Typ B (CpG-1668) die Bindung zwischen ihren Nukleotiden verandert, nicht
aber die Sequenz. Das heif3t, dass das gemischte Rickgrat des urspriinglichen CpG-2216
entweder durch ein komplettes Phosphodiester (PD) oder komplettes Phosphothioat (PTO)
Ruckgrat ersetzt wurde. Das urspringliche CpG-ODN 1668 lag bereits mit einem
Phosphothioat-Rlckgrat vor, das durch Phosphodiester-Bindungen ersetzt wurde. Die
genauen Sequenzen kdnnen aus der Tabelle 3.3 entnommen werden.

FL-BM Kulturzellen wurden mit abfallenden Konzentrationsreihen der so modifizierten CpG-

ODN stimuliert und die Zytokinproduktion mittels ELISA gemessen.

64



ERGEBNISSE

Name Sequenz
CpG-2216: 5-G*G'GGGACGATCGTC*G*G*G*G*G*G
CpG-2216 PD: 5-GGGGGACGATCGTCGGGGGG
CpG-2216 PTO: | 5'- G*G*G*G*G*A*C*G*A*T*C*G*T*C*G*G*G*G*G*G
CpG-1668: 5- T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G*A*T*G*C*T
CpG-1668 PD: 5- TCCATGACGTTCCTGATGCT

Tab. 3.3: Sequenzen der CpG-ODN 2216, 2216-PD, 2216-PTO, 1668 und 1668-MB.

Unterstrichen sind die jeweiligen CpG-Motife, * zeigt eine Phosphothioat-Bindung zwischen
den Nukleotiden an.

Fir die konzentrationsabhangige IFN-a Produktion von CpG-2216 war es unerheblich, ob die
poly-G-Anhange ein Phosphodiester- oder Phosphothioat Rickgrat besafllen, da beide
Varianten annahernd gleich grolle Kapazitat besalen IFN-a zu induzieren (~200 u/ml)
(Abb. 3.14). Nur wenn zusatzlich zu den poly-G-Anangen auch die Kernsequenz durch
Phosphothioat Bindungen stabilisiert wurde (2216-PTO), war keinerlei IFN-a mehr messbar.
Ein vergleichbares Bild zeigte sich auch bei der Produktion von IL-6 als Antwort auf diese
CpG-2216 Varianten. Somit scheint die Kombination von poly-G mit kompletter
Phosphothioat Modifikation zur weit reichenden biologischen Inaktivierung der ODN zu
fUhren.

Das CpG-2216 mit einem vollstdndigen Phosphodiester-Rickgrat (CpG-2216 PD) war zwar
auch in der Lage konzentrationsabhangig die IL-6 Produktion anzuregen, die maximale
Produktion von ~45ng/ml bei der Stimulation mit 2uM CpG-ODN lag jedoch nur etwa bei der
Halfte als die, die mit dem unmodifizierten CpG-2216, mit dem ,mixed backbone®, erreicht
werden konnte. Allerdings lie3 sich bei dieser kompletten PD-Modifkation auch noch bei
16 nM CpG-ODN IL-6 nachweisen (~3,5ng/ml), wo hingegen bei dieser Konzentration mit
dem urspringlichen CpG-2216 bereits kein IL-6 mehr gemessen werden konnte. Als
Kontrast dazu induzierte das CpG-2216 PTO nur in den héchsten Konzentrationen von 2uM
und 1uM geringe Mengen IL-6 (Abb. 3.10).

Bei den CpG-1668 Sequenzen ging durch das komplette Phosphodiester Rickgrat (CpG-
1668 PD) neben der Fahigkeit in geringen Konzentrationen IFN-a zu induzieren, auch die
hohe Induktion von IL-6 verloren. IL-6 konnte lediglich in geringen Mengen in den hdchsten
Konzentrationen nachgewiesen werden. Der Grund fir die mangelnde Zytokinproduktion des
CpG-1668 PD liegt wohl darin, dass es weder schitzende poly-G-Anhange and den Enden
tragt, noch durch Phosphothioat-Bindungen stabilisiert wird. Somit wird das komplette CpG-
1668 PD zu anfallig fir den Abbau durch DNasen, die von den zu stimulierenden Zellen

gebildet werden. Dieser Verdau des Oligonukleotids geschieht noch bevor es zu einem
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ausreichenden Aktivierungssignal in den Zellen kommt, welches zur Produktion der Zytokine
fuhren wirde (Abb. 3.14).

Letztlich konnte so aber gezeigt werden, dass grolse Mengen an IFN-a als Antwort auf CpG-
2216 auch produziert werden, wenn die poly-G-Anhange nicht durch Phosphothioat
stabilisiert wurden. Die IFN-a induzierende Komponente stellt somit nicht das gemischte
Ruckgrat aus PD und PTO dar.

IFN-c: [u/ml]
@
o

IL-6 [ng/ml]

—3—CpG-1668 =—/—CpG-1668 PD —4—CpG-2216 =H—CpG-2216 PD —8—CpG-2216 PTO

Abb. 3.14: Einfluss der Phosphothioat-Bindungen auf die Produktion von IFN-a und IL-6. Stimulation der
FL-BM DZ (1,75 x 10° Zellen/ml) mit CpG-1668, CpG-1668 PD, CpG-2216, CpG-2216 PD oder CpG-2216 PTO.
Analyse der IFN-a und IL-6 Produktion mittels ELISA.

3.3.3 Einfluss der Guanosin-Anhange von CpG-2216

Als letzte Modifikationsmoglichkeit wurde der Einfluss der Guanosin-Anhdnge an der
urspringlichen CpG-2216 Sequenz untersucht. Dafir wurden CpG-Oligonukleotide
entworfen, deren Sequenz jener von CpG-2216 entsprach, deren Nukleotidbindungen
komplett aus Phosphodiester bestanden und denen entweder am 5 oder am 3’ Ende die

Guanosinkette fehlte. Die genauen Sequenzen sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Name Sequenz
CpG-2216: 5-G*G'GGGACGATCGTC*G*G*G*G*G*G
CpG-2216 PD: 5-GGGGGACGATCGTCGGGGGG
CpG-2216 5°G-del: | 5°- ACGATCGTCGGGGGG
CpG-2216 3’'G-del: [5-GGGGGACGATCGTC

Tab. 3.4: Sequenzen der CpG-ODN 2216, 2216-PD, 2216 5'G-del und 2216 3’G-del.

Unterstrichen sind die jeweiligen CpG-Motife, * zeigt eine Phosphothioat-Bindung zwischen
den Nukleotiden an.
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Erneut wurden FL-BM Kultur DZ mit diesen unterschiedlichen Oligonukleotiden fir mind.
18 h bei 37 °C stimuliert und der Kulturiberstand mittels ELISA auf IFN-a und IL-6
untersucht.

Wie schon in Kapitel 3.3.2 beschrieben zeigten sich kaum Unterschiede in der Induktion
beider Zytokine, wenn statt dem urspringlichen CpG-2216 ein CpG-2216 PD verwendet
wurde, dessen Riickgrat vollstandig aus Phosphodiester-Bindungen bestand. Zusatzlich war
das Oligonukleotid in der Lage groRe Mengen an IFN-a und IL-6 in den in vitro generierten
Dendritischen Zellen zu induzieren, selbst wenn der 5’ -Guanosin Anhang (CpG-2216 5'G-
del) fehlte. Die maximale Produktion beider Zytokine wurde, wie bei der urspriinglichen CpG-
2216 Sequenz, mit der hochsten Konzentration von CpG-2216 5'G-del erreicht. Die
maximalen Mengen an IFN-a und IL-6 lagen aber etwas unter der, die mit CpG-2216 erreicht
werden konnten. Zudem nahm die produzierte Zytokinmenge mit abnehmendem Stimulus
starker ab (Abb. 3.15).

Die fehlende Guanosin-Kette am 3’-Ende (CpG-2216 3'G-del) fihrte jedoch zum annahernd
kompletten Verlust der Induktion von IFN-a und IL-6 Produktion (Abb. 3.15).

So lasst sich sagen, dass die Kette von Guanosinen am 3’-Ende deshalb fiir die Induktion
von Zytokinen, inklusive IFN-a und IL-6, wichtiger zu sein scheint, als der Anhang am 5’-
Ende, da ohne ihn keinerlei Zytokine produziert wurden. Fehlte jedoch am 5-Ende die
Guanosin-Kette, zeigte das nahezu keine Auswirkungen auf die Fahigkeit Zytokine zu

induzieren.
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Abb. 3.15: Einfluss der poly-G Anhdnge am 3’ und 5’ Ende von CpG-2216 auf die Produktion von IFN-a
und IL-6. Stimulation der FL-BM DZ (1,75 x 10° Zellen/ml) mit CpG-2216, CpG-2216 PD, CpG-2216 5'G-del oder
CpG-2216 3'G-del. Analyse der IFN-a und IL-6 Produktion mittels ELISA.
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3.3.4 Spezies-Spezifitait von CpG-2216, CpG-1668, CpG-2006 und
CpG-2006polyG

Neben den CpG-ODN Typen A und B wurden auch Sequenzen innerhalb des B-Typs
identifiziert, die auf eine Spezies spezifische Erkennung deuten [Bauer, 2001]. Wobei die
flankierenden Regionen um das CG-Kernmotif von entscheidender Bedeutung sind. So
reagieren murine Zellen besser auf die Kern-Sequenz GACGTT mit insgesamt nur einem CG
Motif (z. B.: CpG-1668), wahrend humane Immunzellen besser auf ein Typ B CpG-ODN
reagieren, dass mehrere CG Motife enthalt und dessen Kern-CG folgende Sequenz aufweist:
GTCGTT (z.B.: CpG-2006). Beide CpG-ODN haben ein Rickgrat mit Phosphothioat
Bindungen anstatt Phosphodiestern, was die Resistenz der Oligonukleotide gegenuber
Nukleasen in der Zelle erhéht [Krieg, 2002].

Wie in der vorhergegangen Kapiteln bereits beschrieben, konnten durch Modifikationen des
Ruckgrats und der 5°/3’ Enden, die unterschiedliche Induktion der IFN-a Produktion durch die
CpG-ODN 2216 (Typ A) und 1668 (Typ B), aufgehoben werden. Es stellt sich nun die Frage,
ob durch solche Modifikationen die Spezies spezifische Reaktionen ebenfalls verandert
werden kann. Zu diesem Zweck wurden an die urspringliche Sequenz von CpG-2006 an
das 5 und an das 3’ Ende Guanosin-Ketten angefiigt und zusatzlich die Bindungen des
Ruckgrats der DNA verandert. Die CpG tragende Sequenz enthielt nur noch Phosphodiester
Bindungen, wahrend die Guanosin-Ketten durch Phosphothioate stabilisiert wurden. So
entstand ein Typ B CpG-ODN, das seiner inneren Kernsequenz nach als human spezifisch
definiert war. Durch die Modifikationen der Enden und des Rickgrates, glich es aber nun
dem Typ A CpG-ODN 2216 das als immunstimulatorisch sowohl flir humane als auch fir

murine Zellen beschrieben ist. Die genauen Sequenzen sind der Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Name Sequenz
2006: 5’- G*G*G*T*C*G*'T*C*G*T*T*T*T*G*TC*G*T*T*T*T*G*T*C*G*T*T
2006-pG: | 5-G*G*\GGGTCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTTG*G*G*G*G*G
1668: 5- T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G*A*T*G*C*T
2216: 5-G*G*GGGACGATCGTC*G*G*G*G*G*G

Tab. 3.5: Sequenzen der CpG-ODN 2216, 2006, 2006pG und 1668. Unterstrichen sind die jeweiligen CpG-
Motife, * zeigt eine Phosphothioat-Bindung zwischen den Nukleotiden an.
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Nach der Stimulation von FL-BM DZ fr 23 h mit diesen CpG-ODN wurde im Kulturtiberstand
die Produktion von IFN-a und IL-6 mittels ELISA gemessen. Ohne Modifikationen induzierten
die beiden Typ B CpG-ODN 1668 und 2006 in hohen Konzentrationen kein IFN-a, im
Gegensatz zum Typ A, CpG-2216, welches bei hohen Konzentrationen in der Lage war viel
IFN-a zu induzieren (siehe auch Abb. 3.6). CpG-1668 und CpG-2006 waren lediglich bei
niedrigen Konzentrationen (ab 125 nM) in der Lage IFN-a in geringen Mengen zu induzieren.
Die Induktion von CpG-2006 befand sich sogar nur knapp Uber dem Detektionslimit.
(Abb. 3.16). Auch bei der Induktion von IL-6 glichen sich die Kurven der beiden Typ B CpG-
ODN 1668 und 2006 in dem sie mit den héchsten CpG-Konzentrationen ein Plateau an
produziertem IL-6 zeigen, auch wenn wieder die produzierten Mengen durch CpG-2006
Stimulation geringer waren als mit CpG-1668. Diese verringerte Zytokinproduktion als
Reaktion auf CpG-2006 lasst sich gut mit der beschriebenen Spezies-Spezifitdt erklaren,
wonach murine Immunzellen auf diesen Typ Oligo nicht so gut reagieren, wie humane
Zellen. Durch die Modifikationen zeigte sich jedoch, dass das humanspezifische CpG-2006
ebenfalls in der Lage war murine FL-BM DZ zu hoher IFN-a und [I-6 Produktion anzuregen
und das im gleichen Ausmal} wie das Typ A CpG-2216 (Abb. 3.16).

1IFN-0: [u/m]

== CpG-1668 =@=CpG-2216 == CpG-2006 == CpG-2006 pG

Abb. 3.16: Einfluss der poly-G Anhdnge am 3’ und 5 Ende von humanspezifischen CpG-2006 auf die
Produktion von IFN-a und IL-6 nach Stimulation muriner FL-BM DZ. 2,5 x 10° Zellen/ml wurden mit CpG-
2216, CpG-1668, CpG-2006 oder CpG-2006-pG aktiviert und die IFN-a und IL-6 Produktion mittels ELISA
analysiert.

Somit lasst sich schlussfolgern, dass die Aktivierung der DZ unabhangig von der
Kernsequenz des verwendeten CpG-ODN ist und es in diesem Sinne keine Spezies-
Spezifitat der CpG-ODN gibt. Die Fahigkeit, die Produktion von IFN-a zu induzieren, hangt

somit lediglich von den Modifikationen an den Enden der CpG-Oligonukleotide ab.

69



ERGEBNISSE

3.4 TLR9 unabhangige und abhangige Erkennung von HSV-1

Neben nicht-methylierter, bakterieller DNA, bzw. CpG-ODN kénnen pDZ auch durch
verschiedene Viren wie z.B. Sendai-Virus [lto, 2002], Influenza-Virus [Cella, 1999] oder
Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) [Gilliet, 2002; Brawand, 2002] zur Produktion grofer
Mengen IFN-a angeregt werden. Von diesen Modell-Viren besitzt HSV-1 eine
doppelstrangige DNA als Genom und zu Beginn der Arbeit war noch nicht geklart, ob virale
DNA ein natulrlicher Ligand fur TLR9 ist. In den folgenden Kapiteln wurde naher untersucht,
in wie weit TLR9 bei der Aktivierung von pDZ durch HSV-1 beteiligt ist.

3.41 FL-BM DZ aus TLR9 und MyD88 defizienten Mausen produzieren
IFN-a als Immunantwort auf Stimulation mit HSV-1

Um zu testen, ob TLR9 oder das fir viele TLRs essentielle Adaptorprotein MyD88 bei der
Erkennung von HSV-1 eine Rolle spielt, wurde aus Knochenmark von Wildtyp, TLR9 KO und
MyD88 KO Mausen FL-BM Kulturen angesetzt, die nach 8-9 Tagen typischerweise pDZ als
auch cDZ enthielten (s. Abb. 3.1 A). Die Kulturzellen wurden dann mit HSV-1, CpG-2216
oder R-848 stimuliert und die Menge an produzierten IFN-a und IL-6 im Kulturiiberstand
mittels ELISA gemessen. Der TLR9 Ligand CpG-2216 und der TLR7 Ligand R-848 wurden
als Kontrollen verwendet.

Wie erwartet induzierte CpG-2216 TLR9 und MyD88-abhangig IFN-a und IL-6 in grof3en
Mengen (Abb. 3.17 A). Der TLR7 Ligand R-848 induzierte sowohl in den Zellen des Wildtyps,
als auch in den TLR9 KO Zellen IL-6, war jedoch bei den MyD88 KO Zellen komplett stumm.
Wie bereits zuvor beschrieben (Abb. 3.4) war R-848 nicht in der Lage in den FL-BM DZ
detektierbare Mengen an IFN-a zu induzieren.

Im Gegensatz dazu induzierte HSV-1 unerwarteter Weise die Produktion von IFN-a und IL-6
in den FL-BM DZ nicht nur von den Wildtyp, sondern auch von den TLR9 und MyD88
defizienten Mausen. Jedoch waren die IL-6 Mengen bei den FL-BM DZ aus den MyD88 KO
Mé&usen deutlich reduziert (Abb. 3.17 A).
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Abb. 3.17: FL-BM generierte DZ werden durch HSV-1 unabhéangig von TLR9 und MyD88 aktiviert. 2,5x10°
Zellen/ml aus Kulturen von Wildtyp, TLR9 KO und MyD88 KO Méausen wurden mit HSV-1 (1x10’ pfu/ml),
CpG-2216 (1uM) oder R-848 (1ug/ml) stimuliert. (A) Die Ubersténde der Stimulation wurden mittels ELISA auf die
Produktion von IFN-a und IL-6 untersucht. HSV-1 (schwarzer Balken) induzierte beide Zytokine TLR9 und MyD88
unabhangig, CpG-2216 (weiler Balken) induzierte nur in den Wildtypzellen IFN-a und IL-6 und R-848 (gestreifter
Balken) war lediglich MyD88 abhangig, aber nicht in der Lage IFN-a zu produzieren. Sternchen weisen auf nicht
detektierbare Zytokinmengen hin. (B) Die stimulierten Zellen und die unstimulierten Kontrollzellen (diinner Strich)
wurden mit Antikérper gegen CD86 und CD40 gefarbt. Beide Oberflachenmolekile wurden durch HSV-1 (grau
hinterlegtes Histogramm) auch auf TLR9 KO und MyD88 KO Zellen exprimiert. Die anderen Stimuli CpG-2216
(dicke, schwarze Linie) und R-848 (graue Linie) zeigten eine komplette MyD88 abhangige Aktivierung der Zellen.

Die Reifung der FL-BM DZ im Zusammenhang mit der Stimulation mit den TLR7 / TLR9
Liganden oder HSV-1 wurde anhand der Expression der Oberflachenmarker CD40 und
CD86 bestimmt. Die Responsivitat auf die TLR-Liganden CpG-2216 und R-848 war wie
erwartet komplett MyD88 abhangig und flir CpG-2216 zusatzlich TLR9 abhangig
(Abb. 3.17 B).

Die Reifung der DZ als Antwort auf HSV-1 war sowohl TLR9 als auch MyD88 unabhangig,
da die Zellen aus beiden Mausetypen eine erhdhte Expression beider Aktivierungsmarker
nach Stimulation mit HSV-1 auf ihrer Oberflache zeigten (Abb. 3.17 B).

Dieses Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass weder die Expression von TLR9, noch von
MyD88, dem essentiellen Adaptormolekul fir TLR9 und TLR7, fir die Aktivierung der FL-BM
DZ mittels HSV-1, nétig ist.

Die Beobachtung, dass HSV-1 von TLR9 und MyD88 unabhangig erkannt wurde, war sehr
Uberraschend, da angenommen wurde, dass das doppelstrangige (ds) DNA Genom des
Virus die Aktivierung der DZ vermittelt. Aber noch war unklar, ob tatsachlich die pDZ der FL-

BM Kultur die IFN-a Produzenten auf die HSV-1 Stimulation waren.
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3.4.2 FL-BM cDZ und pDZ produzieren IFN-a auf Stimulation mit HSV-1
TLR9 unabhangig

Um die IFN-a Quelle innerhalb der gemischten FL-BM Kulturzellen aus Wildtyp (WT) und
TLR9 KO Mausen zu identifizieren, wurden die plasmazytoiden DZ (CD11c*; CD45RAM":
CD11b"%) und die konventionellen DZ (CD11c*; CD45RA™? CD11b"") mittels eines
Zellsortierers von einander getrennt. Die Reinheit der getrennten Populationen betrug 97%.
Beide Populationen wurden im Anschluss getrennt von einander mit HSV-1 [1*10 pfu/ml]
und als TLR9 Kontrolle mit CpG-2216 [1 uM] fir mindestens 18 h stimuliert. Wie in
Abb. 3.18 A gezeigt, produzierten die pDZ aus den Wildtyp Mausen auf CpG-2216 IFN-a,
TNF-a und IL-6, die cDZ hingegen produzierten TNF-a und IL-6, jedoch kein IFN-a. Wie
erwartet, wurden keine Zytokine durch CpG-2216 in den pDZ oder cDZ der TLR9 KO Mause
induziert.

Unerwarteter Weise produzierten neben den pDZ, auch die cDZ IFN-a als Antwort auf die
HSV-1 Stimulation. Die IFN-a Produktion war zudem bei beiden Zellpopulationen TLR9
unabhangig, jedoch war in den TLR9 KO pDZ die IFN-a Produktion als Reaktion auf das
Virus deutlich reduziert und auch TNF-a und IL-6 lie3en sich nicht mehr nachweisen, was
darauf hindeutet, dass die HSV-1 Erkennung in den gereinigten pDZ zum Grol3teil, aber nicht
ausschlief3lich, TLR9 abhangig ist.

Im Gegensatz dazu blieb die produzierte Menge an IFN-a in den TLR9 KO cDZ als Reaktion
auf das Virus nahezu unverandert, jedoch nahmen die produzierten Mengen an TNF-a und
IL-6 im Vergleich zu den cDZ aus den Wildtypmausen auch hier ab. Diese Abnahme kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass die Produktion von TNF-a und IL-6 der cDZ teilweise TLR9
abhangig ist, die IFN-a Produktion der cDZ jedoch véllig TLR9 unabhéangig induziert wird
(Abb. 3.18 A).
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Abb. 3.18: ELISA fir IFN-a, TNF-a und IL-6 nach Stimulation mit HSV-1 (schwarz) oder CpG-2216 (weiB).
Von einander getrennte pDZ und cDZ (2,5x105 Zellen/ml) aus Wildtyp und TLR9 KO FL-BM Kulturen. (A) cDZ
waren fahig auf HSV-1 Stimulation IFN-a, TNF-a und IL-6 in TLR9 unabhangiger Weise zu produzieren. Sterne
kennzeichnen nicht detektierbare Zytokin-Mengen. (B) Sowohl pDZ als auch cDZ (5x105 Zellen/ml) produzierten
mehr IFN-a auf HSV-1, wenn zur Stimulation zusatzlich IL-3 (10 ng/ml) und GM-CSF (10 ng/ml) zugesetzt wurde
(grauer Balken).

Da die Menge an produzierten IFN-a relativ gering war, wurde eine Moglichkeit gesucht, wie
man die Produktion erhdhen kdnnte. Ein Ansatz war eine Publikation von Cederblad et al.
(1991) in der beschrieben wurde, dass bei humanen PBMC (periphere Blut mononukleare
Zellen) die zusatzliche Gabe von IL-3 und GM-CSF die IFN-a Produktion bei Stimulationen
mit HSV foérderte. Um zu testen, ob dieser Effekt auch bei den FL-BM DZ zutrifft, wurden
beide Zytokine und HSV-1 zu den Zellen gegeben und es zeigte sich, dass auch die FL-BM
pDZ und cDZ zusammen mit GM-CSF und IL-3 mehr IFN-a auf HSV-1 produzierten als ohne
diesen Zytokincocktail (Abb.3.18 B).

Aus diesem Grund wurden fiir viele der nachfolgenden Versuche diese Zytokine bei der

viralen Stimulation mit eingesetzt.
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3.4.3 Ex vivo isolierte Knochenmarkszellen produzieren IFN-a auf
HSV-1 Stimulation TLR9 unabhangig

Nachdem offensichtlich war, dass neben den pDZ auch die cDZ aus der FL-BM Kultur in der
Lage sind IFN-a als Immunantwort auf HSV-1 TLR9 unabhangig zu produzieren (Abb. 3.18),
wurde als Nachstes untersucht, ob diese Fahigkeit auch in ex vivo isolierten
Knochenmarkszellen auftritt.

In Abb.3.19 A ist die IFN-a Produktion, als Reaktion auf CpG-2216 [1uM] und
HSV-1[1x10” pfu/ml], von unseparierten, ex vivo isolierten Knochenmark aus Wildtyp
Mausen dargestellt. Auf beide Stimuli reagierten die Gesamt-Knochenmarkszellen mit der

Bildung von IFN-a.
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Abb. 3.19: Ex vivo isolierte Knochenmarkszellen aus Wildtypmausen wurden durch HSV-1 zur IFN-a
Produktion angeregt. (A) Gesamte (2,5x10°%/ml +IL-3+GM-CSF)), (B) CD45RA angereicherte (2,5x10%/ml), (C)
B220 angereicherte (2,5x10%/ml) oder (D) CD19 angereicherte (1x10%ml) frisch isolierte Knochenmarkszellen
wurden mit HSV-1 (schwarzer Balken) oder CpG-2216 (weifer Balken) stimuliert. Die Uberstédnde wurden mittels
ELISA auf die Produktion von IFN-a analysiert. Sowohl die CD45RA pos und neg als auch die B220 pos und neg
Zellen produzierten IFN-a als Antwort auf HSV-1 Stimulation. Bei den CD19 fraktionierten Zellen reagierte nur die
CD19 neg Zellen mit IFN-a Produktion auf beide Stimuli. Sterne kennzeichnen nicht detektierbare Mengen an
IFN-a.

Da bekannt ist, dass plasmazytoide DZ (pDZ) CD45RA und B220 auf ihrer Oberflache
tragen, wurden diese Marker verwendet, um innerhalb der ex vivo isolierten Knochenmarks-

Zellen die IFN-a Produzenten zu definieren. Mit Hilfe von Antikérpern gegen CD45RA oder
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B220 und magnetischer Zelltrennung (MACS) (s. 2.8.1) wurden die Zellen entweder flr
CD45RA oder B220 angereichert. Bei der Stimulation mit CpG-2216 zeigte sich, dass die
Hauptproduzenten fir IFN-a in den CD45RAP*® und B220°°° Fraktionen zu finden waren,
wohingegen in den negativen Fraktionen kaum eine IFN-a Produktion nachzuweisen war
(Abb. 3.19 B+C).

Eine wichtige Beobachtung war aber die Tatsache, dass sowohl die CD45RA negativen als
auch die B220 negativen Zellen in der Lage waren gro3e Mengen an IFN-a zu produzieren,
wenn sie mit HSV-1 stimuliert wurden. Das liel3 die Vermutung zu, dass Zellen, die einen
anderen Phanotyp als die ,klassischen® pDZ aufweisen ebenfalls in der Lage sind IFN-a als

Antwort auf HSV-1 zu produzieren.

Da CD45RA und B220 auch auf B-Zellen exprimiert wird, sollte getestet werden, ob B-Zellen
fir die gemessene IFN-a Produktion der CD45RA und B220 positiven Fraktionen
verantwortlich sind. Dazu wurden die Gesamtzellen aus dem ex vivo isolierten Knochenmark
anhand ihrer CD19 Expression, ein spezifischer Marker fiir B-Zellen, in zwei Fraktionen
getrennt. Beide Fraktionen, CD19 positive und CD19 negative, wurden wieder mit CpG-2216
und HSV-1 stimuliert. Die IFN-a Produzenten waren fur beide Stimuli nur in der CD19
negativen Fraktion zu finden. Somit konnten die B-Zellen, eine der Hauptpopulationen im

Knochenmark, als IFN-a Produzenten auf HSV-1 ausgeschlossen werden (Abb. 3.19 D).

Als Nachstes wurde untersucht, ob die IFN-a Produktion der B220 negativen Zellen auf
HSV-1 Stimulation auch in den ex vivo isolierten Knochenmarkszellen TLR9 unabhangig
war. Der Vergleich der IFN-a Produktion zwischen B220 selektierten Zellen aus Wildtyp und
TLR9 KO Méausen zeigte, dass sowohl die B220*, pDZ angereicherte, als auch die B220,
pDZ depletierte, Fraktion vergleichbare Mengen an IFN-a in TLR9 unabhangiger Weise auf
die HSV-1 Stimulation produzierten (Abb. 3.20 A). Die CpG-2216 Stimulation, als TLR9

Kontrolle, zeigte wie erwartet nur IFN-a Produktion in den B220 positiven Wildtypzellen.
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Abb. 3.20: Sowohl angereicherte pDZ als auch cDZ aus ex vivo isolierten Knochenmarkszellen von
Wildtyp und TLR9 KO Mausen produzieren TLR9 unabhangig IFN-a auf HSV-1 Stimulation. (A) B220
fraktionierte oder (B) CD11c fraktionierte Knochenmarkszellen aus Wildtyp und TLR9 KO Mausen (2,5x106/ml)
wurden mit HSV-1 [1x‘|07 pfu/ml] (schwarze Balken) oder CpG-2216 [1uM] (weiRe Balken) stimuliert und der
Uberstand mittels ELISA auf IFN-a Produktion analysiert. (A) Sowohl die B220 pos als auch die B220 neg
Fraktion produzierten, TLR9 unabhéangig, vergleichbare Mengen IFN-a als Antwort auf HSV-1. (B) Gleiches ftrifft
auch fiir die CD11¢ pos und CD11c neg Fraktionen zu. Sterne zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.

Da die ex vivo Daten mit den totalen Knochenmarkszellen und mit den CD45RA bzw B220
fraktionierten Knochenmarkzellen die pDZ als alleinige IFN-a Produzenten gegen HSV-1
Infektionen ausschlielen (Abb.3.19 A B C), wurden ex vivo isolierten Zellen aus dem
Knochenmark erneut fraktioniert. Diesmal auf Basis ihrer CD11c Expression, einen
allgemeinen Marker fir Dendritische Zellen. Die CD11c"*® Fraktion stellte nur 3% aller
Knochenmarkszellen. Nach der Anreicherung der CD11c positiven Zellen betrug die Reinheit
der Population 75-90%. Davon waren etwa 40% zudem B220 positiv, welche die Population
der pDZ darstellt. Sowohl die CD11c angereicherten als auch die CD11c depletierten
Knochenmarkszellen waren in der Lage IFN-a auf HSV-1 und sogar auf CpG 2216 zu
produzieren. Des Weiteren war diese IFN-a Produktion, im Zusammenhang mit der HSV-1
Stimulation, vollstandig unabhangig von TLR9 (Abb. 3.20 B).

Somit lasst sich aus den Daten der CD11c Selektion folgern, dass im Knochenmark sowohl
Dendritische Zellen als auch ,Nicht®- Dendritische Zellen als Immunantwort gegen HSV-1 in
der Lage sind TLR9 unabhangig IFN-a zu produzieren.

Als nachster Schritt wurde in den frisch isolierten Knochenmarkszellen die CD11c”°-Fraktion
naher untersucht. Dazu wurden aus den Gesamt-Knochenmarkszellen die CD11c" Zellen

mit Hilfe von Antikdrpern und magnetischen Beads (MACS-Selektion) (s. 2.8.1) isoliert und
76



ERGEBNISSE

anschlielend mit einem Zellsortierer in zwei hochreine Populationen getrennt. Zum einen in
plasmazytoide DZ (CD11c"; CD45RA™"; B220"") und zum anderen in eine heterogene
Gruppe die konventionelle DZ (cDZ) (CD11c"; CD45RA™9; B220"*%) genannt wurde.
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Abb. 3.21: IFN-a Produktion von gereinigten pDZ und cDZ aus ex vivo isolierten Knochenmark. Stimulation
mit HSV-1 in den Konzentrationen MOI 40, (schwarz), MOI 4 (grau) oder mit CpG-2216 [1uM] (weil}). Sowohl die
pDZ als auch die cDZ aus den Wildtypmausen waren in der Lage auf alle drei Stimulationen IFN-a zu
produzieren. In den TLR9 KO Zellen konnten ebenfalls sowohl die pDZ als auch die cDZ mit IFN-a Produktion auf
eine HSV-1 Infektion reagieren. In den cDZ zeigte sich zusatzlich, dass die produzierte Menge an Zytokin
unabhangig war von der Konzentration des Virus. Sterne zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.

Beide Zellpopulationen wurden getrennt voneinander mit CpG-2216 [1 uM] und zwei
unterschiedlichen Konzentrationen an HSV-1 [MOI 40 und MOI 4; MOI=multiplicity of
infection = Viren pro Zelle] fir mind. 18 h stimuliert. Uberraschender Weise produzierten
sowohl die reinen pDZ als auch die cDZ aus Wildtypmausen auf CpG-2216 und HSV-1
Stimulation IFN-a (Abb. 3.21). Zusatzlich produzierten die pDZ nur dann mehr IFN-a als die
cDZ , wenn sie mit einer hoheren MOI des Virus stimuliert wurden. Diese Abhangigkeit von
einer grofien Viruslast wurde in TLR9 KO Zellen noch deutlicher. Im Gegensatz dazu blieb
die TLRO9-unabhangige IFN-a Produktion der cDZ bei beiden getesteten Virus-
Konzentrationen gleich (Abb. 3.21).

Somit wurde deutlich, dass mehrere Fraktionen der ex vivo isolierten Knochenmarkszellen
(pDZ, cDZ, CD11c", und CD19™9/CD11c™9), in TLR9 abhéngiger als auch in unabhangiger
Weise, grolle Mengen an IFN-a als Immunantwort auf HSV-1 produzieren kénnen. Die
gleichen Beobachtungen mit ex vivo isolierten Knochenmarkszellen konnten auch mit einem
anderen HSV-1 Stamm (HSV-1 KOS) gemacht werden und dadurch Stamm-spezifische

Unterschiede innerhalb der Familie der HSV-1 Viren ausgeschlossen werden.
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3.44 GM-CSF DZ produzieren IFN-a auf HSV-1 Stimulation TLR9
unabhangig

Um sicher zu gehen, dass tatsachlich die cDZ, sowohl die aus der FL-BM Kultur als auch die
ex vivo isolierten, mit IFN-a Produktion auf HSV-1 reagierten und nicht eine pDZ Population,
die phanotypisch noch nicht voll entwickelt war, wurden mit einem Kultursystem mittels GM-
CSF reine cDZ aus Knochenmarkszellen generiert (GM-DZ) (s.2.3.4). Mit diesem
klassischen Kultursystem fir DZ wurden Zellen generiert, die zwar Dendritische Zellen
waren, aber keinerlei Marker fiir pDZ (CD45RA"™9; B220"°) aufwiesen. Somit waren diese
Zellen ideal, um zu testen, ob eine normale DZ Population tatsachlich fahig war IFN-a auf
virale Stimulation hin zu produzieren. Dazu wurden die GM-DZ mit CpG-2216 [1uM] und
HSV-1 [1x10 pfu/ml] stimuliert. Die freigesetzten Zytokine IFN-a, TNF-a und IL-6 wurden
mittels ELISA im Kulturiberstand nachgewiesen.

Die GM-DZ reagierten auf die Stimulation mit CpG-2216 mit der Produktion von IL-6 und
TNF-a, jedoch nicht, wie schon durch Diebold et al , 2004 beschrieben, mit der Produktion
von IFN-a (Abb. 3.22). Zudem war die Reaktion auf CpG-2216, wie erwartet, komplett TLR9
abhangig. Die geringe Menge an IL-6, die bei den TLR9 KO GM-DZ nach Stimulation mit
CpG-2216 detektiert wurde, entsprach jener Menge an IL-6, die von den Zellen konstitutiv

auch ohne Stimulus produziert wurde.
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Abb. 3.22: GM-CSF generierte DZ produzieren ebenfalls auf HSV-1 IFN-a. DZ (2,5x‘|06 Zellen /ml) aus GM-
CSF Kulturen von Wildtyp und TLR9 KO Mausen wurden mit HSV-1 (schwarzer Balken) oder mit CpG-2216
(weiRer Balken) stimuliert und die Uberstande mittels ELISA auf die Produktion der Zytokine IFN-a, IL-6, TNF-a
analysiert. Alle drei Zytokine wurden von den GM-CSF DZ auch TLR9 unabhéangig als Reaktion auf HSV-1
produziert. CpG-2216 induzierte, wie erwartet, nur in den Wildtyp Zellen die Zytokine IL-6 und TNF-a. Sterne
zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.

o

Im Gegensatz dazu reagierten die gleichen Zellen auch ohne TLR9 auf HSV-1 mit der
Produktion von IFN-a, IL-6 und TNF-a (Abb. 3.22).
GM-DZ aus MyD88 KO Mausen produzierten ebenfalls IFN-a als Antwort auf eine
Stimulation mit HSV-1.
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Da die hier verwendeten DZ aus einer GM-CSF Kultur stammten, kann nun definitiv gefolgert
werden, dass auch cDZ, ohne jeglichen Einfluss von pDZ, in der Lage waren auf HSV-1

Stimulation IFN-a zu produzieren und dies unabhangig von TLRO.

Neben der Erkenntnis, dass auch cDZ IFN-a Produzenten sein koénnen, legten die
Ergebnisse mit dem fraktionierten Knochenmark (Abb. 3.20) nahe, dass auch eine nicht-
dendritische, CD11c"™® Fraktion, in der Lage war als Immunantwort auf eine HSV-1 Infektion
IFN-a zu produzieren. Ob dafir Makrophagen in Frage kommen, wurde als Nachstes naher

untersucht

3.4.5 Makrophagen produzieren IFN-a auf HSV-1 Stimulation TLR9
unabhangig

Um zu bestimmen, ob als Zelltyp fiir die IFN-a Produktion der CD11c™® Zellfraktion
Makrophagen in Frage kommen, wurden aus Vorlauferzellen des Knochenmarks mit Hilfe
des Wachstumsfaktors M-CSF in vitro Makrophagen generiert. Diese adharenten
Kulturzellen waren CD11¢"™° und B220"° und enthielten somit weder konventionelle DZ noch
plasmazytoide DZ. Ubereinstimmend mit friiheren Berichten (iber die Abschwachung der
Responsivitat auf CpG-ODN durch M-CSF durch eine Herabregulierung von TLR9 [Sweet,
2002], war die Reaktion dieser in vitro generierten Makrophagen auf CpG-2216 nur sehr
schwach. IFN-a war nicht detektierbar (Abb. 3.23) und nur minimale Mengen an IL-6 wurden
durch die CpG-ODN Stimulation induziert (nicht gezeigt). HSV-1 hingegen induzierte in
diesen Zellen sowohl die Produktion von IFN-a als auch die Produktion von IL-6 und diese

Produktion war vollig TLR9 unabhéangig.
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Abb. 3.23: M-CSF generierte Makrophagen reagieren auf Stimulation mir HSV-1 mit der TLR9
unabhédngigen Bildung von IFN-a. Zellen aus M-CSF generierten Makrophagen-Kulturen (2,5x106/ml) von
Wildtyp und TLR9 KO Mausen wurden mit HSV-1 (schwarze Balken) oder CpG-2216 (weiflte Balken) stimuliert
und die Uberstande mittels ELISA auf die Produktion von IFN-a analysiert. Nur HSV-1 war in der Lage die
Produktion des Zytokins zu induzieren. Sterne zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.
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Somit konnte gezeigt werden, dass neben der kleinen Population der pDZ auch die grol3e
Population der Makrophagen in der Lage ist mit signifikanten Mengen an IFN-a, TLR9

unabhangig, auf eine HSV-1 Infektion zu reagieren.

Da die Menge der produzierten Zytokine der TLR9 KO DZ aber oft signifikant niedriger war
als die der Wildtypzellen (z.B. Abb.3.18 und 3.21), war dennoch die urspringliche
Vermutung, dass TLR9 bei der Erkennung von HSV-1 eine Rolle spielt nicht ganz von der
Hand zu weisen. Als abschlieRender Schritt wurde untersucht, ob HSV-1 auch als

hitzeinakiviertes Virus noch diese TLR9 Unabhangigkeit besal3.

3.4.6 Die Immunantwort auf hitzeinaktivierten HSV-1 ist TLR9 abhangig

Um einen besseren Einblick in den Mechanismus der HSV-1 Erkennung 1 zu bekommen,
wurde das Herpes Simplex Virus 1 durch Hitze modifiziert. Durch Kochen des Virus ging
jegliche Immunreaktion als Antwort auf das so behandelte Virus in FL-BM Kulturzellen
verloren. Dieser Effekt war hochstwahrscheinlich darauf zurlckzufihren, dass durch das
Kochen wichtige Glykoproteine auf der Oberflache des Virus denaturiert wurden, die fiir den
Eintritt in die Wirtszelle essentiell sind und somit keine Infektion der Zellen mehr stattfinden
konnte. Eine mildere Behandlung von HSV-1, 56°C fir 30 min (HSV-1-heat), ergab eine
Viruspraparation, die die Erhdhung der Expression von CD40 und die Herabregulierung von
CD62L bei in vitro generierten FL-DZ zur Folge hatte. Diese Anderung der
Aktivierungsmarker auf der Oberflaiche der DZ war genauso hoch, wie jene die bei der
Stimulation mit unbehandelten HSV-1 beobachtet werden konnte (Abb. 3.24 A).
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Abb. 3.24: In vitro generierte DZ aus FL-BM Kulturen von Wildtyp und TLR9 KO Mausen reagieren
komplett TLR9 abhangig auf hitzeinaktivierten HSV-1. (A) FL-DZ (2,5x106 Zellen/ml) wurden entweder mit
HSV-1 (dicke, schwarze Linie) oder mit hitzeinaktivierten HSV-1 (30 min, 56°C; HSV-1-heat, graue Linie)
stimuliert und mit Antikdrpern gegen die Aktivierungsmarker CD40 und CD62L gefarbt. Die Wildtypzellen
reagierten sowohl auf unbehandelten, als auch auf hitzeinaktivierten HSV-1 mit der Regulation der
Oberflachenmarker. Die Reaktion auf HSV-1-heat war jedoch komplett abhéngig von TLR9. (B) Die Uberstande
der Stimulationen mit HSV-1 (schwarzer Balken) oder hitzeinaktivierten HSV-1 (grauer Balken) wurden auf die
Produktion von IFN-a und IL-6 mittels ELISA analysiert. Auf hitzeinaktivierten Virus reagierten nur die
Wildtypzellen mit der Produktion von IFN-a und IL-6. Sterne zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.

Im Vergleich mit unbehandeltem HSV-1 induzierte HSV-1-heat zwar deutlich reduzierte, aber
immer noch detektierbare Mengen an IFN-a und IL-6 in den FL-DZ (Abb. 3.24 B).

In TLR9 defizienten FL-DZ hingegen konnte weder eine Regulierung der Oberflachenmarker
CD40 und CD62L noch die Produktion von Zytokinen nach der Stimulation mit modifiziertem
Virus nachgewiesen werden (Abb. 3.24 A/ B).

Somit fuhrte die Hitzebehandlung von HSV-1 zum Verlust der TLR9 unabhangigen

Erkennung des Virus bei den in vitro generierten FL-DZ.

Um diese Daten auch mit ex vivo isolierten DZ zu bestatigen, wurden aus frisch isolierten
Knochenmarkszellen von Wildtyp und TLR9 KO Mausen die CD11c"* Zellen mittels MACS-
Selektion isoliert (s. 2.8.1) und mit den beiden Virusvarianten stimuliert. In Ubereinstimmung
mit den Daten der FL-BM DZ zeigte sich, dass die Produktion von Zytokinen in diesen ex
vivo Zellen, als Reaktion auf HSV-1-heat ohne TLR9 nicht induzierbar war (Abb. 3.25).

Somit lasst sich folgern, dass die Immunerkennung des mit Hitze behandelten HSV-1
ausschlief3lich durch TLR9 erfolgt.
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Abb. 3.25: Ex vivo isolierte, CD11c angereicherte Zellen (2,0x10°/ml) aus dem Knochenmark reagierten auf
HSV-1-heat nur in einer TRL9 abhingigen Weise. Uberstinde der Stimulationen mit HSV-1 (schwarzer
Balken), hitzeinaktivierten HSV-1 (grauer Balken) oder CpG-2216 (weier Balken) wurden auf die Produktion von
IFN-a und TNF-a mittels ELISA analysiert. Sterne zeigen nicht detektierbare Zytokin-Mengen an.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass HSV-1 (ber mindestens zwei Wege von
Immunzellen erkannt wird. Zum einen existiert ein TLR9 /MyD88 unabhangiger Signalweg
Uber den das voll funktionsfahige Virus erkannt werden kann, zum anderen existiert aber
auch eine Erkennung, die von TLR9 abhangt. Als Ausléser dieser Immunreaktion kommt

daflir das doppelstrangige DNA-Genom des Virus in Frage.
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4. Diskussion

4.1 Generierung und Charakterisierung von murinen pDZ

4.1.1 FIt3-L generierte DZ (FL-BM DZ) besitzen plasmazytoiden Phanotyp

Die seltenen Interferon produzierenden Zellen (IPZ), auch plasmazytoide DZ genannt,
konnten aus Mausen erst vor wenigen Jahren aus lymphoiden Organen isoliert werden. Die
Schwierigkeit der ldentifikation der murinen pDZ bestand darin, dass sich humane und
murine pDZ in der Expression von Oberflachenmarkern unterscheiden, die fir die
Identifikation der humanen pDZ essentiell waren. Zu diesen unterschiedlichen
Oberflachenmarkern zahlen unter anderem CD123 und CD11c. Wahrend bei humanen pDZ
eine hohe Expression von CD123 auf ihrer Oberflache nachgewiesen wurde, aber nicht
CD11c, verhalt es sich bei den murinen pDZ gegenteilig. CD123 ist kaum nachweisbar und
der Oberflachenmarker CD11c ist bei Dendritischen Zellen (DZ) aus der Maus intermediar
exprimiert. Als gemeinsamer Marker der pDZ aus beiden Spezies stellte sich CD45RA
heraus [Asselin-Paturel, 2001; Bjorck, 2001; Nakano, 2001].

Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein Kultursystem zu etablieren, mit dessen Hilfe es mdglich
ware grofle Mengen der seltenen pDZ zu generieren. Als potentieller Wachstumsfaktor kam
dafur FIt3-L in Frage, da Studien zeigten, dass sich durch Injektion von FIt3-L bei freiwilligen
Versuchspersonen eine stark erhdhte Anzahl an pDZ im Blut feststellen liel3 [Pulendran,
2000]. Zudem war bekannt, dass sich aus humanen, CD34"%° hamatopoetischen
Stammzellen, mittels FIt3-L, Interferon produzierende Zellen generieren lieRen [Blom, 2000].
Mit dieser Arbeit hier konnte gezeigt werden, dass es maglich ist durch die Kultivierung von
frisch isolierten Knochenmarkszellen aus der Maus, zusammen mit dem Wachstumsfaktor
FIt3-L, bis zu 90% an CD11c"*® Zellen zu generieren. Von diesen CD11c”* Zellen waren am
Tag 8-10 der Kultur bis zu 60% zudem CD45RAP®, Da CD11c ein typischer
Oberflachenmarker fiir DZ ist, war dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass sich wahrend der
Kulturzeit aus den hamatopoetischen Vorlauferzellen zwei unterschiedliche Populationen an
DZ entwickelten. Die CD11cP*/CD45"™° Population der Kultur entsprach phanotypisch,
aufgrund der starken Expression von CD11b"*, myeloiden bzw. konventionellen DZ (cDZ).
Zudem konnten auf der Oberflache dieser Zellfraktion die charakteristischen Marker fiir pDZ,
CD45R (B220) und CD62L, nicht nachgewiesen werden.

Die doppelt-positive Zellpopulation der Kultur (CD11c”*%/ CD45RAP*) stellte die potenzielle
Fraktion der pDZ dar. Nach weiteren Analysen der exprimierten Oberflachenmarker wurde
deutlich, dass die Fraktion der CD11c”*°/CD45RAP** Zellen zuséatzlich stark CD45R (B220),

CD45RB und CD62L exprimiert, jedoch nicht CD8a. Der Zellmarker fir myeloide DZ, CD11b,
83



DISKUSSION

war nur schwach auf der Oberflache dieser Zellpopulation nachweisbar. Ebenfalls nicht
exprimiert wurden die Kkostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 und der
Aktivierungsmarker CD69. Phanotypisch entspricht diese Zellpopulation der Kulturzellen

somit weitestgehend dem Phanotyp, der beschriebenen ex vivo isolierten pDZ aus der Maus.

41.2 R-848 und CpG-DNA bewirken eine Aktivierung der FIt3-L
generierten pDZ

Phanotypische Aktivierung

Dendritische Zellen stellen die Wachter des Immunsystems dar und sind zu diesem Zweck
mit einer Reihe an Pattern recognition receptors (PRR) ausgestattet, zu denen auch die Toll-
like Rezeptoren (TLR) zahlen. Die Expression der TLR scheint bei den einzelnen Subtypen
der DZ unterschiedlich reguliert zu sein. Bei humanen pDZ konnte z.B. gezeigt werden, dass
diese DZ-Untergruppe nur die TLRs 7 und 9 exprimiert und somit auf die Erkennung viraler
und bakterieller Nukleinsduren spezialisiert ist [Bauer, 2001; Kadowaki, 2001; Hornung,
2002]. Zudem stellen die pDZ die einzige DZ-Population dar, welche im humanen
Organismus TLR9 exprimiert. Dieses enge Expressionsmuster der TLRs ist bei murinen DZ
aufgelockerter. So zeigen mMRNA Expressionsstudien, dass die murinen pDZ zwar
hauptsachlich TLR7 und TLR9 exprimieren, aber auch mRNA der Rezeptoren TLR2, TLR3
und TLR4 konnte nachgewiesen werden [Brawand, 2002; Edwards, 2003; Okata, 2003].
Zudem wird im murinen Organismus TLR9 nicht exklusiv von den pDZ exprimiert. Ein
weiterer Schritt zur Phanotypisierung der in vitro generierten cDZ und pDZ stellte die Analyse
der Responsivitat beider Zellfraktionen auf unterschiedliche TLR-Liganden dar. Es zeigten
sich deutliche Unterschiede in der Reaktion auf die Stimulation mit den Liganden fiir TLR2
(Pam3Cys), TLR3 (poly (I:C)), TLR4 (LPS), TLR7 (R-848) und TLR9 (CpG-DNA).

Die FL-BM pDZ reagierten auf die verschiedenen Stimulationen am starksten mit der
Regulierung von CD8a, CD69 und CD62L.

Im Gegensatz zu den cDZ, deren Expression von CD8a auch nach Stimulation negativ
bleibt, scheint die Expression von CD8a bei den pDZ ein Aktivierungsmarker zu sein. Denn
sowohl die FL-BM pDZ als auch ex vivo isolierte pDZ exprimieren diesen Oberflachenmarker
nach der Stimulation mit R-848 und CpG-DNA stark auf ihrer Zelloberflache. Die Liganden
der Toll-like Rezeptoren 2-4 induzierten jedoch keine Anderung der CD8a Expression.
CD62L (L-Selectin) wird stark von den FL-BM pDZ und nicht von den FL-BM cDZ exprimiert.
Die Expression von CD62L ist unbedingt notig, damit Zellen (Uber die high endothelial
venules (HEV) direkt Uber die Blutbahn in Lymphknoten wandern kénnen. Es wurde gezeigt,

dass humane pDZ diesen von CD62L gefiihrten Weg nutzen, um in die HEV zu gelangen
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[Cella, 1999] und dass CD62L defiziente Mause eine drastisch reduzierte Anzahl an pDZ in
den peripheren Lymphknoten aufweisen [Nakano, 2001]. Interessanter Weise exprimieren
pDZ aus peripheren Organen CD62L nicht so stark wie die FL-BM pDZ oder pDZ aus
humanen bzw. murinen Blut [O’Keeffe, 2002; Cella, 1999; O’Keeffe, 2003]. Durch die starke
Expression von CD62L scheinen die FL-BM pDZ ideal ausgestattet zu sein, um in die
peripheren Lymphknoten zu wandern. Die unterschiedliche Expression von CD62L der pDZ
aus Blut und der Kultur im Vergleich mit pDZ aus peripheren Organen kénnte ein Anzeichen
fur unterschiedliche Aktivierungsstadien der Zellen sein, da bei der Stimulation mit den TLR-
Liganden R-848 und CpG-DNA beobachtet werden konnte, dass die Expression von CD62L
auf der Zelloberflache schnell herabreguliert wird.

Durch die Stimulationsversuche mit den TLR-Liganden stellte sich als weiterer, sehr
sensitiver, Aktivierungsmarker fir pDZ, CD69 heraus, welcher nach Aktivierung der Zellen
stark auf der Oberflache exprimiert wird. Die signifikant hohe Expression von CD69 stellte
sich als spezifisch fir FL-BM pDZ und ex vivo isolierte pDZ heraus, da die cDZ diesen
Marker nach Stimulation nicht auf ihrer Oberflache tragen.

Da Dendritische Zellen eine Schlusselrolle bei der Aktivierung von naiven T-Zellen
einnehmen, wurde ebenfalls die Expression der fur die Interaktion zwischen DZ und T-Zelle
wichtigen kostimulatorischen Molekule (CD40, CD54, CD80 und CD86) nach Stimulation mit
TLR-Liganden untersucht. Wahrend fir CD40 und CD54 bei beiden in der Kultur generierten
DZ-Subtypen eine verstarkte Expression nach Stimulation festgestellt werden konnte,
erhohte sich die Expression von CD80 und CD86 nur auf der Fraktion der cDZ. Bei den FL-
BM pDZ konnte eine kleine Erhéhung der CD86 Expression detektiert werden, wenn die
Stimulation langer als 24h dauerte. Dies zeigt, dass diese Zellen langer bendétigen um dieses
charakteristische Oberflachenmolekiil der Antigen-prasentierenden Zellen zu exprimieren.
Anhand der unterschiedlich starken Reaktionen auf die einzelnen TLR-Liganden stellte sich
heraus, dass die Liganden fir TLR7 (R-848) und TLR9 (CpG-DNA) die potentesten Stimuli
waren um eine phanotypische Aktivierung der pDZ zu induzieren. Somit scheinen auch die
FL-BM pDZ in erster Linie TLR7 und TLR9 zu exprimieren. Zusatzlich konnten schwache
Effekte auf die Regulierung von CD62L und CD69 beobachtet werden, wenn die FL-BM pDZ
mit Liganden fir TLR2-4 stimuliert wurden, dies deutete darauf hin, dass in den in vitro
generierten pDZ diese Toll-like Rezeptoren zudem gering funktionell exprimiert werden, was
ebenfalls eine Parallele mit den veréffentlichten mRNA Daten von murinen pDZ darstellt
[Brawand, 2002; Edwards, 2003; Okata, 2003].
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Stimulation mit CpG-1668, CpG-2216 und R-848 fiihrt zu unterschiedlicher IFN-a
Produktion

Eine phanotypische Aktivierung der FL-BM pDZ resultierte aber nicht zwingend auch in der
Produktion von IFN-a. Dies wird deutlich bei der Stimulation mit dem synthetischen TLR7-
Ligand R-848. Wahrend humane pDZ nach Stimulation mit dieser Substanz grol’e Mengen
an IFN-a produzieren [lto, 2002] konnte bei den pDZ aus der FL-BM Kultur kaum eine
Produktion an IFN-a nachgewiesen werden. Das gleiche Uberraschende Ergebnis zeigte sich
bei den Stimulationen mit Typ A und Typ B CpG-ODN. Es stellte sich heraus, dass nur Typ A
CpG-ODN (CpG-2216) in der Lage war bei den FL-BM pDZ die Produktion groRer Mengen
an IFN-a zu induzieren. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu der Tatsache, dass ex vivo
isolierte pDZ aus dem Knochenmark und der Milz als Reaktion auf beide CpG-Typen grol3e
Mengen an IFN-a produzieren [O’Keeffe, 2002]. Fir humane pDZ aus dem Blut wurde
jedoch eine ganz ahnliche Reaktion auf die beiden CpG-Arten gezeigt, wie sie auch bei den
FL-BM generierten pDZ zu beobachten war. So reagierten humane pDZ auf Typ A CpG-
ODN ebenfalls mit der Produktion groer Mengen an IFN-a, wohingegen mit Typ B CpG-
ODN kaum messbare IFN-a Werte ermitteln lieRen [Krug, 2001]

Im Unterschied zu IFN-a induzierten beide CpG-Arten, wie auch R-848, bei den FL-BM pDZ
das proinflammatorische Zytokin IL-6 in groRer Menge. Auf die Stimulation mit den Liganden
der Toll-like Rezeptoren 2-4 zeigten die pDZ kaum eine messbare IL-6 Produktion bei einer
Stimulationsdauer von ca. 20 h. Wurde die Stimulation aber auf zwei Tage ausgedehnt,
zeigte sich auch bei den FL-BM pDZ eine leichte Expression von IL-6 als Reaktion auf
Pam3Cys, p(I:C) und LPS. Somit wurde deutlich, dass die Expression der TLR auf den pDZ
noch durch aufRere Umwelteinflisse nach der Generierung beeinflussbar war.

Zusatzlich zeigte sich, dass die FL-BM generierten pDZ als Reaktion auf CpG-ODN in der
Lage waren IL-12p70 zu produzieren. Jedoch war die Menge an produzierten IL-12p70

5-fach geringer, als die Menge, welche von den FL-BM cDZ produziert wurde.

Durch diese phanotypischen Analysen und Messung der produzierten Zytokine nach
Stimulation I&sst sich zusammenfassen, dass es gelungen ist mit Hilfe dieses Kultursystems
den Anteil von weniger als 1% plasmazytoider DZ innerhalb der Gesamtzellen des
Knochenmarks auf bis zu 60% innerhalb der Gesamtzellen der Kultur zu steigern. Somit ist
dieses Kultursystem ein wichtiges Werkzeug um aus dem Knochenmark einer Maus bis zu
20 Millionen pDZ zu gewinnen. Es sei erwahnt, dass die Generierung dieser Zellen nicht vom
genetischen Hintergrund der Mause (C57BL/6, BALB/c oder Sv129) abhangig ist. Die
generierten pDZ zeigen sowohl phanotypische als auch funktionelle Gemeinsamkeiten mit ex
vivo isolierten pDZ aus Mausen wie aus dem Menschen. Die Daten des in dieser Arbeit

etablierten Kultursystems stimmen zudem weitestgehend mit den Daten des von Gilliet et al,
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2002 beschriebenen Kultursystems zu Generierung von pDZ Uberein, das ebenfalls auf der
Zugabe von FIt3-L basiert.

4.2. Guanosinkette am 3’Ende von CpG-2216 ist eine ent-
scheidende Komponente fiir die IFN-a Induktion bei pDZ

Die unterschiedliche Responsivitat der FL-BM pDZ auf Typ A CpG-ODN (CpG-2216) und
Typ B CpG-ODN (CpG-1668) war nicht auf die Erkennung durch unterschiedliche
Rezeptoren zurlickzuflihren. Beide CpG-Typen wurden von den FL-BM generierten Zellen
Uber den Rezeptor TLR9 erkannt, da bei Zellen aus TLR9 defizienten Mausen weder eine
phanotypische Aktivierung festgestellt werden konnte, noch wurden von diesen Zellen auf
Stimulation mit beiden CpG-Typen Zytokine produziert. Da sich die beiden CpG-Typen stark
in ihrer Struktur und Sequenz unterscheiden (palindromische Kernsequenz, Guanosin-Ketten
am 3’ bzw. 5’ Ende, Rilickgrat aus Phosphothioat- oder Phosphodiester Bindungen), war ein
Ziel, die Strukturkomponente zu identifizieren, die fir die Induktion groRer Mengen an IFN-a
verantwortlich ist. Durch Modifikationen der beiden CpG-Sequenzen stellte sich heraus, dass
fur die IFN-a Produktion das Anfiigen von Guanosin-Ketten an den Enden der jeweiligen
Kernsequenz von entscheidender Bedeutung war. Durch diese Art der Modifikation
induzierte auch die Sequenz vom Typ B CpG-ODN (CpG-1668) grofle Mengen an IFN-a.
Zudem stellte sich heraus, dass von den beiden Guanosin-Ketten, nur diejenige am 3’-Ende
die fur die IFN-a Produktion die Ausschlaggebende zu sein scheint, da bei ihrem Fehlen
keine Zytokinproduktion nachweisbar war. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass
dieser Effekt auf einen frihzeitigen Abbau des Oligonukleotids durch DNasen
zurlckzufuhren ist. Denkbar ist aber auch, dass durch dass Fehlen der 3’-Guanosin-Kette
eine Tetradenbildung des Oligonukleotides verhindert wird, welches als mdglicher Grund flr
die hohe IFN-a Produktion als Reaktion auf diese Art CpG-ODN diskutiert wird [Kerkmann,
2004].

Eine untergeordnete Rolle fir die Produktion groRBer Menge an IFN-a scheinen ein
gemischtes Rickgrat, die innere, CpG-haltige Kernsequenz und die Guanosin-Kette am 5’-
Ende zu spielen.

Erstaunlicherweise lassen sich durch das Anhangen von Guanosinketten an die Enden der
Oligonukleotide sogar beschriebene Spezies-Spezifitaten innerhalb des Typ B CpG-ODN
aufheben, da durch diese Guanosinketten eine als human-spezifisch beschriebene Sequenz
(CpG-2006) [Bauer, 2001] ebenfalls in der Lage war murine FL-BM Zellen zur Produktion
grolter Mengen an IFN-a anzuregen. Es scheint sogar so zu sein, dass die beschriebene

Spezies-Spezifitdt von CpG-ODN ein Artefakt des Phosphothioat-Rickgrats der
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verwendeten Nukleotide ist, da in jlingsten Studien keine Spezies-Spezifitdt festgestellt
werden konnte, wenn zur Stimulation CpG-ODNs verwendet wurden, die ein natlrliches

Ruckgrat aus Phosphodiester-Bindungen besalten [Roberts, 2005].

4.3 Unterschiedliche Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
fuhrt zu Inhibition der IFN-a Produktion

Durch Analysen der produzierten mRNA der bekannten Typ | Interferon Gene von FL-BM
pDZ nach 8h Stimulation mit Typ A und Typ B CpG-ODN mit der Affymetrix Genechip
Technologie® konnte gezeigt werden, dass die unterschiedliche IFN-a Produktion als
Reaktion auf beide CpG-ODN Typen schon in der unterschiedlichen Transkription der Typ |
IFN Gene begrundet lag. So wurden durch das CpG-ODN 2216 samtliche Typ | IFN Gene
deutlich erhéht exprimiert, wohingegen durch CpG-1668 die Transkription dieser Gene nicht
erfolgte. Da nach TLR9 Stimulation die Transkription von bestimmten Genen eng mit dem
aktivierten Transkriptionsfaktor NF-kB verbunden ist, lag die Vermutung nahe, dass durch
die beiden CpG-ODN dieser Transkriptionsfaktor ebenfalls unterschiedlich stark aktiviert
wird. Diese Annahme konnte durch die indirekte Messung von aktivierten NF-kB mittels
eines Luziferase-Assays bestatigt werden. Es zeigte sich, dass durch die Stimulation mit
CpG-2216 nur eine geringe Menge an NF-kB aktiviert wurde, wohingegen durch CpG-1668
bereits bei geringen Konzentrationen eine gro’e Menge an aktivierten NF-kB nachgewiesen
werden konnte. Das gleiche Phanomen zeigte sich auch bei der Stimulation mit R-848. In
diesem Falle war von den FL-BM pDZ ebenfalls keine mRNA Expression der Typ | IFN Gene
nachweisbar und von Jurk et al, 2002 wurde bereits gezeigt, dass R-848 eine starke
Aktivierung von NF-kB bewirkt. Als nachster Schritt wurde versucht die Aktivierung von
NF-kB bei der Stimulation mit CpG-1668 durch Zugabe eines spezifischen Inhibitors (TPCK)
zu verhindern. So sollte die Menge an aktivierten NF-kB so weit gesenkt werden, dass sie
der Menge entsprach, die bei der Stimulation mit CpG-2216 zur Induktion von IFN-a fihrt.
Leider konnte so jedoch keine IFN-a Produktion durch CpG-1668 erreicht werden. Die
Annahme, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB aber dennoch mit der verhinderten
Expression von IFN-a als Reaktion auf eine Stimulation mit CpG-1668 bzw. R-848 bei den
FL-BM generierten DZ zusammenhangt, konnte aber weiter gestitzt werden durch die
Tatsache, dass FL-BM generierte pDZ aus p50 defizienten Mausen durch die Stimulation mit
R-848 und CpG-1668 in der Lage waren grofse Mengen an IFN-a als Reaktion auf diese
Stimuli zu produzieren.

Da sich der Transkriptionsfaktor NF-kB als Hetero- oder Homo-Dimer aus den einzelnen
Mitgliedern der Rel/NF-kB Protein-Familie (p50, p52, RelA, RelB, und c-Rel)
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zusammensetzt, konnte durch die Zellen dieser p50 KO Mause gezeigt werden, dass durch
Ausschalten dieses NF-kB Proteins, die pDZ dieser KO Mause nicht mehr inhibitorisch auf
CpG-1668 oder R848 Stimulation reagierten. Erklaren lasst sich dieses Ergebnis mit den
Annahmen, dass vorhandene p50 Dimere in pDZ aus Wildtyp-Mausen selbst inhibitorisch auf
die IFN-a Produktion wirken oder aber, dass ein p50 abhangiger Inhibitor existiert, der in den
pDZ der KO Mausen somit unwirksam ist und die IFN-a Produktion stattfinden kann. Die
Klarung dieser Theorien ist Gegenstand der aktuellen Forschung.

Das es sich bei dem beobachteten Effekt tatsachlich um eine Inhibierung der IFN-a
Produktion und nicht lediglich um eine fehlende Stimulation handelte, |asst sich durch die
beobachtete Aktivierung der Zellen anhand der erhéhten Expression von kostimulatorischen
Molekilen und Aktivierungsmarkern auf deren Zelloberflache folgern. Ebenfalls gegen eine
mangelnde Stimulation spricht die unbeeintrachtigte Produktion des proinflammatorischen
Zytokins IL-6 nach der Stimulation mit CpG-1668 und R-848.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass diese Inhibition der IFN-a Produktion nach
Stimulation mit CpG-1668 oder R-848 auch aktiv die IFN-a Produktion bei simultaner CpG-
2216 Stimulation verhinderte.

Bei der gleichzeitigen Stimulation von CpG-1668 und CpG-2216 kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass eine gegenseitige Kompetiton um den gemeinsamen,
vermuteten, DNA-Aufnahmerezeptor, bzw. im Endosom eine Rivalitdt um den gemeinsamen,
signalgebenden Rezeptor TLR9 vorliegt. Ebenso kénnte CpG-1668 besser in die Zelle
aufgenommen werden und somit die CpG-2216 Stimulation geringer ausfallen, wodurch die
Effekte von CpG-1668 starker zu tragen kdmen. Jedoch herrscht allgemein die Meinung vor,
dass CpG-ODN des Typs A aufgrund ihrer Guanosinketten an den Enden besser in Zellen
aufgenommen werden kdnnen [Gursel, 2002] als CpG-ODN des Typs B.

Den gleichen inhibitorischen Effekt auf die IFN-a Produktion konnte bei der simultanen
Stimulation der FL-BM DZ mit CpG-2216 und R-848 beobachtet werden. In diesem Falle
kann eine Konkurrenz um den gleichen Aufnahmerezeptor wie auch um den gleichen Toll-
like Rezeptor ausgeschlossen werden, da angenommen wird, dass R-848 membrangangig
ist und keinen speziellen Aufnahmerezeptor bendtigt. Zudem wird der Stimulus Uber TLR7
erkannt wohingegen CpG-DNA mit TLR9 interagiert. Durch Versuche mit TLR7 defizienten
Mausen konnte gezeigt werden, dass diese IFN-a Inhibition bei der simultanen Stimulation
mit R-848 und CpG-2216 komplett abhangig war von der Erkennung des TLR7-Liganden
R-848. FL-BM DZ aus TLR?7 defizienten Mausen reagiert mit keinerlei Einschrankung in der
Produktion von IFN-a. Durch diese gezeigte TLR7 Abhangigkeit koénnen alternative

Mechanismen der DNA Erkennung ausgeschlossen werden.
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4.4 Herpes simplex Virus-1 induziert IFN-a Produktion tiber TLR9
abhangige und unabhangige Wege

Neben den Reaktionen der FL-BM generierten pDZ auf die synthetischen Liganden fir TLR7
und TLR9 wurde im Zuge dieser Arbeit auch die TLR9-Abhangigkeit des naturlichen IFN-a
Stimulus Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) untersucht. Da HSV-1 ein doppelstrangiges DNA-
Genom besitzt, bestand unsere Hypothese darin, dass HSV-1 iber TLR9 von Immunzellen
erkannt wird und so die beschriebene IFN-a Produktion nach einer HSV Infektion induziert
wird.

Es zeigte sich, dass plasmazytoide DZ (CD11c*, CD45RA’, B220%), die aus
Knochenmarksvorlaufern mit FIt3-L in vitro generiert wurden, die Hauptproduzenten fir IFN-
o nach der Stimulation mit dem als Positivkontrolle eingesetzten CpG-2216 waren. In den ex
vivo isolierten Knochenmarkszellen stammte die Interferon-Antwort auf CpG-2216 ebenfalls
aus CD45RA" und B220" Zellen, aber sowohl CD11c" als auch CD11¢"9 Zellen produzierten
ebenfalls IFN-a auf CpG-2216. Aus den Daten von Abb. 3.20 lasst sich schlieRen, dass
diese CD11c"™9, auf Stimulation mit CpG-2216, IFN-a produzierenden Zellen Vorlaufer der
CD11c¢", CD45RA", B220" pDZ sind. Solche CD45RA" Vorlaufer der pDZ, die noch nicht das
gesamte Repertoire an pDZ spezifischen Markern auf ihrer Oberflachen exprimieren, aber
eine grolle Kapazitdt besitzen IFN-a zu produzieren, wurden bereits in humanem
Knochenmark identifiziert [Blom, 2000]. Sehr wahrscheinlich enthalt diese CD11c"™
Population aus dem murinen Knochenmark ebenfalls diese Vorlauferzellen.

Wie erwartet waren samtliche Immunreaktionen auf CpG-2216 komplett abhangig von TLR9
und MyD88, da das Fehlen eines dieser Molekile den vollstandigen Verlust an pDZ Reifung
und Zytokinproduktion zur Folge hatte.

Aber nicht nur als Antwort auf CpG-2216 produzierten die plasmazytoiden DZ viel IFN-a,
sondern auch auf Stimulation mit HSV-1. Wie schon bei Krug et al, 2004 beschrieben, war
die Reaktion der pDZ aus der Milz auf eine HSV-1 Infektion komplett abhangig von TLR9. In
dieser Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass sowohl die ex vivo isolierten pDZ aus dem
Knochenmark als auch solche die in vitro aus Knochenmarks-Stammzellen generiert wurden
fahig waren, auf HSV-1 mit der Produktion von IFN-a zu reagieren, auch wenn ihnen TLR9
oder MyD88 fehlte. Die Produktion in den ,knock out® Zellen war jedoch geringer als in den
Wildtyp Zellen. Somit setzt sich die Immunantwort auf eine HSV-1 Infektion in pDZ aus dem
Knochenmark sowohl aus einer TLR9 abhangigen als auch aus einer TLR9 unabhangigen
Erkennung zusammen.

Als Hauptproduzenten von IFN-a als Immunreaktion auf HSV-1 wurden urspriinglich die pDZ
vermutet, da diese Zellen auch bei in vivo Stimulation mit einem anderen Virus aus der

Herpes-Familie (murines Cytomegalovirus; MCMV) als Quelle von IFN-a beschrieben
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wurden [Asselin-Paturel, 2002]. Das dies fur HSV-1 Stimulationen nicht der Fall ist, wurde
deutlich, da in vitro generierte cDZ aus der FL-BM Kultur, GM-CSF generierte DZ, M-CSF
generierte Makrophagen sowie ex vivo isolierte Knochenmarkszellen (CD11c”*® CD45RA™®
B220"° ), die nicht den pDZ entsprachen, ebenfalls in der Lage waren IFN-a und andere
Zytokine als Reaktion auf HSV-1 zu produzieren.

Da die Depletion der CD11c* Zellen aus dem Knochenmark kaum die IFN-a Produktion als
Reaktion auf HSV-1 Stimulation beeinflusste, lasst sich folgern, dass die Produktion von
IFN-a des gesamten Knochenmarkszellen auf HSV-1 Stimulation in vivo nur geringfligig von
pDZ abhangt, obwohl die pDZ die potentesten IFN-a Produzenten sind, was die Produktion
pro Zelle betrifft.

Um einen besseren Einblick in die Erkennung von HSV-1 zu bekommen, wurde die Reaktion
sowohl von FL-BM DZ als auch von ex vivo isolierten Knochenmarkszellen auf
hitzeinaktivierte Viruspartikel getestet. Bei diesen Tests zeigte sich, dass sowohl die FL-BM
DZ, die gesamten ex vivo isolierten Knochenmarkszellen wie auch die ex vivo isolierten,
CD11cP*® angereicherten Knochenmarkszellen die Fahigkeit verloren, unabhéngig von TLR9,
auf HSV-1 zu reagieren. Die Reaktion auf mit Hitze behandeltem HSV-1 fand somit
ausschlieBlich tGber den Rezeptor TLR9 statt. Dieses Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass
HSV-1 (Uber mindestens zwei unterschiedliche Signalwege erkannt wird. Ein hitzestabiler
Stimulus scheint Gber den TLR9 abhangigen Signalweg erkannt zu werden, wahrend ein
hitzelabiler Stimulus unabhangig von TLR9 und MyD88 erkannt wird. Den hitzestabilen,
TLR9 abhéangigen Stimulus stellt hdchstwahrscheinlich das virale, doppelstrangige DNA-
Genom dar, da TLR9 als Rezeptor fur bakterielle und virale DNA beschrieben wurde
[Hemmi, 2000] und zudem gezeigt werden konnte, dass hohe Konzentrationen an gereinigter
HSV-DNA stimulatorisch wirkt [Zheng, 2002; Lund, 2003]. Der TLR9 unabhangige
Mechanismus der HSV-1 Erkennung ist nicht klar und es scheint zwei mdgliche
Ansatzpunkte zu geben. Einer kénnte das virale Glykoprotein D sein, da gezeigt wurde, dass
rekombinantes Glykoprotein D, ein wichtiges Oberflachenprotein des Virus, das den Eintritt
in die Wirtszelle vermittelt, in der Lage ist humane PBMC zur Produktion von IFN-a
anzuregen [Ankel, 1998]. Ein Protein als IFN-a Stimulus konnte auch die beobachtete
Hitzesensitivitat des TLR9 und MyD88- unabhangigen Signalweges erklaren, da durch diese
Behandlung mdéglicherweise die Interaktion von Glykoprotein D mit seinem Rezeptor auf der
Oberflache der Wirtszelle unterbunden wird. Die beobachtete, verringerte Reaktion der
Zellen aus WT Mausen auf Hitze behandelten HSV-1 Iasst sich durch den Wegfall der TLR9
unabhangigen Aktivierung erklaren und durch eine zusatzliche geringere TLR9 Antwort als
Folge der verminderten Virusaufnahme.

Ein anderer Mechanismus der TLR9 unabhangigen IFN-a Produktion kdnnte Uber die

Stimulation durch RNA-Zwischenprodukte, die bei der Replikation des Virus in der Wirtszelle
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auftreten, vermittelt werden. Dabei kann jedoch einzelstrangige RNA ausgeschlossen
werden, da die Erkennung dieses PAMPs bei Mausen komplett abhangig ist von der
Erkennung Uber TLR7 und somit auch von MyD88 [Heil, 2004]. In dieser Arbeit konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Produktion von IFN-a und die DZ-Aktivierung ebenfalls von
MyD88 unabhangig induziert wurde. Erst vor Kurzem wurde von Diebold et al beschrieben,
dass der synthetische Stimulus p(l:C), welcher zu dsRNA analog ist, in der Lage ist, nach der
Transfektion in GM-CSF generierte DZ, die Produktion groRer Mengen IFN-a bei diesen
Zellen anzuregen. Diese Produktion scheint von der Aktivierung einer durch dsRNA
aktivierten Protein Kinase (PKR) abhéngig zu sein [Diebold, 2003].

Durch diese Ergebnisse lasst sich der Verlust der TLR9 unabhangigen Erkennung des
hitzebehandelten HSV-1 auch so erklaren, dass das inaktivierte Viruspartikel nicht mehr in
der Lage ist zu replizieren und somit auch keine dafir typischen dsRNA Zwischenprodukte
auftreten, um so die PKR zu aktivieren.

In Ubereinstimmung mit zwei weiteren Studien Uber die HSV Erkennung von pDZ [Lund,
2003; Krug, 2004] konnte in dieser Arbeit somit gezeigt werden, dass pDZ das HSV-1 Virus
Uber einen TLR9 abhangigen Mechanismus erkennen. Diese Arbeiten wurden aber
ausgeweitet und es konnte zusatzlich gezeigt werden, dass pDZ aus dem Knochenmark in
der Lage sind HSV-1 Uber TLR9 unabhangige Mechanismen zu erkennen. Diese TLR9
Unabhangigkeit wurde in der Studie von Lund et al., 2003 nicht beobachtet, obwohl auch
dort mit Zellen aus dem Knochenmark gearbeitet wurde. Eine Erklarung hierfiir kann sein,
dass neben unterschiedlichen Virus-Stammen (HSV-2) auch Viren verwendet wurden, die
unfahig waren sich zu replizieren, da sie entweder UV-bestrahlt waren oder ihnen das
Enzym Thymidin Kinase fehlte.

Die TLR9 unabhéangige Produktion von IFN-a durch die pDZ, aber auch die Produktion von
IFN-a durch eine Vielzahl anderer Zellen wie konventionelle DZ oder Makrophagen, die
zahlenmaRig weit haufiger sind als die pDZ, kénnte zudem erklaren, warum in der Studie von
Krug et al., 2004 kein Unterschied zwischen Wildtyp und TLR9 defizienten Mausen nach

einer in vivo Infektion mit HSV-1 zu erkennen war.
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5. Zusammenfassung

Zu den zellularen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems zahlen Makrophagen,
Naturliche Killer Zellen (NK-Zellen) und Dendritische Zellen (DZ). Dendritische Zellen kénnen
anhand ihres Phanotyps, ihrer Herkunft und ihrer Funktion in viele verschiedene
Subpopulationen unterteilt werden. Eine wichtige Subpopulation der DZ stellen die
plasmazytoiden DZ dar. Plasmazytoide DZ (pDZ) konnen ex vivo aus Milz, Blut,
Knochenmark oder Lymphknoten isoliert werden, wobei sie jedoch nur in einer
verschwindend geringen Anzahl (0,5-1%) vorkommen.

Eine zentrale Rolle bei der Detektion von mikrobiellen Strukturen (PAMPs) nehmen innerhalb
des angeborenen Immunsystems die Toll-like Rezeptoren (TLR) ein. Uber die TLR kdnnen
z.B. bakterielle Proteine (Flagellin: TLR5), LPS (TLR4) und bakterielle und virale
Nukleinsauren (TLR7 und TLR9) erkannt werden.

Plasmazytoide Dendritische Zellen exprimieren Uberwiegend TLR7 und TLR9O und besitzen
die Fahigkeit, groRe Mengen der antiviralen Typ | Interferone (bis zu 10 pg/ Zelle) als
Reaktion auf Viren, bakterielle DNA, einzelstrangige RNA oder Oligodeoxynukleotide mit
CpG-Motif (CpG-ODN) zu produzieren. Durch diese Fahigkeit gelten diese Zellen als die

Spezialisten bei der Abwehr viraler Infektionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kultursystem etabliert, mit dem es maoglich war, aus ex
vivo isolierten Knochenmarkszellen, unter Zusatz von ,FMS-like tyrosine kinase-3 ligand®
(FIt3-L), groRe Mengen an Zellen zu generieren, die phanotypisch mit frisch isolierten pDZ
aus dem Knochenmark vergleichbar waren. So exprimierten sie auf ihrer Oberflache die
pDZ-Marker CD45RA, CD45R (B220) und CD11c. Kaum exprimiert wurde der
charakteristische Marker flir myeloide DZ, CD11b. Auch nach Stimulation mit Liganden flr
TLR7 (R-848) und TLR9 (CpG-DNA) glichen sie in ihren phanotypischen Anderungen, durch
Regulierung von Aktivierungsmarkern (CD40, CD69, CD62-L), ex vivo isolierten pDZ. Des
Weiteren waren die in vitro generierten Zellen in der Lage als Reaktion auf Stimulation mit
dem TLR9 Liganden CpG-DNA, groRe Mengen des fur pDZ typischen Zytokins IFN-a zu
produzieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass es gelungen ist aus Vorlauferzellen im
Knochenmark einer Maus bis zu 20 x 10° pDZ in vitro zu generieren, verglichen mit weniger
als 1 x 10° pDZ welche sich ex vivo aus einem Knochenmark isolieren lassen.

Die Versuche zur Induktion der IFN-a Produktion durch Stimulation mit TLR9 (CpG-DNA)
und TLR7 (R-848) Liganden zeigten aber auch, dass eine phanotypische Aktivierung der FL-
BM pDZ als Reaktion auf die Stimulation nicht zwingend mit der Produktion von IFN-a

korreliert.
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Bei den beschriebenen synthetischen Liganden flir TLR9 handelt es sich um kurze DNA-
Oligonukleotide die charakteristische Merkmale von bakterieller DNA aufweisen. So ist das
gesamte Nukleotid unmethyliert und trégt ein oder mehrere Cytosin-Guanosin (CpG) Motife.
Bis jetzt wurden zwei Haupttypen, Typ A und Typ B, an CpG-ODN Sequenzen beschrieben.
Beide CpG-Arten unterscheiden sich stark in ihren Strukturen, Sequenzen und auch in ihren
Effekten auf humane Immunzellen. Typ B CpG-ODN induziert nur wenig IFN-a Produktion,
hat aber groRe Effekte auf die Proliferation von B-Zellen. Im Kontrast dazu induziert Typ A
CpG-ODN die Produktion groRer Mengen an Typ | Interferonen in plasmazytoiden DZ aus
humanen Blut. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieser beschriebene
Unterschied bei der Induktion der IFN-a Produktion sich auch auf murine pDZ Ubertragen
lasst. Ein Ziel dieser Arbeit war es daraufhin die strukturelle Komponente zu identifizieren,
welche fur diesen Unterschied in der IFN-a Produktion verantwortlich ist. Durch
Modifikationen der Sequenzen konnte gezeigt werden, dass die fir CpG-ODN Typ A
typische Guanosin-Kette an dem 3’ Ende des Oligonukleotides fiir die Produktion grofl3er
Mengen IFN-a verantwortlich ist. Von untergeordneter Rolle fir die Produktion groRer
Mengen an IFN-a scheinen die Bindungen des Rickgrats, die zentrale, CpG-haltige

Kernsequenz und Guanosin-Anhange am 5’ Ende des Oligonukleotides zu spielen.

Fehlende Induktion der IFN-a Produktion konnte neben der Stimulation mit Typ B CpG-DNA
auch bei der Stimulation mit dem synthetischen TLR7 Liganden R-848 (Resiquimod)
beobachtet werden. Mittels Affymetrix Genechip® Technologie wurde deutlich, dass die
fehlende Zytokinproduktion durch eine fehlende Expression der Typ | Interferon Gene
begriindet ist. Einen Hinweis welche Komponente auf der transkriptionellen Eben fir diese
verhinderte Produktion von IFN-a verantwortlich sein kénnte, lieferten in vitro generierten
pDZ aus p50 knock out Mausen. Diesen Zellen fehlt ein Protein der NF-kB/Rel Familie, aus
denen sich der Transkriptionsfaktor NF-kB als Dimer zusammensetzt. Diese Zellen der p50
defizienten Mause reagierten uneingeschrankt mit der Produktion grofer Mengen an IFN-a
bei der Stimulation mit R-848 und CpG-Typ B. Somit scheint klar zu sein, dass entweder ein
p50 abhangiger Transkriptions-Inhibitor der IFN-a Gene existiert, oder dass p50 Dimere

selbst inhibitorisch auf die Zytokinproduktion als Reaktion auf diese Stimuli wirken.

Neben bakterieller DNA koénnen plasmazytoide DZ auch durch virale Infektionen zur
Produktion grofter Mengen an Typ | Interferonen angeregt werden. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit bestand darin zu klaren, ob virale DNA ebenfalls ein natlrlicher Ligand fir TLR9
darstellt. Als Modell-Virus wurde Herpes simplex Virus 1 (HSV-1) verwendet, dessen Genom

aus einer doppelstrangigen DNA besteht.
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Mit Hilfe von TLR9 knock out Mausen konnte gezeigt werden, dass sich die Immunantwort
auf HSV-1 von FL-BM generierten pDZ aus einer TLR9 abhangigen und TLRO-
unabhangigen Komponente zusammensetzt. Diese TLR9 unabhangige IFN-a Produktion
war ebenfalls bei ex vivo isolierten pDZ aus dem Knochenmark nachweisbar. Durch
Hitzebehandlung des HSV-1 konnte diese TLR9 unabhangige Immunantwort komplett
aufgehoben werden. Dieses hitzebehandelte Virus war nur noch in der Lage tdber TLR9 und
somit Uber sein Genom eine Immunantwort auszulésen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben den als Hauptproduzenten beschrieben
pDZ, auch eine Reihe anderer Zelltypen in der Lage sind, vergleichbare, absolute Mengen
an IFN-a als Reaktion auf eine Virusinfektion zu produzieren. Dazu zahlen konventionelle DZ
(cDZ) oder Makrophagen aus dem Knochenmark. Zudem ist diese IFN-a Produktion von
Makrophagen und cDZ weitestgehend TLR9 unabhangig. Somit sind sowohl pDZ als auch
cDZ und Makrophagen in TLR9 abhangiger und unabhangiger Weise fur eine Immunantwort

des angeborenen Immunsystems gegen Viren wichtig.
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