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1 EINLEITUNG

1.1 Das Immunsystem

Das Uberleben eines Organismus hangt zu einem groRen Teil davon abihab gelingt,
unterschiedlichste Krankheitserreger am Eintritt in den Orgarsistu hindern und falls dies
nicht geschieht, sie wirksam zu bek&mpfen. Die Mechanismen, ZelleMalekile, die
hierfiir verantwortlich sind, werden zu dem Begriff Inmunsystem zusammesigefas

Es setzt sich aus zwei Komponenten, dem angeborenen und dem adaptienudagimen.
Beide unterscheiden sich voneinander, jedoch ist eine absolute Grenzzelsotgen ihnen
nicht moglich, da sie ineinander tbergehen und auf verschiedenen Bereichen interagieren.
Das angeborene Immunsystem stellt eine erste Verteidiguregsimi Kampf gegen
verschiedenste Erreger dar und spielt eine wichtige Rolle ilndektion einer spezifischen
Antwort durch das adaptive System.

Das angeborene Immunsystem setzt sich aus mehreren Bestandteilen zusammen.

Haut, Epithelien und deren antimikrobielle Substanzen bilden zuerst eisggisghe und
chemische Barriere. Im weiteren Verlauf spielen humorale Fakiine grol3e Rolle. Hierbei
handelt es sich um Akut-Phase Proteine, das Komplementsystem, rboysory weitere
unspezifische Entziindungsmediatoren. Zum Dritten besteht es ausreellBEstandteilen.
Zu diesen gehoren Makrophagen, NK-Zellen und polymorphkernige Granulozyten.

An diese initiale Phase der Abwehr schliel3t sich die adaptiveulamwort an. Sie ist
spezifisch gegen einzelne Krankheitserreger gerichtet und tetmitdurch
Anpassungsmechanismen eine individualisierte Antwort auf einen Erf@gsse ist durch
eine klonale Selektion gekennzeichnet. Hierunter versteht man dechi@jglass jene Zellen
proliferieren, die spezifisch auf ein Antigen reagieren. Darlil&wus besitzt es die Fahigkeit
sich bei wiederholter Exposition auf ein Antigen an dieses zu eninmed somit eine
schnellere und verstarkte Antwort zu generieren. Dieses Phanontealsvimmunologisches
Gedéachtnis bezeichnet. Die Komponenten des adaptiven Immunsystems dgdud T-
Lymphozyten. T-Lymphozyten sind fur die zellulare Abwehr verantwbrtliwéhrend B-
Lymphozyten nach Differenzierung in Plasmazellen groRe Mengen anifisgesn

Antikorpern sezernieren.
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1.2 DNA — mehr als ein Informationsspeicher

1928 entdeckte Griffith, dass die Weitergabe genetischer InformationBakterium zu
Bakterium Uber Nukleinsauren geschieht. Es handelt sich dabei um eanpta® der die
Informationen Uber den Aufbau eines Tochterorganismus enthalt. Mit seinen
Transformationsversuchen lieferte Avery 1944 den Beweis flr die BRedguter
Desoxyribonukleinsaure als genetisches Material.

9 Jahre spater konnten Watson und Crick Uber Rontgenstrukturanalysen dend&ufDalA
erklaren (Watson und Crick, 1953).

In den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts fanden Rotem, Jmwkdsaacs erste
Hinweise, dass DNA neben ihrer Funktion als Informationsspeicher ao@itise auf des
Immunsystem hat (Rotem et al., 1963; Jensen et al., 1963; Isabcd@6@). Jedoch dauerte
es bis 1984, bis Tokunaga und Mitarbeiter zeigen konnten, dass DNA immudologis
relevante Effekte bewirkt. In ihrer Arbeit zeigten sie, dass daiar DNA-Fraktion von
Bacillus-Calmette-Guerin in vivo Anti-Tumor Effekte aufweist, deeser Effekt durch
Vorinkubation mit DNAsen zerstort werden konnte. RNAsen zeigten keimgluds auf die
Wirkung (Tokunaga et al., 1984). Anfang der neunziger Jahre beobachtetmayesss
bakterielle DNA und nicht Vertebraten-DNA eine immunologische Antwaslost (Messina
et al., 1991). Somit stellte sich die Frage, welche Strukturen Hér Herfiir verantwortlich
sind. Tokunaga und Yamamoto konnten diese Frage durch Herstellung syhéneDdoA
klaren. Uber Sequenzvergleiche erarbeiteten sie Oligonuktleotidgudieinem zentralen
Palindrom mit einem CG-Dinukleotid (CpG-Motiv) bestehen. Sie konnteterhe zeigen,
dass es hierbei zu einer Aktivierung von NK-Zellen Uber Produktion voridrdeen kommt
(Tokunaga et al., 1992). Eine genauere Charakterisierung dieser fimrdienologischen
Reaktionen wichtigen Strukturen gelang Krieg. Er veranderte gelreelSequenz der DNA
und beschrieb sodann ein sechsbasiges Motiv. Zentrales ElementtdainndpG-Motiv, das
fur die immunologische Aktivitat verantwortlich ist. Krieg beschria dieser Arbeit somit
eine Sequenz, die sich aus folgender Struktur zusammensetzte: rbRBN-CpG-
Pyrimidin-Pyrimidin-3” (Krieg et al., 1995).
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1.3 Das CpG-Prinzip

Die DNA setzt sich aus den vier Nukleotiden Adenin, Cytosin, Guanin undnifhy
zusammen. Somit sollte das Dinukleotid CpG mit einer statistisé¥ehrscheinlichkeit von
1:16 erscheinen. Dies trifft auch fur bakterielle DNA zu. In Eukasmredoch ist die
Wahrscheinlichkeit fiir das Vorfinden dieser Sequenz um circa eineFieftringert (Bird,
1986). Die oben von Krieg erwahnte Sequenz ist in Vertebraten sogar tiw&br s
supprimiert.

Ein weiterer entscheidender Unterschied zwischen bakteriellerukadyenter DNA besteht
in der Methylierung des zentralen Cytosins. Bei Bakterien istemukleiner Bruchteil der
DNA methyliert wahrend bei Wirbeltieren der Anteil methykertCytosins tiber 80 Prozent
betragt (Razin and Friedman, 1981). Eine Methylierung des zentraterit@®@ybewirkt eine
fast vollstandige Zerstérung des immunstimulatorischen Effektaegket al., 1995). Somit
weist bakterielle DNA einige immer wiederkehrende Muster dgf,es dem Immunsystem
erlauben, zwischen ,Selbst* und ,Fremd® zu differenzieren. Solchderkehrende Muster
werden in der Immunologie als ,pathogen associated molecular patleAtMdP) bezeichnet.
Fur deren Erkennung hat das Immunsystem Proteine bereits auf derd&suéngeborenen
Immunsystems entwickelt, die PAMPs identifizieren und die Immuramtim bestimmte
Bahnen lenken konnen. Diese Moleklle werden ,pattern recognition receRR®R)
genannt (Janeway, Jr., 1989). Zu dieser Gruppe gehort der CD14-Rezeptor, der
Lipopolysaccharide aus der Wand gramnegativer Bakterien erkennt (Pugin et al., 1994).
Die am besten charakterisierte Gruppe der PRR sind die ,KelRezeptoren* (TLR), von
deren Familie bisher im menschlichen System mehrere Mitglideatifiziert worden sind
(Janeway, Jr. and Medzhitov, 2002). Eine Untergruppe dieser Familieplttikd Rezeptor
9 (TLR9), ist fur die Erkennung von viraler und intrazellularer bakterieDNA
verantwortlich (Hemmi et al.,, 2000). Verschiedene TLRs kommen in ghteddichen
Kompartimenten der Zelle vor und erkennen bestimmte Strukturen. TLR@ wir
membrangebunden unter anderem in Endosomen exprimiert (Ahmad-Neja2@02). Die
Zellpopulationen, die TLR9 exprimieren unterscheiden sich von SpeziepezieS Bei
Mausen scheinen Zellen der myeloiden Reihe den TLR9 zu tragen.eBschen scheint der
TLR9 hauptsachlich auf plasmazytoiden dendritischen Zellen und aufi@izedschrankt zu
sein (Takeshita et al., 2001; Bauer et al., 2001; Hornung et al., 2002).
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1.4 Wirkungen von CpG-DNA auf das Immunsystem

Die Effekte von CpG-DNA kénnen in zwei Stadien eingeteilt werdeainem frihen Schritt
kommt es zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystem wahrendaes da einer
Verbesserung der adaptiven Antwort auf ein Pathogen kommt.

Kurz nach Exposition mit CpG-DNA werden die Oligodesnukleotide (O@Ndpzytiert und
gelangen somit in das Endosom. Im Endosom erfolgt der Kontakt mit d&@ (Rhmad-
Nejad et al., 2002). Diese Interaktion fuhrt zu einer Signaltransduktiom dbe
Adaptorprotein MyD88, die IL1-Rezeptor-assoziierte Kinasen (IRAKRLNd -m) und TNF-
Rezeptor-assoziiertes Protein 6 (TRAF6) (Wesche et al.,, 1997) ansthlielRender
Aktivierung mehrerer Transkriptionfaktoren wie Nuclear-Fakkd (NFkB), Activating
Protein (AP1), CCAAT/enhancer binding Protein (CEBP) und cAMP-resporalement
binding Protein (CREP) (Hacker et al., 2000; Yamamoto et al., 2002)e Rigsvierten
Transkriptionsfaktoren fuhren zur Expression spezieller Gene. Hierdwncimt es zur
Hochregulation von Chemokinen (Chemotaktische Zytokine), die Wanderungsbewegung
T-Zellen und B-Zellen zur Folge haben (Kim and Broxmeyer, 1999). Wettenmt es zu
einem verminderten Ansprechen der Zellen auf Apoptosereize (Mi, €19896) sowie zur
Ausschittung von Interferonen, TMFIL-1 und IL-6, die eine sogenannte TH1-Antwort
favorisieren (Lipford et al., 1997). Interferon fihrt zu einer Ausreifumrgn
antigenpréasentierenden Zellen und im Zusammenspiel mit anderen Ched@ytokinen
kommt es innerhalb von Stunden zu weiteren Effekten wie NK-Zell-Adtivg,
Hochregulation von Fc-Rezeptoren auf Effektorzellen wie Granulozyten, edenfalls
erhohte Wanderungs- und Phagozytoseaktivitat zeigen (Krieg, 2002). Sored in einer
ersten Phase zu einer Aktivierung der Komponenten des angeborenen Intemsisys
gekommen. Im zweiten Schritt kommt es nun zu einer Aktivierung deptiaea
Immunsystems. B-Zellen erfahren eine starke Kostimulation, wenepszifisches Antigen
binden und gleichzeitig Uber den TLR9-Rezeptor stimuliert werden. fDi@$ zu einer
verstarkten Bildung von antigenspezifischen Antikdrpern (Krieg et al., 19B%
Prasentation von Antigen an T-Zellen im Zusammenhang mit CpG-&tiotulkann nun
soweit fihren, dass es zu einer Induktion einer primaren zytotoxiscdeh-Antwort ohne

weitere T-Zell-Hilfe kommen kann (Wild et al., 1999; Sparwasser et al., 2000).



EINLEITUNG 12

1.5 Einflisse von Chemokinen auf die Verteilung von

Leukozyten

Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind kleine sezernierte oder membrangebundene
Proteine mit einem Molekulargewicht von 6 — 14 kDa (Baggiolini et al., 1994; Rollins, 1997).
Sie werden je nach terminaler Aminosaurenzusammensetzung inuagrupen unterteilt
(Rollins, 1997).

Chemokine tben Funktionen in der Regulation der Proliferation und Mobilisation von
hamatopoetischen Zellen aus (Broxmeyer et al., 1999).

Eine der Hauptfunktionen von Chemokinen besteht in der Chemotaxis von Leukozyten und
der Regulation der Leukozytenmigration. Naive Lymphozyten verlassenpriieiren
Lymphorgane und wandern in sekundares lymphatisches Gewebe ein. Hieéliéer die
peripheren Lymphknoten, die Milz und die Peyer Plagues im Darm. Dmsasmdare
lymphatische Gewebe ist darauf spezialisiert, Antigene zu sédmond diese dann den
Lymphozyten zu prasentieren. Dabei rezirkulieren die Lymphozytenclzens Blut und
sekundaren Lymphorganen bis sie entweder apoptotisch oder durch ein Arkiiyesrta
werden (Picker und Butcher, 1992). Diese Wanderungsbewegungen werden wohéizum
durch Expression von bestimmten Chemokinen in lymphatischem Gewebe undsaiidere
durch Expression von Chemokinrezeptoren auf bestimmten Zellen ausgeltgiezial
geleitet. Die Expressionsmuster lassen vermuten, dass ChemokigDWwil (Stromal Cell-
Derived Factor), SLC (Secondary Lymphoid Tissue Chemokine), ELC (EBY-Induced
gene) 1-Ligand Chemokine) einerseits die T-Zellmigration in sekanid@gnphorgane und
dann in T-Zellzonen leiten (Gunn et al., 1998). Weiterhin besteht die Wangy dass die
gleichen Chemokine eine wesentliche Rolle in der B-Zellmigratidpmphatisches Gewebe
spielen (Kim und Broxmeyer, 1999). Dartber hinaus ist bekannt, dass veesghiStimuli

die Expression bestimmter Chemokine induzieren kénnen. Zu diesen Induktorem diéhl
Zytokine IL-1, TNFea und IFNy, Lipopolisaccharid (LPS) sowie virale Infektionen
(Baggiolini et al., 1994). Weiterhin ist bekannt, dass es bei Gabe vorODINE zu einer
Hochregulation des CCR7-Rezeptors auf dendritischen Zellen kommt @€rag, 2003).
Dieser Rezeptor bindet die beiden oben erwdhnten Chemokine ELC und SLC.
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1.6 Verteilung und Kinetik von Granulozyten

Granulozyten sind Bestandteil der angeborenen Abwehr des ImmunsySiengerden in
neutrophile, basophile und eosinophile Zellen unterteilt. Von diesen drgypéellsind die
Neutrophilen mit ca. 95 % weit in der Mehrzahl. Granulozyten befindénirsi wesentlichen
in vier Kompartimenten (Junqueira & Carneiro, 1995). Ihre Bildung zunrifdlen erfolgt
im Knochenmark. Ein Teil der gereiften Zellen verbleibt im Knochekmad bildet einen
Reserveanteil, der bei Bedarf freigesetzt werden kann (Smeaton,. 1B&#) der
Aufrechterhaltung einer normalen Freisetzung der Granulozyten audeohenmark zur
Garantierung einer Neutrophilenantwort bei einer Infektion spielenerehkiaktoren wie der
Granulozytenkoloniestimuliernde Faktor (G-CSF) eine Rolle (DerapttiGriffin, 1991). Die
Produktion von G-CSF wird u.a. durch bakterielle Bestandteile,dThNfd Interleukin-1
induziert (Rennick et al., 1987). Eine weitere Fraktion zirkulierBint. Eine gleich grof3e
Anzahl ist in den Blutgefal3en als randstandige Zellen vorhanden, wol¥gl#ia zwischen
beiden Kompartimenten wechseln kdnnen. Der Anteil der im Knochenmark bxferdl
Zellen ist circa zehnfach groRRer als der im Blut befindlicheth€As et al., 1961). Aus dem
Blut durchwandern Zellen im weiteren Verlauf die GefaBwand und gamlasg in das

Bindegewebe.

1.7 Immunprotektive Effekte von CpG-DNA

Mehrere Studien konnten zeigen, dass CpG-DNA die angeborene Immunadtgort
Organismus gegen eine Reihe von Pathogenen deutlich verbessert. \Wietlver allem die
frhe Proliferations- und Ausbreitungsphase gehemmt und in einem raw@dbritt erfolgt
die Elimination des Pathogens durch eine stark verbesserte adaptive Immunantwort.

In diesem Zusammenhang wurden protektive und therapeutische Effekte userMa
beschrieben, die durch Parasiten wie Leishmanien und Schistosomeertinfizirden
(Zimmermann et al., 1998; Chiaramonte et al., 2000). Ebenfalls protekteldeEwurde bei
Virusinfektionen wie dem Ebola-Virus, Herpes simplex- und dem Cytaheeyirus

nachgewiesen (Ashkar et al., 2003). Einige Studien zeigten dariber ldaasisCpG-ODNs
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die Infektabwehr bei immunsupprimierten Individuen, deutlich verbessern kornoest él.,
2004).

Neben einer Aktivierung des Immunsystems von Saugetieren konnte aydsigiver Effekt

auf Fische und Voégel nachgewiesen werden, was weiterhin zeigt,edasgh bei der
Erkennung von CpG-DNA um einen Uber Jahrmillionen beibehaltenen Beitrag zum
Uberleben des Wirtsorganismus handelt (Kanellos et al., 1999; Gomis et al., 2004).

Jedoch wurden auch negative Effekte durch Applikation von CpG-DNA fesligeSio
zeigten Olbrich et al., dass eine Vorbehandlung mit CpG-DNA Man&#liger fur eine

durch Friend-Retrovirus induzierte Leukamie macht (Olbrich et al., 2003).
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2 FRAGESTELLUNG

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll der Einfluss von CpG-&Alie Verteilung
von Immunzellen im Korper untersucht werden.

Hierbei sollen in einem ersten Schritt die Auswirkungen auf datbiRl erfasst werden.
Parameter, die herangezogen werden, sind die Zellzahl im BlutDiffasentialblutbild,
Verdnderungen von Subpopulationen sowie Unterschiede in der Expression von
Oberflachenmarkern.

In einem zweiten Teil sollen Veranderungen in Lymphknoten und Milz aeiigeewerden.
Zu untersuchende Parameter sind wiederum die Zellularitéat, Veuigder in der
Zusammensetzung sowie Untersuchung verschiedener OberflachenmarKeilewfin den
erwahnten Organen.

Dartiber hinaus sollen Unterschiede in der Applikationsart der DNAlicleeg und der
Einfluss von Chemokinen auf die Verteilung der Zellen untersucht werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Mause

Verwendet wurden weibliche 18-22g schwere C57/BL6- und TNFR‘(pE’Ea)use im Alter
von 6 bis 10 Wochen.
Die Mause wurden im Tierstall des Instituts unter pathogenfreien Bedingungdiergeha

3.2 Reagenzien

3.2.1 Ammoniumchlorid-Lésung

Zur Lyse von roten Blutkérperchen wurde trisgepufferte 140mM Ammoniumdhl@sung
verwendet. Zu deren Herstellung wurde 8,3 g48IHSigma, Deisenhofen, Deutschland) in
1000 ml Aqugigestgelost und 111 ml Tris (170 mM) gepuffert. Diese Losung wurde aufi eine

pH von 7,2 eingestellt und Uber einen Faltenfilter filtriert und danach bei 4 °C gelagert.

3.2.2 Eosin-Farbelosung

2 g Eosin (Merck, Darmstadt, Deutschland), 250 mg Natriumazid (Sigresenhofen,
Deutschland) und 50 ml FKS wurden langsam in 450 ml 0,9% NaCl-Losung tginger
filtriert und unsteril bei 4 °C gelagert. Diese Losung diente Yitalfarbung von

Zellsuspensionen in Verhaltnissen zwischen 10:1 bis 1:1.
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3.2.3 Paraformaldehyd — Fixierl6sung

1 g Paraformaldehyd (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde in 100 $nb&B56 °C
unter Rihren tGber Nacht geldst. AnschlieRend wurde die Loésung durch einenFl@um

filtriert und bei 4 °C gelagert.

3.2.4 Phosphat gepufferte Salzlgsung

1 g MgCL (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) sowie 1 g €dSlgma, Deisenhofen,
Deutschland) wurden in 9,16 | AgiRs: gelost und auf einen pH von 7,2 eingestellt danach

durch einen 0,2um Filter steril filtriert und bei 4 °C gelagert

3.2.5 5 x DNAse-I-Puffer

Aus folgenden Losungen wurden Mischungen hergestellt, danach stagttfilind danach
bei —20 °C gelagert.

Tris-HCI (Tris- Hydroxymethyl-Aminomethan), pH 7,5 250 mM

Magnesiumchlorid 50mM

BSA (Rinderserumalbumin) 250 pg/ml

3.2.6 Oligodeoxynukleotide (ODN)

Die verwendeten ODN wiesen statt einer Diester-Bindung eine pRbtbsoat-Bindung
zwischen den Nukleotiden auf.
Alle verwendeten ODN wurden von der Firma TIB MOLBIOL Synthdseia Berlin,

Deutschland hergestellt.

Name Sequenz (5= 3")

1668 TCC ATGACGTTC CTG ATG CT

1720 TCC ATG AGC TTC CTG ATG CT
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Die Phosphothioat-Modifizierung von Oligodeoxynukleotiden bewirkt verstarkssteaz
gegen den Abbau durch DNAsen (Stein et al., 1988). CpG ODNs wurde in2&6deM
Stammlésung mit sterilem Ultra-Pure Wasser (Biochrom, Bellleutschland) angesetzt, und

durch 0,2um-Filter steril filtriert.

3.2.7 AntikOrper

Alle fur die FACS Farbungen verwendeten Antikorper wurden von der BinBharmingen

(Heidelberg, Deutschland) bezogen.

Folgende Antikorper wurden fir FACS Farbungen verwendet.

Oberflachenantigen Herkunft des Antikorpers Ursprungsspezies
CD3 BD Pharmingen, Heidelberg Ratte
CD11b/Macl BD Pharmingen, Heidelberg Ratte
CD-45R/B220 BD Pharmingen, Heidelberg Ratte
Ly-6G/Grl BD Pharmingen, Heidelberg Ratte

3.3 Methoden

3.3.1 Injektionen

Intraperitoneale Injektion

Nach Sprih- und Wischdesinfektion des Felles wurden 10 nmol ODN gelt@0ipl PBS

mittels einer Tuberkulinspritze in den linken unteren Quadranten des Ahdaee Maus

injiziert
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Injektion in den Ful3ballen
Nach Spruh- und Wischdesinfektion wurden 5 nmol des ODN gel6st in 50 phitBSs
einer Tuberkulinspritze subkutan in den Fuf3ballen injiziert.

3.3.2 Blutgewinnung

Blut wurde durch eine Stichinzision mit einer sterilen 24G-Nadebgeen und direkt in eine
EDTA-beschichtete Kapillare tberfihrt. Um weiteren Blutverlustverhindern, wurde mit

sauberen Tupfern Druck auf die Inzisionsstelle ausgeubt.

3.3.3 Blutzellzahlung und Analyse

Die Z&hlung der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten erfolgtelsniten Zahlgerat
vet-ABC der Firma scil Company (Viernheim, Deutschland)

Weiterhin wurden Blutausstriche angefertigt und mit Giemsalosuagegfarbt. Von diesen
Blutausstrichen wurden mindestens hundert Zellen zur weiteren édifierung unter dem
Lichtmikroskop gezahlt. Zur Bestimmung absoluter Zellzahlen im Bluden Prozentwerte
aus dem erhaltenen Differentialblutbild mit den zuvor bestimmten Lgtdazahlen

multipliziert.

3.3.4 Praparation von Lymphknoten - und Milzzellen

An den Versuchstagen wurden die Mause durch zervikale Dislokation tgetide die
inguinalen und poplitealen Lymphknoten sowie die Milz steril entnommen. @Mgane
wurden durch Stahlsiebe gedriickt. Die daraus resultierende Zellsaspensde zweimal
mit PBS + 2% FCS gewaschen. Mittels einer SupravitalfarburigBmsin konnten die

lebenden Zellen gezahlt werden.
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3.3.5 Messung der Expression von Oberflachenantigen mittels
Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann man Zellen nach ihred(3er (,forward scatter =

FS), nach ihrer Granularitat (,sideward scatter” = SS) und ieh Fluoreszenz beurteilen.

Die Fluoreszenz der Zellen ist abhangig von dem Grad ihrer Higeedsizenz und den
verwendeten Antikdrpern. Die Antikorper, die gegen verschiedene Oberféitigene der
Zellen gerichtet sind, sind mit Farbstoffen markiert. Durch Emsatterschiedlicher
Antikorper, die z.B. gegen Differenzierungsoberflachenantigene (dimagrker”) gerichtet
sind, kann die Expression bestimmter  Aktivierungsoberflachenantigene

Zellsubpopulationen getrennt ermittelt werden. Hier stellt die uifsggde Bindung von

Antikorper oder Farbstoff ein Problem dar. Zellen wie Makrophagen und D€stzen

Oberflachenrezeptoren, die Antikdrper an ihrer konstanten Region, oder agekleppelten

Farbstoff binden. Dies fuhrt zu einer unerwiinschten Markierung von Zeleedadigesuchte
Oberflachenantigen nicht besitzen. Dieser Effekt einer unspémfisBindung wurde durch
Blockierung dieser Rezeptoren mit gegen sie gerichteten Antikbrfg2D-16/CD32)

verhindert.

Zum Ausschluss unspezifischer Bindung wurden Parallelfarbungen mitkGApein

desselben Typs und mit demselben Farbstoff vorgenommen. Diese Antikorpemn aber
kein spezifisches Antigen an diesen Zellen erkennen und nur unspezéiaomdgn werden.
Damit wurde die Rate falsch positiver Zellen bestimmt, die danrdeorRate der positiven
Zellen in der spezifischen Farbung abgezogen wurde.

Fur die spezifischen Farbungen wurden die Zellen mit PBS + 2%gEla&schen und fur die
Blockade unspezifischer Bindungsstellen zunachst 2o-@D16/CD32 fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Antikdrper fur spezifische Farbung warenedatwdirekt mit

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) markiéiiir die spezifische
Farbung wurden Zellen mit entsprechenden Antikérpern fir 30 min bei 4 °C inkuba

zweimal mit PBS + 2%FKS gewaschen. Die so behandelten Zeliedew mit 1%-

Paraformaldehyd-Losung fixiert und an dem Fluoreszenzaktivierteisofigdrer (FACS)

EPICS XL (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) analysiert.
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3.3.6 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktid RT-PCR)

Um die Expression von mRNA der Chemokine ELC und SDF zu untersuchen, @&mnede
Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) durchgefihrt.

Nach Extraktion der RNA wurde die optische Dichte der RNA photoseétiestimmt und
aus der mRNA im néchsten Schritt cDNA transkribiert. Die dwmalesne cDNA wurde
zunachst in einer Realtime Tagman PCR verwendet und die eingadeizbgen der cDNA
angeglichen. Mit diesen cDNA Mengen wurde dann die PCR auf ELC ISDOF
durchgefuhrt. So konnte eine semiquantitative Aussage Uber einen Wdergler

densitometrisch bestimmten Bandenintensitaten getroffen werden.

RNA-Isolation

Méausen wurden nach Behandlung mit ODN die peripheren Lymphknoten und die Milz
entfernt. Nach Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden dier iMitle verbliebenen
Erythrozyten durch Lyse mit Ammoniumchloridlésung entfernt. Aus beidgar@n wurden
2 x 10 Zellen verwendet. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 0,5 nflaBti (Peglab,
Erlangen, Deutschland) lysiert und 5 min bei Raumtemperatur (RT) arkuldDer
Suspension wurde 0,1 ml Chloroform (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) zugelyebh
Inkubation (5 Minuten, RT) erfolgte die Zentrifugation (12000x g, 15 MinuterCyzur
Phasentrennung. Die wassrige Phase wurde abgenommen die RNA mit I8¢pnopanol
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) geféllt (10 Minuten, RT) und durch ifdgrdren
pelletiert (12000x g, 10 min, 4 °C). Nach einem Waschschritt mit 75H&nBl wurde das
RNA-Pellet 5 Minuten luftgetrocknet. Die KonzentrationsbestimmungRidA erfolgte mit
einen UV-Spektrometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Zur Bestimnuasgy
Reinheitsgrades wurde zusatzlich die optische Dichte (OD) bei 28§emmessen und der
Quotient aus OD 260 nm zu OD 280 nm gebildet. Er sollte zwischen 1,8 unddg&0. IDie
RNA wurde in 30 ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei —70 °C gelagert.

cDNA-Synthese

Zur Transkription der RNA in cDNA wurden alle Reagentien von PerkimE (Foster City,
CA, USA) bezogen. 5 pl RNA wurden mit 2,5 pl random Primer (50 pNi), Buffer (KCI
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500 mM, TrisHCI 100 mM), 11 ul Mg€I(25 mM), 10 pl ANTP (10 mM), 1 ul RNAse
Inhibitor (20 U/ul), 0,5 pl reverse Transkriptase (50 U/ul) und 15 pPO&Vasser fur 10
Minuten bei 25 °C inkubiert. Darauf folgten Inkubationsschritte von 30 Minuted®é&C
und 5 Minuten bei 95 °C. Die cDNA wurde bei —20 °C gelagert.

Realtime TagMan PCR

Um bei der semiquantitativen PCR gleiche Mengen eines ,housekegmsy einzusetzen,
wurde vorher eine Realtime TagMan PCR durchgefiihrt. Wahrend bei konvdetidh@R
Nachweis und Mengenabschatzung der Zielsequenz durch Gelelektrophore®CRles
Produkts erfolgen, macht man sich bei der Tagman PCR die Spaltungg@ner Sonden
(Tagman Probes) durch 5°3"-Exonukleaseaktivitat der Tag-PolymeraseeumagMan-
Sonden sind am 5 -Ende mit einem Reporter- und am 3"-Ende mit einentcii@réarbstoff
markiert. lhre Sequenz wird so gewahlt, dass sie als ,internhkept zwischen den beiden
PCR-Primern an die Zielsequenz binden. Die Spaltung der TagMan-Sontediirs 3" -
Exonukleaseaktivitat der Taq-Polymerase verhindert das Quentching undzdil@inem
Anstieg der Fluoreszenz. Durch kontinuierliche Detektion der Fluorastemzitat von
Reporter- und Quentcherfarbstoff wahrend der einzelnen PCR-Zyklen, dids der
Threshold-Cycle (CT) als der Zyklus bestimmen, bei dem die Refhooteszenz das
Basissignal signifikant Ubersteigt. Der CT ist umso niedrigerhoher die Menge an
Zielsequenz ist und ist die Basis der Quantifizierung mit TagR@R. Um Schwankungen in
den Mengen an cDNA auszugleichen, wurde die Expression des ,houseke=stg-4ctin
bestimmt. Anhand des ermittelten CT wurde die fir die semiquargiteCR einzusetzende
Menge an DNA bestimmt.

Folgende Primer und Tagman-Sonden wurden verwendet

5-Primer: 5'- AGG TCATCACTATTG GCA ACG -3
3’-Primer: 5'- CAC TTC ATG ATG GAATTG AAT - 3

1 pl Probe (10 pmol/ul) 5 FGC CAC AGG ATT CCA TAC CCA AGA AGG - 3'
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Folgende Reagenzien wurden von Perkin-Elmer (Foster City, CA, B829gen und mit

1pl cDNA in der Realtime Tagman PCR verwendet:

je 0,5 ul Primer

0,5 pl Probe

0,6 pl Polymerase

0,6 pl dNTPs (10 nMol)
3 pl MgChk (25 Mmol)

3 ul Puffer

20,3 ul dHO

Fir die PCR wurden folgende Zyklusbedingungen gewahilt:

95 °C fur 5 Minuten, 30 Zyklen mit 95 °C fur 15 Sekunden und 60 °C fur 1 Minute
(Annealing-Temperatur) und 72 °C fur 30 Sekunden (ExtensionstemperatusiR@gkion

und Fluoreszenzmessung wurden mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequeneetddeson
Perkin-Elmer (Foster City, CA, USA) durchgeflhrt.

Semiquantitative PCR

Die Primer wurden von MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert.

Folgende Primer wurden verwendet:

SDF
5'-Primer: 5 -TGC ATC AGT GAC GGT AAACCA -3
3’-Primer: 5 -GTT CTT CAG CCG TGC AAC AAT -3
ELC
5'-Primer: 5" - GGT GCT AAT GAT GCG GAAGAC -3

3’-Primer: 5 - AGA CAC AGG GCT CCT TCT GGT - 3
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B-Actin
5'-Primer: 5 - TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG AAAC-3
3'-Primer: 5" - TAA AAC GCAGCT CAGTAACAGTCC G -3

Nach Bestimmung der Menge an einzusetzender DNA durch die Redlagman PCR
wurde folgende Reagenzien, bezogen von Perkin-Elmer (Foster CityUSA), mit 1 ul
cDNA fur die PCR verwendet:

je 1 pl Primer (25 pmol/ul)

1 pl Polymerase

1 pul dNTPs (10 nMol)

4 ul MgCh (25 Mmol)

5 ul Puffer

36 ul dHO

Fir die PCR auf SDF urfétActin wurden folgende Zyklusbedingungen gewahilt:

95 °C fur 3 Minuten, 35 Zyklen mit 95 °C fur 30 Sekunden und 60 °C fur 30 Sekunden
(Annealing-Temperatur) und 72 °C fur 45 Sekunden (Elongationstemperatursagklen

72 °C fur 10 Minuten.

Fur die PCR auf ELC wurden folgende Zyklusbedingungen gewahilt:

95 °C fur 3 Minuten, 35 Zyklen mit 95 °C fur 30 Sekunden und 62 °C fir 30 Sekunden
(Annealing-Temperatur) und 72 °C fur 45 Sekunden (Elongationstemperatut). 3%ac
Zyklen 72 °C fur 10 Minuten.

Elektrophoretische Trennung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in einem 1,5%-AgarosegEitmdiumbromid
aufgetrennt. Dazu wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1xTAE-Puffer geldst4und
Ethidiumbromid zugegeben. 15 pl der Proben wurden mit 3 pl Ladepuffertzierse
aufgetragen und bei 120 V getrennt. Zur GroRenbestimmung der Fragnuedéeein DNA-

GrolRenmarker eingesetzt.
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3.4 Statistische Auswertung

Fur die graphische Darstellung wurden Mittelwerte aus mehrexparinenten verwendet.
Die statistische Auswertung auf signifikante Unterschiede kimdener Stimuli im Vergleich
zu einer Kontrollgruppe erfolgte mittels “Student’s t-Test”.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Effekte von CpG-DNA auf Blutzellen

Das im Gefal3system zirkulierende Blut kann in einen flissigeln das Blutplasma, und
einen geformten Anteil, die Blutzellen, unterschieden werden. Die Ktnaten und der
Aktivitatszustand der Blutzellen in einem Volumenanteil Blut ist worterschiedlichen
Faktoren abhangig. Der geformte Anteil des Blutes kann weiterota Blutzellen
(Erythrozyten), weil3e Blutzellen (Leukozyten) und Blutplattchen (Throgtboy
unterschieden werden.

CpG-DNA hat auf die Zellen des Blutes starke Einflisse undnufinien eine Vielzahl von

verschiedenen Reaktionen hervor.

4.1.1 Einflisse auf Leukozyten

Leukozyten stellen einen grof3en Teil der Blutzellen dar. lhre ZahBlut gibt in vielen
Fallen Anhaltspunkte Uber den Status des Immunsystems. Sie konnenklickkmpisch
weiter in Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten unterteilt werden. Durch
immunologische Methoden wie FACS erfolgt eine weitere Diffasgnng in Untergruppen,

da diese auf ihrer Oberflache verschiedene Antigene exprimieren.

4.1.1.1 Effekte auf die Leukozytenzahl

Die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut kann sich unter dem Einflossvielen
Faktoren verandern. Die Kinetik dieser Entwicklung folgt meist eirggm Stimulus

typischen Muster.
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Abbildung 1: L eukozytenkinetik nach ip-Gabe von ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 h@®68 (in 100 ul PBS) (schwarze Punkte) bzw. 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Punkte) bzw. 10@RS (schwarze Dreiecke) steril intraperitonegkiert.

Die erste Blutabnahme erfolgte vor Injektion, wedtemach 3 Stunden, 8 Stunden sowie zu den angegeben
Zeitpunkten.

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegLeukozytenzellzahl von Funffachbestimmungen.

* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beigp0,05

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, kam es nach streng steriler intapmler Gabe von 10
nmol des ODNs 1668 sehr rasch zu einer Abnahme der Leukozytenzahlutrmvadsi
C57/BL6-Mausen bereits nach drei Stunden. Der maximale Tiefpunkt waote24 Stunden
erreicht. Mit einer absoluten Zellzahl von 1800 Zellen pro Mikrolitieit Bel dieser Wert auf
23 % des Wertes der Kontrollgruppe ab. Danach folgte eine Erholungedkodytenzahl
und vier Tage nach Verabreichung der CpG-DNA erreichten die Z&blweeder die der
Kontrollgruppe. Die Gabe des Kontroll-ODNs 1720 hatte in allen durchgefiihrt
Experimenten Schwankungen der Zellzahl meist ein wenig oberhalbotéroKgruppe zur

Folge, zeigten jedoch keine Abnahme der Leukozyten im peripheren Blut.
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Weiterhin war die Frage interessant, ob es einen Unterschied rinKidetik der
Leukozytenverdnderungen im Blut gibt, wenn das ODN auf einem andererapigkgert
wird. Da die intraperitoneale Verabreichung als systemische @Gflveert wurde, sollte nun

eine lokale Gabe in den Ful’ der Mause erfolgen.
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Abbildung 2: Leukozytenkinetik nach Gabe von ODNien Ful}
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 5 nd@b8 (in 50 pl PBS) (schwarze Punkte) bzw. 5 nmol
1720 (in 50 pl PBS) (weiRe Punkte) bzw. 50 pl PB&hWarze Dreiecke) steril in den rechten Ful3ballen

injiziert. Die erste Blutabnahme erfolgte vor Irfjek, weitere nach 3 Stunden, 8 Stunden sowie zu de

angegebenen Zeitpunkten.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Finffachbestimmungen
* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beigp0,05

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Hierbei zeigte sich eine &hnliche Kinetik bei der VeréanderungLdekozytenzahlen im
peripheren Blut wie bei einer intraperitonealen Gabe des ODNs (Abbildung 2).

Ebenfalls wurde in der Arbeitsgruppe Lipford 10 nmol 1668 intravends in emeadzvene
injiziert und danach die Entwicklung der Leukozytenzahlen im peripherah V@kfolgt.

Hierbei zeigte sich eine identische Kinetik der weil3en Blutzellen (Datbhgeezeigt).
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Die Auswirkungen auf die Leukozytenzahlen hatten sich somit unabhangig vom

Applikationsweg gleich verhalten.

4.1.1.2 Effekte auf Lymphozyten und Granulozyten

Leukozyten im Blut lassen sich noch weiter v. a. in Lymphozyten, Granetozund
Monozyten unterteilen. Im Gegensatz zum Menschen ist das Blutbild ¥ofBB-Mausen

ein sogenanntes lymphozytares Blutbild d.h. es besteht im Normaifallca. 75-85 %
Lymphozyten, 10-20 %-Granulozyten und ca. 2-5 % Monozyten. Nach der Beobachiemg ei
Leukopenie aufgrund der Applikation des ODNs 1668 wurde untersucht, welche

Untergruppen von Leukozyten am starksten auf die Applikation reagieren.
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4.1.1.2.1 EFFEKTE AUF LYMPHOZYTEN
Da wie oben erwahnt der gro3te Anteil der Leukozyten sich aus dgshogzytenpopulation
rekrutiert, wurde der Entwicklung der Lymphozytenzahl nach 1668-Gabe besondere

Bedeutung zugeschrieben.
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Abbildung 3: Lymphozytenkinetik nach ip-Gabe vonGE@DN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hivi®8 (in 100 pl PBS) (schwarze Punkte) bzw. 1D0 p

PBS (weil3e Punkte) streng steril intraperitonegiart. Die erste Blutabnahme erfolgte vor Injekti, weitere

nach 3 Stunden, 8 Stunden sowie zu den angegehéepunkten. Direkt nach Blutabnahme wurden
Blutausstriche angefertigt, mit Giemsa-Losung ad@def und unter dem Lichtmikroskop nach Zelltypen
differenziert. Die erhaltenen Prozentwerte wurdéindmn absoluten Zellzahlen der Leukozyten mutltiplit und
somit die absolute Zellzahl der Lymphozyten bestimm

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegLymphozytenzellzahl von Fiinffachbestimmungen

* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05

Wie aus Abbildung 3 zu ersehen ist, kommt es nach Gabe von 10 nmol 1668sekrura
einem Abfall der Lymphozyten von 7,8 x*18uf 1 x 18 nach 24 Stunden. Am 3. Tag nach
Injektion des ODNs hat sich die Lymphozytenzahl wieder erholt und dsgakgswerte

erreicht.
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4.1.1.2.2 EFFEKTE AUF GRANULOZYTEN
Die Abbildung 3 zeigte, dass die Kinetik der Lymphozytopenie weitgeparadle! zu der der

Leukozyten verlauft. Hierdurch zeigt sich, dass die Leukopenie vor aleen Folge der
Lymphozytopenie ist.
Jedoch sollte weiterhin untersucht werden wie sich die zweite gRupeilation, die

Granulozyten, verhalten.
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Abbildung 4: Granulozytenkinetik nach ip-Gabe vagnGEODN
C57/BL6-Mausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurde 10 nd@68 (in 100 ul PBS) (schwarze Punkte), 100 pl PBS

(weil3e Punkte) streng steril intraperitoneal igjizi Die erste Blutabnahme erfolgte vor Injektiaejtere nach 3

Stunden, 8 Stunden sowie zu den angegebenen ZdigourDirekt nach Blutabnahme wurden Blutausstriche
angefertigt, mit Giemsa-Losung angefarbt und umtem Lichtmikroskop nach Zelltypen differenziert.eDi
erhaltenen Prozentwerte wurden mit den absolutdizaliten der Leukozyten multipliziert und somit die
absolute Zellzahl der Granulozyten bestimmt

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegLymphozytenzellzahl von Fiinffachbestimmungen

* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05

Abbildung 4 zeigt, dass sich die Granulozytenzahl unterschiedlich zuphgzytenzahl
entwickelt. In allen durchgefiihrten Experimenten kam es drei StundénMVemabreichung

der CpG-DNA zu einem signifikanten Anstieg der Granulozytenzahinetm als 60 % (von
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1,5 x 16 auf 2,5 x 18 Granulozyten/pl). Jedoch war diese nach 24 Stunden auf unter 42 %
(0,64 x 16 Granulozyten/pl) des Ausgangswertes zuriickgefallen und erreiohtdalls an

Tag 4 wieder Normalwerte.

Da die Kinetiken der Lymphozyten und der Granulozyten vor allem zu ierd@n Zeit nach
Applikation des CpG-ODNs unterschiedlich verlaufen sollen in der folgeAtbildung die

Unterschiede im Differentialblutbild verdeutlicht werden.
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Kontrolle |17,6 80 2,4
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Tag 1 37,6 60,8 1,6
Tag 2 19,2 77,6 3,2
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Abbildung 5: Differentialblutbild nach ip-Gabe v@pG-ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hd®68 (in 100 ul PBS), 100 pl PBS streng steril

intraperitoneal injiziert. Die erste Blutabnahmélkgte vor Injektion als Kontrolle, weitere zu dangegebenen

Zeitpunkten. Direkt nach Blutabnahme wurden Blustniche angefertigt, mit Giemsa-Losung angefarld un
unter dem Lichtmikroskop nach Zelltypen differemizie
Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen ellst der Leukozytensubpopulationen von

Flunffachbestimmungen
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Es kommt somit zu einer relativen Verschiebung der Granulozyten zur
Lymphozytenpopulation. Der Anteil der Granulozyten bei Kontrollméusen tieg17 %.
Dieser Anteil erhoht sich 8 Stunden nach ODN-Exposition auf 51 %. Naeh Zagen
kehren die Anteile von Lymphozyten und Granulozyten wieder auf Ausgangswerte zurick.

4.1.1.3 Auswirkungen auf CD3- und B220-Zellen

Lymphozyten kann man weiter in T- und B-Zellen unterscheiden. Didserddizierung ist
durch Farbung der Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern mdglich. iHievirden zur
Markierung der B-Lymphozyten der Antikorper B220 verwendet, da er sehfisple an B-
Lymphozyten bindet.

Bei der Identifizierung der T-Lymphozyten wurde ein Anti-CD3-Antik@rperwendet, der

an den T-Zellrezeptor bindet.

4.1.1.3.1 AUSWIRKUNGEN AUF DIE ZELLZAHL

Es stellte sich die Frage, ob eine Lymphozytensubpopulation bevorzigjuthahn verlasst.
Um dies zu klaren wurde 24 Stunden nach Gabe von CpG-DNA, also am Tiefminkt
Leukozytenzahl im peripheren Blut, Blut von Mausen entnommen und-GD@8 B220-

Zellen quantifiziert.
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Abbildung 6: Differentialblutbild nach ip-Gabe v&@pG-ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hir@68 (in  100ul PBS) bzw. 100 ul PBS streng kteri

intraperitoneal injiziert. Die Blutabnahme erfol@é Stunden nach der Injektion.

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegZellzahlen von Dreifachbestimmungen
* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beigp0,05

Es zeigte sich, dass beide Gruppen stark in der Zahl abnehmen. Bewvertaggen jedoch
B220"-Zellen das Blut. Ihre Zahl ist einen Tag nach Verabreichung von 101666lvon 4,2

x 10°%ul auf 0,76 x 18 (18 % des Ausgangswertes) gesunken. CPalen verschwinden
ebenfalls aus der Blutbahn und ihre Zahl sinkt von urspriinglich 2,4 auf00,81 x 18

(33 % des Ausgangswertes).

Die Zahl der B220 und CD3-Zellen, zu denen Granulozyten und Makrophagen gerechnet

werden mussen, verringert sich auf 50 % des Ausgangswertes

4.1.1.3.2 AUSWIRKUNGEN AUF DIE OBERFLACHENMARKER

Somit wurde eine Anderung der absoluten Zellzahlen nachgewiesenssatgrést jedoch
weiterhin, ob es auf diesen Zellen zu Veranderungen kommt. Es stelitelie Frage, wie
sich die untersuchten Membranproteine, die durch Antikorper angefarbtnmeidaen, in
ihrer Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe entwickeln. Memb@tepre dienen
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Zellen dazu, mit ihrer Umgebung in Kontakt zu treten, entweder umalgigu empfangen,
oder um selbst ein Signal zu geben. Als Antwort auf einen extetimanl& kdnnen Zellen
die Expression bestimmter Membranproteine entweder verstarken adegem, sodass
eine quantitative Bestimmung dieser Proteine Aussagen Uber deliggenvAktivitdtszustand
einer Zelle zulasst. Zur Quantifizierung wurde hierbei die ,nfearescence intensity* der

Zellfarbung herangezogen.
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Abbildung 7: MFI von CD3- und B220-Zellen nach ip-Gabe 10 nmol 1668
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurde 10 nd®68 (in 100 pl PBS) (schwarze Balken) bzw. 100 pl
PBS (graue Balken) streng steril intraperitonejgiirt. Die Blutabnahme erfolgte 24 Stunden nagkKtion.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichudgr Mean Fluorescence Intensity (MFI) von
Dreifachbestimmungen

* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05

Die Abbildung 7 zeigt, dass die Expression von CD3 und B220 auf den im Blut verbleibenden
Zellen 24 Stunden nach Applikation von CpG-ODN signifikant hoher ist als bei

Blutlymphozyten von unbehandelten M&usen.



ERGEBNISSE 37

4.1.1.4 Auswirkungen auf die Macl1- und Grl-positive Zellen

4.1.1.4.1 AUSWIRKUNGEN AUF DIE ZELLZAHL

Wie schon gezeigt verringert sich auch die Zahl der BEEXB Zellen im Blut. Zu diesen
Zellen zahlen Granulozyten und Makrophagen. Als Marker fur diese nZellenen
Oberflachenproteine, die mit den Antikdrpern anti-Macl und anti-Grl abgeféerden

kdnnen.
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Abbildung 8: Lymhpozytensubpopulationskinetik nggitGabe 10 nmol 1668
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hivg®8 (in 100 pl PBS) (schwarze Balken) bzw. 100 p
PBS (graue Balken) streng steril intraperitonegrigrt. Die Blutabnahme erfolgte 24 Stunden nauajeKtion.

Prozentwerte wurden mittels FACS-Farbung bestinidig. erhaltenen Prozentwerte wurden mit den absolute
Zellzahlen der Leukozyten im Blut multipliziert usdmit die absolute Zellzahl bestimmt
Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegZellzahl von Dreifachbestimmungen

*: signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05

Die Zahl der Mac1-positiven Zellen im Blut nahm um 75 % ab. Die dahlMacl/Grl-
doppelt-positiven Zellen im Blut verringert sich auf 70 % des AusgangswertesdindpiB).
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4.1.1.4.2 AUSWIRKUNGEN AUF DIE OBERFLACHENMARKER

Wie bei den B228und CD3-Zellen sollte nun beurteilt werden, wie sich die Expression der

untersuchten Oberflachenmarker 24 Stunden nach Gabe des CpG-ODN verhalt.
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Abbildung 9: MFI von Macl- und Grl-positiven Zellam Blut nach ip-Gabe 10 nmol 1668
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hié®8 (in 100 ul PBS) (schwarze Balken) bzw. 100 u
PBS (graue Balken) streng steril intraperitonegiirt. Die Blutabnahme erfolgte 24 Stunden nagkKtion.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichudgr Mean Fluorescence Intensity (MFI) von
Dreifachbestimmungen
*: signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05

In der Abbildung 9 zeigt sich, dass es bei den Oberflachenmarkern WdcGrl ebenfalls

zu einer signifikanten Hochregulation der untersuchten Proteine kommt.
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4.1.2 Einflisse auf Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind kernlose, scheibchenformigegdednte
mit einem Durchmesser von 2-5 um. Sie entstehen als Abschirungen gelRemiger
Megakaryozyten des Knochenmarks. lhre Anzahl im peripheren Blut betsdgrhen 600
und 800 x 18 Zellen pro ul Blut. Ihre Zahl wird durch die Produktion im Knochenmark,
durch Megakaryozyten, den Verbrauch bei der Blutgerinnung und weitereesgeaz
bestimmt. Produktion und Verbrauch sind von mehreren Faktoren abhéngig.
Entzindungsprozesse haben auf die Zahl der Thrombozyten im periphereninglut e
wesentlichen Einfluss.

Ihre Hauptfunktion entfalten Thrombozyten im Bereich des zellulareneildntder
Blutgerinnung.

Um die Thrombozytenzahl im peripheren Blut zu bestimmen, muss nach AbrdasTBlut
ungerinnbar gemacht werden, da der Kontakt mit Fremdoberflachen zu seiioetigen
Gerinnung fiihren wiirde. Durch Uberfiilhren des Blutes in Heparin- oder BEB3¢hichtete

Gefal3e kann eine Gerinnung verhindert werden.
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4.1.2.1 Effekte auf die Thrombozytenzahl

Nach Gabe von ODN wurde der Verlauf der Anzahl der zirkulierenden THozyten Uber

einen Zeitraum von 12 Tagen verfolgt.

5 1000

(af]

= 800 -

o™

o

i

X 600 -

c

Q

=

8 400 ] * *

a + . | —e— 1668

S * + %« | —O— 1720

(@) + %

£ 200 1 * —w— Kontrolle

l_ [ [ [ [ [ [ [
0 1 2 4 6 8 10 12

Tag

Abbildung 10: Thrombozytenkinetik nach ip-Gabe voRN

C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 hi@68 (in 100 pl PBS) (schwarze Punkte), 10 nmol
1720 (in 100ul PBS) (weiRe Punkte) und 100 pl PB&hg steril intraperitoneal injiziert. Die ersttubnahme
erfolgte vor Injektion, weitere nach 3 Stundent@&8en sowie zu den angegebenen Zeitpunkten.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Thrombozytenzellzahl von Funffachbestimmungen.

* . signifikant unterschiedlich zu Kontrolle beig0,05
+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Bereits nach drei Stunden ist ein Absinken der Thrombozyten zu verzei@kioigldung 10).
Dieser Abfall erreicht seinen Tiefpunkt an Tag 2 nach Verabreicdes@DNs und an Tag 5

befindet sich die Thrombozytenzahl wieder auf dem Ausgangsniveau. AR isagomit die
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Zahl von durchschnittlich 784 x i@ellen auf 334 x Topro Mikroliter Blut gesunken (42 %

des Ausgangswertes).

4.1.2.2 Effekte auf die Thrombozytenzahl in TNFR(p5)”- Mausen

Es stellte sich die Frage, welche Faktoren fur diesen raschéal Aler Blutplattchen
verantwortlich sind. Lipford et al. wiesen nach, dass es in der fritesseach Injektion von
1668 zu einer starken TNF Ausschuttung kommt (Lipford et al., 1997). 1998 hidh St

al. herausgefunden, dass im Wesentlichen TNF zu einer Thrombozytoperake dur
Blutplattchenverbrauch fuhrt (Senaldi and Piguet, 1998). Tacchini-Cottieal eeigten
weiterhin, dass Mause, denen der TNF-Rezeptorl (p55) fehlte, keinenl Aldfal
Thrombozyten aufwiesen (Tacchini-Cottier et al., 1998). In dieser tAdodiie die TNF-
abhangigkeit des Thrombozytenabfalls untersucht werden. Hierfur wurd&R(ps5) -
Mause mit 10 nmol 1668 behandelt und ihre Thrombozytenzahl Uber einen Zervaul

Tagen verfolgt.
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Abbildung 11: Thrombozytenkinetik nach ip-Gabe emG-ODN;

Vergleich C57/BL6-Wildtyp- vs. TNFR(p55)Méause

C57/BL6-Mausen (schwarze Punkte) und TNF-R(P58use (weiBe Punkte) (jeweils 5 pro Gruppe) wurden
10 nmol 1668 (in 100 ul PBS) streng steril intréjoaeal injiziert. Die erste Blutabnahme erfolgte Injektion,

weitere nach 3 Stunden, 8 Stunden sowie zu dergabgaen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Thrombozytenzellzahl von Flnffachbestimmungen
* . signifikant unterschiedlich zu TNFR(pSS)\/Iaus bei p < 0,05

Hier zeigte sich bei den C57/BL6-Wildtyp-Mausen ein schon oben @ilschy beschriebener
Abfall der Thrombozyten nach Gabe von 1668. Anders verhielt es sich jedodterei
TNFR(p55) -Mé&usen. Bei ihnen wurde ein kurzfristiger Abfall 24 Stunden nach Injekti
registriert. Dieser Effekt erwies sich als signifikant wsthiedlich zu den
Thrombozytenzahlen vor Injektion des ODNs. Jedoch war dieser Abfall sigoHikant

geringer zu der Zellzahl, die bei C57/BL6 Wildtypm&usen gemessen wurde.

Somit zeigte sich ein Einfluss von TNF auf den Thrombozytenabfaléifream weiteren
Experiment sollte nun untersucht werden, ob es ebenso einen Effekt auf die

Leukozytenzahlen gibt.
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Deshalb wurde bei den TNFR(pEﬁSMausen die Entwicklung der Leukozytenzahlen bei

diesem Experiment verfolgt.
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Abbildung 12: L ymphozytenkinetik nach ip-Gabe vopGEODN;

Vergleich C57/BL6-Wildtyp- vs. TNFR(p55)Méause

C57/BL6-Mausen (schwarze Punkte) und TNFR(rSSBI)éiusen (weiRe Punkte) (jeweils 5 pro Gruppe) warde
10 nmol 1668 (in 100ul PBS) streng steril intrafmereal injiziert. Die erste Blutabnahme erfolgte urgektion,

weitere nach 3 Stunden, 8 Stunden sowie zu dergabhgaen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Finffachbestimmungen

Wie in Abbildung 12 zu sehen, kommt es in beiden Versuchsgruppen zu einelind&bfa
Leukozytenzahlen. Beide Kurven verlaufen parallel. Jedoch ist bei deR(’pElG)" Mausen

grundsatzlich eine hohere Ausgangskonzentration von Leukozyten im Blut vorh@nden.
10 /ul Blut bei C57/BL6-Mausen und 11 x*1Bei TNFRp(55) Mausen) und somit ist deren

Leukozytenkurve um 3-4 x $@ellen pro pl Blut nach oben verschoben.
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4.2 Effekte der CpG-DNA auf Lymphknoten

Es hatte sich bis dato gezeigt, dass Blutzellen in kurzemZeh Gabe von CpG-ODN die
Blutbahn in grof3er Zahl verlassen. Es stellt sich somit die Frage mit diesen Zellen
geschieht. Da es sich bei Leukozyten um Zellen des Immunsystemdslthdestand eine
mdgliche Erklarung in der Tatsache, dass bei diesen Zellen Wandsswsggingen
ausgeldst werden und sie sich nach Verlassen der Blutbahn in lympbeatisGewebe
ansammeln. Zu diesem Gewebe zéhlen im Wesentlichen die Lymphknotenundi die
Peyer-Plagues im Darm. Lymphatisches Gewebe wird aber auchlem @nderen Regionen

des Korpers gefunden, wie dem Waldeyerschen Rachenring, im Pharynxo#ippendix.

Fur eine Untersuchung des lymphatischen Gewebes boten sich vor alémzdund leicht

zu gewinnende periphere Lymphknoten in Kniekehle und Leiste an. Lymphknoten lieg
immer im Verlauf von LymphgefaRen, d.h. sie haben zufihrende und abfiihrende
Lymphgefal3e. Die Lymphknoten werden ebenfalls von einer Arterie und\&nerversorgt.

Beim Durchfluss der Lymphe wird diese von Schad- und Fremdstoffemigerdul3erdem
treten im Lymphknoten Lymphozyten aus dem Gewebe in die Strombahn eiauzdder
Strombahn ins Gewebe zuriick.

Da es sowohl bei einer intraperitonealen als auch bei einer tmjektiden Fuld zu einer
Leukopenie im Blut kam, sollte zwischen Auswirkungen auf die periphereht ni
drainierenden Lymphknoten und die direkt drainierenden Lymphknoten unterschieden

werden.

4.2.1 Auswirkungen auf die peripheren nicht drainieenden

Lymphknoten

4.2.1.1 Effekte auf die Zellzahl

Um die Vermutung einer generalisierten Reaktion zu bestatigedewhause wiederum mit
10 nmol 1668 und 10 nmol 1720 als Kontrolle intraperitoneal injiziert und danach die
inguinalen und poplitealen Lymphknoten entfernt. Diese Lymphknoten drainieree kei

Lymphflissigkeit aus dem Bauchraum und nehmen somit nicht an einemldkaddtion aus
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dem Verteilungsraum des injizierten ODN teil. Diese vier piggnoten wurden zusammen
weiterverarbeitet, in Einzelzellsuspensionen aufgetrennt und dann in MKmgbauer-
Zahlkammer gezéhlt. Die Entwicklungen in peripheren Lymphknoten wurden eiroen
Zeitraum von 15 Tagen verfolgt
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Abbildung 13: Zellzahl in peripheren Lymphknoterchédp-Gabe von CpG-ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 h@®68 (in 100 pul PBS) (schwarze Punkte) bzw. 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Punkte) strengilstetraperitoneal injiziert. Die erste Entnahmerd

inguinalen und poplitealen Lymphknoten erfolgte irgektion, weitere zu den angegebenen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Finffachbestimmungen.
+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Die Abbildung 13 zeigt, dass die Verabreichung von 1668 zu einem Anstietgltiahl in

den peripheren Lymphknoten fiihrt. Am ersten Tag nach Gabe von 10 nmol 1668 kommt es
zu einem Anstieg der Zellzahlen in den poplitealen und inguinalen Lympinknate72 %

(von 4,32 x 1B Zellen auf 7,47 x 10Zellen). Einen Tag spater erreicht die Zellzahl im
Lymphknoten mit 9,21 x foden Maximalpunkt um am dritten Tag spater wieder auf das

Ausgangsniveau zuriickzufallen
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4.2.1.2 Auswirkungen auf Lymphozytensubpopulationen

Lymphknoten bestehen im Normalfall zu mehr als 97 % aus LymphozytenteBilichen
Zellen verteilen sich auf Bindegewebs- und Endothelzellen, die imeMiehen die
Architektur der Lymphknoten aufrecht erhalten. Weiterhin sind im Lymphhkneiaige
Makrophagen sowie Granulozyten zu finden.

Die Hauptpopulation der Lymphozyten teilt sich nun, wie schon oben erwahtsr imeT —

und B-Lymphozyten auf. Hierbei ist zu beachten, dass im normalen Malgtpoten der
Anteil der T-Lymphozyten bei ca. 65 % und der Anteil der B-Lymphozeinca. 35 %

liegt.

Im Folgenden wird die Entwicklung der beiden grof3en Subpopulationen der Lymphknoten
nach Behandlung mit den ODNs 1668 und 1720 Uber einen Zeitraum von 12 Tagen
dargestellt. Hierzu wurden die Zellen mit anti-B220 und anti-CD3ké&npern markiert und

deren prozentualer Anteil mit der absoluten Zellzahl multipliziert.
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Abbildung 14: Lymphozytenkinetik von CD3 B220- und CD3/B220- Zellen in peripheren Lymphknoten
nach ip-Gabe von ODN

C57/BL6-Méausen (jeweils 3 pro Gruppe) wurden 10 h&&68 (in 100 pl PBS) (schwarze Symbole) bzw. 10
nmol 1720 (in 100pl PBS) (weille Symbole) strengilstetraperitoneal injiziert. Die erste Entnahmerd

inguinalen und poplitealen Lymphknoten erfolgte vimjektion., weitere Entnahmen erfolgten zu den
angegebenen Zeitpunkten.

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegLeukozytenzellzahl von Dreifachbestimmungen.

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0
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Bei den CD3-Zellen kommt es am ersten Tag nach Injektion zu einem Anstiegedlean!

in den gepoolten peripheren Lymphknoten von 2,9 %Zelen auf 4,9 x 1Dan Tag 1 und

5,3 x 16 an Tag 2. Am dritten Tag erreichen die Zellzahlen wieder disgAngswerte vor

der Injektion.

Bei den B220-Zellen steigt die Zellzahl von 1,31 x%auf 2,31 x 16am Tag 1 und 4,56 x

10° am zweiten Tag nach Injektion des ODNs. Die Zellzahl bleitgegéber dem
Ausgangswert bis Tag 5 leicht erhéht und nimmt dann wieder Werte wie vor der Injektion an.
Bei den CD3B220 Zellen sind im peripheren Lymphknoten keine Veranderungen zu

beobachten.

Die Veranderung der absoluten Zellzahlen der G@er B220-Zellen ist ein Produkt aus
Veranderung der Zellzahl in peripheren Lymphknoten und der Verdnderung demtpeden
Anteile der Subpopulationen in denselben. In diesem Zusammenhang soll nustetlarge

werden wie eine Injektion von ODNs die Zusammensetzung des Lymphknotens beeinflusst.
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Abbildung 15: prozentuale Verteilung von CB3B220- und CD3/B220-Zellen in peripheren Lymphknoten
nach ip-Gabe von ODN

C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 h#&68 (in 100 pl PBS) (schwarze Symbole) bzw. 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiBe Symbole) strereyilsintraperitoneal injiziert. Die erste Entnahrder

inguinalen und poplitealen Lymphknoten erfolgte irgektion, weitere zu den angegebenen Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Finffachbestimmungen.
+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Die Injektion des ODNs 1668 fuhrt zu einer Veranderung der Zusammemgeter
peripheren Lymphknoten (Abbildung 15). Hierbei handelt es sich um eine prdeentua

Zunahme der B220 sowie reziprok zu einer prozentualen Abnahme der'&@8en v. a. in
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den Tagen 2 bis 5 nach Injektion von 1668. Danach n&hern sich die Prozentzahlen der
untersuchten Zellen wieder denjenigen der Ausgangswerte an.
Ebenso wie schon bei den absoluten Zellzahlen zu beobachten kommt es zu keine

signifikanten Veranderungen in den prozentualen Anteilen dei/BEZ¥-Zellen.

4.2.2 Auswirkungen auf die drainierenden Lymphknot@

4.2.2.1 Effekte auf die Zellzahl

In Abbildung 2 wurde gezeigt, dass eine Injektion von 5 nmol 1668 in die Ful3behlgoeso
wie eine intraperitoneale Injektion von 10 nmol 1668 zu einer passagetso-Lend
Thrombozytopenie fuhrt. Nun sollte weiter untersucht werden, inwiefalekale Injektion
in einen Ful3 einen Einfluss auf die Zellzahl im direkt drainierendenphknoten ausubt.
Lipford et al. hatten gezeigt, dass es bei dem oben genannten Injgthiema zu einer
starken Zellvermehrung im drainierenden Lymphknoten kommt. Dieses Esgebliie
verifiziert werden und als Kontrolle das ODN 1720 verwendet werderteWNi wurden bei
diesen Versuchen auch an den Tagen 1 und 2 die poplitealen Lymphknoten untdrstatint.

wurde M&usen 5 nmol 1668 bzw. 1720 in den rechten Ful} injiziert.
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Abbildung 16: Zellzahl im drainierenden poplitealeymphknoten nach lokaler-Gabe von CpG-ODN in den

rechten FuR

C57/BL6-Méausen (jeweils 3 pro Gruppe) wurden 5 n&$8 (in 50ul PBS) bzw. 50 nmol 1720 (in 50ul PBS)
streng steril in den rechten FuR injiziert. DieterEntnahme des poplitealen Lymphknotens im dragnigen
bzw. kontralateralen Bein erfolgte vor Injektiorgitere zu den angegebenen Zeitpunkten.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Dreifachbestimmungen.

+ : signifikant unterschiedlich zu dem mit 1720 aetielten poplitealen Lymphknoten bei p < 0,05

Abbildung 16 zeigt, dass es nach Gabe von 5 nmol 1668 in den rechten Ful3 zu einer
Verdoppelung der Zellzahl im drainierenden poplitealen Lymphknoten nach 24 $tunde
kommt. Die Zellzahl steigt in den folgenden Tagen weiter stanknal erreicht an Tag 10 mit

21,6 x 16 Zellen ihr Maximum. Dies entspricht einer Steigerung gegenidsen
Ausgangswert um das 47-fache. Wie in der Abbildung ebenfalls zu s&hdrati auch die

Gabe des Kontroll-ODNs 1720 einen Einfluss auf die Zellzahl. DieBekt (Maximum an

Tag 2 mit 4,1 x 19Zellen) ist in den ersten beiden Tagen nach Injektion starkermésge

als bei den mit 1668 behandelten Mausen und unterscheidet sich auch signifikant von diesen.
Im kontralateralen Lymphknoten konnten in beiden Gruppen keine signifikanten

Veranderungen festgestellt werden.
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4.2.2.2 Auswirkungen auf Lymphozytensubpopulationen

Wie oben bereits, erwahnt bestehen Lymphknoten zu 97 % aus Lymphozyten. &dikaso
wie bereits bei den peripheren nicht drainierenden Lymphknoten die Entagclder

Lymphozyten im direkt drainierenden Lymphknoten untersucht werden.
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Abbildung 17: Zahl von CD3 bzw. B220-Zellen im drainierenden poplitealen Lymphknotercmadokaler
Gabe von ODN in den rechten Fuf
C57/BL6-Méausen (jeweils 3 pro Gruppe) wurden 5 nt@88 (in 50 pl PBS) bzw. 50 nmol 1720 (in 50 puIS9B

streng steril in den rechten Ful} injiziert. DieterEntnahme des poplitealen Lymphknoten im draémeen

Bein erfolgte vor Injektion, weitere zu den angeg@m Zeitpunkten.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Dreifachbestimmungen.

+ : signifikant unterschiedlich zu dem mit 1720 &etielten poplitealen Lymphknoten bei p < 0,05
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Bei den Hauptpopulationen im Lymphknoten, CD8nd B220-Zellen, kommt es zu einer
starken Zunahme beider Zellgruppen. Der Anstieg in der B&20ppe verlauft hingegen
rascher als bei den CDZellen. Hierbei ist bei den B22&ellen, wie schon bei den
absoluten Zellzahlen zu beobachten war, ein schnellerer Anstieg beimde 1720

behandelten Mausen mit Gipfel an Tag 2 zu verzeichnen (Abbildung 17).

4.3 Effekte von CpG-DNA auf die Milz

Wie oben bereits erwahnt zahlt die Milz ebenfalls zu den Organenlydghatischen
Systems. Sie ist das grofdte Lymphorgan des Koérpers. Im Gegeasign Lymphknoten, die

in der Lymphbahn liegen, ist die Milz in den Blutkreislauf eingesehaind wirkt hier als
Filter. lhre Aufgaben liegen in der Infektabwehr und dem Abbau von roten effgenv
Blutkorperchen. AufRRerdem werden in die Blutbahn eingedrungene Fremdkoérper, z. B.
Mikroorganismen, von den in der Milz in grof3er Zahl vorhandenen phagozytierZatiem
gebunden und abgebaut. Antigene, die ungebunden im Blut zirkulieren, z. B. Toxine von
Mikroorganismen, fihren zur Bildung von Antikérpern. Die Milz ist wie aadgmphatische
Organe befahigt, aktivierte Lymphozyten zu produzieren und diese in IdidnaBn
abzugeben. Bei Mausen kann es zusatzlich zu einer extramedullatbildBhg in der Milz

kommen.

4.3.1 Auswirkungen auf das Milzgewicht

Wie erwéahnt handelt es sich bei der Milz um das grof3te Lymphorgakoréite es auch zu
Verschiebungen der Zellen von der Blutbahn in die Milz durch eine InjektinrCpG-DNA
kommen. Hierzu wurde als erster Parameter Veranderungen desh@swiler Milz in den

Mausen untersucht.
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Abbildung 18: Entwicklung des Milzgewichtes naciektion von ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 ha®68 (in 100 pul PBS) (schwarze Punkte) oder 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Punkte) strenglstgraperitoneal injiziert.

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Milzgewichtes von Flnffachbestimmungen

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Wie in Abbildung 18 zu sehen kommt es schon 24 Stunden nach Injektion des ODNsI 1688
einem Anstieg des mittleren Milzgewichtes von 63 mg auf 103 mg.NDEgewicht steigt
weiter an und erreicht seinen Maximalwert an Tag 7 mit 196 raga€h nimmt das Gewicht
wieder ab, bleibt jedoch in dem untersuchten Zeitraum von 15 Tagen Ubemdekem

Ausgangswertes.

4.3.2 Effekte auf die Zellzahl in der Milz

Es hatte sich bis dato gezeigt, dass das Milzgewicht sichGalob von ODN stark erhoht.
Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob es auch zu Auswirkamigeie Zellzahl in

der Milz kommt. Da die Milz sehr stark durchblutet ist und im W#&den interessant war,
wie sich die kernhaltigen Zellen in der Milz entwickeln, wurden Eigthrozyten vor der

Zahlung der Zellen lysiert.
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Abbildung 19: Entwicklung des Milzzellzahl nachéftion von ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 5 pro Gruppe) wurden 10 ha®68 (in 100 pul PBS) (schwarze Punkte) oder 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Punkte) strenglstgraperitoneal injiziert.

Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegMilzzellzahl von Flnffachbestimmungen

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Abbildung 19 zeigt, dass die Entwicklung des Milzgewichtes, wie in |Abbg 18
dargestellt, auch ihren Niederschlag in der Entwicklung der Z¢linader Milz nach Lyse
der Erythrozyten findet. Wie zu erkennen ist, erhéht sich die Zelliahen 24 Stunden von

57 x 10 Zellen auf 86,5 x 10Zellen. Bis zum Tag 5 pendeln sich die Werte um diesen Wert
ein. Die maximale Zellzahl wird am Tag 7 mit 147 ¥ Zllen erreicht. Bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes bleibt die Zellzahl mit einem Wert von en8@ix 16 Zellen

immer noch leicht erhoht.
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4.3.3 Effekte auf Leukozytensubpopulationen in deMilz

Die kernhaltigen Zellen, die in der Milz der Maus vorkommen, sind imséftlichen
Leukozyten. Hiervon tragen ca. 60 % das B220-Antigen und ca. 35 % das CQ8rAiie
restlichen Zellen sind zum grof3en Teil Makrophagen bzw. Granulozyten.

Analog zu den Untersuchungen bei den Lymphknoten sollte nun die Entwicklund@@ér C

bzw. B220-Zellen untersucht werden.
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Abbildung 20: Lymphozytenkinetik von CDB3 B220- und CD3B220-Zellen in der Milz nach ip-Gabe von
ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 3 pro Gruppe) wurden 10 h&&68 (in 100 pl PBS) (schwarze Symbole) bzw. 10
nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Symbole) streegilsntraperitoneal injiziert
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichdeg Leukozytenzellzahl von Dreifachbestimmungen.

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0
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Die Abbildung 20 zeigt, dass es bei den GiZ8llen bis zum Tag 5 nur zu einem leichten
Anstieg der Zellzahl kommt. Analog zu der Entwicklung bei der absold&tizahl in der
Milz erreichen die CD3Zellen auch am Tag 7 ihre Maximalzahl und fallen bis zum Tag 15
wieder auf Werte ab, die sich um den Ausgangpunkt bewegen.

Die B220-Zellen hingegen zeigen bereits am Tag 1 nach Injektion von 1668 eindrgAns
von 33,5 x 10 Zellen auf 60 x 10 Zellen. Die Zellzahl bleibt wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes signifikant erhéht und erreicht ebenfallguwoe schon gesehen
einen Maximalpunkt am Tag 7.

Die CD3/B220-Zellen zeigen nach Behandlung mit 1668 zunachst tendenziell einermeicht
Abfall um dann stark anzusteigen und ebenfalls am Tag 7 ihr Maximuerreichen. Bei
Behandlung mit 1720 kommt es an den ersten beiden Tagen zu einem siggifikastieg

der Zellzahl, die danach wieder auf Ausgangsniveau zuruckkehrt.

Wie schon bei der Entwicklung der Zellzahl in den peripheren Lymphknotgihet, ist die
Veranderung der absoluten Zellzahl von CDBzw. B220-Zellen ein Produkt aus der
Veranderung der Zellzahl in der Milz und der Verédnderung des prozentAaleils der
Subpopulationen in derselben.

Die folgende Abbildung 21 zeigt nun, wie sich eine Injektion von ODN awVerteilung der
CD3'- und B220-Zellen auswirkt.
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Abbildung 21: prozentuale Verteilung von C0Q3B220" und CD3B220-Zellen in der Milz nach ip-Gabe von

ODN
C57/BL6-Méausen (jeweils 3 pro Gruppe) wurden 10 hi&68 (in 100 pl PBS) (schwarze Symbole) bzw. 10

nmol 1720 (in 100 pl PBS) (weiRe Symbole) streegilsntraperitoneal injiziert.
Dargestellt sind Mittelwert und StandardabweichdegZellzahl von Dreifachbestimmungen.

+ : signifikant unterschiedlich zu 1720 bei p <®,0

Wie oben gezeigt kommt es zu einer starken prozentualen AbnahmeéD@eZélen und
gleichzeitig zu einer Zunahme der B2Zellen vor allem in den Tagen 1 bis 4.
Interessanterweise ist das Verhaltnis der beiden Zellpopulationefag 7, an dem bei den
absoluten Zellzahlen die groéf3te Veradnderung zu sehen ist, wieder athdhdr dem

Ausgangshiveau.
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Der Anteil der CD3B220-Zellen zeigt in den ersten beiden Tagen nach Gabe des ODNs

einen Abfall um 50 %.

4.4 Einfluss von CpG-DNA auf die Expression von

Chemokinen

Da bekannt war, dass es zu einer Induktion von Chemokinen durch die Gabe vorDBpG-O
kommen kann (Krug et al., 2003) und gleichzeitig bestimmte Chemokinemiseheidende
Rolle bei der Rezirkulation von Lymphozyten zwischen Blut und sekundarephomganen
spielen, sollte mittels der Reversen Transkriptase-Polym&etsenreaktio (rt-PCR) die
Expression der Chemokine ELC und SDF ermittelt werden. Diese bE€ltemokine spielen
sowohl in der T-Zellmigration in sekundére Lymphorgane sowie in Briglation in
lymphatisches Gewebe eine wichtige Rolle und werden unter anderder Milz und den
Lymphknoten exprimiert. Der Rezeptor fur beide Chemokine ist auf naivémeifen B- und
T-Zellen vorhanden (Gunn et al., 1998; Kim und Broxmeyer, 1999).

Ein Mitarbeiter im Labor hatte bis dato gezeigt, dass es 24 Sturastdn ODN-Exposition zu
einer Hochregulation des Chemokins ELC in Milz und peripheren Lymphknoten kommit.

Da die Leukozytenzahlen im Blut sich bereits 3 Stunden nach Injektio@s signifikant
verandern, wurde als Untersuchungszeitpunkt 2 Stunden nach Applikation des ODNs

gewahlt.

4.4.1 Einfluss auf die SDF-Expression

Da es zu Veranderungen der Zellzahl im Blut bereits nach 3 Stundentkord die Zellzahl
in Lymphknoten und Milz sich nach 24 Stunden erhgoht, sollte in diesen Organen die

Expression von SDF ermittelt werden.
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4.4.1.1 SDF-Expression in der Milz

Kontrolle 1668
1:1 1.5 1:25 1:125 1:625 1:11:55 1:25 1:125 1:625

Abbildung 22: Semiquantitative PCR auf SDF in déizM Stunden nach ip-Gabe von CpG-ODN
Je einer C57/BL6-Maus wurde 10 nmol 1668 (in 100PBIS) bzw. 100 pl PBS streng steril intraperitoneal

injiziert. Entnahme der Milz und Préparation deliéteerfolgten 2 Stunden nach Injektion.

Wie in Abbildung 22 zu sehen ist kommt es zu keiner erkennbaren Verdndeeung
Expression von SDF in der Milz 2 Stunden nach Gabe des ODNs 1668.

4.4.1.2 SDF-Expression im peripheren Lymphknoten

Kontrolle 1668
1:1 1:5 1:25 1:125 1:625 1:1  1:5 1:25 1:125 256

Abbildung 23: Semiquantitative PCR auf SDF in demigheren Lymphknoten 2 Stunden nach ip-Gabe von
CpG-ODN
Je einer C57/BL6-Maus wurde 10 nmol 1668 (in 100PBIS) bzw. 100 pl PBS streng steril intraperitoneal

injiziert. Entnahme der peripheren Lymphknoten Bndparation der Zellen erfolgten 2 Stunden nacakktign.

Auch in den peripheren Lymphknoten kommt es nach Gabe von CpG-ODN zu keiner

erkennbaren Hochregulation von SDF.
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4.4.2 Einfluss auf die ELC-Expression

Ein Mitarbeiter im Labor konnte zeigen, dass es 24 Stunden nach Gabe vonuléG@r
Hochregulation der ELC-Expression im Lymphknoten und in der Milz kommtwi@aoben
bereits erwahnt der Leukozytenabfall im Blut bereits nach 3 Stundgmbesollte auch die
Expression von ELC zwei Stunden nach ODN-Expression untersucht werden.

4.4.2.1 ELC-Expression in der Milz

Kontrolle 1668
1:1 15 1:25 1:1251:625 1:1 15 1:251:125 1:625
ELC

Abbildung 24: Semiquantitative PCR auf ELC in deit2a\ Stunden nach ip-Gabe von CpG-ODN
Je einer C57/BL6-Maus wurde 10 nmol 1668 (in 100PBIS) bzw. 100 pl PBS streng steril intraperitoneal
injiziert. Entnahme der Milz und Praparation deli@eerfolgten 2 Stunden nach Injektion.
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4.4.2.2 ELC-Expression in den peripheren Lymphknote

Kontrolle 1668
1:1 1:5 1:25 1:125 1:628:1 1.5 1:25 1:125 1:625

ELC

Abbildung 25: Semiquantitative PCR auf ELC in dearipheren Lymphknoten 2 Stunden nach ip-Gabe von
CpG-ODN
Je einer C57/BL6-Maus wurde 10 nmol 1668 (in 100PBIS) bzw. 100 pl PBS streng steril intraperitoneal

injiziert. Entnahme der peripheren Lymphknoten Bnéparation der Zellen erfolgten 2 Stunden nacktign.

Wie in den beiden Abbildungen 24 und 25 zu sehen ist fihrt eine Gabe von 1668 niach zwe
Stunden weder in der Milz noch in den peripheren Lymphknoten zu einem Axstieg
Expression.
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5 DISKUSSION

5.1 CpG-DNA fuhrt zu einer transienten Leukopenie im
Blut

Eine Injektion von CpG-DNA fuhrt zu einer transienten Leukopenie. Hi¢réeielt es sich
um einen Effekt, der bereits 3 Stunden nach Applikation der SubstanzzeirnSet
Leukozytenzahl erreicht nach 24 Stunden minimale Werte und kehrt nachagem wieder
auf Ausgangswerte zuruck.

2000 beobachteten Tousignant et al. einen &hnlichen Effekt, der bei deendeng von
kationischen Lipid:Plasmid-DNA-Komplexen auftrat. Dies wurde akktbrtoxizitat bei
Dosen aufgefasst, die notwendig waren, um therapeutisch relevangelSme transgener
Expression zu erreichen. Hierbei wurde eine dosisabhangige Entzinduitigsrea
beschrieben, die unter anderem mit Komplementaktivierung, Thrombozytopenie und
Induktion proinflammatorischer Zytokine wie IFN, TNF IL-6 und IL-12 einhergeht
(Tousignant et al., 2000). Lipford et al. beschrieben 1997, dass CpG-Motivellsbantiner
Induktion dieser Zytokine fihren kdnnen (Lipford et al., 1997). Somit liegt clduss nahe,
dass es sich bei der beschriebenen Leukopenie um eine zytokinveznditielort auf die
Gabe von CpG-DNA handeln kann. Zudem ist bekannt, dass IFN zu einer riamsie
Leukopenie im Blut fihren kann (Gresser et al., 1981). Interferon hat serdiinsicht
starken Einfluss auf die Lymphozyten (Kawasaki et al., 1986).

Von dem Abfall der Zellen im Blut sind alle Fraktionen der Leukozyten betroffen.
Lymphozyten bilden mit etwa 75 % den Hauptanteil der Leukozyten bei C&-NMBusen
und sind somit auch hauptverantwortlich fur die beschriebenen Zellveranderidegalen
Lymphozyten sollte noch weitergehend in Wirkungen auf T- und B-Zellerrsehieden
werden. Hierbei zeigte sich, dass es prozentual zu einem stawkefal der B-Zellen im
Vergleich zu den T-Zellen kam. Ursache fir dieses Phanomen konnte deealde
Aktivierung der B-Zellen durch CpG-ODN sein, das neben einer vermdprtdiferation und
Bildung von Immunglobulinen (Krieg et al., 1995) ebenfalls B-Zellen veriremegt, die

Blutbahn zu verlassen.
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Die Kinetik der Granulozyten zeigte nach 3 Stunden einen signifikaAtestieg, der
Zellzahlen im Blut um nach 24 Stunden ebenfalls abzufallen. Im Biffedblutbild kommt
es 8 Stunden nach Gabe der DNA zu einer starken prozentualen Zunah@rardgozyten
von ca. 20 % auf 50 %. Ursache fiur diesen kurzfristigen Anstieg kormeeMmbilisation
von Granulozyten aus anderen Kompartimenten wie den randstdndigen Zeltedeade
Reserveanteil der Granulozyten im Knochenmark sein. Andere Miertais dem Labor
konnten zeigen, dass es nach Gabe von CpG-DNA zu einer Verarmung dasrnack mit
reifen Granulozyten kommt (Daten in Veroffentlichung). Ungeklarbbleingegen wie CpG-
DNA auf neutrophile Granulozyten wirkt. Zwar ist bekannt, dass im hum&ystem
Granulozyten den TLR9-Rezeptor besitzen, es aber bei Gabe von CpGONA keiner
Aktivierung der Granulozytenfunktion kommt. Allerdings fuhrt eine Vorbehandiomig
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) zu r eine
Hochregulation von TLR9 und zu einer Aktivierung und verbesserten Funktion von
Granulozyten (Hayashi et al., 2003). Andere Autoren konnten eine Aktivieruniguvoanen
Neutrophilen durch bakterielle DNA nachweisen. Dieser Effekt srvseh aber als
unabhéngig von einer Aktivierung des TLR9 durch CpG-DNA (Trevani et al., 2003).

Es bleibt jedoch fraglich, ob die beschriebene Leukopenie sich funktiomelieaEffektivitat
des Organismus bei der Abwehr von Infektionen auswirkt.

1998 untersuchten Zimmermann et al. den Effekt von CpG-DNA im Zusammentiang
einer Infektion von Mausen mit Leishmanien in einer lethalen Dosesbeii konnte sowohl
ein protektiver als auch ein kurativer Effekt der CpG-DNA nachgemewerden
(Zimmermann et al., 1998). Bei einer weiteren parasitaren Erkrardem&chistosomiasis
konnte ein protektiver Effekt beobachtet werden (Chiaramonte et al., 2000).

In Bezug auf Bakterien konnte eine Protektion gegen Listeriose sgegen Tularamie
nachgewiesen werden (Krieg et al., 1998; Klinman et al., 1999). Ben\dind ebenfalls
protektive Effekte bei einer Infektion mit Herpes simplex VirugHSV2) beschrieben
worden (Pyles et al., 2002; Ashkar et al., 2003). Jedoch ist es denkbarmndasauwnsystem,
das durch Applikation von CpG-DNA bevorzugt eingldTyp Antwort generiert, anfalliger
fur Infektionen ist, die zur effektiven Bekampfung des Krankheitsensegjee starke J2-
Antwort benotigen.

Somit korreliert eine CpG induzierte Leukopenie in bestimmtenri-éieeswegs mit einer

verminderten Potenz bei der Bewéltigung von Infektionen.
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5.2 CpG-DNA fuhrt zu VergrofRerung von Lymphknoten
und Milz

5.2.1 Wirkungen auf die Lymphknoten

Wie gezeigt bewirkt die Injektion von CpG-DNA eine Vergré3erung ldenphknoten.
Dieses Phanomen ist sowohl bei nicht drainierenden Lymphknoten nach eit@nepden
Injektion als auch bei drainierenden Lymphknoten nach einer lokalen Gabea iRu@ezu
beobachten. In den ersten beiden Tagen nach Injektion &hneln sich die Kirstikler
Injektionsschemata. In beiden Fallen kommt es innerhalb von 2 Tagen eieideppelung

der Zellzahlen. Danach jedoch unterscheiden sie sich erheblich.

Bei einer systemischen Gabe des ODNs kommt es nach 3 Tageer wia einer
Normalisierung des Zellgehalts der Lymphknoten. Wahrend dieser w&eit die
Leukozytenzellzahl im Blut stark abgefallen. Der Abfall im Bkdihnte einerseits durch ein
Absterben der Zellen verursacht sein. Mdglich ist aber auch, dagteukezyten nach dem
Stimulus durch die ODN-Gabe in lymphoide Organe abwandern, da CpG-DNA de
Organismus eine mogliche Gefahr signalisiert (Heeg et al., 1€8ichzeitig ist bekannt,
dass es zur Ausschittung verschiedener Zytokine, z. B. von Interferon, Kbipioid et al.,
1997). Interferon fuhrt bekanntermal3en zu einer Vergro3erung der Lymphknotemenit
Verdoppelung der Zellzahl innerhalb von 24 Stunden. Dabei wird angenommensdass e
Rahmen der Rezirkulation von Lymphozyten zwischen Blut und Lymphknoten zu einer
Behinderung des Abflusses aus den Lymphknoten in das Blut kommt (Gresser et al., 1981).
Es besteht allerdings auch die Madoglichkeit, dass es im Rahmers emstarkten
Proliferationsereignisses zu einer Vermehrung der Zellen in gemplknoten gekommen
sein konnte. Lipford et al. beschrieben bereits die gezeigte Kiitetdie lokale Gabe in den
Ful3, bei der es nach drei Tagen im Gegensatz zu der oben erwatstéenisshen Gabe
nicht zu einer Normalisierung der Zellzahl im lokal drainierendgmphknoten kommt,
sondern zu einer 47-fachen Vergroéf3erung des Lymphknotens an Tag 10. Obwohl eine
Proliferation von B-Zellen hierzu beitragt, konnten sie zeigen, dasklalgotgrund fur die

starke VergréRerung des lokalen Lymphknotens am Tag 10 in einer Einwagden Zellen
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aus anderen Kompartimenten, v. a. der Milz, besteht, da splenektomiaunte Micht mit

einer derartigen Vergrof3erung des Lymphknoten an Tag 10 reagierten (Lipford et al., 2000).

5.2.2 Wirkungen auf die Milz

Wie gezeigt wurde kommt es nach CpG-Gabe zu einer Splenomatjalisich in einer
Verdreifachung von Milzgewicht und Zellzahl an Tag 7 wiederspie§elton am ersten Tag
nach der Injektion steigen beide Parameter stark an. Es konntehwegfezeigt werden, dass
alle untersuchten Zellpopulationen eine Erhéhung der Zellzahl erfahrererBenswert war
ebenfalls, dass nur wahrend der ersten vier Tage eine relativéndéeung der
Zellpopulationen in der Milz zu beobachten war. Am Tag sieben, an derdetigehalt
seinen Hohepunkt erreicht hat, sind die relativen Anteile der Zellpameat wieder auf
Ausgangsniveau. Diese Ergebnisse wurden bereits teilweise vonaSparvet al. erhoben
(Sparwasser et al., 1999). Jedoch wurden damals nicht alle Experiméeriaem Kontroll-
ODN durchgefuhrt. Ebenfalls wurde nur die Tage 4, 6 und 8 untersucht. In degenden
Arbeit wurden einige Versuche ergénzt bzw. erweitert. Moglicbsev sind fur die
beschriebene Entwicklung mehrere Vorgange von Bedeutung. Der Anstiegelizahl
bereits am ersten Tag nach der CpG-Gabe kénnte durch Umverteilungliemats anderen
Kompartimenten verursacht sein, da er mit der Leukopenie im Bhitkdiorreliert. Fur das
Verstandnis der starken Zellzunahme an Tag 7 jedoch wird noch eiterewErklarung
notwendig. Zum Teil kommt es zu diesem Zeitpunkt zu einer extrareglulHamatopoese
in der Milz mit Zunahme von Granulozyten-Makrophagen Vorlauferzellen anikeseiner
Zunahme der Erythrozytenvorlaufer (Sparwasser et al., 1999), waslatieger Zunahme der
CD3/B220-Zellen erklart. Die starkste Erhéhung wird aber bei den T- und lBfZe
beobachtet. Ob es sich dabei um eine Umverteilung aus anderen Koraptatiroder um
eine Vervielfaltigung der Zellzahl durch Proliferation handelt wundeder vorliegenden
Arbeit nicht geklart. Die starke Zunahme von Milzgewicht und Zkllzader Milz gleicht in
ihrer Kinetik dem Effekt von CpG-DNA auf einen lokal drainierenden plykmoten. Das
Oligo wird bei einer intraperitonealen Injektion direkt vor die Mjbracht. Es kdnnte sich
somit um einen lokalen Effekt handeln. Dies kann jedoch ausgeschlossanwea eine
vergleichbare Zunahme von Milzgewicht und Zellzahl in der Milz ellsniaei einer
Injektion von 5 mmol 1668 in den Fuld zu verzeichnen war (Daten nicht gezeigt).
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5.3 Einfluss von Chemokinen auf die Verteilung von

Leukozyten

Die Chemokine SDF und ELC haben keinen Einfluss auf die Verteilungelien in den

ersten Stunden nach Gabe von ODN. Mitarbeiter im Labor konnten zeigen ddsas
Chemokin ELC 24 Stunden nach CpG-Gabe erhoht ist. Eine Erhéhung der Expdession
Chemokine SDF und ELC in den Lymphknoten und der Milz nach zwei Stunden koririte nic
nachgewiesen werden. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, daszbadectieng von
CpG-DNA zu einer Ausschittung  praformierter  Chemokine  fuhrt, die
Wanderungsbewegungen von Lymphozyten nach sich ziehen. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass andere Chemokine, die ebenfalls Effekte auf Leukozauéveisen
(Warnock et al., 2000), eine entscheidende Rolle bei der frihen Umverteidungellen

spielen (Kim und Broxmeyer, 1999).

5.4 CpG-DNA bewirkt eine transiente TNFx-abhangige

Thrombozytopenie im Blut

Die Applikation von CpG-DNA fiihrt zu einer transienten Thrombozytopenierbdi handelt

es sich um einen Effekt, der in seiner Kinetik mit dem der Leukazgilzahlen vergleichbar
ist. Die Thrombozyten sinken bereits 3 Stunden nach Gabe des ODNSs aipeisiter ihren
Tiefpunkt am zweiten Tag, um nach 5 Tagen wieder auf Ausgangswerte zurtickzukehren.
Bei diesem Phanomen koénnte es sich um einen direkten Effekt von CpGabNAie
Thrombozyten handeln. Jedoch konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden, dass
Blutplattchen einen CpG-DNA-Rezeptor besitzen, und somit kann eineedirgktaktion
nicht fur die beschriebene Thrombozytopenie verantwortlich gemacht werden.

Vielmehr ist dieser Effekt TN vermittelt. In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei
TNFR(p55)"-Mausen lediglich zu einem leichten Abfall der Thrombozytenzahlgergier
dem Ausgangswert kam. Es ist bekannt, dass die Applikation CpG-DNAeirzer
Ausschittung von TN fihrt (Lipford et al., 1997; Sparwasser et al., 1997b). A KEsitzt

die Fahigkeit, das Endothel von Blutgefal3en so zu verandern, dass esntminaskulare
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prokoagulatorische Wirkung entfalten und somit zu vermehrtem Thromboz\esuven im
Sinne einer disseminierten intravasalen Gerinnung fihren kann (NawrdtBtarn, 1986;
Levi et al., 1993). Mdglicherweises ist dieser Mechanismus bei paieohen Prozessen,
wie einer Sepsis, die durch ThiFvermittelt werden, von besonderer Bedeutung (Vassalli,
1992).

Fraglich bleibt allerdings, ob die gezeigte Thrombozytopenie sichtimeguf die zellulare

Blutgerinnung auswirkt.

5.5 Veranderungen im Blut sind unabhangig vom

Applikationsweg der CpG-DNA

Wie oben bereits erwéhnt fiihrt eine intraperitoneale Injektion von 10 hé&d zu einer
rasch beginnenden transienten Leuko- und Thrombozytopenie. Die gleichere Kffiakten
mit einer Injektion von 5 nmol 1668 in den rechten Ful3ballen erzielt werdeMitarbeiter
im Labor testete die intravendse Injektion von 10 nmol 1668 und konnte gleigblenisse
erzielen. Dies spricht daflr, dass diese Substanz durch eine hohe figjbasgteit
charakterisiert ist. Gleichzeitig besagt es aber auch, dassDdrchblutung in den
Kompartimenten, in die injiziert wurde, sehr gut ist und somit ecteelle Resorption
gewébhrleistet ist.

Da bei diesen drei Injektionsschemata nicht jeweils die gleMeage 1668 in den

Organismus gegeben wurde, sind die Ergebnisse nicht ganzlich vergleichbar.

5.6 Die Wirkungen der CpG-DNA sind sequenzspezifisch

Bei den untersuchten Merkmalen konnte bei fast allen Effekten eigee®espezifitat
festgestellt werden. Das inverse GpC-Motiv zeigt keine Auswirdnrguf die Blutzellen.
Dies bestatigt das von Krieg beschriebene System der CpG-Abhéangigkeit éKalke, 1995).
Jedoch ist ein gewisser Effekt des Kontroll-ODNSs bei einer éokhdjektion der DNA in den
FuRballen zu erkennen. Hierbei kommt es zu einem schnelleren Anstidgltdmhl im

drainierenden Lymphknoten. Die maximale Zellzahl wird weit friheeieht (5-facher
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Zellzahlanstieg an Tag 2) als bei dem CpG-ODN und erreichiveigém nicht die Werte
einer Injektion mit dem ODN 1668 (47-facher Zellzahlanstieg an Tag 10).

Dieses Phanomen kann viele Ursachen haben. Es konnte sich dabei um snbkpezifi
Wirkungen der Phosphothioatbriicken handeln, fur die eine starke negative Ladung
angenommen wird (Stein and Cheng, 1993). Weiterhin kdnnte in diesem Zusamgneitha

TLR9-unabhangiger Mechanismus eine Rolle spielen.

5.7 Mdgliche pathologische Effekte der CpG-DNA

Es bleibt weiterhin unklar, ob alleinige Anwendung von CpG-DNA zu pathaclogms
Prozessen im Organismus fihren kann. Besondere Bedenken bestehen hiedeei |
Induktion von organspezifischen und systemischen Autoimmunerkrankungen sowie dem
Auslosen eines toxischen Schock Syndroms, worauf die beschriebenen Sympisme
Leukopenie, Thrombopenie in Kombination mit Lymphadenopathie und Splenomegatie eine
Hinweis geben kdnnen.

Es ist bekannt, dass Lipopolysaccharid einen toxischen Schock durch eipgodbktion

von TNFu verursachen kann. Die gleichzeitige Verabreichung von CpG-DNA enihgen
Dosen von LPS verursacht eine hohe Morbiditdt und Mortalitdt (Cowdeagl.,etl996;
Sparwasser et al.,, 1997a). Weiterhin wurden bei taglicher Verabngiovon CpG-DNA an
Mause Uber einen Zeitraum von drei Wochen eine Zerstérung der Fotikeitur in
Lymphknoten, multifokale Lebernekrosen und h&amorrhagischer Aszites beobachtet
(Heikenwalder et al., 2004).

Jedoch verursacht die wochentliche Gabe von CpG-DNA in Dosen, die typisidee zu
Adjuvansexperimenten verabreicht werden, an BALB/c-Mausen Uber eirtegugevon vier
Monaten weder eine Veranderung des Gesamtzustandes der Tiere moctaciweisbare
Schadigung deren Organe (Klinman et al., 1997).

In mehreren Untersuchungen, viele davon Phase-I-Studien, wurden zudenrkdiagé

auf den Menschen untersucht. Es konnten bisher keine Hinweise nachgemeeden, die

zu negativen Effekten im menschlichen Organismus fuihren (Wang, 498B; Liu, 2003).
Hierbei konnte die unterschiedliche Expression des TLR9-Rezeptdtenschen und in der

Maus eine grol3e Rolle spielen. Auf humanen Zellen ist der TLRO9pRezkdiglich auf
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plasmazytoiden dendritischen Zellen und B-Zellen zu finden. In der Mspismgeren
zusatzlich Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen diesen ReZigkesl{ita et
al., 2001; Bauer et al., 2001; Hornung et al., 2002).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkungen von CpG-DNA auf digeifeng von
Thrombozyten und Leukozyten im Blut und in den lymphatischen Organen sowiehadg
Mechanismen, die dabei eine Rolle spielen.

CpG-DNA fuhrt bereits nach 3 Stunden zu einer transienten LeukopeBikiiydie v. a. die
Lymphozyten betrifft und etwas verzogert auch zu einer Granulozytofi#imie In dieser
Phase kommt es zu markanten Veranderungen im Differentialblutbticeinem starken
prozentualen Anstieg der Granulozyten. Nach 4 bis 5 Tagen erreicigtemtérsuchten
Parameter wieder die Ausgangswerte.

Gleichzeitig mit dem Zellabfall im Blut kommt es zu eineuttiehen Vergrof3erung von Milz
und Lymphknoten durch eine Erh6hung der Zellzahl in diesen Organen. Diegeldssten,
dass Umverteilungsprozesse von Zellen aus dem Blut in lymphatisgjam Qierbei eine
wichtige Rolle spielen.

Eine Beteiligung neu synthetisierter Chemokine ELC und SDF nach dgal@&G-DNA bei
der frihen Phase der Umverteilung der Zellen konnte nicht nachgewiesen werden.
Thrombozyten fallen nach CpG-DNA-Gabe ebenfalls stark ab. Bei '('pﬂ’él#—Mausen ist
dieser Effekt jedoch nicht zu beobachten. Damit konnte gezeigt werden Th&x in der

Vermittlung der Thrombozytopenie eine wichtige Rolle spielt.
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