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Kompetenznetz

CpG-OLIGONUKLEOTIDE

HIV/AIDS MITTEILUNGEN

Eine Unterstutzung fur die geschwachte native
Immunabwehr HIV-infizierter Patienten?

Die Immunschwiéche bei HIV-Infektion beruht auf dem Verlust an CD4+ Zellen.
Dariiber hinaus attackiert HIV jedoch weitere Immunzellen, die der angeborenen
Immunabwehr zuzuordnen sind, wodurch der Immundefekt verstirkt wird. Dazu
gehdren plasmazytoide dendritische Zellen (PDC), Hauptproduzenten von Typ I-
Interferonen im Blut. In Kooperation mit dem Kompetenznetz HIV/AIDS haben wir
untersucht, inwieweit neue CpG-0Oligonukleotide den bei der HIV-Infektion auftre-
tenden Immundefekt von PDCs revertieren kdnnen.

HIV UND ,INNATE IMMUNITY*

Schon zu Beginn der HIV-Epidemie war
der Verlust an CD4+ Helferzellen als cha-
rakteristische Veranderung des Immunsys-
tems beschrieben worden. Diese Zellen
sind dem adaptiven (=erworbenen) Im-
munsystem zuzuordnen. Dass HIV gezielt
auch die native (=angeborene) Immunab-
wehr beeintrichtigt, wird erst seit weni-
gen Jahren genauer untersucht. Zu diesem
Zweig des Immunsystems gehoren die
plasmazytoiden dendritischen Zellen
(PDC), die 1999 als Hauptproduzenten von
Typ I-Interferonen (IFN) im Blut identifi-
ziert wurden. Nach Stimulation wandern
diese Zellen in sekundare lymphatische
Organe, wo sie mit Zellen der adaptiven
Immunabwehr interagieren. Mittlerweile
zeigen eine Reihe von Studien, dass Zahl
und Funktion von PDCs mit dem Fort-
schreiten der HIV-Infektion signifikant ab-
nehmen. Sichtbar wird dieser Defekt des
nativen Immunsystems u.a. bei Impfungen
wie der Hepatitis B-Impfung, welche bei
HIV-infizierten Patienten signifikant nied-
rigere Titer induziert.

PDCs nehmen eine Schliisselposition in der
Abwehr bakterieller und viraler Infekti-
onen ein, weil sie Giber endosomale Toll-
dhnliche Rezeptoren (TLR) von Pathogenen
exprimierte Muster erkennen kénnen.
Dazu gehoéren CpG-dhnliche Motive in der
bakteriellen DNA, die aus einem unmethy-
lierten Cytosin-Guanosin-Dinukleotid,
flankiert von zwei 5'-Purinen und zwei 3'-

HIV&more 1/2010

Pyrimidinen bestehen und durch TLR9 er-
kannt werden (Abb. 1). Da in der humanen
DNA CpG-Motive vorwiegend methyliert
sind, wirken sie nicht immunstimulato-
risch. Diese bahnbrechenden Erkenntnisse
wurden insbesondere durch die Arbeits-
gruppe von Arthur M. Krieg erarbeitet,
woraus sich spater die Firma Coley Phar-
maceutical Group entwickelte. Ziel der in-
zwischen durch Pfizer aufgekauften Firma
ist es, CpG Oligonukleotide (ODN) fiir ver-
schiedene Anwendungen, u.a. Adjuvantien
fir Impfungen, zu entwickeln.
Mittlerweile sind vier Klassen von CpG
ODN beschrieben, welche sich strukturell
unterscheiden (Tab. 1). Die Klasse A-ODN
stimuliert insbesondere PDCs zur hohen
IFN-alpha Produktion, wahrend die Klasse
B-ODN B- und NK-Zellen aktiviert. Die
Klasse C vereinigt Eigenschaften der Klas-
se A- und B-ODN. Die neueste Klasse der
P-ODN ist mit der Klasse C vergleichbar,
induziert jedoch deutlich starker IFN-
alpha. Es stellte

Abb. 1: Das CpG-Motiv besteht aus einem
unmethylierten Cytosin-Guanosin-Dinukle-
otid, flankiert von zwei 5'-Purinen und zwei
3'-Pyrimidinen. Es findet sich 20x haufiger in
bakterieller als eukaryontischer DNA

STUDIENDESIGN UND -ERGEBNISSE

Dafiir haben wir eine Kooperation mit Dr.
Martin Helm, HIV-Schwerpunktpraxis
Nirnberg (Dres. med. G. Abelein/M. Helm),
begonnen. In einer Studie wurde bei ins-
gesamt 23 unbehandelten HIV-infizierten
Patienten und 16 altersangepassten Kon-
trollen die Immunreaktion von PDCs auf
die vier CpG-Klassen in vitro untersucht.
Die CpG ODNs wurden uns von der Firma
Coley Pharmaceutical GmbH (Pfizer Oli-
gonucleotide Therapeutics Unit) (Dr. Jorg
Vollmer) zur Verfiigung gestellt. Die Fi-
nanzierung der Personalkosten wurde Giber

= stimuliert PDCs zur hohen IFN-alpha Produktion
geringe NK-/B-Zell-Aktivierung

sich nun die Frage, Klasse  [Funktion
ob durch eine die- A

ser CpG ODN-Klas- (D-Typ) -
sen die geschwéach- B .

te native Immun- | (K-TYP) .
abwehr von PDCs :

starke B-/NK-Zell-Aktivierung
geringe Zytokinproduktion
anti-Tumor-Aktivitét
TH1-Adjuvans

bei HIV-Infektion |[C .

kombiniert Immuneffekte der Klassen A und B

glinstig beeinflusst
werden konnte.

kombiniert Immuneffekte der Klassen A, B und C
= deutlich stirkere IFN- alpha-Induktion als Klasse C

Tab. 1: Beschreibung der vier CpG-Oligonukleotid-Klassen
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ein Low budget-Projekt des Kompetenz-
netzes HIV/AIDS (Sprecher: Prof. Dr. N.
Brockmeyer) ermdglicht.

Wir konnten in unserer Studie bestatigen,
dass die PDC-Zahl bei HIV-infizierten
Patienten signifikant erniedrigt war
(p<0.001). Zusatzlich fanden wir auf die-
sen Zellen den Oberflichenmarker BDCA2,
welcher bei der Antigenaufnahme eine
Rolle zu spielen scheint, signifikant herun-
terreguliert. Als ndchstes wurde unter Ver-
wendung unterschiedlicher Konzentrati-
onen an CpG ODN das Induktionsprofil fiir
IFN-alpha bei HIV-infizierten Patienten
(h=15) und Kontrollen (n=10) verglichen.
Obwohl die IFN-alpha-Induktion durch
CpG-A und CpG-P ODN bei HIV-Infektion
signifikant erniedrigt war, wurden durch
diese ODN Klassen die hochsten IFN-alpha
Mengen induziert, wobei die bendtigte
ODN-Konzentration vergleichbar war. Ein
funktionelles - von der Zahl an PDCs un-
abhingiges Defizit - lieB sich ab einer Hel-
ferzellzahl unter 500/ul zeigen.

In der Studie wurden drei weitere Zytoki-
ne untersucht, darunter der Tumornekro-
se-Faktor alpha, welcher ein dem IFN-
alpha vergleichbares Verhalten zeigte. Das
CXC-Chemokin IP-10, welches von unter-
schiedlichen Zelltypen in Antwort auf
CpG-stimulierte PDCs sezerniert wird und
starke antibakterielle und antivirale Ei-
genschaften hat, wurde besonders effizi-
ent von der neuen CpG-P-Klasse induziert,
was auch bei den Zellen HIV-infizierter
Patienten zu beobachten war. Ein ver-
gleichbares Muster ergab sich fiir das vor-
wiegend von B-Zellen sezernierte Inter-
leukin 6.

Neben der Funktion der PDCs wurde auch
ihr Phdnotyp untersucht, und zwar mit
Hilfe verschiedener Oberflaichenmarker.
Eine Aktivierung und Reifung von PDCs
durch CpG ODNs lieB sich bei HIV-infi-
zierten Patienten und Kontrollen in ver-
gleichbarem AusmaB feststellen. Bei dem
Zellmigrationsmarker CCR7, welcher PDCs
in die Lymphknoten dirigiert, lieB sich je-
doch ein interessanter Unterschied aus-
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machen: wahrend CpG-A diesen Marker
nicht suffizient hochregulierte, war dies
bei der neuen CpG-P-Klasse der Fall. Eine
Untersuchung der Oberflachenmarker im
Zeitverlauf nach ODN-Stimulation zeigte
eine verzogerte Regulation bei PDCs von
HIV-infizierten Patienten im Vergleich zu
nicht-infizierten Kontrollen.

+INNATE IMMUNITY": EIN NEUES
TARGET BEI HIV-INFEKTION ?

Welche Schlussfolgerungen kdnnen wir
aus der vorgestellten Studie ziehen? Zu-
nachst ist einschrankend zu sagen, dass es
sich um eine in vitro-Studie handelt. Es ist
noch unklar, ob die glinstigen Effekte der
neuen CpG-P ODN auf die IFN-alpha-Se-
kretion und die Induktion der PDC-Migra-
tion in sekundire lymphatische Gewebe
auch in vivo zu beobachten wéaren. Da un-
sere Studie nur drei HIV-infizierte Pati-
enten mit Helferzellen unter 250/ul bein-
haltete, kdnnen Uber diese Gruppe keine
Aussagen getroffen werden. SchlieBlich
sollte bei einer Anwendung in Patienten
auch auf mogliche Nebenwirkungen durch
die Immunstimulation geachtet werden.

Insgesamt kdnnten CpG ODN der neuen
Klassen jedoch interessante Substanzen
darstellen, die geschwéchte native Immun-
abwehr von PDCs bei HIV-Infektion zu un-
terstiitzen. Die Aktivitat der P-Klasse mit
ihrer indirekten Wirkung auf andere
Immunzellen ist vielversprechend, weil
neben IFN-alpha offensichtlich weitere an-
tivirale und antibakterielle Zytokine indu-
ziert werden. SchlieBlich kdnnten CpG ODN
eine zukunftstrachtige Rolle in der Bekdmp-

fung von Tumorerkrankungen spielen. m
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