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1  Einleitung

1.1 Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Histon-Deacetylasen (HDACSs) sind Enzyme, die in Zusammenarbeit mit ihrem
Gegenspieler, den Histon-Acetyltransferasen, den Acetylierungsstatus der
Histonproteine und anderer intrazelluldrer Substrate regulieren®?. Acetylierung
der Histone, sowie andere posttranskriptionale Modifikationen — zum Beispiel
Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung — tragen zur Regulation
der Chromatin-Architektur und Transkriptionsverfigbarkeit der DNA bei.
Genauer gesagt fuhrt die Acetylierung der Histone durch die Histon-
Acetyltransferasen zu einer offenen Chromatinstruktur, wohingegen die
Deacetylierung durch die HDACs eine eher kondensierte und passive
Chromatinstruktur erzielt. Medikamente, welche die HDAC hemmen (HDAC-
Inhibitoren) fuhren innerhalb von Stunden nach Behandlung zu einem Anstieg
der Histon-Acetylierung und helfen so, die DNA in einen offeneren und
transkriptionell aktiveren Zustand zu bringen™2.

Eine gesteigerte HDAC-Aktivitat wird in einer Vielzahl der Krebszellen
beobachtet, was zu Veranderungen der lokalen Chromatinstruktur, veranderter
Gentranskription und beeintrachtigter Differenzierung fuhrt. Tatsachlich besitzen
alle verfugbaren HDAC-Inhibitoren einen gewissen Grad préaklinischer Aktivitat
in Tumor-Zelllinien und in Tiermodellen verschiedener Krebserkrankungen®?.
Bei akuten Leukdmien tben HDAC-Hemmer ihre Anti-Tumor-Effekte Uber die
Forderung der unterdrickten Transkription aus. Hierdurch wird der
Differenzierungsstopp aufgehoben, der durch chimére Onkogene wie PML-
RARa, PLZF-RARa oder AML-ETO induziert wurde™?. Bei anderen malignen
Erkrankungen scheinen andere Mechanismen eine Rolle zu spielen,
einschliel3lich der Relokalisation von BAX in die Mitochondrien, vermehrten
Expression von p21/WAF und anderen Tumorsuppressoren, sowie auf
umgekehrtem Wege die HDAC-induzierte Unterdriickung von Tyrosinkinasen,
wie BCR/Abl oder Her-2/neu. Zudem induzieren HDAC-Inhibitoren die



Hyperacetylierung von Promotoren und bewirken folglich eine gesteigerte
Expression verschiedener Mitglieder der Todesrezeptor-Signalwege an der
Zelloberflache, einschlieBlich Fas, Fas-Ligand, TRAIL und TRAIL-Rezeptor
DR5, wodurch auch die TRAIL-induzierte Apoptose der leukamischen Zellen
gesteigert wird™2. Einige HDAC-Hemmer finden nun Anwendung in klinischen
Studien zur Behandlung solider und hamatologischer Malignitaten und zeigen
bisher vor allem in T-Zell-Lymphomen und bestimmten Subtypen der AML viel
versprechende Ergebnisse®™.

Einige Studien konnten zeigen, dass HDAC-Inhibitoren auf3er ihrer Anti-Tumor-
Eigenschaften auch antientziindliche Effekte besitzen. Wurden diese kleinen
Molekile an Mause verabreicht, konnte eine verminderte autoimmune
Manifestation der Graft-versus-Host-Erkrankung, des systemischen Lupus
erythematodes, der Concanavalin A-induzierten Hepatitis, der experimentellen
Autoimmun-Encephalitis, der rheumatoiden Arthritis sowie der Colitis
festgestellt werden®*!. Weiter wurde berichtet, dass die HDAC-Inhibitoren
Suberoylanilidhydroxamidséaure (SAHA), Trichostatin A und Valproat sowohl in
vivo bei Mausen als auch in vitro die Sekretion proinflammatorischer Zytokine,
wie Tumor necrosis factor a (TNFa), Interleukin (IL)-1B, IL-6 und IL-12,
blockierten>®'%*, Wie genau die immunologischen Effekte der HDAC-Hemmer
vermittelt werden, ist noch unklar. Bei T-Lymphozyten tragt die HDACG6-
vermittelte Tubulin-Deacetylierung zur CD3- und LFA-1-Orientierung und zur
Bildung der immunologischen Synapse bei*?. Wieder andere Studien ermittelten
als bedeutendste Effekte der HDAC-Hemmung ihre Auswirkungen auf die
proliferativen und zytotoxischen Reaktionen der T-Zelle und auf ihre IFN-y-
Produktion>®°, wobei sie die Méglichkeit offen lieBen, dass andere Zelltypen
noch schwerwiegender durch HDAC-Inhibitoren beeinflusst werden und somit
zu den immunmodulierenden Eigenschaften dieser Medikamente beitragen. In
diesem Kontext zeigten neuere Experimente die Kapazitat eines selektiven
HDAC-Hemmers — LAQ824 —, spezifisch die Genexpression in Makrophagen
und Dendritischen Zellen (DCs) zu modulieren, was zu einer verminderten
Zytokinproduktion und der bevorzugten Stimulierung von Th2- im Vergleich zu
Thl-Lymphozyten fiihrte®.



1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) stellen eine Leukozytenpopulation  mit
antigenprasentierender Funktion dar, die eine zentrale Rolle bei der Initiierung

1415 vom Knochenmark abstammende DC-

von Immunantworten spielt
Vorlaufer, einschliel3lich zirkulierender Monozyten, siedeln sich im peripheren
Gewebe ab und differenzieren dort aus — mdglicherweise unter dem Einfluss
lokal produzierter Zytokine und Prostaglandine. DCs werden durch die
Anwesenheit von Pathogenen aktiviert, wenn die auf der Oberflache
exprimierten Toll-like-Rezeptoren (TLRs) durch das dem Pathogen zugehérige
Produkt (zum Beispiel Lipopolysaccharide, Poly I:C, doppelstrangige RNA)
stimuliert werden'®. Nach Aktivierung wandern die DCs zum afferenten
Lymphgewebe, um dort antigenspezifische T-Lymphozyten zu stimulieren.
Angelockt werden die DCs hierbei vom Chemoattraktant Chemokine (C-C motif)
ligand 19 (CCL19/macrophage inflammatory protein-38 (MIP-3B))'*. Die
Immunogenitat der DCs wird fur einen der Hauptfaktoren gehalten, die den
Ausgang einer Immunantwort kontrollieren, und tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass die Deregulation von DC-Funktion und -Uberleben zu

autoimmunen Manifestationen im Mausmodell fiihrtel’.

1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte verschiedener HDAC-Inhibitoren
auf die Differenzierung und Funktion menschlicher, von Monozyten
abstammender DCs evaluiert werden. Da verschiedene HDAC-Hemmer sich
sehr unterschiedlich auf biologische Stoffwechselwege auswirken koénnen,
wurden zwei strukturell nicht verwandte Substrate, VPA und MS-275%?
verwendet, um die Spezifitéat der Ergebnisse zu unterstreichen.

Die Experimente mit VPA wurden allein von mir durchgeftihrt. Im Folgenden
werde ich mich somit auf diesen Inhibitor konzentrieren und erst in der

Diskussion auf den zweiten Inhibitor MS-275 eingehen.



2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Tabelle 2.1: Verwendete Geréate.

Gerat

Hersteller

Bestrahlungsgerat Gammacell 1000
Durchflusszytometer FACSCalibur

Gefrierschrank Forma Scientific -80C
Heizplatte fur Eppendorf-Cups Unitek
HBS-130

Kihlschrank-Kombination 4C und
-20C

Magnetriihrer RCT basic

Mini-Protean 3 Electrophoresis
System
Minishaker MS1

Mini Trans Blot Cell

MLR-Counter 1205 Betaplate
Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Tiefe

Photometer SLT Spectra

Pipette 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 pl
Pipettierhilfe Pipetboy acu

Sterilbank

MDS Nordion, Bucks, GroR3britannien
Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Stiel, TUbing en, Deutschland

peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

LKB Wallace, Turku, Finnland
Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim, Deutschland

Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Integra Biosciences Europe, Freiburg,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland



Wasserbad

Zellkultur-Brutschrank NuAire™US-
Auto-Flow

Zentrifuge Centrifuge 4515R
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 S-R

2.2 Verbrauchsmaterialien

Memmert, Schwabach, Deutschland
NuAire, Plymouth, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kendro, Fellbach, Deutschland

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Hersteller

Combitips Plus 5ml
FACS-ROhrchen grol3, klein

Falcon® Blue Max™ 15 ml Blue Cups
Falcon® Blue Max™ 50 ml Blue Cups
Kodak BioMax Light Film
Nitrozellulosemembran

NUNC Cryo Tube™ Vials 1 ml, 1,8 ml
Pasteurpipette

Pipettenspitzen Safeseal Tips
Premium 10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl
Pipettenspitzen 1,0 ml blau, 0,2 ml
gelb

Pipetten Stridette 5 ml, 10 ml, 25 ml,
50 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

KODAK, Chalon-sur-Sabne,
Frankreich

Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland

Nunc A/S Apogent, Roskilde,
Danemark

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biozym Scientific, Oldendorf,
Deutschland

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

Corning GmbH, Kaiserslautern,

Deutschland



ReaktionsgefalRe Eppendorf-Cups
1,5ml
Transwells

Whatman-Papier

Zellkulturflaschen Falcon® Tissue

Culture Flask 0,2ul Vented Blue Plug

Seal Cup 275 ml
Zellkulturplatte 24 well T-shape
Cellstar®

Zellkulturplatte 96 well T-shape
Cellstar® with lid
Zellkulturplatte 96 well V-shape
Cellstar®

2.3 Reagenzien

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Whatman International Ltd.,
Maidstone, England

Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Tabelle 2.3: Verwendete Reagenzien. Chemikalien, welche hier nicht aufgefiihrt sind,
wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt,
Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

bezogen.

Produkt Hersteller

Bench Mark™ Prestained Protein Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ladder

Biocoll Separating Solution (Ficoll)
Bovine Serum Albumine (BSA)

ECL™ plus detection reagent

BioChrom AG, Berlin, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
GE Healthcare Ltd., Miinchen,
Deutschland

EDTAO5 M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA



Fetal Bovine Serum 10082 (FCS)

GM-CSF Leukine® Liquid
Sargramostim
3H-Thymidin

IL-4

Medium RPMI 1640 mit Glutamax

Medium X-VIVO 20
MIP-3p

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline 0,0095 M (PO4)

Penicillin.Streptomycin 100ml

Poly I:C
Slim Fast Schokolade

Trypanblau
Tween® 20
VPA

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,
Deutschland

Immunex Corporation, Seattle, USA

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,
Deutschland

Bio Whittaker, Wakersville, USA
R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Slim Fast Deutschland GmbH,
Wiesbaden, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA



2.4 Kits

Tabelle 2.4: Verwendete Kits

Produkt Hersteller

BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Perbio Science, Bonn,
Deutschland
ELISA fur IL-6, IL-10, IL-12, TNFa Immunotech, Hamburg, Deutschland

2.5 Antikorper

Tabelle 2.5: Verwendete Antikorper fur FACS und Western Blot.

Antikdrper Hersteller

Bcl-6 (C-19): sc-368 Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland

CDla FITC Dako Diagnostik, Hamburg,
Deutschland

CD40 FITC Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

CD54 PE Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

CD80 PE Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

CD83 PE Immunotech, Marseille, Frankreich

CD86 FITC Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

DC-Sign PE R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

GAPDH HyTest, Turku, Finnland

IRAK-1 (F-4): sc-5288 Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg, Deutschland



IRF-3 (C-20): sc-15991

IRF-8 (C-19): sc-6058

Mouse IgG FITC, PE

PU.1 (H-135): sc-22805

RelB (C-19): sc-226
Sekundarantikdrper Donkey-anti-Goat
19G

Sekundarantikdrper Goat-anti-Mouse
19G

Sekundarantikorper Goat-anti-Rabbit
19G

2.6 Medien und Puffer

Tabelle 2.6: Verwendete Medien und Puffer.

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Becton Dickenson, Franklin Lakes,
USA

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg, Deutschland

Puffer/Medium Zusammensetzung
FACS-Puffer PBS

5% BSA
Laufpuffer (Runningbuffer) flr 192 mM Glycin
Western Blot 1-fach 25 mM Tris

0,1% SDS
NP-40 10% Igepal CA-630
Puffer A 1 mMDTT

0,5 mM PMSF



Puffer C 1 mMDTT
1 mM PMSF
RIPA-Lysepuffer PBS
1% Igepal CA-630
0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
2 mM EDTA
2 mg/ml Aprotinin
1 mM PMSF
1 mM Natriumorthovanadat
RPMI-Medium RPMI 1640 mit Glutamax erganzt mit
10% hitzeinaktiviertem FCS, Penicillin
100 IU/ml und Streptomycin 100
mg/ml
Slimfastlésung 2,5% 2,5% Slimfast Schokolade
geldst in 1x TBS/0,5% Tween
Slimfastlésung 4% 4% Slimfast Schokolade
geldst in 1x TBS/0,5% Tween
TBS 1-fach 0,14 M NacCl
0,01 M Tris/HCI pH 8,0
TBS-Tween 1-fach TBS
0,5% Tween
Transferpuffer fir Western Blot 192 mM Glycin
25 mM Tris
20% Methanol
0,1% SDS
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2.7 SDS-Gele

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der SDS-Gele.

Reagenzien Trenngel 10% Trenngel 12% Sammelgel
1M Tris pH 8,8 5,6 ml 5,6 mi -

1 M Tris pH 6,7 - - 1mi
Acrylamid 30% 5 ml 6 ml 1 mi
SDS 10% 150 pl 150 pl 50 pl
dest. Wasser 4,2 ml 3,2ml 3 ml
APS 10% 100 pl 100 pl 50 pl
TEMED 10 pl 10 pl 5 pl
2.8 Zellen

Alle verwendeten Zellen wurden aus Buffy coats oder Leukapherisaten

extrahiert, welche von freiwilligen Spendern der Blutbank Tubingen stammen.
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2.9 Generierung dendritischer Zellen

2.9.1 Gewinnung von PBMNCs

18-22 3us adharenten

Die dendritischen Zellen wurden, wie vormals beschrieben
Monozyten generiert. Aus Buffy coats und Leukapherisaten von freiwilligen
Spendern wurden mononukledre Zellen durch Ficoll-Dichtegradient-
Zentrifugation isoliert. Die Zellen wurden in vorgewarmtem RPMI-Medium
resuspendiert und mittels Trypanblaufarbung die Lebendzellzahl bestimmit.
AnschlieRend wurden bis zu 1x10® Zellen in 10 ml vorgewarmtem, serumfreiem
X-Vivo 20-Medium pro Kulturflasche (275 cm?) ausgesét und fiir zwei Stunden
bei 37C und 5% CO, inkubiert. Nach dieser Adharenzzeit wurden die nicht

adharenten Zellen durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt.

2.9.2 Generierung dendritischer Zellen aus Monozyte n

Die so praparierten Monozyten wurden jeden zweiten Tag, beginnend mit Tag
0, mit jeweils 20 pl IL-4 und GM-CSF geflttert. Des Weiteren wurde an
denselben Tagen die jeweilige Konzentration Valproat (VPA; 0, 10, 20, 40, 100
pg/ml) hinzugegeben. An Tag 6 wurde eine Halfte der Anséatze mit 50 pl Poly
I:C, einem TLR-Liganden, versetzt, um reife dendritische Zellen zu erhalten. An
Tag 7 wurden alle Zellen durch Waschen mit 10 ml PBS + 5 mM EDTA geerntet
und die jeweilige Zellzahl mittels Trypanblaufarbung bestimmt. Die Hemmung
der HDAC wurde durch Uberwachung der acetylierten H3-Histon-Level mittels

Immunoblotting festgestellt.
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2.10 Bestimmung des Phanotyps

Zur Bestimmung des Phéanotyps wurden die DCs mit FITC- oder Phycoerythrin-
konjugierten, monoklonalen Maus-Antikorpern gegen CDla, CD40, CD54,
CD80, CD83, CD86 und DCSIGN, sowie gegen die Maus-lgG-Isotypkontrolle
gefarbt.

Hierfir wurden die unspezifischen Antikorperbindungen der DCs zuerst mit je 5
pl unmarkiertem Maus-IgG geblockt und dann mit dem gewinschten Antikdrper
fur 5-10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die in FACS-Puffer
resuspendierten Zellen konnten anschliel3end mit Hilfe des
Durchflusszytometers FACSCalibur beziglich ihres Phéanotyps analysiert
werden. Hierbei wurden innerhalb der Negativkontrolle 1% falsch-positiver
Ereignisse akzeptiert.

2.11 Messung der Apoptoserate

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die Zellen mit Propidiumiodid
gefarbt. Propidiumiodid kann nur durch eine beschadigte Zellmembran in die
Zelle eindringen, wie man sie bei apoptotischen Zellen findet. Diese
Propidiumiodid-positiven Zellen wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers
FACSCalibur quantifiziert.

2.12 Messung der Migrationsrate

Zur Bestimmung der Migrationsrate wurden je zwei Wells einer 24well-Platte
pro Ansatz mit 1 ml RPMI-Medium beflllt und eine Halfte der Wells zusatzlich
mit je 100 ng/ml MIP-3f versetzt. AnschlieRend wurden in alle Wells Transwells
eingesetzt und in diese wiederum 10° Zellen in 1 ml RPMI-Medium ausgesét.
Fur jeden Ansatz wurde also ein Well ohne und eines mit MIP-33 befillt.
Wahrend der dreistindigen Inkubation bei 37C und 5% CO, sollten

13



migrationsfahige DCs durch die Poren der Transwells in Richtung des
Wellbodens wandern. MIP-3( ist ein Chemoattraktant, welches diesen Vorgang
fordert. AnschlieBend wurden alle Transwells entfernt und die Zahl der
migrierten Zellen im Durchflusszytometer FACSCalibur tUber 60 Sekunden

ausgezahlt.

2.13 Messung der Kapazitat zur Stimulation allogene r

Zellproliferation

Zur Bestimmung der Kapazitat der DCs zur Stimulation allogener
Zellproliferation wurden 10° reagierende Zellen aus mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMNCs) zusammen mit 10* stimulierenden DCs in 96well-
Platten kokultiviert. Die DCs wurden zuvor mit 30 Gy bestrahlt, um deren
Stoffwechselaktivitat zu hemmen, die Antigenprasentation kann danach
trotzdem weiter ausgelibt werden. So konnen nur die allogenen PBMNCs
proliferieren, nicht die DCs. An Tag 5 wurde *H-Thymidin hinzugegeben. 3H-
Thymidin wird bei proliferierenden Zellen ins Genom eingebaut. Nach 16
Stunden wurden die Zellen geerntet und die Thymidin-Aufnahme mit Hilfe

eines MLR-Readers gemessen.

2.14 Messung der Zytokinproduktion

Zur Quantifizierung der Zytokinproduktion wurden vom jeweiligen Kulturmedium
der DCs Uberstande abgenommen und bei -20C eingefroren. Die
Zytokinkonzentrationen wurden in  kommerziell erhaltlichen Zweiseiten-
Sandwich-ELISAs fiur 1L-6, IL-10, IL-12 und TNFa entsprechend der

Herstellerhinweise bestimmt.
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2.15 Proteinbiochemische Methoden

2.15.1 Herstellung der Zelllysate und Bestimmung de  r

Proteinkonzentration

Zur Praparation der Zelllysate wurden die DCs im Lysepuffer RIPA flr
mindestens 20 Minuten auf Eis lysiert und bei -80C aufbewabhrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden je 5 pl Lysat im Verhaltnis 1:5
mit RIPA-Lysepuffer verdinnt und anschlieRend mit Hilfe eines BCA-Versuchs
quantifiziert. Hierbei wird die Extinktion der jeweiligen Probe mit der einer

Standardkurve verglichen und so auf den Proteingehalt riickgeschlossen.

2.15.2 Herstellung der Kernextrakte

Die Kernextrakte wurden wie bereits beschrieben® hergestellt. Zuerst wurde mit
dem Puffer A und NP-40 die Zellmembran der DCs auf Eis lysiert und
abzentrifugiert. Anschlieend wurde das nukledre Pellet im Puffer C ebenfalls

auf Eis lysiert und die Kernextrakte bei -70C aufb ewabhrt.

2.15.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Bei der Gelelektrophorese mit einem SDS-Gel werden Proteine entsprechend
ihrer Grol3e aufgetrennt. Hierfur wurde zuerst ein 10%iges bzw. 12%iges
Trenngel gegossen und mit Isopropanol wahrend der Polymerisation bedeckt.
Anschlielend wurde das Isopropanol mit destilliertem Wasser entfernt, das
Sammelgel aufgegossen und ein 10-Taschen-Kamm zur Bildung der Taschen
eingelegt. Das Sammelgel dient zur Fokussierung der Proben, sodass

deutlichere Banden entstehen.
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Die fertigen Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingespannt und diese
mit Laufpuffer aufgefillt. Nach Ziehen des Kammes wurden die Taschen mit
Laufpuffer ausgespult und mit Protein beladen.

Pro Ansatz wurden 20 ug Protein mit 3x SB/30% 1M DTT auf ein Endvolumen
von 20 ul verdunnt, aufgekocht und damit je eine Tasche beflllt. Tasche 1
wurde zuséatzlich mit 6 uyl des Markers ,Prestained” beladen. Dieser erzeugt
blaue Banden bei 181,1 kD, 115,5 kD, 82,2 kD, 48,8 kD, 37,1 kD, 25,9 kD, 19,4
kD, 14,8 kD und 6,0 kD und eine rosa Bande bei 64,2 kD und ist schon
wéahrend des Elektrophoresevorgangs sichtbar, sodass die Auftrennung
individuell rechtzeitig gestoppt werden kann. Die Elektrophorese erfolgte bei
110-120V.

2.15.4 Western Blot

Beim Western Blot werden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
mittels eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen.
Dort kénnen diese dann durch verschiedene Antikorper sichtbar gemacht
werden.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in folgender Reihenfolge
in eine Blottingapparatur eingespannt: Kathode — Schwamm — Whatman-Papier
— Gel — Nitrozellulosemembran — Whatman-Papier — Schwamm — Anode.
Hierbei war darauf zu achten, dass alle Bestandteile durchgehend mit
Transferpuffer getrankt sind und mdoglichst keine Luftblasen innerhalb des
Sandwiches verbleiben. Der Blotting-Vorgang erfolgte anschlieend in einer mit
Transferpuffer gefullten Kammer bei konstanten 250mA fir eine Stunde, wobei
auf standige Kuhlung zu achten war.

Nach Beendigung des Vorganges wurden die blauen und rosa Banden mit
Bleistift auf der Nitrozellulosemembran markiert. Diese wurde dann fir eine
Stunde in einer 4%igen Slimfast-L6sung geblockt.

Die im Folgenden beschriebenen Schritte wurden zum Nachweis jedes

einzelnen Proteins wiederholt. Zuerst wurde die Nitrozellulosemembran Uber
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Nacht mit einem Primarantikdrper in 2,5%iger Slimfast-L6sung inkubiert,
welcher direkt an das gewtnschte Protein bindet. Nach mehrmaligem Waschen
mit 1x TBS/0,5% Tween, um Uberschissigen Antikdrper zu entfernen, wurde
die Nitrozellulosemembran flr eine Stunde mit einem passenden
Sekundarantikdrper in 2,5%iger Slimfast-Loésung inkubiert, welcher an den
Primarantikérper  bindet. An  diese  Sekundarantikbrper ist die
Meerrettichperoxidase gekoppelt, welche beim Zusatz von ECL1 und ECL2 ein
Substrat bildet und dieses zu Licht umsetzt. Die so praparierten Membranen
wurden zur Vermeidung von Austrocknen und zur einfacheren Handhabung in
Frischhaltefolie eingeschlagen und die Lichtsignale der Sekundarantikdrper
anschlieRend mit Hilfe von lichtempfindlichen Filmen detektiert.

Bei den Zelllysaten wurden Antikérper gegen PU.1, Bcl-6, IRAK-1 und GAPDH
(Ladekontrolle) verwendet, bei den Kernextrakten fanden AntikGrper gegen
RelB, IRF-3 und IRF-8 Anwendung.
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3  Ergebnisse

3.1 Phanotyp

Zuerst sollte evaluiert werden, in wiefern eine Hemmung der Histon-
Deacetylase die In-vitro-Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen
im Beisein von IL-4 und GM-CSF beeintrachtigt. Daher wurde das
Kulturmedium wahrend der Differenzierung mit dem synthetischen HDAC-
Inhibitor Valproat'? versetzt. Die verwendeten Konzentrationen wurden
entsprechend des therapeutischen Bereichs ausgewéhlt, welcher fur Valproat
zwischen 50 und 100 pg/ml liegt®.

Nach Valproat-Behandlung nahmen die DCs einen abnormen Phanotyp an, der
sich durch die Abwesenheit des DC- und Langerhans Zell-Markers CDla
auszeichnete. Aul3erdem fuhrte die HDAC-Hemmung zu einer verminderten
Expression des kostimulatorischen Molekiils CD80 und des
Aktivierungsmarkers CD83, wohingegen die Expression eines weiteren
kostimulatorischen Molekuls, CD 86, weniger herabgesetzt war. CD80 und
CD86 initiieren das Sekundarsignal, welches fir die Lymphozytenaktivierung zu
Beginn der Immunantwort wichtig ist. Des Weiteren beeintrachtigte die
Behandlung mit Valproat auch die Expression der Adhasionsmolekile CD54
und DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin), welche bei
der DC-Lymphozyten-Interaktion beteiligt sind.

Im weiteren Verlauf untersuchte ich die Wirkung der HDAC-Hemmung auf die
Reifung der DCs bei Zugabe des TLR-3-Liganden Poly I:C. Nicht mit Valproat
behandelte Zellen zeigten einen normalen Anstieg der Expression der
kostimulatorischen Molekille CD40, CD80, CD86 und CD83. Nach Behandlung
mit Valproat war die vermehrte Expression von CD40, CD80 und CD83
deutlich, die gesteigerte Expression von CD83 in geringerem Mal3e reduziert.
Die Expression von DC-SIGN war bei DCs, die mit Valproat generiert wurden,
vermindert, wohingegen die Expression von CD54 etwa gleich der Kontrolle
war. Alle diese Effekte zeigten eine Abhangigkeit von der verwendeten

Konzentration des HDAC-Hemmers.
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Abb. 3.1.A: Veranderung des Phanotypes bei dendritischen Zellen nach Behandlung
mit Valproat (VPA). Adharente Monozyten wurden im Beisein von GM-CSF (GM) und
IL-4, sowie mit oder ohne 100 ug/ml VPA sechs Tage lang kultiviert. An Tag 6 wurden
die Zellen mit 50 ug/ml Poly I:C stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Zellen
wurden an Tag 7 geerntet, gewaschen, markiert und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Die Grafiken zeigen den Histogrammblot (ungeftilite Kurve) im Vergleich zur

passenden Isotypkontrolle (schwarz gefiillte Kurve). Die mittlere Fluoreszenz des

entsprechenden Oberflachenmarkers ist innerhalb des Plots eingetragen.
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Abb. 3.1.B: VPA moduliert die Expression der Oberflaichenmarker in Abhéngigkeit zur
verwendeten Konzentration. Adhérente Monozyten wurden wie in A beschrieben zur
Differenzierung angeregt, jedoch zusatzlich mit den verschiedenen, hier aufgefiihrten
CDla wurde mittels

Die Expression von

Konzentrationen VPA gefittert.

Durchflusszytometrie bestimmt.
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3.2 Apoptoserate

Um auszuschlie3en, dass die gemessenen Effekte der HDAC-Hemmung auf
Apoptose beruhen, wurde die Apoptoserate tber eine PI-Farbung nach Nicoletti
bestimmt. Hier zeigte sich, dass keine der verwendeten Konzentrationen zu
einer signifikanten Abnahme der Zellviabilitat fihrte. Man kann daher davon
ausgehen, dass die Behandlung mit Valproat sich hauptsachlich auf die

Funktion der DCs auswirkte.
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Abb. 3.2: Viabilitat der VPA-exponierten DCs. Adharente Monozyten wurden im Beisein
von GM-CSF und IL-4 (DC4/GM) kultiviert und VPA in den angegebenen
Konzentrationen (0-100 pg/ml) zugegeben. An Tag 6 wurden 50 pg/ml Poly I:.C
hinzugegeben, wo es im Diagramm eingetragen ist. Die Zellen wurden an Tag 7
geerntet, gewaschen und mit 5 yg/ml Propidiumiodid (PI) markiert und Pl-positive (tote)

Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie gezahlt.
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3.3 Migration

Reife DCs zeichnen sich unter anderem durch ihre Fahigkeit zur Migration aus.
Angelockt werden sie durch das Chemoattraktant CCL19/MIP-3[3, wobei auf der
DC-Oberflache CCR7 (cognate receptor chemokine (CC-motif) receptor 7)
hochreguliert wird**. Auf diese Weise kénnen die dendritischen Zellen in den
Lymphknoten gelangen.

Bei der Untersuchung der Migrationsrate mittels Transwell-Kammer fiel auf,
dass bei steigenden Konzentrationen von Valproat diese Fahigkeit der reifen

DCs deutlich reduziert war.
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Abb. 3.3: VPA verhindert die Migration in Richtung CCL19/macrophage inflammatory
protein-38 (MIP-38). Adharente Monozyten wurden sieben Tage lang in GM-CSF- und
IL-4-haltigem Medium kultiviert (DC4/GM). Poly I:C (50 pg/ml) wurde an Tag 6
hinzugegeben. Die Zellen wurden an Tag 7 geerntet und die Migration wurde mit Hilfe
von Transwell-Kammern analysiert. 10° DCs wurden in die obere Kammer ausgesat

und die Zahl der migrierten Zellen nach drei Stunden analysiert.
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3.4 Stimulierung allogener Zellproliferation

Eine weitere wichtige Funktion der reifen DCs ist ihre Fahigkeit, andere Zellen
zur Proliferation anzuregen. In mixed leukocyte reactions (MLRs) werden DCs
mit allogenen Lymphozyten kokultiviert und anschlielBend die Proliferation
dieser Lymphozyten gemessen. Nach Behandlung mit Valproat war diese

Fahigkeit sowohl bei unreifen als auch bei reifen DCs deutlich beeintrachtigt.
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Abb. 3.4: Einfluss von VPA auf die immunostimulatorische Kapazitat der DCs.
Adharente Monozyten wurden sechs Tage lang in GM-CSF- und IL-4-haltigem Medium
kultiviert (DC4/GM), mit den angegebenen Konzentrationen VPA versetzt und die
Halfte der Ansétze an Tag 6 mit 50 pyg/ml Poly I:C stimuliert. Die Zellen wurden an Tag
7 geerntet und als Stimulatoren in der gemischten Leukozytenreaktion (MLR)
verwendet. Unbehandelte allogene mononukleére Zellen des peripheren Blutes wurden
als Kontrolle verwendet. Die Proliferation wurde nach 5 Tagen uber die Thymidin-

Aufnahme bestimmt.
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3.5 Zytokinproduktion

Um mit anderen Zellen in Kontakt zu treten, bedienen sich dendritische Zellen
unter anderem der Zytokine. Dies spiegelt sich zum Beispiel in einer Steigerung
der Zytokinproduktion bei reifen DCs wider. Daher wurden in ELISAs die Menge
an TNFa, IL-6, IL-10 und IL-12 im Uberstand untersucht. Nach Hemmung der
HDAC war die Produktion aller untersuchten Zytokine deutlich reduziert.

Diese Beobachtung stimmt mit denen anderer Forscher Uberein, die bereits
Uber eine verminderte Zytokinproduktion bei PBMNCs der Maus und des
Menschen nach Behandlung mit HDAC-Hemmern berichtet hatten®®%%,

Diese verminderte Zytokinproduktion kdnnte auch die reduzierte Fahigkeit zur

Stimulierung allogener Lymphozytenproliferation erklaren.

Tab. 3.5: Einfluss von VPA auf die Zytokinproduktion der DCs.

DC4/GM |+Poly I:.C| +VPA +VPA +VPA +VPA
10 pg 20 ug 40 ug 100 pg
+Poly I:C | +Poly I.C | +Poly I:C | +Poly I:C
TNFa 119 574 | 6245,79| 372475 | 48889 | 47982 | 115082
(pg/ml)
IL-6 14,52 | >10000 | >10000 | 9230,81 | 6586,31 | 3671,37
(pg/ml)
IL-10 15 1742 118 80 17 3
(pg/ml)
IL-12 05 | 2035 51 6 1 0.4
(pg/ml)
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3.6 Transkriptionsfaktoren

Zum Schluss untersuchte ich die Auswirkungen der HDAC-Hemmung auf die
intrazellularen Signaltransduktionswege, die eine Schlusselrolle bei der
Kontrolle der Differenzierung und Funktion der dendritischen Zellen spielen.

Es ist berichtet worden, dass die Hemmung der HDAC zu einer verminderten
Expression des hamatopoietischen Transkriptionsfaktors PU.1 fihrt, welcher
zur Entwicklung der dendritischen Langerhans-Zellen in Thymus und
Knochenmark der Maus beitragt®?’. Wir untersuchten daher, inwiefern die
Expression von PU.1 in mit Valproat behandelten menschlichen DCs
beeintrachtigt ist, konnten jedoch keine signifikante Reduktion der
Proteinmenge feststellen. Dies deutet darauf hin, dass eine Verkirzung des
PU.1-Proteins fur die beobachteten funktionellen Defekte der DCs nach
Valproat-Behandlung verantwortlich sein kdnnte.

Auch auf die Expression von Bcl-6, ein weiteres Target der HDAC-Hemmer,
hatte die Behandlung mit Valproat keinen signifikanten Einfluss. Bcl-6 spielt
sowohl bei Lymphomen als auch bei der Regulation der Zytokin- und
Chemokinausschiittung in Makrophagen eine wichtige Rolle?®°,

In weiteren Experimenten wurde die Auswirkung der HDAC-Hemmung auf die
Aktivierung der DCs untersucht. Diese kann Uber die Menge der in den Kern
translozierten nuclear factor-kB (NF-kB)-Untereinheit RelB, sowie die Menge an
IRF-3 und IRF-8 im Kern gemessen werden. Uber die NF-kB-Untereinheit RelA
ist bekannt, dass sie durch Acetylierung reguliert wird und HDAC-Hemmer ihre
Translokalisation in den Kern und somit auch ihre Transkriptionsaktivitat
31,32

fordern

Effekt der HDAC-Hemmung auf RelB und c-Rel, obwohl vor allem RelB fur
33-36

. Im Gegensatz dazu gibt es noch keine Informationen tber den

seine Bedeutung bei Generierung und Funktion der DCs bekannt ist
Ebenso existieren Hinweise darauf, dass HDAC-Hemmer mdglicherweise die
Aktivierung des Interferon-Stoffwechselweges und die IFNB-Sekretion
verhindern. Jedoch konnte dies bisher nur bei Osteoklasten gezeigt werden"%.
Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die Behandlung der DCs mit

Valproat in einer reduzierten nukleédren Expression von RelB resultiert. Des
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Weiteren war die Relokalisation in den Kern bei mittels Poly I:C ausgereiften
DCs in Abhangigkeit der Konzentration des verwendeten HDAC-Inhibitors
blockiert. Andererseits war die Hochregulation von IRAK-1 (IL-1 receptor-
associated kinase-1) als Antwort auf die Stimulation mit Poly 1:C von der
Behandlung mit Valproat nicht beeintrachtigt. Dies deutet darauf hin, dass der
beobachtete Effekt auf RelB wahrscheinlich downstream von MyD88 und IRAK-
1 induziert wird*®.

Als weiterer Effekt auf die Transkriptionsfaktoren zeigten auch IRF-3 und IRF-8,
welche bei der Differenzierung, IL-12-Produktion und Migration der

dendritischen Zellen mitwirken?*®#2

, eine verminderte nukledre Expression nach
Behandlung mit Valproat. Dieser Effekt war am deutlichsten bei DCs, die mit

Poly I:C aktiviert wurden, zu sehen.
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Abb. 3.6.A: VPA verandert weder die PU.1- noch die Bcl-6-Level bei DCs. Adhérente
Monozyten des peripheren Blutes wurden sieben Tage lang mit GM-CSF und IL-4
kultiviert (DC4/GM) und ohne oder mit VPA in den angegebenen Konzentrationen
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen geerntet und zur Herstellung von Zelllysaten
verwendet. Die PU.1-, Bcl-6- und GAPDH-Level wurden mittels Western Blot sichtbar

gemacht.
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Abb. 3.6.B: VPA beeintrachtigt nicht die Poly I:C-induzierte verminderte Expression von
IRAK-1 in reifen DCs. Adharente Monozyten wurden wie in A beschrieben behandelt
und an Tag 6 mit 50 ug/ml Poly I:C stimuliert, wo es in der Abbildung eingetragen ist.
An Tag 7 wurden die Zellen geerntet und zur Herstellung von Zelllysaten verwendet.

Die IRAK-1- und GAPDH-Level wurden mittels Western Blot sichtbar gemacht.
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Abb. 3.6.C: VPA beeintrachtigt die Translokation in den Kern von RelB, IRF-3 und IRF-
8. Adharente Monozyten wurden wie in A und B beschrieben behandelt nach dem
Ernten zur Herstellung von Kernextrakten verwendet. Im Kern befindliche RelB-, IRF-3-

und IRF-8-Level wurden mittels Western Blot sichtbar gemacht.




4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Die Epigenetik versucht durch Regulation des Zellstoffwechsels durch
Ubiquitinylierung, Phosphorylierung, Methylierung und Acetylierung Zellen zu
beeinflussen. Am deutlichsten sind hierbei Zellen mit einer hohen
Stoffwechselaktivitat betroffen, wie zum Beispiel Tumorzellen. Eine dieser
Strategien betrifft die Hyperacetylierung bzw. die Hemmung der Deacetylierung
der Histon-Proteine. Histone sind maR3geblich fur die Struktur des Chromatins
im Zellkern verantwortlich. Sind sie deacetyliert, befindet sich das Chromatin in
einem kondensierten Zustand, in dem die DNA nicht abgelesen werden kann.
Im acetylierten Zustand wird eine offenere und somit transkriptionell aktivere
Form geschaffen.

Histon-Deacetylase-Inhibitoren bewirken eine Hyperacetylierung der Histone
und folglich eine UberméafRige Transkription. Die Aufhebung des
Differenzierungsstopps fuhrte bei akuten Leuk&mien zur Ausdifferenzierung. Bei
anderen malignen Erkrankungen wie T-Zell-Lymphomen scheinen andere
Mechanismen eine Rolle zu spielen. Die Wirkung auf solide und
hamatologische Malignitaten wird derzeit in Tumor-Zelllinien, Tiermodellen und
klinischen Studien weiter untersucht.

In Mausmodellen zeigte sich, dass HDAC-Hemmer neben ihrer Anti-Tumor-
Wirkung auch antiinflammatorische Eigenschaften besitzen. So waren die
autoimmunen Symptome bei Graft-versus-Host-Erkrankung, systemischem
Lupus erythematodes, Concanavalin A-induzierter Hepatitis, experimenteller
Autoimmun-Encephalitis, rheumatoider Arthritis sowie Colitis deutlich
verbessert.

Als Grund fur diese antiinflammatorischen Effekte werden eine Verminderung
der Zytokinproduktion, ein Einfluss auf proliferative und zytotoxische Antworten
und Stoérungen bei der Bildung der immunologischen Synapse bei T-Zellen
diskutiert. Nicht ausfuhrlich untersucht sind jedoch die Effekte der HDAC-

Hemmung auf andere Zellen des Immunsystems, welche mdéglicherweise noch
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tiefgreifender beeintrachtigt werden und so eine eindricklichere Antwort auf
diese Frage geben kbénnten.

Dendritische Zellen spielen eine Schlisselrolle bei der Initierung der
Immunantwort. Sie vermitteln zwischen der unspezifischen Immunreaktion z.B.
gegen Bakterien und der spezifischen Immunreaktion der T-Zellen, welche
diese Pathogene dann gezielt bekampfen konnen. Eine Hemmung oder
Modulierung der DC-typischen Eigenschaften Antigenprésentation, Migration,
Zytokinproduktion und Stimulierung allogener Zellproliferation fiihrt also zu einer
Stoérung der immunologischen Reaktionskette und musste folglich in einer
Abwehrschwache oder aber verminderten Autoimmunreaktion resultieren.

Ob nun HDAC-Inhibitoren DCs auf diese Weise beeinflussen und wo genau

diese ansetzen, sollte hier untersucht werden.

4.2 Methoden

Monozyten wurden aus Buffy Coats bzw. Leukapherisaten von freiwilligen
Spendern isoliert und daraus mittels Zugabe von IL-4 und GM-CSF DCs
gezuchtet. Poly I:C als TLR-3-Ligand wurde an Tag 6 zur Gewinnung reifer DCs
eingesetzt. Die HDAC-Inhibitoren wurden wéhrend des
Differenzierungsprozesses in 4 verschiedenen Konzentrationen zugegeben,
welche den Bereich der physiologischen Serumkonzentration widerspiegeln. An
Tag 7 wurden alle Zellen geerntet.

Mittels FACS-Analyse wurde der Phanotyp bestimmt. Hierbei konnten erste
Vermutungen Uber die verbliebenen Funktionen der DCs gestellt werden. In
Migrations-Versuchen, ELISAs und gemischten Leukozytenreaktionen (mixed
leukocyte reaction, MLR) konnten die DC-Eigenschaften Migration,
Zytokinproduktion und Kapazitat zur Stimulation allogener Zellproliferation
guantifiziert werden. Apoptose-Messungen durch PIl-Farbung stellten sicher,
dass die gezeigten Defizite nicht durch Apoptose der DCs bedingt sind.

Zur Untersuchung des NF-kB-Wegs und der IRFs wurden Lysate und

Kernextrakte hergestellt und die entsprechenden Proteinkonzentrationen in
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Western Blots quantifiziert. Als Ladekontrolle der Lysate wurde die GAPDH
verwendet.

Neben dem von mir untersuchten HDAC-Inhibitor Valproat wurde in unserer
Arbeitsgruppe auch der Inhibitor MS-275 fir die gleichen Experimente
verwendet. Auch die mit MS-275 behandelten DCs zeigten einen abnormen
Phanotyp und Insuffizienzen in  Migration, Zytokinproduktion und
Immunstimulation bei erhaltener Viabilitdt. Die bei MS-275 beobachteten
Effekte entsprechen also denen nach Valproat-Behandlung.

Aus den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Einblicken konnten
Ruckschlisse auf den Ansatzpunkt der HDAC-Inhibitoren und den molekularen

Grund der defizienten DC-Eigenschaften gezogen werden.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Hemmung der HDAC
tiefgreifende Auswirkungen auf menschliche dendritische Zellen hat. Werden
DCs wahrend ihres Differenzierungsprozesses aus Monozyten mit HDAC-
Hemmern behandelt, zeigen sie einen veranderten Phanotyp, eine verminderte
Zytokinproduktion, eine herabgesetzte Chemokin-induzierte Migrationsrate und
eine reduzierte immunstimulatorische Kapazitat. Die hier gezeigten Daten
bestéatigen somit, dass die Hemmung der HDAC zu Immunsuppression fuhren
konnte, welche sich im Bereich der Antigen prasentierenden Zellen (APC)
abspielt.

Interessanterweise haben frihere Studien Uber die immunologischen Effekte
der HDAC-Hemmer auf AML-Zellen gezeigt, dass diese Medikamente den
Erwerb der DC-typischen Fahigkeiten férdern und die Expression der
kostimulatorischen Molekiile wie CD40, CD80 und CD86 steigern. Ahnliches ist
fur Zellen des Multiplen Myeloms und des Melanoms beschrieben worden. Der
Grund fur diese Diskrepanz zwischen den genannten Studien und den hier
gezeigten Daten ist unklar. Méglicherweise haben HDACs unterschiedliche

Rollen in maligne erkranktem und in gesundem Gewebe. In Tumoren ist die
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HDAC-Aktivitdt regelmaldig dereguliert, was zu einer veranderten
Genexpression und damit vielleicht zu Phanotypen fihrt, die es den malignen
Zellen erleichtern, dem Immunsystem zu entfliehen. HDAC-Hemmer kénnten
dann diese Effekte beseitigen. Andererseits kdnnten HDAC-Hemmer unter
physiologischen Bedingungen in die Differenzierung der dendritischen Zellen
eingreifen, indem sie die Feineinstellung der Genexpression beeinflussen
und/oder indem sie direkt auf die wichtigen proinflammatorischen
Signalkaskaden einwirken, welche Uber den NF-kB-Weg und die IRF-Familie
laufen.

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression zahlreicher
Entzindungsmediatoren kontrolliert, darunter induzierbare Nitridoxid-Synthase,
IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12. Die Auswirkungen der HDAC-Hemmung scheinen
sowohl komplex zu sein als auch je nach Zelltyp und Kontext der Experimente
zu variieren. Uber die Blockade der NF-kB-Transkriptionsaktivitat durch HDAC-
Hemmer ist berichtet worden, und der vermutete Mechanismus beinhaltet eine
beeintrachtigte Translokation von NF-kB in den Kern sowie die Stabilisierung
von IkBa und die Inhibition des Proteasoms. Andererseits wurde die HDAC-
induzierte Aktivierung von NF-kB auch als Ergebnis einer Hyperacetylierung
des RelA-Proteins beschrieben, welche wiederum die Relokalisierung von RelA
in den Kern fordert. In den vorliegenden Untersuchungen Ilag die
Aufmerksamkeit hauptsachlich bei RelB, entsprechend seiner Bedeutung in der
Biologie der DCs. Die Ergebnisse zeigten eine verminderte Expression von
RelB im Kern nach Behandlung der DCs mit HDAC-Hemmern. Dies konnte
sowohl unter normalen Bedingungen als auch nach Stimulierung mit dem TLR-
Ligand Poly I:C beobachtet werden. Das deutet auf einen wichtigen
hemmenden Effekt hin, der sowohl die verminderte Zytokinproduktion als auch
die reduzierte immunostimulatorische Kapazitat der behandelten DCs erklaren
konnte. Es ist davon auszugehen, dass die NF-kB-Aktivierung nach TLR-
Stimulation von der Signaltransduktion Gber MyD88 und IRAK-1 abhangt, wobei
berichntet wurde, dass die verlangerte TLR-Stimulation zu einer
Herunterregulation von IRAK-1 fihrt. Dementsprechend deutet die

unbeeintrachtigte Herunterregulation von IRAK-1 in Poly I:C-stimulierten DCs
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trotz Behandlung mit einem HDAC-Hemmer darauf hin, dass der TLR-
Signalweg upstream von RelB wahrscheinlich nicht betroffen ist. Das bedeutet,
dass im Gegenteil dazu die RelB-Funktion noch starker von der HDAC-AKktivitat
abhangen konnte.

Die IRF-Familie ist eine Gruppe Transkriptionsfaktoren, die an der Expression
der Typ I-Interferone in Zellen beteiligt ist, die Viren und bakteriellen
Pathogenen exponiert sind. Die IRFs werden nicht nur Uber TLR-Stimulation
aktiviert, sondern auch Uber endogene Signale, wie zum Beispiel den CD40-
Ligand und Zytokine. Seit sich herausstellte, dass verschiedene IRFs
einschlief3lich IRF-3 und IRF-8/ICSBP1 fir die Generierung, Migrationsfahigkeit
und Zytokinproduktion der DCs benétigt werden, misst man dem Interferon-
Signalweg eine grofRe Bedeutung fur die Funktion Antigen prasentierender
Zellen zu. Schon frihere Experimente deuteten eine Rolle der HDAC im
Interferon-Signalweg an. Die genaue Funktion der HDACs in diesem Kontext
und inwiefern sich HDAC-Hemmer letztlich auf die IRF-Aktivitdt auswirken,
konnte jedoch bisher noch nicht vollstandig erklart werden. Nuzinson und
Kollegen haben gezeigt, dass die viral induzierte IFNB-Expression durch den
HDAC-Inhibitor Trichostatin A blockiert wird. Dieselben Autoren zeigten weiter,
dass, wahrend IRF-3-Aktivierung, Translokation in den Kern und DNA-Bindung
nicht durch die Hemmung der HDAC behindert wurden, die HDAC-Aktivitat
dennoch downstream der IRF-3-DNA-Bindung von der IRF-responsive positive
regulatory domain benétigt wurde. Diese Studie demonstriert letztlich, dass
verschiedene HDACs unterschiedlich Einfluss auf IRF-3 und NF-kB nehmen.
Zum Beispiel wird IRF-3 durch die HDACG6 aktiviert, wahrend die HDAC1 und
die HDACS8 sowohl die Expression von IRF-3 als auch von NF-kB vermindern.
Dieses Modell wurde jedoch von einem anderen Bericht in Frage gestellt,
welcher eine Zunahme der IFNB-Sekretion in Osteoklasten nach HDAC-
Hemmung beschrieb. In der vorliegenden Arbeit wurde herausgefunden, dass
der HDAC-Inhibitor Valproat die Proteinmenge an IRF-3 und IRF-8 in
Kernextrakten reduziert, wobei dieser Effekt am deutlichsten in Poly [:C-
stimulierten DCs ist. Die hier gezeigten Daten deuten daher eine tiefgreifende
Wirkung der HDAC-Hemmer auf die IRF-Familie an. Vermutlich wird die HDAC-
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Aktivitat fur die Translokation der IRFs in den Kern bendtigt, zumindest in
diesem Zellmodell. Da sowohl IRF-3 als auch IRF-8 eine Rolle bei der IL-12-
Produktion spielen und IRF-8/ICSBP1 fur die Migration der dendritischen und
Langerhanszellen in den Lymphknoten benétigt wird, wirde eine Inhibition der
IRF-Funktion durch HDAC-Inhibitoren zur Hemmung von RelB beitragen und

damit noch starker die DC-induzierte Immunantwort schwachen.

4.4 Grenzen

Zum einen darf nicht vergessen werden, dass es sich bei dieser Arbeit um in
vitro-Experimente handelt. Die untersuchten DCs sind kinstlich generiert und
allein mit 1L-4 und GM-CSF behandelt worden, im Gegensatz zum
Zytokincocktail, den man zugeben misste, um die physiologischen
Bedingungen des menschlichen Blutes zu imitieren. Poly I.C ist ein TLR-Ligand,
der sehr spezifisch und auf gut erforschtem Wege zur Reifung der DCs flhrt,
jedoch nicht die Bandbreite der Aktivierungsmoglichkeiten im Korper
reproduzieren kann. Da DCs sich vor allem im Knochenmark und in
lymphatischen Geweben aufhalten, kann nicht mit letzter Sicherheit gesagt
werden, ob die dort erreichten HDAC-Inhibitor-Konzentrationen den
gemessenen Serumkonzentrationen entsprechen.

Zum anderen wird durch HDAC-Hemmer nicht nur die Acetylierung der Histon-
Proteine reguliert. Sie greifen vielmehr auch auf3erhalb des Zellkerns an und
kbnnen so vielfaltige Effekte hervorrufen. Durch die unterschiedlichen
Mechanismen der Hemmung der verschiedenen erhéltlichen HDAC-Inhibitoren
kénnen die berichteten Ergebnisse nur bedingt auf andere Medikamente dieser

Art Ubertragen werden.
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4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass die Hemmung der
HDAC die Differenzierung der DCs beeintrachtigt und diese Antigen
prasentierenden Zellen in einen weniger stimulierenden und stimulierten
Zustand zurickversetzt. Dieser Effekt wird wahrscheinlich Gber eine Interferenz
mit Signalwegen erreicht, die direkt an der Immunantwort und Biologie der DCs
beteiligt sind, einschlie3lich NF-kB und IRF-Familie. HDAC-Hemmer koénnten
daher die anti-mikrobiologische als auch die tumorspezifische Immunantwort
schwachen. Andererseits scheinen die HDACs ein viel versprechendes Ziel in
der Therapie entzindlicher und autoimmuner Erkrankungen zu sein, wo eine

Kontrolle der Immunogenitat der DCs erwiinscht ist.
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5  Zusammenfassung

Histon-Deacetylasen (HDACs) modulieren die Gentranskription und die
Chromatinstruktur, indem sie Histon-Proteine auf einer posttrankriptionalen
Ebene verandern. HDAC-Hemmer besitzen eine viel versprechende Aktivitat
gegen Tumoren und werden gegenwartig in klinischen Studien erforscht. Eine
zunehmende Evidenz in Tiermodellen deutet zudem auf immunsuppressive
Eigenschaften dieser kleinen Molekile hin, obwohl die zugrunde liegenden
Mechanismen momentan unverstanden sind. Im Laufe dieser Arbeit wurde ein
HDAC-Hemmer des Kklinischen Alltags — Valproat — in seiner Wirkung auf
dendritische Zellen (DCs) untersucht.

Die DCs wurden aus Monozyten generiert. Hierfir wurden diese mit GM-CSF
und IL-4 inkubiert. Die Reifung der DCs wurde durch die Zugabe von Poly I.C
induziert. Es wurden der Phé&notyp, die Apoptoserate, die Migrationsfahigkeit,
die Kapazitat zur Stimulierung allogener Zellen und die Zytokinproduktion der
DCs unter Zuhilfenahme der Durchflusszytometrie, mixed leukocyte reactions
(MLR), ELISAs und Transwell-Versuchen analysiert. Die Translokation von
RelB, IRF-3 und IRF-8 in den Kern, sowie die Expression von Bcl-6 und PU.1
wurden mittels Immunoblotting untersucht.

Die Hemmung der HDAC beeintrachtigt die Differenzierung der DCs, indem die
Expression des DC-Markers CDla reduziert und die Expression
kostimulatorischer und Adharenzmolekile vermindert wird. Des Weiteren sind
die MIP-3B-induzierte Migration, die immunostimulatorische Kapazitat, sowie
die Zytokinsekretion deutlich beeintrachtigt. Die beobachteten Defekte der DC-
Funktionen nach Exposition zu HDAC-Hemmern scheint die Stérung der
Signalkaskade Uber NF-kB, IRF-3 und IRF-8 widerzuspiegeln.

HDAC-Hemmer entwickeln starke immunmodulierende Eigenschaften
gegenuber humanen DCs. Die hier gezeigten Ergebnisse unterstitzen die
genauere Analyse von HDAC-Inhibitoren bei der Behandlung von entziindlichen

und autoimmun bedingten Erkrankungen.
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