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1 EINLEITUNG

Das Immunsystem zeichnet sich durch ein Hochstmal® an Effizienz und
Anpassungsfahigkeit aus. Wie kaum ein anderer Zellverband optimiert und
entwickelt es seine Mechanismen im Laufe der Evolution stetig weiter, mit dem
Ziel Infektionen zeitnah zu detektieren und zu unterbinden. Gegen eindringende
Erreger mussen effektive Abwehrreaktionen unterhalten werden. Gleichzeitig
toleriert das Immunsystem korpereigene vitale Zellen Uber Proteine der
Zelloberflache und stellt somit deren Integritat sicher. Wurde diese Toleranz
nicht erlernt oder schlagt sie fehl, kann diese nicht weiter aufrechterhalten
werden. Die Konsequenz daraus resultiert in autoimmunen Reaktionen, die sich
der Kontrolle und Regulation des Immunsystems entziehen, mit der Folge

chronisch entzindlicher Erkrankungen.

1.1. Die Funktionen des angeborenen Immunsystems

Das Immunsystem kann in zwei Arme unterteilt werden, das angeborene und
das erworbene (adaptive) Immunsystem.

Das angeborene Immunsystems ubernimmt mit seinen Zellbestandteilen die
Aufgabe, eindringende Pathogene unter Kontrolle zu halten oder soweit dies
gelingt auch zu vernichten, um beginnende oder sich im Korper ausbreitende
Infektion zu verhindern.

Gewebemakrophagen, die als erste in Kontakt mit Krankheitserregern treten,
sind in der Lage Uber Oberflachenrezeptoren fremde Zellbestandteile zu
erkennen [39]. Makrophagen binden an deren Zelloberflache und nehmen diese
uber Phagozytose auf. Dieser Vorgang setzt Cytokine und andere Mediatoren
(Prostaglandine, Leukotriene) frei, womit durch eine lokale
Entzindungsreaktion neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen und



naturliche Killerzellen an den Ort der drohenden Infektion gelangen. Zudem
wird das Komplementsystem aktiviert, eine Gruppe von Plasmaproteinen, die
gezielt die Oberflache von Pathogenen erkennen und diese permeabilisieren.
[45, 60]. Das Komplementsystem ist eine sehr effektive und schnell aktivierbare
Einheit im angeborenen Immunsystem. Neben einer direkten Zellschadigung
von Pathogenen spielt sie auch eine wichtige Rolle in der Regulation der
Aktivitat von T Lymphozyten, einem wesentlichen Bestandteil des adaptiven
Immunsystems [46]. In vielen Fallen kann durch diese Reaktionskette eine
drohende Infektion bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt verhindert werden.
Allerdings haben Krankheitserreger ebenfalls Strategien entwickelt, um von den
Bestandteilen des angeborenen Immunsystems nicht erkannt oder von diesem
nicht vernichtet zu werden. Neben der Phagozytose kdnnen auch einzelne
Bestandteile, wie Proteine von Makrophagen und dendritischen Zellen Uber
Endozytose aufgenommen und an deren Oberflache den Zellen des adaptiven
Immunsystems prasentiert werden. Hier wird die Uberaus wichtige Funktion des
angeborenen Systems deutlich, neben der ersten Reaktion auf
Krankheitserreger, Vorbereiter fur das adaptive Immunsystem zu sein [12, 59].
Die Antigenprasentation wird von spezialisierten Zellen des angeborenen und
des adaptiven Immunsystems durchgefuhrt. All diese Zellen haben die
gemeinsame Eigenschaft, Uber spezialisierte Glykoproteine auf ihrer
Zelloberflache, den MHC-Molekulen, Antigene so zu prasentieren, dass sie von
T-Lymphozyten erkannt werden konnen, um damit das adaptive Immunsystem
zu aktivieren. Im nachsten Abschnitt soll auf die Prasentation der Antigene im

Einzelnen naher eingegangen werden.

1.2 Erkennen von Antigenen durch die Prasentation auf MHC-Molekiilen

Damit Zellen des adaptiven Immunsystems auf ein Antigen reagieren konnen,
muss dieses zuerst erkannt werden. T-Zellen verfigen Uber einen
antigenspezifischen Rezeptor, der fremde Peptid-Antigene erkennen kann.
Voraussetzung fur diesen Erkennungsprozess ist die Prasentation der
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Fremdpeptide auf der Oberflache von Makrophagen, dendritischen Zellen oder
anderen antigenprasentierenden Zellen Uber ein spezialisiertes Protein — das
MHC Molekaul.

MHC (major histocompatibility complex)-Molekule oder auch
Haupthistokompatibilitatskomplexe verfugen Uber eine Furche, die Peptide
aufnehmen und binden kann, um eine T-Zellerkennung zu ermdglichen. MHC-
Molekule sind in zwei Klassen unterteilt. Zellen der MHC- Klasse | nehmen
Antigene auf, die von Viren und anderen cytoplasmatischen Pathogenen
abstammen. Antigene von Krankheitserregern, die sich in Endosomen und
Lysosomen vermehren, werden von Zellen MHC der Klasse |l prozessiert und
uber eine Peptidbindungsfurche gebunden und prasentiert. Auch die nicht
infizierte Zelle zeigt zelleigene Peptide, die ebenfalls an MHC-Molekule
gebunden auf der Zelloberflache erscheinen [12].

Alle MHC-Molekule werden im Cytosol gebildet und reifen anschlieRend im ER.
Wahrend MHC-Klasse | Molekile im ER mit cytoplasmatisch gebildeten
Peptiden fur die anschlieRende Oberflachenprasentation beladen werden, muss
bei MHC-Klasse Il Molekulen eine frihzeitige Beladung im ER verhindert
werden. Dies geschieht Uber ein spezifisches Protein, die MHC-Klasse Il
assoziierte invariante Kette (li). Die li bindet mit neu synthetisierten MHC-Klasse
Il Molekulen, indem sie die Peptidbindungsfurche belegt und eine
Peptidbindung nicht stattfinden kann [57]. Weiterhin dirigiert die |li das MHC-
Klasse Il Molekul aus dem ER zu einem endosomalen Kompartiment, wo eine
Beladung des MHC Molekulls mit einem aufgenommenen Peptid stattfinden
kann, wenn ein passendes Peptid vorhanden ist. MHC-Klasse Il Molekule, die
nicht mit einem externen Peptid beladen werden, binden weiterhin an
Fragmente der li. Dies deutet darauf hin, dass MHC Molekiile im Uberschuss
gebildet werden und im Falle einer Infizierung mit einem pathogenen Erreger,
genugend MHC-Klasse Il Molekule fur eine Antigenbeladung zur Verfugung
stehen [38, 92]. Der Proteinkomplex des MHC Il ist aus vier extrazellularen
Domanen, bestehend aus zwei o- und p- Untereinheiten aufgebaut. Die
proteinkodierenden Gensequenzen des MHC-Komplexes beim Menschen
(HLA-DP/-DQ/-DR) sind auf Chromosom 6, bei der Maus (I-A und I|-E) auf
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Chromosom 2 angelegt. In der in diesen Experimenten eingesetzte SJL-Maus
ist durch Inzucht der genetische Polymorphismus der MHC-Molekule
aufgehoben, wodurch alle Antigen-prasentierenden Zellen das identische MHC-
Molekiil 1-AS exprimieren. Dieses MHC-Molekiil wird in den von uns
eingesetzen MHC Klasse Il Tetrameren verwendet [11].

1.3 Antigenerkennung und Zellaktivierung im adaptiven Immunsystem

T- Zellen bendtigen die Prasentation von Peptiden uber MHC-Molekule, um ein
Antigen erkennen und Effektorfunktionen einleiten zu konnen.

B-Zellen tragen auf ihrer Oberflache ebenfalls Antigenrezeptoren. Diese B-
Zellrezeptoren sind antigenerkennende Immunglobuline, die nicht sezerniert,
sondern auf der B-Zelloberflache integriert sind. Uber diese Rezeptoren sind B-
Zellen in der Lage, ein Antigen direkt zu erkennen. Dies fuhrt zur selektiven
Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen zur gezielten Elimination eines
Antigen/Pathogen. Plasmazellen sind ausdifferenzierte B-Zellen, die sich auf
die Sekretion von Immunglobulinen spezialisiert haben. Die durch aktivierte
Plasmazellen sezernierten Immunglobuline kdnnen damit auch extrazellulare
Antigene erkennen.

T-Zellen tragen auf ihrer Oberflache einen Rezeptor, der in der Lage ist,
bestimmte Peptidfragmente im Zusammenhang mit MHC-Molekulen zu
erkennen. Der T-Zellrezeptor (TCR) selbst ist ein Komplex von Molekulen aus
einem Heterodimer von entweder ap- oder yd- Ketten, die nicht-kovalent mit
funf CD3-Untereinheiten zusammengelagert auf der Zelloberflache exprimiert
werden. Die Molekule des CD3-Komplexes vermitteln die Transduktion von
T-Zellaktivierungssignalen Uber den TCR in die Zelle. Der TCR erkennt keine
nativen Proteine. Es werden nur kurze Peptidfragmente (9-13 Aminosauren),
die von Proteinantigenen stammen und uber APCs aufgenommen und Uber
MHC-Molekule prasentiert werden, erkannt. [76]

T-Zellen sind eine nicht einheitliche Population. Sie werden in zwei grolde
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Gruppen unterteilt. Man unterscheidet sie aufgrund ihrer vorkommenden
Zellproteine CD (Cluster of Differentiation) 4 und CD8 und durch die Klassen
von MHC- Molekulen, die sie durch ihren TCR erkennen konnen. CD8+ T-
Zellen erkennen MHC-Klasse |, CD4+ T-Zellen MHC Klasse Il. T-Zellen, die
CD8 positiv sind, werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Sie sind in
der Lage, infizierte Zellen zu erkennen und in diesen Zellen programmierten
Zelltod (Apoptose) zu induzieren. Dadurch Ubernehmen sie eine direkte
Effektorfunktion im adaptiven Immunsystem. T-Helferzellen sind die andere
Gruppe von Zellen, die durch das Oberflachenmolekul CD4 identifiziert werden

konnen.

1.4 T-Zellen, Funktion und Aufgaben

1.4.1 Der Thymus - Ort der Reifung und Selektion von T-Zellen

T-Zellen konnen im Rahmen der Immunabwehr fremde Peptidfragmente, die
beispielsweise aus Hullen von Bakterien stammen, erkennen. Damit eine
spezifische Erkennung erfolgen kann, muss zuvor das fremde Peptidfragment
uber MHC-Moleklile den T-Zellen angeboten und prasentiert werden. Erst
daraufhin kann eine Aktivierung der Zellen uber Kostimulation erfolgen.

Der Thymus spielt in der Reifung von T-Zellen eine entscheidende Rolle. Hier
entstehen sowohl CD4+ T-Zellen, als auch CD8+ T-Zellen. Die spezifischen
und zugleich vielfaltigen T-Zell-Rezeptoren, mit deren Hilfe Antigene erkannt
werden, entstehen hier durch zufallige somatische Rekombination ihrer Gene.
Der Thymus ist ebenfalls dafur verantwortlich, dass die Funktion der
zukunftigen T-Zellen Uberprift und damit deren Integritat im Immunsystem
garantiert werden kann. Eine wesentliche Funktion des Thymus liegt in der
Elimination von entwickelnden Lymphozyten, die korpereigene Antigene
erkennen und damit pathologische, autoimmune Reaktionen gegen
korpereigenes Gewebe auslosen konnten. Das Prinzip der Peptidprasentation
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uber MHC-Molekule spielt hierbei die entscheidende Rolle.

Sich entwickelnde Lymphozyten Uberleben einen ersten Selektionsschritt, die
positive Selektion, wenn sie einen TCR tragen, der mit korpereigenen MHC
Molekulen interagieren kann. Grundlegend wird hierbei sichergestellt, dass T-
Zellen Antigene Uber korpereigene MHC-Molekule erkennen konnen. T-Zellen,
die korpereigene MHC-Molekule nicht erkennen, waren zusatzlich auch nicht in
der Lage, adaquat auf ein korperfremdes Antigen zu reagieren. Somit sichert
die positive Selektion die Fahigkeit, auf Antigene zu reagieren, wenn diese uber
MHC-Molekule prasentiert werden [21, 43, 108].

Durch einen weiteren Selektionsschritt werden Lymphozyten entfernt, deren
TCR korpereigene Antigene (Autoantigene) in Assoziation an korpereigene
MHC Molekule erkennt. Dieser auch als negative Selektion bekannte Schritt
stellt sicher, dass autoreaktive Lymphozyten weitgehend eliminiert werden,
noch bevor sie vollig ausgereift sind und autoimmune Reaktionen auslosen
konnen [21, 99].

1.4.2 Aktivierung von T-Zellen durch Kostimulation

Die nun naiven T-Zellen verlassen den Thymus und gelangen zum peripheren
lymphatischen Gewebe, den Lymphknoten und der Milz.

Treffen T-Zellen auf ein Antigen, das durch ihren TCR erkannt werden kann,
erfolgt eine Aktivierung der Zelle, um eine suffiziente Immunantwort zu
ermoglichen. Damit diese erfolgen kann, bendtigt die T-Zelle weitere Signale
von Antigen-prasentierenden Zellen (APC), die Uber kostimulatorische Molekule
vermittelt werden. Dazu zahlen B7-Molekule auf APCs, die mit CD28 auf T-
Zellen interagieren. Ohne diese Kostimulation kann eine T-Zelle nicht aktiviert
werden [16, 81]. Neben aktivierenden kostimulatorischen Molekilen wurden
auch hemmende Signale entdeckt. Dazu zahlen programmed death-1 (PD-1),
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) und B and T
Lymphocyte attenuator (BTLA) [52, 101]. Das induzierbare kostimulatorische
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Molekdl (ICOS), ein weiteres Mitglied der CD28/CTLA-4-Familie, wird nach
Aktivierung von T-Zellen exprimiert und scheint bei der Unterdrickung von T-
Zellantworten wichtiger Bestandteil zu sein. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass bei ICOS- Knockout — Mausen eine hohere Anfalligkeit fur die Induktion
von Autoimmunerkrankungen besteht. ICOS scheint in diesem Zusammenhang
eine schutzende Aufgabe bei der Vermeidung von Autoimmunitat einzunehmen.
Bei der experimentellen Blockade von BTLA-4 und PD-1 konnte gezeigt
werden, dass eine Progression und ein schwerwiegender Verlauf der

Erkrankung im Tiermodell resultierte [26, 34].

1.4.3 T-Helferzellen und ihre Subtypen

Welche T-Zellantwort im Rahmen einer Immunantwort entsteht, wird durch
Pathogen-assoziierte Molekularmuster (PAMPs) eines Erregers, ihre Interaktion
mit APC und durch die dabei produzierten Zytokine determiniert. APC, die einen
Erreger im Gewebe erkannt haben, wandern in die drainierenden Lymphknoten
und aktivieren dort zytotoxische CD8+ T-Zellen, die infizierte Zellen direkt
angreifen und zerstoéren konnen und Helfer CD4+ T-Zellen die weitere
Immunreaktionen koordinieren.

CD4+ T-Helferzellen (Tw) werden in mehrere Untergruppen unterteilt:
T-Helferzellen Typ 1 (Tu1) kbnnen zellvermittelte Immunantworten und direkte
Gewebeschadigungen hervorrufen sowie antikorpervermittelte Reaktionen, im
Besonderen fur Subklassen der G-Isotypen von Immunglobolinen (IgG) 1 und 3
unterhalten.

T-Helferzellen des Typs 2 (Tu2) spielen besonders bei antikorpervermittelten
Antworten, speziell bei Allergien, die durch einen IgE- und IgG4-Isotyp
hervorgerufen sind eine wichtige Rolle [17, 18, 62]. T-Zellen, die das Zytokin
Interleukin 17 sezernieren, werden als Ty17 Zellen abgegrenzt [88]. T-Zellen,
die darauf spezialisiert sind, die Aktivitat anderer T Zellen zu hemmen sind
durch Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3 charakterisiert und werden
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als regulatorische T-Zellen (T.g) bezeichnet.

Definitionsgemald werden Ty-Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Zytokinausstattung voneinander unterschieden. Die Gruppe der Ty1-Zellen
sezernieren TNF (Tumor Nekrosefaktor) - a, B und IFN (Interferon)-y. Durch die
Gabe von IL (Interleukin) -12 konnen Ty1-Zellen aus nativen T-Helferzellen
ausdifferenzieren. Des Weiteren produzieren aktivierte Ty1-Zellen IL-2, IL-3
sowie GM-CSF.

Tu2-Zellen sind charakterisiert durch ihre Fahigkeit zur Sekretion von IL-4 und
10. Weiterhin unterstutzen Tp2-Zellen B-Zellen bei der spezifischen Ig-
Produktion und reagieren auf Antigene, die hohe Antikorperspiegel zur
Elimination fremder Antigene erfordern, wie beispielsweise verkapselte
Bakterien oder bestimmte Parasiten.

Neben der koordinierten Elimination von unterschiedlichen Erregern spielen
Tu-Zellen eine zentrale Rolle bei allergischen Reaktionen vom Sofort-Typ.
Typischerweise wird dabei durch Kontakt mit einem Allergen eine
uberschielende Immunantwort gegen eigene Zellen und Gewebebestandteile
hervorgerufen, die neben Mastzellen und basophilen Granulozyten haupt-
sachlich durch Ty2-Zellen initiiert wird [17, 32]. Neben schnellen allergischen
Reaktionen vom Sofort-Typ nehmen Ty-Zellen bei autoimmunen Erkrankungen,
wie der rheumatoiden Arthritis oder der Multiplen Sklerose eine tragende Rollen

hinsichtlich direkt vermittelten Gewebeschadigungen ein [22, 24].

1.4.4 Regulatorische T-Zellen und ihre Funktion

Neben aktivierenden Effektorzellen, wie den T-Helferzellen, sind im
immunologischen Zusammenspiel Zellen mit suppressiven Eigenschaften
unerlasslich, die einerseits einen Schutz gegenuber Antigenen zulassen, aber
andererseits selbst-gerichtete Immunreaktionen kontrollieren.

Bislang wurden unterschiedliche Typen von T-Zellen identifiziert, die eine
inhibierende Funktion gegenluber anderen T-Zellen aufweisen. Regulatorische
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T-Zellen reifen im Thymusgewebe und tragen die Oberflachenmolekiule CD4
und CD25. Diese Zellpopulation macht etwa funf bis zehn Prozent der
gesamten Anzahl an T-Zellen aus. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der
Immunantwort gegenuber Fremdantigen und bei der Entstehung und
Unterhaltung von peripherer Toleranz gegenuber korpereigenen Proteinen [78,
80, 82]. Defekte bei CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen konnen im
Tiermodell und beim Menschen autoimmune Erkrankungen begunstigen. Ein
Transfer von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen kann hingegen autoimmune
Antworten supprimieren. Zudem konnen diese Zellen bei der Etablierung von
Toleranz gegenuber transplantierten Organen eine tragende Rolle einnehmen
[47, 78, 82].

Die Mechanismen, die CD4+CD25+ regulatorische Zellen im einzelnen
anwenden, um ihre immunsuppressive Wirkung auszuspielen, sind noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es ist bekannt, dass fur die Entwicklung von
regulatorischen T-Zellen ein antigenspezifischer Prozess im Thymusgewebe
und eine antigenspezifische Stimulation in der Peripherie naétig ist, damit diese
Zellen ihre vollstandige immunsuppressive Kapazitat erlangen [94].
Interessanterweise funktioniert die Unterdrickung von Immunantworten durch

regulatorische T-Zellen Antigen unspezifisch [97].

Regulatorische T-Zellen kdnnen Interleukin (IL)- 10 freisetzen und damit die IL-
2-Produktion in Effektor T-Zellen unterdricken [96]. Zusatzlich induzieren sie
Uber die Produktion von CD95 (Fas) einen programmierten Zelltod durch

Apoptose bei aktivierten T-Zellen.

Regulatorische Zellen exprimieren konstitutiv die immunsuppressiven Molekule
CTLA-4 und den glukokortikoid induzierbaren TNF-Rezeptor (GITR). Weder die
Expression dieser genannten Molekule noch die Produktion von IL-10 oder
TGF-B sind jedoch ein eindeutiges Charakteristikum fur regulatorische T-Zellen
[82]. Ein spezifisches Merkmal fur diese Zellen ist der forkhead-winged helix
Transkriptionsfaktor FOXP3 [28]. Passend zu diesen Ergebnissen sind
Beobachtungen, dass Mutationen im FOXP3-Gen schwere autoimmune
Erkrankungen im Tiermodell und Menschen begunstigen [103].
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1.5 B-Zellen, im Zusammenspiel mit T-Zellen

Neben den fur die Abwehr von Antigenen bereits besprochenen Funktionen der
T-Zellen, wird hier auf die Aufgaben der B-Zellen naher eingegangen.

B-Zellen tragen auf ihrer Zelloberflache Immunglobolin-Molekile, die als
B-Zellrezeptoren (BCR) fur Antigene dienen. Anders als T-Zellen, die
gebundene und I6sliche prozessierte Peptidfragmente via MHC-Molekule
erkennen, konnen B-Zellen vollstandiges, natives Antigen erkennen [67].

Die wichtigste Funktion von B-Zellen ist die Produktion von Antikorpern.
Daneben fungieren sie auch als APC und stellen eine effiziente Einheit bei der
Antigenverarbeitung dar.

Die Entwicklung von B-Zellen wird in eine antigenunabhangige und eine
antigenabhangige Phase unterteilt. In den primaren Lymphorganen erfolgt die
antigenunabhangige Reifung der B-Zelle. Zufallige Umlagerungen der Ig-Gene
konnen die Bildung autoreaktiver Antikorper zur Folge haben. Dies kann durch
den Mechanismus des ,BCR-Editing“ korrigiert werden. Schlagt das Editing
fehl, kann Uber negative Selektion bereits im Knochenmark, nach Bindung des
BCR an ein Autoantigen, eine Apotose der autoreaktiven Zellen induziert
werden [9, 93].

Die antigenabhangige Phase wird durch Interaktion mit Antigenen und reifen B-
Zellen gefordert, die zu Induktion von Gedachtnis-B-Zellen, Plasmazellen und
lg-Klassenanderung fuhrt. Diese Stadien der Reifung erfolgen in sekundaren
Lymphorganen, wie den Lymphknoten und der Milz .

Anders als die Entwicklung des T-Zellrepertoires, das im Thymus vor einem
eigentlichen Antigenkontakt entsteht, wird bei B-Zellen durch Antigen, 1g-Gene
stimuliert und Uber den Prozess der somatischen Mutation modifiziert.

Wie bereits beschrieben, konnen B-Zellen uber ihren BCR ein Antigen
erkennen. Jedoch ist fur eine effektive Antikdrperproduktion mit verschiedenen
Isotypen, die Hilfe von T-Zellen von unmittelbarer Wichtigkeit. Ohne diese T-
Zellhilfe kann keine effektive Beseitigung von Fremdantigenen erfolgen. Diese
Interaktion dient der Regulation der Antikorperproduktion und somit der
Regulation der B-Zellantwort.
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Damit es zu einer Antikorperproduktion kommt, muss das Antigen durch B-
Zellen prozessiert und an deren Oberflache Ty-Zellen prasentiert werden.
Anschlielend kann eine Bindung des TCRs an das MHC-Molekul erfolgen.
Zusatzlich wird eine Bindung zwischen dem CD40-Ligand der T-Zelle und CD40
auf der Oberflache der B-Zelle bendtigt, um Uber diese Kostimulation die B-Zell-
T-Zellinteraktion zu vervollstandigen. Erst daraufhin kann ein Prozess, der als
Isotypen-Switching bekannt ist, in der antigenspezifischen B-Zelle erfolgen und
zusammen mit Zytokinen, wie IL-4 und TGF-B, die B-Zelle zu einer Ig-

sezernierenden Zelle ausreifen lassen [6, 36, 83].

1.6 Toleranz und Autoimmunitéat

Eine der grundlegenden Eigenschaften unseres Immunsystems besteht in der
Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen fremden Antigenen und korpereigenen
Strukturen. Ohne diese Grundlage wurden eigene Zellen und Organe von
Immunzellen attackiert und zerstort. Das Immunsystem muss aus diesem
Grund in seiner Entwicklung lernen, welche Oberflachenmerkmale korpereigen
sind. Fur diese Fahigkeit wird in der Immunologie auch der Begriff der
Toleranzentstehung verwendet.

Toleranz im Immunsystem beschreibt begriffich die Abwesenheit von
aktivierenden Prozessen, die autoreaktive Reaktionen zur Folge hatten. Die
Initialisierung von antigenspezifischer Toleranz ist fur die Erhaltung eines
Gleichgewichts im gesamten Immunsystem unerlasslich. Autoreaktive Zellen
konnen somit in Schach gehalten werden, um das Auftreten von autoimmunen
Erkrankungen zu verhindern. Des Weiteren spielt Toleranz bei der Akzeptanz
von Transplantaten eine unerlassliche Rolle [33].

Der Thymus stellt Uber seine Selektionsmechanismen bei der T-Zellreifung
sicher, dass autoreaktive T-Zellen eliminiert werden und nicht in die Peripherie
gelangen. Dieser Selektionsprozess ist allerdings nicht vollstandig, da unter
anderem nicht alle Autoantigene im Thymus reprasentiert werden. Es existieren
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zusatzliche Mechanismen, die in der Peripherie die Aktivitat autoreaktiver Zellen
kontrollieren. Regulatorische T-Zellen spielen mit ihrer suppressiven Fahigkeit
gegenuber autoreaktiven T-Zellen in diesem Zusammenhang eine wichtige
Rolle [25, 78, 79, 82].

Neuere Daten zeigen, dass regulatorische T-Zellen direkt aktivierte B-Zellen
abtoten konnen und somit das Entstehen von Autoimmunitat verhindern [106].
Dendritische Zellen haben ebenfalls das Potential eine Aktivierung autoreaktiver
Zellen zu unterdrucken und die Expansion von regulatorischen T-Zellen zu
fordern [89-91].

B-Zellen, die autoreaktive Eigenschaften aufweisen, werden dem bereits oben
beschriebenen Rezeptor-Editing unterzogen, um die Expression von
autoreaktiven BCR zu supprimieren. Viele Autoimmunerkrankungen werden
durch eine Auto-Antikorperbildung unterhalten, jedoch ist hierbei eine
Kombination und Zusammenspiel aus autoreaktiven T-und B- Zellen fur diese
Erkrankungen oft die unabdingbare Grundlage.

Es existiert eine grole Zahl autoimmuner Erkrankungen, die sich in der
jeweiligen Organmanifestationen und den zugrunde liegenden Mechanismen
unterscheiden. Aktuelle Bestrebungen versuchen Mechanismen der Entstehung
von Autoimmunitat weiter zu entschlusseln und gezielte Therapien, im Bereich
der Toleranzinduktion oder der Hemmung von aktivierten autoreaktiven Zellen

zu entwickeln.

Im folgenden Abschnitt wird eine der Modellerkrankung fur Autoimmunitat, die
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) naher erklart und im

immunologischen Kontext beschrieben.
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1.7 Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), eine Modell-

Autoimmunerkrankung

Tiere, die mit Myelin-Bestandteilen aus dem zentralen Nervensystem (ZNS)
immunisiert werden, entwickeln eine autoimmune demyelinisierende
Erkrankung des ZNS [73-75]. Diese Erkrankung des ZNS wird auch
Experimentelle Autoimmune Enzephlomyelitis (EAE) genannt. Sie ist das
Ergebnis einer durch CD4+ T-Zellen vermittelten Antwort des Immunsystems
auf spezifische Proteine des ZNS und dient als ein Krankheitsmodell der
Multiplen Sklerose (MS).

Immunisiert man SJL-Mause, die besondere Anfalligkeit fur eine EAE
aufzeigen, eine Mischung aus Bestandteilen des Ruckenmarks, so konnte
gezeigt werden, dass sich in den erkrankten Mausen die immunologischen
Reaktionen auf ein einziges Peptid-Epitop, dem Myelin Proteolipid Protein
(PLP) Peptid 139-151 konzentrieren [102]. Diese dominante Immunantwort wird
durch T-Zellen vermittelt, die ein breites Repertoire an verschiedenen T-
Zellrezeptoren (TCR) aufweisen [51].

Das Wissen, dass autoreaktive CD4+T-Zellen dabei eine Schlusselrolle
einnehmen, markierte einen signifikanten Fortschritt in unserem Verstandnis fur
die Pathologie von autoimmunen Erkrankungen. Die meisten autoreaktiven T-
Zellen werden bereits wahrend der Reifung im Thymus Uber verschiedene
Mechanismen der Selektion eliminiert. Die Selektion an autoreaktiven T-Zellen
ist jedoch nicht vollstandig und einige dieser Zellen entkommen in die periphere
Zirkulation, wo sie Uber Mechanismen der Toleranzentstehung in Schach
gehalten werden.

In der Peripherie, also in der Blutzirkulation und in sekundaren lymphatischen
Geweben konnen autoreaktive Zellen nicht aktiviert werden bevor sie nicht mit
geeigneten Antigenen und passendem MHC-Komplex unter dem Einfluss von
kostimulatorischen Molekulen zusammentreffen. In entzundlichen
Erkrankungen des ZNS, wie der EAE und der MS wandern aktivierte
autoreaktive T-Zellen unter Uberwindung der Bluthirnschranke in das Gehirn ein
und verursachen dort ihren krankheitstypischen Schaden [8]. Im ZNS mussen
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autoreaktive T-Zellen durch lokale APC, die ebenfalls kostimulatorische
Molekile auf ihrer Oberflache exprimieren, aktiviert werden, um eine
Entzindungsreaktion und Gewebsschadigung auszulosen [16]. Grundlegend
wird davon ausgegangen, dass eine EAE und MS einer pathologischen
Immunreaktion vom verzogerten Typ zuzuordnen ist, die durch T-Zellen vom
Phanotyp Th1 unterhalten wird [104]. Obgleich myelin-antigen-spezifische Th1
Zellen notig sind um eine Erkrankung hervorzurufen, ist die Mehrzahl der in
einer EAE rekrutierten Zellen nicht spezifisch gegen ein bestimmtes ZNS-
Antigen gerichtet. Die Mehrzahl dieser Zellen, die in Lasionen im ZNS gefunden
wurden, bestehen aus T-Zellen, Makrophagen und zu einer geringeren Anzahl
aus B-Zellen [85]. Bisher wird davon ausgegangen, dass unspezifisch
rekrutierte Zellen eine Hauptrolle an der Gewebeschadigung einnehmen.
Aktivierte Makrophagen I6sen Myelin von den Axonen und zahlreiche Zytokine,
einschliesslich IL-1 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a unterhalten eine
unspezifische Entzindungsreaktion. Mehrere Befunde deuten darauf hin, dass
in peripheren lymphatischen Organen, wie Lymphknoten oder Milz, T-Zellen
existieren, die potentiell empfanglich fur Auto-Antigene sind. T-Zellen, die
reaktiv auf Myelin Basisches Protein [105], Myelin Proteolipid Protein [58] und
andere Auto-Antigene reagieren, konnen aus peripherem Blut von gesunden
Menschen isoliert und in vitro kultiviert werden. Um solche autoreaktiven Zellen
und deren Regulation bzw. Aktivierung in der Peripherie genauer untersuchen
zu konnen, ist es hilfreich ein Modell zu besitzen, in dem naive T-Zellen mit
hoher Eigenfrequenz vorkommen, die mit einem bekannten Auto-Antigen
reagieren kdnnen. SJL-Mause, die das MHC-Molekiil H-2° exprimieren, bieten
sich fur ein solches Modell an. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in SJL-
Mausen eine hohe Frequenz der T-Zellen gegen das Epitop Myelin Proteolipid
Protein (PLP) 139-151 gerichtet sind. Fur die hohe Nativfrequenz an PLP139-
151-reaktiven T-Zellen (1/20000 CD4+Zellen) wird eine fehlende Selektion und
Deletion im Thymus und eine zusatzliche Zellvermehrung durch kreuzreaktive

Antigene in der Peripherie verantwortlich gemacht [5].
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1.8 Multiple Sklerose (MS)

MS ist eine chronisch entzindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems
(ZNS). Die Erkrankung beginnt in den meisten Fallen im jungen
Erwachsenenalter und ist trotz der Fortschritte der Behandlung immer noch
eine der fuhrenden Ursachen einer Behinderung in der weillen Bevolkerung
[64]. Die genaue Atiologie der MS ist unbekannt. Viele Untersuchungen deuten
jedoch auf eine zentrale Rolle des Immunsystems bei der Entstehung der
Erkrankung hin. Dartber hinaus spielen eine genetische Pradisposition und
Umwelteinflisse eine Rolle. Die bestimmende Rolle der Gene in Bezug auf
Anfalligkeit fur MS wurde in Konkordanzstudien ermittelt. Bei monozygoten
Zwillingen liegt das Erkrankungsrisiko bei bereits festgestellter MS eines
Zwillings bei 30% und nur bei 3% unter Geschwistern von MS Patienten [77].
Untersuchungen des Erbgutes von Patienten zeigten im Bereich des humanen
leukozyten Antigens (HLA) einen Genlocus, der mit der Erkankung assoziiert
ist. Die beiden Allele HLA-DR1501 und HLA-DQO601, die Restriktionselemente
von T-Zellen kodieren, sind mit einem 2-4fach erhdhtem Erkrankungsrisiko fur
MS assoziiert.

Migrationsstudien belegen, dass Immigranten, die aus ihrem Heimatland mit
hoher in ein Land mit niedriger Erkrankungspravalenz ziehen, das personliche
Risiko an einer MS zu erkranken sinkt. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt
werden, dass Migranten aus Landern mit niederer Pravalenz das hohere
Erkrankungsrisiko des Einwanderungslands annehmen. Dies unterstutzt die
Annahme, dass neben dem genetischen Profii auch unbekannte
Umweltfaktoren eine wichtige Bedeutung fur das Erkrankungsrisiko mit
beizutragen [29].

Im Interesse aktueller Forschung steht die weitere Aufklarung immunolgischer
Mechanismen, die der Entstehung und Chronifizierung der MS zugrunde liegen.
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1.8.1 Grundlagen der Immunologie bei Multipler Sklerose

Das ZNS ist das Organ, welches bei der MS Ziel autoreaktiver Reaktionen des
Immunsystems darstellt. Jeder Schaden im Gewebe des ZNS fuhrt zu einer
Aktivierung von ortsstandigen Immunzellen. Dies sind im Besonderen Zellen
der Mikroglia, die Uber Regulation der MHC-Molekiule und kostimulatorische
Faktoren, sowie uber die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen die
Eintrittspforte fur Monozyten, Lymphozyten und dendritische Zellen in die
Gewebelasion bahnen. Die Mikroglia ist somit ein wichtiger Faktor fur die
Entwicklung und Unterhaltung dieser Entzindungsreaktion. Dendritische Zellen
scheinen eine zentrale Rolle in der Antigenprasentation fur die eindringenden
Zellen zu spielen [35, 41]. Parallel zum Eindringen der Immunzellen in die
Lasionen gelangen Antigene danach in die Peripherie. Dieses Phanomen ist
aus Infektionen des ZNS bereits bekannt. Die fremden Antigene, die in das ZNS
eindringen, werden sehr schnell in zervikalen oder paravertebralen
Lymphknoten detektiert. Es bleibt dabei unklar, ob diese Antigene in die
Lymphknoten passiv drainiert oder Uber aktive Mechanismen transportiert
werden. Dort prasentieren dendritische Zellen das Peptid-Antigen, gebunden an
MHC Klasse | und Il Molekule ankommenden T-Zellen. In Gegenwart von
Kostimulatorischen Molekullen, die auf Antigen prasentierenden Zellen (APC)
exprimiert werden, folgt eine Aktivierung und klonale Expansion der beteiligten
T-Zellen. Diese Antigen-spezifischen T-Zellen werden Uuber chemische
Botenstoffe an die Stellen der L&sion im Gehirn unter Uberwindung der Blut-
Hirn-Schranke geleitet. MHC Klasse IlI-Moleklle werden hinreichend nur auf
professionellen APCs (B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen) gefunden,
hingegen konnen MHC Klasse |-Molekule bei Entzudungen im ZNS auf allen
Zellen angetroffen werden [20, 63]. In perivaskularen Bereichen und in den
Hirnhauten werden hauptsachlich CD4+ T-Zellen angetroffen, CD8+ T-Zellen
scheinen in das Parenchym der entziindeten Lasionen einzudringen [30]. Nach
Kontakt mit ihrem Antigen verharren die T-Zellen und beginnen lokale
Effektorfunktionen einzuleiten. CD4+ T-Zellen rekrutieren Makrophagen, welche

proinflamatorische Zytokine und toxische Molekuile, IL-1, IL-6 und TNF-a
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ausschutten. CD8+-T-Zellen scheinen direkt MHC-Klasse | exprimierende

Zellen, sowie Oligodentrozyten und Neurone angreifen zu konnen.

B-Zellen wird ebenfalls in den Lymphknoten Uber dendritische Zellen Antigen-
Peptid prasentiert. Uber ihre B-Zellrezeptoren werden diese Antigene
wahrgenommen und bei Anwesenheit von antigen-spezifischen T-Helferzellen
erfolgt deren Aktivierung und Expansion. Diese B-Zellen gelangen wie T-Zellen
in das ZNS und infiltrieren perivaskulare Zwischenraume und die Hirnhaute.
Dort sezernieren sie losliche Immungloboline, passend zu dem Uber den B-
Zellrezeptor gebundenen Antigen [2]. Eine Frage bleibt jedoch weiterhin offen:
Erfolgt die letztendliche Differenzierung von T-Zellen und B-Zellen am Ort der
Effektwirkung, also im Gehirn, oder in peripheren lymphatischen Organen, wie
den Lymphknoten. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zu dieser
Fragestellung hinsichtlich Differenzierung und Dynamik autoreaktiver T-Zellen

leisten.
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1.8.2 T-Zellen und ihre Rolle bei Multipler Sklerose

Wegen der Schlusselrolle, die autoreaktive T-Helferzellen in der EAE
einnehmen, wird angenommen, dass es sich bei der MS ebenfalls um eine
durch T-Zellen vermittelte Erkrankung handelt. Viele Studien haben die Rolle
autoreaktiver, myelin-spezifischer T-Helferzellen bei der MS untersucht [86].
Ihre Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung ist jedoch noch lange nicht
fassbar. Myelin-spezifische T-Zellen kdnnen aus dem Blut und Liquor von MS
Patienten isoliert werden. Diese Zellen werden auch bei gesunden Individuen
gefunden [68]. Obwohl humane myelin-spezifische T-Zellen in transgenen
Tiermodellen Affinitat zu enzephalitogenen Epitopen aufweisen, konnte unter
Berucksichtigung des Phéanotyps und der Frequenz dieser Zellen kein
signifikanter Unterschied zwischen MS Patienten und gesunden Probanden
gefunden werden [40, 56].

Studien ergaben, dass die in Lasionen infiltrierten T-Zellen von einer
gemeinsamen Vorlauferzelle, die die selbe Spezifitat fur ein Antigen aufweist
hervorgehen [66]. Jungere Untersuchungen konnten dieses Phanomen, auch
als TCR-Expansion bekannt bestatigen. Interessanterweise konnte dies vor
allem in der CD8+Population und kaum bei CD4+ T-Zellen nachgewiesen
werden [7, 44]. Die nachweisbar geringe Anzahl dieser T-Zellklone im Blut lasst
darauf schlieBen, dass diese Zellen vor allem in den Lasionen des ZNS
persistieren [44, 84]. Obwohl diese Untersuchungen zeigen, dass vor allem eine
durch Antigen verursachte Infiltration von CD8+-T-Zellen in Lasionen stattfindet,
ist ihre funktionelle Rolle bei der MS noch nicht vollstandig aufgeklart.
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1.9 MHC-Tetramere und ihre Bedeutung bei der Detektion von

autoreaktiven Zellen

T-Helferzellen nehmen eine zentrale Stellung in der Koordination des
Immunsystems ein. Bislang war es nicht mdglich, T-Zellen, die gegen ein
bestimmtes Antigen gerichtet sind, direkt, das heil3t ohne antigenspezifische
Stimulation, innerhalb dieses heterogenen Repertoires zu untersuchen.

In den letzten Jahren wurde eine neue Technik entwickelt, bei der
antigenspezifische T-Zellen direkt mit Hilfe von fluorochrommarkierten
Tetrameren aus Peptid/MHC-Komplexen dargestellt werden konnen. Diese
Reagenzien haben den Charakter einer antigenspezifischen Sonde, die nur an
die peptidspezifischen T-Zell-Rezeptoren bindet. Die Verwendung von MHC
Klasse |-Tetrameren, mit denen sich spezifische CD8+ T-Zellen darstellen
lassen, hat grundlegende neue Erkenntnisse Uber die Dynamik dieser Zellen
erbracht [3, 15, 48]. MHC Klasse II-Tetramere, zur Darstellung von CD4+
T-Helferzellen sind technisch schwieriger herzustellen und die Frequenz
spezifischer CD4+T-Zellen ist in den meisten Systemen gering. [4, 14, 48, 53,
65, 71, 72].

Fiar die hier vorgestellte Arbeit wurden MHC Klasse II-Tetramere fur murine
MHC Klasse Il Molekiile I-AS verwendet, die das PLP139-151-Epitop tragen,
also das dominante enzephalitogene Epitop der SJL-Maus [11]. Mit diesen
Tetrameren ist es moglich, PLP-spezifische T Helferzellen innerhalb eines
physiologischen T-Zell-Repertoires direkt ex vivo zu untersuchen.
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1.10 Fragestellungen dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Mechanismen der Reaktivierung von
autoreaktiven T-Zellen im Zeitraum von 18-32 Tagen nach erfolgter Induktion
der Modellerkrankung EAE.

Dabei sollen folgende Fragen nach wissenschaftlichen Gesichtspunkten

erarbeitet werden:

1. Welche Phanotypen von Lymphozyten sind bei einer klinischen

Reaktivierung der Erkrankung, ohne erneute Immunisierung beteiligt?

2. Sind autoreaktive T-Helferzellen gegen das immunisierte Epitop in Organen

des peripheren Immunsystems identifizierbar?

3. Wird durch periphere Aktivierung der autoreaktiven T-Zellen eine
Reaktivierung der Erkrankung eingeleitet?

a. Sind Aktivierungs-, Adhasion und Apoptoseparameter in
diesem Kontext Uber den beobachteten Zeitraum messbar?

4. Konnen aktivierte autoreaktive T-Zellen im Zielorgan der

Erkrankung, dem ZNS nachgewiesen werden?

5. Welche Rolle nimmt die Population der regulatorischen T-Zellen

wahrend einer Reaktivierung der Erkrankung ein?

28



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Tabelle der verwendeten Laborgerate

Laborgerat

Hersteller

-86°C Tiefkuhlgefrierschrank

Forma Scientific, Inc., Marietta, Ohio,
USA

ABI 7700 Sequenz Detektor System

Applied Biosystems, Darmstadt

Auflichtmikroskop Wilovert A

Hund, Wetzlar

Brutschrank

INCO 2 Memmert GmbH & Co0.KG,
Schwabach

Computer, IBM kompatibel

Fujitsu Siemens Computers, Munchen

Computer, Power Mac

Macintosh, Cupertino, USA

Digitalkamera AxioCam HRc

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Elektrische Pipette pipetus:-standard

Hirschmann- Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Elisareader

Bio Rad, MUnchen

Eppendorf-Pipetten (diverse Volumina und
Ausfuhrungen)

Eppendorf  Vertrieb Deutschland

GmbH, Wesseling-Berzdorf

FACSCalibur

Becton & Dickinson, Heidelberg

Glasspritzen mit Verbindungsstuck

Fortuna: Optima* 2 ml

Walter Graf u. Co. GmbH & Co,,
Wertheim

HPLC-Gerat L-7400

Merck, Darmstadt

Kuhl/Gefrierkombination glassline

Liebherr-Holding GmbH, Biberach an
der Riss

Kudhlzentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Kendro Laboratory Products GmbH,

Hanau
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Mikroskop Axioplan 2

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikrotom-Kryostat Cryo-Star HM 560

Microm International GmbH, Walldorf

Neubauer-Zahlkammer

Karl Hecht KG
LJAssistent”, Sondheim/Rhon

Glaswarenfabrik

Pinzetten Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen
Schuttel/Mischgerat, wippend, Duomax|Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
1030 Schwabach

SDS Apparatur Bio Rad, Munchen

Sterilarbeitsbank BioGARD Hood

the Baker Company,
Maine, USA

inc., Sanford,

Tischzentrifuge 5414 D

Eppendorf AG, Hamburg

Transferpette: Pipetten (diverse Volumina

und Ausfuhrungen)

BrandTech Scientific, Inc., Essex, UK

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Warmebad Typ 1c

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,
Burgwedel

2.1.2 Tabelle der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Laborverbrauchsmaterial

Hersteller

15 ml Tube CELLSTAR-

Greiner bio-one, Frickenhausen

50 ml Tube CELLSTAR-

Greiner bio-one, Frickenhausen

96-well Zellkulturplatten CELLSTAR-

Greiner bio-one, Frickenhausen

Combitips 2,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Deckglas 24x50 mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

Einmal-Pasteurpipette

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Einmalspritze (diverse Volumina)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf Cup 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

FACS-Rohrchen grof3, BD Falcon: 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tube 352052

Becton Dickinson Labware

Europe, Meylan, Frankreich
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FACS-RoOhrchen klein, Screenmates Poly
Tubes 1.4 mi

MATRIX Technologies Corp. LTD,
Wilmslow, Cheshire, UK

Feather Disposable Scalpel No. 21

Produkte fur die Medizin AG, Koln

Glasgut (Becherglaser und ahnliches)

Schott/Duran, Mainz

Kanulen Sterican (diverse GrofRen)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Objekttrager Standard 76x26 mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

Objekttrager SuperFrost: Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen (kristall, gelb, blau)

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co,
NUmbrecht

Sterilfilter Minisart: 0,2 um

Sartorius AG, Goettingen

Stripette* 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10ml, 25 ml Corning Incorporated, Corning,
USA

Zellkulturflaschen 200 ml Costar: Corning Incorporated, Corning,
USA

Zellsieb, BD Falcon* Cell Strainer 40 um Becton Dickinson Labware
Europe, Le Pont De Claix,
Frankreich

Zentrikons Mikrosep 10K Omega

Pall Life Sciences

2.1.3 Tabelle kommerziell erhaltlicher Chemikalien, Medien und Enzyme

Artikel Hersteller

-Mercaptoethanol Gibco TM, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Alkohol 96 %/Alkohol 100 % Apotheke Universitatsklinikum,
Tubingen

Ammoniumsulfat Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz

Ampicillin Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Annexin V-FITC

BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA
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APS Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz

Aqua dest. Apotheke Universitatsklinikum,
Tubingen

BCA Protein Assay Kit

Bio Rad, MiUnchen

BSA Fraktion V, pH 7.0, lyophilisiert

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

CaCl; Merck, Darmstadt

CFA Difco Laboratories, Detroit, USA

CHAPS SERVA, Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg

Chloralhydrat Merck, Darmstadt

Chloroform Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Diethylether Merck, Damrstadt

DMSO Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Eosin gelblich Merck, Darmstadt

EUKITT: Eindeckmedium O. Kindler GmbH & Co, Freiburg

FACS Flow Becton & Dickinson, Heidelberg

FACS Rinse Becton & Dickinson, Heidelberg

FACS Safe Becton & Dickinson, Heidelberg

FCS origin: South American

GibcoBRL:  Life
GmbH, Karlsruhe

Technologies

Glykogen

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe

KG,

Hamatoxylin kristallin

Merck, Darmstadt

Hepes Buffer Solution 1 M

PAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

IMDM (1x), with 26 mM HEPES, with L-

Glutamine

PAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich
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Immersionsol Micorcopy

Merck, Darmstadt

IPTG

Qiagen, Hilden

KAI(SO4), (Kaliumaluminiumsulfat-Dodeca-

hydrat, Kalialaun)

Merck, Darmstadt

Kanamycin

Carl Roth GmbH & Co.
Karlsruhe

KG,

Kollagenase (Clostridiopeptidase A; EC
4.4.24.3)

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Mycobacterium tuberculosis desiccated | Difco:, Voigt Global Distribution
H37RA LLC, Kansas City, USA
NaCl Merck, Darmstadt

NalO3 (Natriumjodat)

Merck, Darmstadt

NaN3 (Natriumazid)

SERVA, Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg

NH,CI SIGMA Chemical Co., St. Louis,
USA

Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden

PBS Dulbeccos's, w/o Calcium, w/o Mag-|Gibco™, Invitrogen GmbH,

nesium, w/o Sodium bicarbonate Karlsruhe

Penicillin Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin (100x)

PAA Laboratories GmbH, Linz,

Osterreich

Percoll™ (density 1,131 g/ml)

Amersham Biosciences AB,

Uppsala, Schweden

Pertussis Toxin (Islet-activating protein)

LIST Biological Laboratories, Inc.,
Campbell, California, USA

Propidiumjodid, 95%

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Rnasin

Promega GmbH, Mannheim

Streptomycin

Carl Roth GmbH & Co. KG,
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Karlsruhe

TEMED Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz
Triton X-114 SERVA, Feinbiochemica GmbH &

Co. KG, Heidelberg

Tritriplex- Il (EDTA)

Merck, Darmstadt

Trizol Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Trypanblau SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Xylol Merck, Damrstadt

Zitronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

2.1.4 Tabelle der verwendeten Antikdrper

Alle Antikorper wurden von BD Biosciences bezogen.

Antigen Klon Fluoreszenz Isotyp Konzentration
B220 RA3-6B2 PE IgG2a 0,1 mg/ml
CD4 GK1.5 FITC lgG2b 0,5 mg/ml
CD4 GK1.5 PE lgG2b 0,2 mg/ml
CD4 RM4-5 APC IgG2a 0,2 mg/ml
CD 8a 53-6.7 PE lgG2a 0,2 mg/ml
CD 25 7D4 FITC IgM 0,5 mg/ml
CD 44 IM7 FITC lgG2b 0,5 mg/ml
CD 69 H1.2F3 FITC IgG1 A3 0,5 mg/ml
CD 62L Mel-14 FITC lgG2a 0,2 mg/ml
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2.1.5 Zusammensetzung der verwendeten Puffer

2.1.5.1 LB-Medium

50g Casein-Pepton
259 Hefeextrakt
50g NaCl

Mit ddH,O auf 51 auffullen, pH=7,0 einstellen

2.1.5.2 Lyse-Puffer:

Urea 8,0M 240.0¢g
1M TrisCl 10 mM 5,0 ml
1M NaH,PO* 0,1M 50,0 ml
1M Imidazol 5,0 mM 2,5ml

Add ddH,0 to 500 ml, pH=8,0

2.1.5.3 Wasch-Puffer:

Urea 8,0M 240.0¢g
1M TrisCl 10 mM 5,0 ml
1M NaH,PO* 0,1M 50,0 ml
1M Imidazol 20,0mM 10,0 ml

Add ddH>0 to 500 ml, pH=8,0

Wasch-Puffer (Triton X-114, Citrat):

Urea 8,0M 240.0¢g
1M TrisCl 10 mM 5,0 ml
1M NaH,PO* 0,1M 50,0 ml
1M Imidazol 20,0mM 10,0 ml
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Triton X-114 1,5 % 7,5 ml
Citrat 50mM 5049
Add ddH,0 to 500 ml, pH=8,0

Wasch-Puffer (CHAPS):

Urea 8,0M 240.0¢g
1M TrisCl 10 mM 5,0 ml
1M NaH,PO* 0,1M 50,0 ml
1M Imidazol 20,0mM 10,0 ml
CHAPS 1% 509

Add ddH>0 to 500 ml, pH=8,0

2.1.5.4 Erythrozyten-Lyse-Puffer 10-fach konzentriert

45 g NH,4CI

5¢ KHCO3

185 mg EDTA

Mit ddH,O auf 500ml auffullen und pH=7,3 einstellen

2.1.5.5 Komplettes IMDM

100 ml IMDM

10 ml FCS, inaktiviert

2ml Penicillin/Streptomycin (100x, ergibt Endonz. von 10 pg/ml)
60 ul B-Mercaptoethanol aus einer 1:100 Verdunnung mit PBS
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2.1.5.6 ZNS-Verdau-Losung

(Mengenangaben fur 4 Gehirne)

20 ml IMDM
200 wl DNAse | (aus einer 3000 U/ml-Verdunnung, entspr. 30 U/ml)
20 mg Kollagenase (entspr. 1 mg/ml)

2.1.5.7 Percollfraktionen fiir Dichtegradienten

Percoll- Dichte A (1,095 g/ml) fur 4 Gehirne:

10 ml Percoll-

3,68 ml PBS

Percoll- Dichte B (1,030 g/ml) fur 4 Gehirne:
3 ml Percoll-

10 ml IMDM

2.1.5.8 FACS-Puffer

(Mengenangaben gelten fur 200 ml Puffer)

19 BSA (entspr. 0,5 %)
0,04 g NaN3 (entspr. 0,02 %)
0,067 g EDTA (entspr. 0,9 mM)

Mit PBS auf 200 ml auffullen und pH=7,4 einstellen

2.1.5.9 Herstellung der Peptide

Die fur die Versuche benotigten Peptide wurden freundlicherweise von Herrn
Dr. rer. nat. Hubert Kalbacher, Universitat Tubingen, zur Verfigung gestellt. Zur
Herstellung wurde die y-Fluorenylmethoxycarbonyl-Methode verwendet. Die
Aufreinigung erfolgte mittels HPLC. Eine Kontrolle des Produktes erfolgte mit-
tels Massenspektroskopie.
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Folgende Peptide wurden verwendet :

MBP 84-96 VVHFFKNIVTPRTP

PLP 139-151 HCLGKWLGHPDKF

2.1.6 Verwendete Versuchstiere

Die Mause vom Stamm SJL/JHanHsd wurden von Harlan Winkelmann
(Borchen) bezogen. Es wurden nur weibliche, 6-10 Wochen alte Mause

verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Kultur von T-Zellen zur Titration der Tetramere

Die Mause wurden 10 Tage nach Immunisierung durch CO2-Inhalation getotet,
ihre DLN entnommen und diese in 5 ml PBS mit dem Stempel einer sterilen 2
ml-Spritze in einem Nylonsieb mit einer Maschenweite von 40 ym uber einem
50 ml-Rohrchen zerdrickt. Die Lymphozyten wurden mit 5 ml PBS ins
Rohrchen gespult und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml IMDM mit 10 %
FCS und 10 pg/ml Penicillin/Streptomycin aufgenommen und die Zellzahl
bestimmt. Danach wurde die Suspension auf eine Konzentration von 3 Millionen
Zellen pro ml gebracht und das PLP139-151-Peptid zugegeben, sodass eine
Peptidkonzentration von 10 ug/ml erreicht wurde. Von dieser Losung wurden je
2 ml in ein Well einer 24-Well-Platte gegeben. Nach 4 Tagen wurde IL-2 in einer
Konzentration von 20U/ml zugegeben. Nach 2 Wochen wurden die
Lymphozyten mit den Zellen einer Milz restimuliert. Dafur wurde die Milz mit 30
Gray bestrahlt. Die APZ der Milz wurden in einem Verhaltnis von 5:1 zu den T-
Zellen gegeben. Die Kultur erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 bei schraggestellter
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Platte, damit sich die Zellen an einer Stelle sammeln.

Mit dieser T-Zellpopulation wurden die Tetramere zur Optimierung der

Farbekonzentration titriert.

2.2.2 Induktion der EAE

Zur Induktion der EAE wurden die M&use mit einer Wasser-in-Ol-Emulsion des
Peptids PLP139-151, mit rekombinantem MOG-Protein aa1-120 oder mit dem
Peptid MBP 84-96 in komplettem Freund’schen Adjuvans (CFA) immunisiert.
CFA wurde aus inkomplettem Freund’'schen Adjuvans hergestellt, das mit
inaktiviertem Mycobacterium tuberculosis in einer Konzentration von 4 mg / ml
versetzt wurde. 1 ml dieses CFA wurde mit 1 ml PBS, in dem 1,54 mg PLP139-
151-Peptid gelost waren, in einer 2 ml Glasspritze zu einer Emulsion vermischt.

Diese Emulsion wurde nach sorgfaltigem Durchmischen verwendet.

Die Immunisierung wurde an mit Diethylether narkotisierten Mausen
durchgefuhrt. Jeder Maus wurden in beide ihrer Hinterlaufe 50 ul der Wasser-in-
Ol-Emulsion s. c. injiziert. Nachdem die Mause aus der Kurznarkose erwachten,
wurden sie mit einer Infrarotwarmelampe bestrahlt, damit sich die Venen im
Mausschwanz erweiterten. Mit einer feinen Nadel wurde eine Schwanzvene
punktiert und 100 ul Pertussistoxinlosung injiziert. Das PTX wurde in PBS
gelost, die Menge des bendtigten PTX durch Vorversuche bestimmt, da jede
Charge PTX eine unterschiedliche Potenz zur EAE-Induktion hat.

Bei diesem Immunisierungsschema erhielt jede Maus 77ug Peptid und
zwischen 50 und 300 ng PTX.
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2.2.3 Klassifizierung des Krankheitsgrades

Folgende Krankheitsgrade wurden bei entsprechenden Symptomen vergeben:

Grad 0 keine Krankheitssymptome

Grad 1 Lahmung des Mausschwanzes oder leichte Parese der Hinterlaufe

Grad 2 Lahmung des Mausschwanzes und deutliche Parese der
Hinterlaufe

Grad 3 Plegie der Hinterlaufe

Grad 4 Plegie der Hinterlaufe, Parese der Vorderlaufe

Grad 5 Tod durch EAE

2.2.4 Herstellung der PLP- und MBP- Tetramere

Bei der Herstellung rekombinanter Peptid/ MHC-Klasse Il Komplexe wird das
Peptid Uber eine Linker-Sequenz kovalent mit der B-Kette des MHC Molekuls
verbunden. Normalerweise wird eine Zusammenlagerung der a- und [(-Kette
durch die hydrophoben transmembrandsen Abschnitte ermdglicht, was jedoch
eine Sekretion der rekombinanten Proteine verhindern und die Loslichkeit der
fertigen Komplexe herabsetzen wirde. Aus diesem Grund wurden die
hydrophoben transmembrandsen Abschnitte durch Leuzin-Zipper Sequenzen
ersetzt, die eine Heterodimerisierung der beiden Ketten bei erhaltener
Wasserloslichkeit ermaglichen. Zur Aufreinigung der Proteine Uber Nickel- oder
Kobalt-Saulen wurde die a-Kette um sechs Histidine verlangert, ebenso wurde
an die B-Kette eine Sequenz angehangt, die eine Biotinylierung der Komplexe
durch das bakterielle Enzym BirA zulasst. Nach erfolgter Biotinylierung konnen
nun die Komplexe Uber fluorochrom-markiertes Streptavidin, welches vier
Bindungsplatze fur Biotin zur Verfugung stellt, tetramerisiert werden. Am 5'-
Ende beider Ketten befinden sich Signalsequenzen zur Sekretion der
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exprimierten Proteine. Die Sequenz fur das spezifische Peptid ist durch zwei
Restriktionsschnittstellen flankiert, die einen einfachen Austausch des Epitops
moglich machen. Die cDNA Konstrukte zur Tetramerproduktion fur die beiden
enzephalitogenen Epitope PLP139-151 und MBP84-96 wurden mit
molekulargenetischen Methoden hergestellt und in Baculo-virustransfektoren
kloniert. Rekombinante Baculoviren wurden mittels Kotransfektion und
homologer Rekombination hergestellt. Nach Virusamplifikation erfolgte die
Proteinexpression in Sf9 Insektenzellen. Die exprimierten Komplexe wurden
aufgereinigt, mit rekombinant hergestelltem Enzym BirA biotinyliert und mit

APC-markiertem Streptavidin anschlieRend tetramerisiert.

Q0
LP( )

/

PLP 139-151

A Modell eines PLP139-151 MHC Il-Tetramer, mit APC-markiertem Streptavidin*®
B  Durch Konfokale Lasermikroskopie dargestelltes PLP139-151 MHC II-Tetramer (rot) mittels
doppelfarbung mit CD4-Antikérper (grin) [11].
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2.2.5 Praparation von DLN, Milz und ZNS

Die Mause wurden direkt vor der Praparation durch CO»-Gas-Inhalation getotet.
Die Mause wurden dann mit dem Rucken nach unten auf ein Korkbrett
gespannt und mit 70% Alkohol bespruht. Die Haut wurde nun so eroffnet, dass
Brustkorb, Bauch und Kniekehlen der Maus zuganglich waren. In der
Poplitealregion konnten dann die drainierenden Lymphknoten erkannt werden,
die mit zwei spitzen Pinzetten stumpf prapariert wurden. AnschlieRend wurde
die Milz nach der Eroffnung der Bauchhdhle entnommen. Um Lymphozyten der
Zirkulation aus dem ZNS zu entfernen, wurden die Mause vor der Praparation
des ZNS blutleer gemacht. Dazu wurde die vordere Thoraxwand mit einer
Schere entfernt und der linke Ventrikel des Herzens mit PBS in einer 20 ml
Spritze perfundiert. Die Maus wurde nun auf den Bauch gedreht und die Haut
Uber Schadel und Spinalkanal eroffnet. Mit einem Skalpell wurden
Schadelkalotte und Spinalkanal gedffnet und das ZNS am Stuck stumpf

herausgeschalt.

2.2.6 lIsolierung der Lymphozyten aus den DLN und der Milz

DLN und Milz wurden mit dem Stempel einer 2 ml Spritze durch ein Zellsieb mit
einer Maschenweite von 40 um in ein 50 ml-Falcon-Tube gepresst und in PBS
resuspendiert. Die Suspension wurde 5 Minuten bei 1200 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Zellen der Lymphknoten wurden
dann in komplettem IMDM-Medium resuspendiert und auf Eis gelagert. Die
Zellen der Milz wurden zuvor einer Erythrozyten-Lyse unterzogen. Dafur
wurden die Zellen fur 10 Minuten in 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer auf Eis
inkubiert, anschlieBend wieder zentrifugiert und der hamolytische Uberstand
verworfen. Dann wurden auch die Milzzellen in komplettem IMDM-Medium

resuspendiert.
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2.2.7 lIsolierung der Lymphozyten aus dem ZNS

Das intakte ZNS, inklusive der Meningen wurde zweimal mit PBS gewaschen,
mit einem Skalpell in einer Glaspetrischale zerkleinert und mit 5 ml
Verdauldsung in einem 50 ml-Falcon-Tube vermischt. Das ZNS wurde dann 60
Minuten bei 37°C im Wasserbad verdaut. Das verdaute ZNS wurde mit einem
Spritzenstempel durch ein Zellsieb mit 40 um Maschenweite gepresst. Die
Zellsuspension wurde dann zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen einer Erythrozyten-Lyse unterzogen. Die im Pellet verbleibenden
Lymphozyten wurden aus den Massen an Hirngewebe mit einer Percoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. Dafur wurde die Zellsuspension in 3 ml
der Fraktion B (geringere Dichte) gelost und in ein 15 ml-Falcon-Tube
Ubertragen. Unter diese Fraktion wurden anschlieBend 3 ml der dichteren
Fraktion A unterlegt. Dieser Dichtegradient wurde fur 30 Minuten bei 2500 rpm
und abgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifugiert.

Die Lymphozyten lagern sich wahrend des Zentrifugierens auf der Grenzschicht
zwischen den beiden Phasen ab, wahrend das fettreiche Hirngewebe ganz
nach oben wandert. Mit einer Einmalpipette wurden die Lymphozyten dann von
der Grenzschicht aufgesogen.

Die Zellen wurden anschlieBend in 5 ml IMDM in einem 15 ml-Tube
resuspendiert, abzentrifugiert und nochmals mit 5 ml komplettem IMDM
gewaschen, da Percoll zytotoxisch ist. Nach dem Abgiel3en wurden die Zellen
in 350 ul komplettem IMDM resuspendiert. Direkt vor der FACS-Messung wurde
zur Abgrenzung von nekrotischen und toten Zellen jeweils 50 ng Pl pro FACS-
Roéhrchen zugegeben.

2.2.8 Bestimmung der Lymphozytenzahl

Die absolute Anzahl der aus den jeweiligen Organen isolierten Lymphozyten

wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 20 ul
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Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau gemischt und damit die Neubauer-
Zahlkammer befullt. Es wurden unter dem Auflichtmikroskop 16 grof3e Quadrate
auszahlt.

Die Konzentration an Zellen pro Milliliter wurde nach folgender Formel

berechnet:

¢ =7- f-1000028en
ml

Hierbei steht Z fur die Zellzahl in 16 grolen Quadraten und f fur den
Verdunnungsfaktor.

2.29 Farbung der Lymphozyten mit MHC Klasse Il-Tetrameren und
Antikdrpern

Fur jede FACS-Analyse wurden 500.000 Lymphozyten pro Well verwendet.
Diese Lymphozyten wurden in Mikrotiterplatten in 20 ul komplettem IMDM
resuspendiert und mit der in Vorversuchen an T-Zelllinien titrierten optimalen
Menge an PLP- beziehungsweise MBP-Tetrameren gefarbt. Die Mikrotiterplatte
wurde dann lichtgeschutzt Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert, um
eine vollstandige Bindung der Tetramere an die T-Zell-Rezeptoren zu erreichen.
Am darauf folgenden Tag wurden zunachst die Fcylll- und Fcyll-Rezeptoren mit
2 ul eines 1:2500 verdinnten CD16/CD32 (FcyRII / FcyRII) Antikorpers geblockt
(10 Minuten Inkubation bei 4°C). Darauf wurden die Antikorper gegen
Zelloberflachenstrukturen zugegeben, so dass diese eine Endkonzentration von
1:300 erreichten (Inkubation 20 Minuten bei 4°C). AbschlieBend wurden die
Zellen zweimal mit je 100 ul FACS-Puffer gewaschen, in 100 ul FACS-Puffer
resuspendiert und in 1,4 ml FACS-Rohrchen Uberfuhrt.

44



2.2.10 FACS-Messung und Auswertung der FACS-Daten

Far die anschlieBende FACS-Messung wurde ein FACS-Calibur-Zytometer
verwendet, das vier verschiedene Fluoreszenzen (FITC, PE, PI, APC) messen
kann. Einstellungen, Messungen und Datenspeicherung wurden uber die
Software CellQuest auf einem G3 Macintosh vorgenommen. Uber die
Vorwartsstreuung (FSC) und Seitwartsstreuung (SSC) konnten Aussagen Uber
GroRe und Granularitat der Zellen und somit Uber deren Entitat und
Entwicklungsstufe gemacht werden. Das Gate wurde auf die Population fur
Lymphozyten gesetzt. Die Fluoreszenzintensitat der eingesetzten Antikorper
wurde uber Histogramme analysiert. Die gewonnenen Daten wurden mit dem
Freeware-Programm WinMDl- Version 2.8 (Internetadresse:

http://facs.scripps.edu) und mit Microsoft Excel® ausgewertet.

2.2.11 Statistik

Alle relevanten Ergebnisse wurden mit dem Student-t-Test fur zwei Stichproben

unter Annahme gleicher Varianzen auf Signifikanz Gberpruft.
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3. ERGEBNISSE

Die SJL-Maus erkrankt 10 Tage nach Immunisierung durch PLP 139-151 an
einer EAE, welche sich die nachfolgenden Tage verstarkt und ab Tag 15 auf ein
Residuum zurlckbildet (Abb.1). Etwa 24 Tage nach Immunisierung beobachten
wir einen weiteren Krankheitsschub, der mit einer messbaren Erhdhung der im
Lymphknoten vorkommenden CD4+ Lymphozyten einhergeht.

Auf dieser Grundlage beschaftigen sich die folgenden Experimente mit der
Frage, welche phanotypischen und quantitativen Veranderungen T-
Lymphozyten durchlaufen, um autoimmune Mechanismen in diesem Modell zu
unterhalten. Dazu wurde im Verlauf der EAE die Zahl und phanotypische
Differenzierung autoreaktiver T-Lymphozyten in drainierenden Lymphknoten,
Milz und ZNS bestimmt.
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Abbildung 1:
Verlauf der Krankheitsaktivitat bei Versuchstieren nach Induktion einer EAE an Tag O.

(MDS=Mean Disease Score)

Beobachteter Zeitraum nach Immunisierung von sechs SJL-Mausen mit PLP139-151 und
Pertussistoxin in CFA. Der MDS (Mean Disease Score) dient zur klinischen Stadieneinteilung
der EAE und gibt die Erkrankungsschwere wieder.

Die Mause erkranken zwischen Tag 10 und Tag 15 an einer EAE mit anschlieBender
Remission. Zwischen Tag 20 und Tag 25 zeigen die Mause ohne sekundare Immunisierung

erneut Symptome. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler wider.
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3.1 Kinetik von Lymphozyten im drainierenden Lymphknoten
und der Milz

Um die Rolle von T- und B-Lymphozyten nach einer solchen Erkrankungsphase
zu untersuchen, wurden die drainierenden Lymphknoten im Zeitraum von Tag
20-32 nach EAE-Induktion entnommen und die absolute Anzahl der
Lymphozyten bestimmt.

Zusatzlich zu den Lymphknoten wurde auch die Milz an jeweils den selben
Tagen aus den Versuchstieren entfernt und auf ihren Gehalt an Lymphozyten
hin untersucht.

Betrachtet man die Zellzahlen in den drainierenden Lymphknoten, zeigt sich
zwischen den Tagen 24 und 28 nach EAE Induktion eine starke Zunahme der
Zahl an T- und B-Lymphozyten (s. Abb. 2). Die Zellzahlen stiegen von 42
Millionen auf nahezu 70 Millionen Lymphozyten in diesem Zeitraum an. In
relativen Werten ausgedruckt entspricht diese Vermehrung einem Prozentsatz
von 67%. Nach Tag 28 hingegen fiel die Anzahl der Lymphozyten sehr stark ab
und belief sich am Tag 32 auf 30 Millionen.

Die Situation in der Milz stellte sich in ahnlicher Weise dar. Der Unterschied zu
den Lymphknoten bestand jedoch darin, dass relativ gesehen eine geringere
Vermehrung stattgefunden hat.

Bei der mikroskopischen Bestimmung der Zellzahlen kdonnen apoptotische
Zellen oder deren Vorstufen nicht identifiziert werden. Dies war erst durch

durchfluzytometrische Analyse der Zellen moglich.
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Gesamtanzahl von T-und B-Lymphozyten

Millionen
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H|N
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80
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20 24 28 32
Tage nach EAE Induktion

Abbildung 2:
Darstellung der Gesamtzahl an T- und B-Lymphozyten zwischen Tag 20 und 32 nach erfolgter

EAE Induktion durch Immunisierung mit PLP139-151 in sechs SJL-M&usen. Die Zellen wurden
aus den DLN und der Milz an den angegebenen Zeitpunkten isoliert und mittels Neubaur-
Zahlkammer quantifiziert. FUr die Versuche wurden sechs Versuchstiere verwendet. Schwarze
Saulen geben die Situation in den drainierenden Lymphknoten, gekachelte Saulen in der Milz
wieder . Die Fehlerbalken zeigen den berechneten Standardfehler an.
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3.1.1 Kinetik der CD4+ T-Zellen im drainierenden Lymphknoten

Um genauere Aussagen uber die Zusammensetzung der jeweiligen
Populationen der Lymphozyten im Lymphknoten wahrend dieses Zeitraums
treffen zu konnen, wurden CD4+ T-Zellen im Folgenden eingehender
untersucht. Zwischen Tag 24 und 28 zeigte sich eine Zunahme der absoluten
Zahl der dieser von 13 auf 26 Millionen Zellen im drainierenden Lymphknoten
(Abb. 3A). Relativ betrachtet nehmen CD4+ T-Zellen in den untersuchten
Lymphknoten ziemlich konstant 38% der gesamten Zellpopulationen ein
(Abb. 3B).
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Abbildung 3:

Anteil der CD4+ T-Lymphozyten 24 bis 32 Tage nach Immunisierung durch PLP139-151 in
sechs SJL-Mausen. Die Zellen wurden aus den drainierenden Lymphknoten der Maus zum

jeweiligen Untersuchungszeitpunkt enthommen und untersucht.

A) Die absolute Darstellung der Zellzahl Gber den Untersuchungszeitraum. Hier kann eine
Zunahme der Zahl CD4+ T-Zellen zwischen dem 24. und 28. Tag von 13 auf 26 Mio. Zellen
beobachtet werden.

B) In einer relativen Darstellung der CD4 postiven T-Zellpopulation zeigt sich ein konstanter
Anteil von 40% der Gesamtheit der Lymphozyten in den untersuchten Lymphknoten.
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3.1.2 Konstante absolute Anzahl von CD8+ T-Zellen im drainierenden
Lymphknoten

In dieser Untersuchung wurde die Kinetik der CD8+ T-Zellen im drainierenden
Lymphknoten Uber den selben Zeitraum (24-32 Tage nach Induktion einer EAE
mit PLP139-151) in der EAE untersucht.

Relativ gesehen macht die Population der CD8+ T-Zellen etwa 12%-15% der
gesamten Lymphozyten Uber den Zeitraum zwischen Tag 24 und 28 aus. An
Tag 32 erhoht sich dieser Anteil auf maximal 22% (siehe Abb. 5A). Beobachtet
man gleichzeitig die absoluten Zellzahlen Uber diesen Zeitraum, so bleibt diese
nahezu konstant bei sechs Millionen CD8+ T-Zellen (siehe Abb. 5).
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Abbildung 5:

Anteil der CD8+ T-Lymphozyten zwischen 24 bis 32 Tage nach Immunisierung durch PLP139-
151 in sechs SJL-Mé&usen. Die Zellen wurden aus den drainierenden Lymphknoten der Maus
zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt entnommen.

(A) Die relative Darstellung der CD8+ T-Zellen. Sie nehmen Uber den Untersuchungszeitraum
12-15% der gesamten Lymphozyten in den drainierenden Lymphknoten ein.

(B) Die absolute Darstellung zeigt Uber den Untersuchungszeitraum eine nahezu konstante
Zellzahl um 6 Millionen der CD8+ T-Zellen.
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3.2 Phanotypisierung von autoreaktiven CD4+ T-Zellen

Nach der Beschreibung von absoluten und relativen Zellzahlen far CD4+ und
CD8+ T-Zellen, wird in den folgenden Abschnitten auf die phanotypischen
Eigenschaften der CD4 T-Helferzellen im Lymphknoten Uber diese
Untersuchungsdauer eingegangen.

Mit Hilfe von rekombinantem MHC-Klasse II-Tetramer konnten autoreaktive
CD4+ T-Zellen, spezifisch fur PLP139-151 untersucht und durch Doppelfarbung
mit unterschiedlichen Oberflachenantikdrpern naher charakterisiert werden [11].
Besichtigt man die Zahl der autoreaktiven PLP-spezifischen CD4+ T-Zellen, so
bleiben diese uber den zu untersuchenden Zeitraum konstant um 0,1% der
gesamten CD4+ T-Zellen (siehe Abb. 7). Setzt man diesen Wert in das
Verhaltnis zur gesamten Zellzahl im Rahmen des zweiten Schubs, so ist eine
Zellvermehrung im Lymphknoten fur diese Population festzustellen
(siehe Abb. 8).
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Abbildung 7:

Darstellung von PLP139-151 (PLP3-Tm) Tetramer CD4+ T-Zellen nach unterschiedlichen

Krankheitstagen durch FACS-Analyse. Als Kontrolle wurde jeweils das MBP-Tetramer (MBP-

Tm) verwendet. Die Lymphozyten wurden aus den DLN isoliert, mittels CD4-Antikérper und mit

[-As-PLP139-151-Tetramer Gber FACS-Analyse untersucht.

(A) Messung am Tag der Immunisierung.

(B) Die Messung erfolgte acht Tage nach Immunisierung, kurz vor dem Zeitpunkt der
Krankheitssymptome.

(C) Messung 24 Tage nach Immunisierung vor dem Auftreten erneuter klinischer
Symptome
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Abbildung 8:

Wahrend des endogen ausgeldsten, zweiten Schubs der EAE wurden aus den drainierenden
Lymphknoten Lymphozyten isoliert und mittels MHC |l Tetrameren, spezifisch fur PLP 139-151
(I—ASPLP139—15‘I) phéanotypisch charakterisiert.

Die absolute Anzahl autoreaktiver T-Helferzellen nahm zwischen Tag 24 und Tag 28 von etwa
35.000 auf 68.000 zu. Wie bei der Ersterkrankung zwischen Tag 10 und Tag 15 waren diese
untersuchten T-Helferzellen spezifisch fir das Epitop PLP139-151.
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3.2.1 Zunahme der CD4+CD25+ - PLP spezifischen Zellen
im Lymphknoten

Im Lymphknoten kam es uber den untersuchten Zeitraum zu einem Anstieg der
CD4+CD25+ Zellen. Besonders 24 Tage nach der Immunisierung der
Versuchstiere zeigte sich neben einer Zunahme der CD25-Expression auch
eine klinisch Aktivierung der Erkrankung (siehe Abb. 9A). Dies wurde ebenfalls
in der Population der autoreaktiven, PLP139-151-spezifischen Tetramer
positiven (Tm-pos.) CD4+CD25+ Zellen beobachtet.

Vergleichend zwischen CD4+CD25+ Tm-pos. und Tm-neg. Zellen, stellt sich
besonders an Tag 24 ein Unterschied zwischen beiden Zellgruppen dar. Fur
diesen Zeitraum exprimierten 44% der spezifischen CD4+ Zellen CD25 auf ihrer
Oberflache. Vergleichend dazu trugen nur 20% aller unspezifischen CD4+
Zellen im Lymphknoten diesen Phanotyp (siehe Abb. 9B).
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Abbildung 9: PLP139-151 spezifische CD4+CD25+ T-Zelle
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Abbildung 9 A und B:

Relative Zahl der Tetramer positiven und negativen CD4+CD25 +- T-Zellen im Lymphknoten

zwischen Tag 20 bis 32 nach Immunisierung mit PLP139-151. Die Zellen wurden aus den
drainierenden Lymphknoten der Maus zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt entnommen und
mit Gate auf CD4+ T-Zellen durchfluBzytometrisch untersucht (sechs Mause pro Zeitpunkt,
Fehlerbalken zeigen den SEM).

(A) CD4+/1-As-PLP139-151(Tm+) Zellen zeigen eine Zunahme der Expression fiir CD25 am
24 Tag nach erfolgter EAE-Induktion gegenuber CD4+ T-Zellen.

Schwarze Dreiecke stehen fir CD4+CD25+/I-As-PLP139-151(Tm+) PLP spezifische MHC
Klasse Il Tetramere + Zellen. Weifle Quadrate charakterisieren den Verlauf von CD4+CD25 +-

T-Zellen, also fiir PLP unspezifische Zellen im Lymphknoten.

(B) Vergleichende Darstellung von PLP spezifischen (Tm pos.) CD4+CD25+ T-Zellen und
CD4+CD25+ (Tm neg.) T-Zellen fir Tag 24 nach Immunisierung. 44% der CD4+ /I-As-PLP139-
151(Tm pos) Zellen exprimieren CD25 (schwarze Saule), wohingegen bei nur 20% der CD4+ T-

Zellen CD25 nachweisbar ist (weifle Saule).
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3.2.2 Aktivierunq der PLP-spezifischen CD4 - Zellen im Lymphknoten

Ein friher Marker, der nach T-Zellaktivierung an der Zelloberflache exprimiert
wird, ist das CD69 Molekll. Nach seiner Expression funktioniert CD69 als
kostimulatorisches Signal fur die T-Zellaktivierung und -Proliferation [107].
Durch FACS-Analyse mit Gate auf CD4+ Zellen wird hier die Expression von
CD69 auf Tm-positiven und -negativen Zellen untersucht. In den durchgefuhrten
Messungen zeigte sich ein relativer Anstieg von 11% auf 38% der CD4+CDG69+
Population zwischen den Tagen 20 wund 24 nach Immunisierung
(siehe Abb. 10A).

Bei den Tm-positiven CD4-Zellen nimmt die CD69+ Population im gleichen
Zeitraum zu. An Tag 20 p.i. sind 17% CDG69 positiv. Vier Tage spater tragen
66% aller Tm positiven T-Zellen CD69 auf ihrer Oberflache (siehe Abb. 10B).
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Abbildung 10: PLP139-151 spezifische CD4+CD69+ T-Zelle
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Abbildung 10A und B:

Relative Zahl der Tetramer-positiven und negativen CD4+CD69 + T-Zellen im Lymphknoten

zwischen Tag 20 bis 32 nach Immunisierung mit PLP139-151 in sechs SJL-M&usen. Die Zellen
wurden aus den drainierenden Lymphknoten zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt
entnommen und durch FACS-Ananlyse mit Gate auf CD4+ Lymphozyten untersucht.

(A) CD4+/I-As-PLP139-151(Tm pos) Tetramer positive Zellen zeigen eine Zunahme der
Expression fir CD69 am 24.Tag nach erfolgter EAE Induktion gegenliber Tetramer negativen
(Tm neg) CD4+ T-Zellen.

Schwarze Dreiecke stehen fiur CD4+CD25+/l-As-PLP139-151(Tm pos) PLP spezifische MHC
Klasse |l Tetramere positive Zellen. Weilke Quadrate charakterisieren den Verlauf von
CD4+CD25 + T-Zellen ohne Tetramer.

(B) Vergleichende Darstellung der PLP spezifischen (Tm pos) CD4+CD25 + T-Zellen
(schwarzer Block) und CD4+CD25 + (Tm neg) T-Zellen an Tag 24 nach Immunisierung. 66%
der CD4+ /I-As-PLP139-151(Tm pos) Zellen exprimieren CD25. In der Population der Tm neg
CD4+ T-Zellen exprimieren 24 Tage nach EAE Induktion 38% CD25 an ihrer Oberflache.
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3.2.3 Konstanter Anteil der CD4+CD44+ T-Zellen im Lymphknoten

CD44 ist an einer Vielzahl an Funktionen der Endothel- Leukozytenbindung und
des Leukozyten-Homing in periphere lymphatische Organe beteiligt [19]. Auf
Leukozyten vermittelt das CD44 Moekul Zelladhasion und T-Zellaktivierung
[70, 87].

Im untersuchten Zeitraum exprimierten 35% bis 45% der CD4+ T- Zellen CD44.
Die Tetramer positiven CD4-T-Zellen tragen zu 55%-65% CD44 auf ihrer
Oberflache. Zusammengenommen ist die Expression des CD44 Molekuls uber

den untersuchten Zeitraum nahezu konstant. (siehe Abb. 11A)

3.2.4 Anstieq der Expression von CD62L in der gesamten CD4

Zellpopulation

L-Selektin (CD62L) ermdglicht Lymphozyten wahrend einer Entzindung oder
Infektion am GefalRendothels anzuhaften, wodurch diese in periphere
lymphatische Organe einwandern konnen [95].

In der Population der CD4CDG62L tragenden Zellen zeigte sich zwischen Tag 20
und 24 p.i. eine deutliche Expressionszunahme von 20% auf 80% von CD62L,
sowohl bei der fur PLP-spezifischen, als auch in der dafur unspezifischen CD4
Population in den untersuchten Lymphknoten. (siehe Abb. 11B)
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Abbildung 11: PLP139-151 spezifische CD4+CD44+ oder CD62L+ T-Zelle
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Abbildung 11A und B:
(A) Die dargestellte Abbildung zeigt den Verlauf von CD4+CD44+ T-Zellen im Lymphknoten, im

spaten Verlauf der EAE nach Immunisierung mit PLP139-151. Wahrend des
Untersuchungszeitraums zeigt sich eine nahezu konstante Expression von CD44 sowohl in der
positiven als auch negativen CD4 Tm-Population. In der Tm positiven Population wird CD44, im
Vergleich zur Tm negativen, mit einem Unterschied von 20% Uuber den Versuchszeitraum
vermehrt exprimiert.

(B) Expression von CD62L auf CD4-Tetramer positiven/negativen Zellen Giber den dargestellten
Zeitraum. Zwischen Tag 20 und 24 kann eine Expressionzunahme von 20% auf 40% auf den
CD4-Tetramer positiven, aber auch Tetramer negativen CD4+ T-Zellen gemessen werden. An

den folgenden Versuchstagen fallt das Expressionsniveau fast auf den Ausgangswert zurtck.

Schwarze Dreiecke stehen fir PLP-spezifische CD4+ /I-As-PLP139-151 Tetramer (Tm+)
positive Zellen. Weille Quadrate zeigen den Verlauf der CD4+ Tetramer negativen (Tm-) T-
Zellen. Die Zellen wurden aus den drainierenden Lymphknoten zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt entnommen und im FACS im Gate fir Lymphozyten und
entsprechender Antikdrperfarbung hin untersucht. Die schwarzen Fehlerindikatioren stehen fir

die berechnete Standardabweichung.
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3.2.5 Anteil der apoptotischen Zellen im Lymphknoten

Hier wurde der programmierte Zelltod (Apoptose) der CD4-Zellen durch
simultane Farbung mit Annexin V durchfluBzytometrisch bestimmt. Annexin V
bindet an Phosphatidylcholin, das sich an der Oberflache apoptotischer Zellen
befindet.

Im untersuchten Zeitraum waren 20% bis 30% aller fur das Tetramer
unspezifischen CD4-Zellen in Apoptose.

Bei den Tetramer-positiven CD4-Zellen befinden sich hingegen mehr Zellen
(45% bis 60%) in Apoptose.
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Abbildung 12:

45% bis 60% der autoreaktiven CD4+Tm-positiven T-Zellen zeigen eine Apoptoseneigung,
wohingegen nur 20 bis 30% der restlichen CD4+ T-Zellen Annexin exprimieren..

Schwarze Dreiecke stehen fliir PLP-spezifische Tm-positive Lymphozyten. WeilRe Quadrate
charakterisieren den Verlauf von CD4+Tm-negativen Annexin+ - Lymphozyten, also fir PLP-
unspezifische Zellen. Die Zellen wurden im FACS im Gate fir Lymphozyten identifiziert und
anschlieBend auf CD4+, Annexin und [-As-PLP139-151-Tm untersucht. Schwarze

Fehlerindikatoren stehen fir die berechnete Standardabweichung.
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3.3 Die Situation im ZNS - Aktivierte autoreaktive CD4 T- Zellen konnen
im ZNS detektiert werden

Im ZNS konnte eine Zunahme der Expression der Aktivierungsmarker CD25
und CD69 auf CD4+ T-Zellen festgestellt werden. Besonders die Population der
Tetramer-positiven (Tm pos) CD4+ T- Zellen zeigen vermehrte Aktivitat. Obwonhl
an Tag 28 nach Immunisierung ein Expressionsmaximum fur beide T-
Zellaktivierungsmarker im ZNS erreicht wird, zeigt sich zu diesem Zeitpunkt im
klinischen Verlauf der SJL-Mause ein gegensatzliches Bild mit geringer
Erkrankungsaktivitat (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13:

Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf ZNS-infiltrierenden CD4-Zellen
zwischen Tag 20 und Tag 32 nach EAE-Induktion.

(A) Das Expressionsniveau von CD25 nimmt fur Tetramer positive Zellen, ausgehend von 60%
bis auf nahezu 100% an Tag 28 p.i. zu.

(B) Anstieg der Expression bei CD69 in beiden Zellpopulation bis Tag 28 p.i
Die aus dem ZNS stammenden Zellen wurden im FACS im Lymphozyten Gate identifiziert und
mit Antikdrpern gegen CD4, CD25, CD69 und I-As-PLP139-151-Tetramer gefarbt und
untersucht. Schwarze Kreise zeigen ZNS-Antigen-spezifische CD4+Tetramer+ Zellen, weile
Dreiecke  Antigen-unspezifische = CD4+Tetramer- Zellen. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichunng
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4. DISKUSSION

4.1 Endogene Reaktivierung von autoreaktiven CD4+ T-Zellen durch den
Mechanismus der erneuten Antigenprasentation und -erkennung vor
einer Invasion in das ZNS

Im Modell der EAE zeigen sich zehn bis zwdlf Tage nach erfolgter
Immunisierung klinische Krankheitssymptome, die mit charakteristischen
Veranderungen der autoreaktiven T-Zellen einhergehen.

Die vorliegenden Daten zeigen einen erneut klinisch messbaren zweiten
Krankheitsschubs, mit gleichzeitiger Zunahme zellularer Aktivierungsmarker auf
T-Zellen.

Die nachweisbare Reaktivierung der Erkrankung zeigt sich unter gleichzeitiger
Zunahme der gesamten Lymphozyten und CD4+ T-Zellen mit Expression von
Aktivierungsmarker CD69 und CD25 in den untersuchten DLN, ohne erneute
Immunisierung mit PLP139-151. An Tag 28 zeigt sich im ZNS in dieser
Zellpopulation ebenfalls eine starke Aktivitatszunahme.

Auf Grundlage der vorliegenden Daten konnte als Mechanismus fur diese
Reaktivierung der Erkrankung eine erneute Antigenprasentation und
-erkennung von PLP139-151, mit folgender Reaktivierung von PLP139-151
spezifischen CD4+ T-Zellen in den peripheren Lymphknoten vorausgehen.
Bevor im Anschluss daran, die eigentlichen Invasion dieser endogen
reaktivierten autoreaktiven T-Zellen in das ZNS, im Rahmen des zweiten
Schubes erfolgt. Dafur spricht die relativ schnelle Aktivierung und Rekrutierung
dieser CD4+ T-Zellen im Lymphknoten zwischen Tag 22 und 24 und die damit
zeitlich  verbundene klinisch  sichtbaren = Schubsymptomatik in den
Versuchstieren.

Neben der gezeigten endogenen Reaktivierung von antigenspezifischen CD4+
T-Zellen vor der ZNS-Invasion, bleibt die Frage Uber den Verbleib des
immunisierten Autoantigens PLP139-151 in diesem Zusammenhang.

Die Gruppe um Vos et al. hat zur Aufklarung dieser Fragestellung, Versuche mit
an EAE erkrankten Primaten durchgefuhrt. Hauptaugenmerk wurde dabei auf
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den Abflussweg von Autoantigenen Uber die zervikalen Lymphknoten, wahrend
einer aktiven Entzindungsphase im ZNS gelegt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Zellen mit Myelin-Antigen (PLP, MBP und neutrale Lipide), in den das ZNS
drainierenden Lymphknoten anzutreffen waren. Diese Zellen zeigten
charakteristische Oberflachenmarker und Eigenschaften, wie sie bei
professionellen APCs anzutreffen sind. Ebenfalls wurden Myelin-spezifische T-
Zellen im gleichen Kompartiment angetroffen [23].
Ob in peripheren lymphatischen Organen eine erneute Prasentation von auto-
Antigen Uber APCs, mit der Folge der dargestellten Reaktivierung von
antigenspezifischen T-Zellen stattfindet, kann auf Grundlage der vorliegenden
Daten nicht abschliel3end beantwortet werden.

Eine mogliche Einschrankung der Interpretation, ist im Modell der EAE selbst
begrundet. Das verabreichte immunisierte Peptid wird Uber eine Emulsion, in
Form eines Depots in den Hinterlaufen platziert. Das Problematische dabei
scheint zu sein, dass das Autoantigen dort persisiert und langerfristig freigesetzt
wird und damit eine standige Prasentation uber APCs unterhalten konnte.

4.2 Welche Rolle spielen regulatorische T-Zellen bei einer endogenen
Reaktivierung?

In den gewonnen Daten waren neben unspezifischen CD4+ T-Zellen, auch in
der Gruppe der PLP139-151-spezifischen CD4+ CD25+ T-Zellen, eine
Zunahme der Zellzahl in den Lymphknoten, spater auch im ZNS zu
verzeichnen. Die Versuchstiere zeigten klinische Zeichen einer erneuten
Erkrankung, obwohl bekannt ist, dass regulatorische T-Zellen inhibierende
Fahigkeiten gegenuber aktivierten T-Zellen aufweisen.

Diese Eigenschaften wurden an Autoimmunerkrankungen, wie der MS [49],
Typ | Diabetes [42, 69] und der Rheumatoiden Arthritis [61] untersucht.
Untersuchungen zu MS Patienten zeigen ein vermindertes Vorkommen an
regulatorischen T- Zellen im Blut, jedoch im Gegensatz dazu eine Tendenz zur
Zellanreicherung im Liquor zerebrospinalis. Diese regulatorischen Zellen zeigen

dabei trotz ihrer quantitativen Zunahme eine nachweislich reduzierte
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Suppressorfunktion [27,37,98].

Welche Ursachen konnten also dazu flhren, dass die immunsuppressive
Fahigkeit dieser Zellen, bei Reaktivierung einer EAE fehlschlagt oder zumindest
unzureichend ist?

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Effektor T-Zellen
aktiviert werden, obwohl die Zahl der regulatorischen T-Zellen zeitgleich
ebenfalls zunimmt. Hierbei konnte eine insuffiziente Unterdrickung der
Immunreaktion von Seiten der regulatorischen T-Zellen eine Rolle spielen.
Diese Annahme steht im Einklang mit einer Untersuchung von Korn et al., in der
am Modell der EAE gezeigt wurde, dass regulatorische T-Zellen die ZNS-
spezifischen Effektor T-Zellen, nicht ausreichend unterdricken konnten [50].
Eine mogliche Erklarung fur eine Reaktivierung der Erkrankung, trotz Zunahme
PLP139-151-spezifischer regulatorischer T-Zellen konnte in von aktivierten
Effektorzellen sezernierten, proinflammatorischen Zytokinen liegen, die eine
Induktion und Funktion regulatorischer T-Zellen einschranken.

Die letztendliche Rolle, die regulatorische T-Zellen in diesem Kontext

einnehmen, muss Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein.

4.3 CD8+ T-Zellen im Kontext einer endogenen Reaktivierung

Uber den beobachteten Zeitraum bleibt der gemessene Anteil der CD8 T-
Zellen im drainierenden Lymphknoten nahezu konstant. Dies konnte ein
Hinweis sein, dass CD8-Zellen im Gegensatz zu den autoreaktiven CD4-Zellen
nicht in den peripheren Lymphknoten aktiviert werden und dann in das ZNS
einwandern.

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass CD8 + T-Zellen in
Gehirnlasionen von MS Patienten, perivaskular und intraparenchymatos
vorkommen. Ebenfalls konnte eine Zunahme an CD8 positiven T-Zellen in der
Liquorflussigkeit bei MS Patienten gefunden werden. Diese Daten sprechen
zusammengenommen eher dafur, das CD8-Zellen erst im ZNS und nicht wie
bei CD4-Zellen zu erkennen ist, Uber periphere Antigen-Prasentation in den
Lymphknoten aktiviert werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Erneuter klinischer Schub einer EAE durch eine endogen verursachte
Reaktivierung autoreaktiver T-Zellen mittels erneuter Antigenprasentation
in peripheren Lymphknoten

Es wird angenommen, dass den Krankheitsschuben im Verlauf der Multiplen
Sklerose eine Aktivierung von autoreaktiven Lymphozyten in der Peripherie
vorausgeht. Die Mechanismen, die dieser Aktivierung vorausgehen, sind
unbekannt und sollen hier im Tiermodell der Multiplen Sklerose, der
Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) untersucht werden.
Dazu wurde eine EAE in SJL-Mausen durch subkutane Immunisierung mit dem
Peptid PLP139-151 und intravendser Injektion von Pertussis Toxin ausgelost.
Bei dieser Erkrankung kommt es zu einem ersten Krankheitsschub zwischen
Tag 11 und 15 nach EAE-Induktion, mit anschlielender Remission und einem
zweiten endogenen Krankheitsschub ab Tag 24-27.

An den Tagen 20-27 nach EAE-Induktion zeigen die PLP139-151 spezifischen
autoreaktiven T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten einen erneuten
Anstieg der Aktivierungsmarker CD69 und CD25. Diese Reaktivierung ist
gefolgt von einer Zellvermehrung an PLP139-151- spezifischen und ebenfalls
unspezifischen T-Helferzellen im drainierenden Lymphknoten, vor deren

spateren ZNS-Invasion.

Als Mechanismus der gezeigten endogenen Reaktivierung scheint die erneute
Prasentation und Erkennung des Autoantigens PLP139-151 in den peripheren
Lymphknoten, mit folgender Reaktivierung von autoraktiven CD4+ T-Zellen vor

deren ZNS-Invasion, eine zentrale Rolle einzunehmen.
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