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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die T-Zell-abhdngige, humorale Immunantwort

Die Generierung einer lang anhaltenden, wenn moglich, lebenslangen Immunitit gegeniiber
bestimmten Krankheitserregern ist das Kernprinzip jeder Impfung. Die protektive Immunitat, die
dabei induziert wird, griindet sich auf die Bildung hochaffiner Antikérper, die von
antikorpersezernierenden Plasmazellen produziert werden. Um wirkungsvolle Antikérperantworten
gegeniiber Proteinantigenen zu induzieren, sind B-Zellen allein nicht ausreichend. B-Zellen kdnnen
ein Antigen iiber ihren antigenspezifischen B-Zell-Rezeptor (BZR) detektieren, wobei die Form, in der
das Antigen den B-Zellen présentiert wird, variieren kann (Batista und Harwood, 2009). So kann
Antigen in l6slicher Form, an Makrophagen gebunden oder iiber Follikuldre Dendritische Zellen
(FDZ) prasentiert werden, die das Antigen in Form von Immunkomplexen auf der Oberfliche tragen.
Durch Bindung an das Antigen kommt es zur Signalgebung {iber den BZR. Wird dabei ein bestimmter
Schwellenwert iiberschritten, werden die B-Zellen aktiviert. Zum anderen erfolgt die
rezeptorvermittelte Internalisierung des Antigens, die mit der intrazelluliren Prozessierung und
letztendlich Présentation von Peptidfragmenten einhergeht, die an MHC-II-Molekiilen (major
histocompatibility complex II) gebunden vorliegen. Die B-Zell-Aktivierung ist mit der Transkription
einer Reihe von Genen verbunden, die u.a. auch ihre Wanderung in Richtung T-Zell-Zone bewirkt. An
der Grenze zwischen T-und B-Zell-Zone treffen sie auf T-Zellen, die die gleiche Antigenspezifitit
besitzen und zuvor durch Dendritische Zellen (DZ) aktiviert worden sind (Garside, 1998). Die
T-Zellen sind in der Lage, Peptid-MHC-II-Komplexe auf der Oberfliche der B-Zellen zu erkennen
und {iber ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) daran zu binden. Infolgedessen aktivieren sich T- und B-Zellen
wechselseitig, indem die Expression bestimmter membranstiandiger Molekiile induziert oder verstarkt
wird und die Sekretion von Zytokinen erfolgt. Das Prinzip der gekoppelten Antigenerkennung (/inked
recognition) ist ein Sicherungssystem, das destruktive Immunantworten gegeniiber korpereigenen
Strukturen oder harmlosen Umweltantigenen verhindert und somit die Selbsttoleranz aufrechterhilt. In
der Impfstoffentwicklung wird dieses Prinzip genutzt, um effektive Antikdrperantworten auch gegen

Antigene auszuldsen, die eigentlich nur schwach immunogen sind.

1.2 Die Rolle kostimulatorischer Molekiile - ICOS und ICOS-L

Ein funktionierendes Immunsystem setzt die optimale Balance zwischen aktivierenden und

inhibierenden Signalen voraus, denn nur so kann einserseits eine wirkungsvolle Immunantwort
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gegeniiber Pathogenen induziert werden und andererseits gegeniiber harmlosen Umweltantigenen
ausbleiben. Wie gezeigt werden konnte, fiithrt die Erkennung eines spezifischen Antigens iiber den
TZR-Komplex allein dazu, dass T-Zellen entweder in Apoptose gehen oder in einen Zustand der
Reaktionslosigkeit (Anergie) versetzt werden (Lamb, 1983). Um vollstindig aktiviert zu werden,
benotigen T-Zellen ein zweites, sogenanntes kostimulatorisches Signal, das es den T-Zellen erlaubt,
Hfremd* und ,,gefdhrlich® von ,selbst“ und ,ungefdahrlich® zu unterscheiden (Lafferty, 1975;
Bretscher, 1970; Bretcher, 1999). Das erste Signal iiber den TZR wird iiber ein spezifisches Antigen
vermittelt. Das zweite, kostimulatorische Signal dagegen ist nicht unmittelbar an das Antigen
gebunden. Kostimulatorische Molekiile sind dabei Oberflaichenmolekiile, die nicht in der Lage sind,
T-Zellen eigenstindig zu aktivieren, aber dazu dienen, das TZR-Signal zu verstirken oder zu
inhibieren (Kroczek, 2004). Sie fiihren damit zu einer Modulation des initialen TZR-Signals und
entscheiden, ob eine Immunantwort ausgelost wird oder nicht. Die Mehrheit der kostimulatorischen
Molekiile kann strukturell zwei Proteinfamilien zugeordnet werden, der B7/CD28 Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) und der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)/TNF-Rezeptor Familie (Abbildung 1).
Beide Proteinfamilien enthalten Molekiile, die entweder konstitutiv exprimiert, oder erst nach
Aktivierung auf der Zelloberfliche der T-Zellen gebildet werden. In den letzten Jahren sind eine Reihe
neuer, kostimulatorischer Molekiile entdeckt worden und es wird angenommen, dass verschiedene
Signale notwendig sind, um in jeder gegebenen Situation eine moglichst effiziente T-Zell-Antwort zu
induzieren. Im Finklang damit steht, dass sich kostimulatorische Molekiile in ihrer Wirkung nicht nur
funktionell, sondern auch rdumlich und zeitlich voneinander unterscheiden (Watts, 2005). CD28
beispielsweise wird auf naiven, aber auch aktivierten T-Zellen konstitutiv exprimiert und die
Expression seiner Liganden CD80/86 ist auf lymphoides Gewebe beschriankt. Der induzierbare
Kostimulator ICOS dagegen wird erst nach Aktivierung auf T-Zellen hochreguliert und sein Ligand
kommt in lymphoiden aber auch nicht-lymphoiden Geweben vor. Die funktionelle Hierarchie, die sich
aus dem zeitlichen und rdumlichen Wirkungskreis einzelner Kostimulatoren ergibt, macht deutlich,
dass nicht nur naive, antigenunerfahrene T-Zellen von einer Kostimulation abhingig sind, sondern
auch T-Effektor- und T-Gedéchtniszellen iiber kostimulatorische Signale reguliert werden miissen
(Sharpe and Freeman, 2002). Infolge der Interaktion von T-Zellen mit antigenprasentierenden Zellen
(APZ) wird ein kostimulatorischer Dialog in Gang gesetzt, der durch die Interaktion von
CD28-CD80/86 ausgelost wird und dazu dient, die initialen Signale zu erhalten oder zu modifizieren.
Dabei wird iiber den Kostimulator ein quantitatives oder qualitatives Signal vermittelt (Croft, 2003).
Die Fihigkeit dieser Molekiile, die Intensitit und Effektivitidt einer Immunantwort zu bestimmen,
macht sie damit zu attraktiven, therapeutischen Zielstrukturen in der Behandlung von Allergien und

Autoimmunitit (Kallinich, 2005; Kroczek und Hamelmann, 2005).
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Der induzierbare Kostimulator ICOS (inducible costimulator) ist ein zu CD28 strukturell und
funktionell dhnliches Molekiil, das erstmals im humanen System auf tonsilldren T-Zellen beschrieben
wurde (Hutloff, 1999). Studien in der Maus bestétigten die Expression auf aktivierten T-Zellen und
zeigten, dass ICOS von CD4" aber auch CD8" T-Zellen exprimiert werden kann. Dariiber hinaus
wurde eine langanhaltende Expression auf T-Effektorzellen und spéter auch regulatorischen T-Zellen
beschrieben (Yoshinaga, 1999; Akbari, 2002; Ito, 2008; Burmeister, 2008). Der Ligand fiir ICOS
(ICOS-L, alternativ auch B7RP-1 [B7-related protein I, Yoshinaga, 1999], B7h [Swallow, 1999;
Mages, 2000], LICOS [ligand for ICOS, Brodie, 2000], GL50 [Ling, 2000], B7-H2 [Wang, 2000])
wurde nahezu zeitgleich zu ICOS beschrieben (Yoshinaga, 1999). Strukturell handelt es sich bei ICOS
und ICOS-L um Transmembranproteine vom Typ I, die Sequenzhomologien zu CD28 bzw. CD80/86
aufweisen (Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999; Swallow 1999). ICOS selbst wird als glykosyliertes,
Disulfid-verbundenes Homodimer exprimiert (Hutloff, 1999; Mages, 2000; Beier, 2000), ICOS-L
dagegen als Monomer (Yong, 2009). Dariiber hinaus konnten fiir ICOS-L zwei Splicevarianten
gefunden werden (Ling, 2001). Im Unterschied zu CD28 wird ICOS von T-Zellen erst nach
Aktivierung auf der Oberfliche exprimiert, wobei die Expression durch den TZR und iiber CD28
beeinflusst werden kann (Beier, 2000; McAdam, 2000). ICOS-Ligand dagegen kann konstitutiv auf
verschiedenen Zellen des lymphoiden Gewebes (Milz, Lymphknoten, Thymus) gefunden werden, so
beispielsweise auf B-Zellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen (Yoshinaga, 1999; Swallow,
1999; Ling, 2000) und eine Expression auf Zellen des nicht-lymphoiden Gewebes (z.B.
Endothelzellen) kann durch verschiedene Signale (Lipopolysaccharid [LPS], Tumor-Nekrose-Faktor-a
[TNF-a], Interferon-y [IFN-y]) induziert werden (Swallow, 1999; Khayyamian, 2002). Die Interaktion
von ICOS und ICOS-L vermittelt ein positives, kostimulatorisches Signal, das mit einer verstiarkten
Proliferation, gesteigerten Zytokinproduktion und erhohten B-Helfer-Funktion der T-Zellen einhergeht
(Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999). Die Signaltransduktion verlduft einseitig iiber ICOS. ICOS besitzt
zytoplasmatisch ausschlieBlich eine Bindestelle fiir die p85 Untereinheit der Phosphatidyl-Inositol-3
Kinase (PI3K) (Coyle, 2000) und im Vergleich zu CD28 wird iiber ICOS eine stirkere Aktivierung
der PI3K initiiert (Arimura, 2002; Parry, 2003). Bewirkt wird dies durch die Rekrutierung der p50a
Untereinheit der PI3K durch ICOS, die eine stirkere Aktivierung der PI3K ausldst (Fos, 2008). CD28
kann neben dem PI3K-Signaltransduktionsweg noch weitere Signaltransduktionswege auslosen
(Acuto und Michel, 2003). CD28-defiziente Mause sind unfédhig, eine wirkungsvolle T-Zell-abhiangige
Immunantwort einzuleiten (Shahinian, 1993), ICOS-defiziente Méause dagegen zeigen eine humorale
Immunantwort, die zwar vermindert ist, dennoch ablaufen kann (McAdam, 2001; Tafuri, 2001; Dong,
2001). Damit wird deutlich, dass beide Rezeptormolekiile gleiche, aber auch unterschiedliche

Signalkaskaden nutzen und sich in ihren Funktionen teilweise iiberschneiden.
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Abbildung 1. Kostimulatorische Molekiile der B7/CD28 Immunglobulin-Superfamilie und TNF/TNFR-Superfamilie.

Schematische Darstellung einer Auswahl an Rezeptor-Liganden-Paaren der B7/CD28 Immunglobulin-Superfamilie und der
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)/TNF-Rezeptor-Superfamilie. Nachdem ein positives Signal in die T-Zelle iiber den
T-Zell-Rezeptor (TZR) vermittelt worden ist, wird das TZR-Signal durch verschiedene kostimulatorische
Molekiilinteraktionen modifiziert, die entweder ein kostimulatorisches (+) oder koinhibitorisches (-) Signal vermitteln.
k konstitutiv exprimiert; i induzierbar, APZ antigenprésentierende Zelle; MHC-II major histocompatibility complex-1I

(Haupthistokompatibilitédtskomplex II).

1.3 T-Effektorzellen

1.3.1 Uberblick

CD4" T-Zellen kénnen in unterschiedliche Subpopulationen unterteilt werden, die durch einen
spezifischen Mastertranskriptionsfaktor definiert werden wund sich durch unterschiedliche
Effektorfunktionen auszeichnen. Eine Auswahl der gegenwartig bekannten

CD4" T-Helferzell-Subpopulationen zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2. Differenzierung verschiedener T-Helfer-Subpopulationen.

Naive T-Zellen (Ty0 T-Zellen) entwickeln sich zu verschiedenen T-Helfer-Subpopulationen, die jeweils durch einen
spezifischen Transkriptionsfaktor gekennzeichnet sind. Die entstandenen T-Helferzellen (Ty) zeichnen sich durch die
Produktion unterschiedlicher Effektorzytokine aus und unterscheiden sich in ihren Effektorfunktionen. IL Interleukin; IFN
Interferon; T-bet T-box expressed in T cells; RORYT retinoid acid-related orphan receptor yT; GATA-3 GATA-binding
protein 3; Bcl-6 B-cell lymphoma 6; AHR Aryl hydrocarbon receptor (Dong und Martinez, 2010).

1.3.2 T-Helferzellen vom Typ 1 und 2 (Ty1/Tu2-Zellen)

Die vielfiltigen Differenzierungsmoglichkeiten von CD4" T-Zellen sind eine Grundvoraussetzung
dafiir, dass das Immunsystem moglichst wirkungsvoll auf verschiedene intrazelluldre und
extrazellulidre Pathogene reagieren kann. Mosman und Coffman waren die ersten, die zeigen konnten,
dass sich T-Zellen funktionell unterscheiden (Mosman und Coffman, 1986). Der funktionelle
Unterschied griindete sich dabei auf die Zytokine, die sie produzierten und so wurden Zellen, die vor
allem IFN-y sekretierten als T-Helferzellen vom Typ 1 (Tyxl), solche die hauptsdachlich Interleukin-4
(IL-4) und IL-5 produzierten als T-Helferzellen vom Typ 2 (Ty2) bezeichnet. Die Fahigkeit dieser
Zellen, ein bestimmtes Repertoire an Effektorzytokinen auszuschiitten, definiert ihre biologische
Funktion und so wurde schnell klar, dass Tyl-Zellen vor allem zur Bekdmpfung intrazelluldrer
Pathogene, Ty2-Zellen dagegen fiir die Beseitigung extrazellularer Pathogene wichtig sind. Tyl-Zellen
sind damit Bestandteil der zelluliren  Immunabwehr. Die  Identifizierung  des
Mastertranskriptionsfaktors T-bet (T-box expressed in T cells), der notwendig und ausreichend war,
um die Differenzierung zu Tyl-Zellen zu induzieren (Szabo, 2000), definierte diese Zellen als
eigenstindige T-Zellsubpopulation. Uber die Sekretion von IFN-y konnen Tyl-Zellen Zellen des

angeborenen Immunsystems (Makrophagen, Natiirliche Killerzellen) rekrutieren und aktivieren, die
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daraufhin intrazelluldre Erreger wirkungsvoll bekdmpfen konnen (Mosmann und Coffman, 1989).
Obwohl Tyl-Zellen keine B-Helfer-Tatigkeit besitzen, sind Tyl-gerichtete Immunantworten in der
Maus mit der Produktion von Immunglobulin-2a (IgG2a), im Menschen von IgG1l durch B-Zellen

verbunden (Mosmann und Coffman, 1989).

Ty2-Zellen sind entscheidend fiir die humorale und damit Antikérper-vermittelte Immunantwort, da
sie durch die Freisetzung von IL-4, -5 und -13 B-Zellen effektiv aktivieren und die Differenzierung zu
antikorpersezernierenden Plasmazellen, insbesondere von IgE" Plasmazellen, induzieren konnen
(Mosmann und Coffman, 1989). Damit gelingt es ihnen, Erreger zu bekdmpfen, die auch in
extrazelluldare Bereiche des Korpers eingedrungen sind. Der Mastertranskriptionsfaktor der Ty2-Zellen
ist GATA-3 (Zhang, 1997; Zheng und Flavell, 1997). GATA-3 (GATA-binding protein 3) wird
kontinuierlich von CD4" T-Zellen im Verlauf der gesamten T-Zellentwicklung exprimiert, wobei das
Expressionslevel wahrend der Entwicklung von einem Thymozyten zur Ty2-Zelle ansteigt (Ho, 2009).
Des Weiteren wird die GATA-3-Expression wahrend der Differenzierung von Ty2-Zellen durch 1L-4
induziert und iiber STATO6 (signal transducer and activator of transcription 6) vermittelt (Ouyang,
1998). Dariiber hinaus sind jedoch auch alternative STAT6-unabhidngige Wege bekannt (Amsen,
2007; Fang, 2007). Nach der Aktivierung der T-Zellen iiber ihren TZR und CD28 wird GATA-3 durch
die MAPK (mitogen-activated protein kinase) p38 phosphoryliert und aktiviert, wodurch die
Translokation in den Zellkern bewirkt wird (Maneechotesuwan, 2007). Funktionell bewirkt GATA-3
eine erhohte Zugénglichkeit fiir den Genlocus von /4, il5 und i/l13, infolgedessen die Gene
transkribiert und die Zytokine sekretiert werden konnen (Lee, 2000). GATA-3 selbst initiiert jedoch
nur die Transkription von i/5 und i/13, die Transkription von i/4 ist von GATA-3 unabhéngig (Zhang,
1998).

Das durch Ty2-Zellen induzierte IgE bindet auf Mastzellen, basophilen und eosinophilen
Granulozyten, die den entsprechenden hochaffinen Rezeptor fiir IgE (FceRI) tragen. Durch
Quervernetzung der Rezeptoren werden diese Zellen aktiviert, infolgedessen sie hochtoxische,

praformierte und neu synthetisierte Mediatoren freisetzen, die den Parasiten wirkungsvoll bekdmpfen.

Die Generierung von Tyl- und Ty2-Zellen kann in vitro durch den Zusatz bestimmter Zytokine
erreicht werden und so ist IL-4 ausreichend, um die Differenzierung von Ty2-Zellen zu induzieren (Le
Gros, 1990; Swain, 1990). Interleukin-12 dagegen kann dazu dienen, einen Tyl-Zell-Phénotyp zu
generieren (Seder, 1993). Beide Zelltypen konnen sich dabei in ihrer Entstehung wechselseitig
inhibieren (Gajewski und Fitch, 1988). Die Art der Signale und deren Herkunft, die in vivo notwendig
sind, um einen Tyl- und insbesondere einen Ty2-Zell-Phdanotyp zu induzieren, sind nicht genau
bekannt. Man geht jedoch davon aus, dass T-Zellen im Kontakt mit Dendritischen Zellen bestimmte

(16sliche und/oder membrangebundene) Differenzierungssignale erhalten. Neuere Erkenntnisse deuten
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sogar darauf hin, dass eine klare Unterscheidung beider T-Zell-Subtypen in vivo nicht immer mdglich
ist. So kann die Plastizitét einer T-Zelle selbst dann noch aufrechterhalten werden, wenn sie bereits

einen bestimmten T-Helferzell-Phénotyp aufweist (Hegazy, 2010).

1.3.3 Follikulire T-Helferzellen (Trn)

Follikuldare T-Helferzellen sind essenziell, um eine effiziente, T-Zell-abhidngige Immunantwort
auszulosen. Der Verlust von Tpyg-Zellen geht mit einer beeintrachtigten humoralen Immunantwort
einher, die sich in einer verminderten Keimzentrumsbildung und damit verminderten Frequenz an
Plasmazellen und B-Gedichtniszellen duBlert. Try-Zellen wurden erstmals im humanen System
beschrieben, als eine T-Zell-Subpopulation, die sich durch die Expression des Chemokinrezeptors
CXCRS5 auszeichnet und B-Helfer-Funktion besitzt (Schaerli, 2000; Breitfeld 2000). Die
Identifizierung von Bcl-6 (B cell lymphoma 6) als den Mastertranskriptionsfaktor von Try-Zellen
(Johnston, 2009; Nurieva, 2009; Yu, 2009) machte diese Zellen zur -eigenstindigen
T-Zell-Subpopulation. T-Zellen aus Bcl-6-defizienten Madusen sind somit nicht in der Lage, zu
Tey-Zellen zu differenzieren, die Generierung anderer T-Helferzell-Populationen dagegen bleibt
unbeeintrachtigt (Yu, 2009). Bcl-6 fungiert als transkriptionelles Repressorprotein (Shaffer, 2000).
Wie gezeigt werden konnte, wird die Differenzierung zu anderen T-Helfer-Subpopulationen durch
Bcl-6 inhibiert (Nurieva, 2009). Auf welche Weise Bcl-6 die Differenzierung der Try-Zellen bewirkt,

ist jedoch immer noch wenig untersucht (Crotty, 2011).

Try-Zellen sind durch eine Reihe spezifischer, phénotypischer Merkmale gekennzeichnet, die ihre
Funktion als B-Helfer-Zellen verdeutlicht. Nach ihrer Aktivierung durch Dendritische Zellen beginnen
T-Zellen den Chemokinrezeptor CXCRS5 auf ihrer Oberflache zu bilden (Ansel, 1999; Sallusto, 1999).
Die zeitgleiche Herunterregulation von CCR7, einem Chemokinrezeptor, der ihre Wanderung in die
T-Zell-Zone bedingt (Warnock, 1998; Forster, 1999), ldsst sie in Richtung des B-Zell-Follikels
migrieren (Haynes, 2007). Die Migration zur B-Zell-Zone ermoglicht es ihnen erst, mit den B-Zellen
zu kommunizieren. BTLA (B- and T-lymphocyte attenuator; M’Hidi, 2009), ICOS (Akiba, 2005),
TIGIT (T cell immunoglobulin and ITIM domain; Seth, 2009) und PD-1 (programmed cell death
protein 1; Haynes, 2007) werden auf besonders hohem Niveau von Tpy-Zellen exprimiert und
iberwiegend auch genutzt, um diese Zellen durchflusszytometrisch zu analysieren. Es wird
angenommen, dass die parallele Expression kostimulatorischer (ICOS) und koinhibitorischer (PD-1,
TIGIT, BTLA) Signale dazu dient, der Langzeitstimulation {iber den TZR entgegenzuwirken, die
durch die anhaltende Interaktion mit ihren entsprechenden Partner-B-Zellen entsteht (Crotty, 2011).

Interleukin-21 wird, wenn auch nicht auschlieBlich, von Tgy-Zellen in starkem MaBe exprimiert

(Nurieva, 2008; Suto, 2008). Die Sekretion von IL-4 durch Tgy-Zellen gilt ebenfalls als gesichert
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(Reinhardt, 2009; Yusuf, 2010). Man geht derzeitig davon aus, dass die Differenzierung einer naiven
T-Zelle zu einer Tgy-Zelle in einem Mehrschrittprozess verlduft, wobei sowohl der Kontakt mit
Dendritischen Zellen als auch mit B-Zellen wichtig ist, um Bcl-6 zu induzieren und aufrechtzuerhalten
(Deenick, 2010; Goenka, 2011; Baumjohann, 2011; Choi, 2011). Welche Molekiilinteraktionen im
Einzelnen zwischen den Zell-Interaktionspartnern wichtig sind und welche spezielle Rolle die

Interaktion von ICOS mit ICOS-L dabei spielt, bleibt noch zu zeigen.

1.4 B-Effektorzellen

Die Moglichkeiten einer B-Zelle, direkte Effektorfunktionen auszuiiben, sind im Vergleich zur T-Zelle
eher begrenzt. So existieren zwar Berichte, die die Existenz verschiedener Zytokin-produzierender
B-Zell-Subpopulationen proklamieren (Lund und Randall, 2010), welche physiologische Relevanz
diese B-Zellen haben, ist jedoch noch nicht klar. Die wohl bedeutendste Eigenschaft einer B-Zelle, die
sie von anderen Leukozyten unterscheidet, liegt in ihrer Fahigkeit, Antikorper verschiedener Affinitét
und Klasse zu exprimieren. Durch die Expression eines antigenspezifischen BZR sind diese Zellen in
der Lage, spezifische Informationen eines Pathogens aufzunehmen und in Form 16slicher
Immunglobuline weiterzugeben. Somit steht die B-Zelle im Mittelpunkt der humoralen
Immunantwort. Wie bereits an fritherer Stelle erwahnt (siche Abschnitt 1.1) benétigen B-Zellen die
Hilfe von T-Zellen, um vollstindig aktiviert zu werden. Anatomisch gesehen findet die
T-B-Interaktion im sogenannten Keimzentrum statt (McHeyzer-Williams, 2001). B-Zellen des
Keimzentrums  durchlaufen eine Reihe wichtiger Modifikationen. Durch  somatische
Hypermutationsprozesse (SHM, somatic hypermutation) entstehen eine Reihe nah verwandter
B-Zell-Klone, die sich in ihrer Spezifitit und Affinitét fiir das Antigen nur geringfiigig unterscheiden
(Weigert, 1970). In diesem Prozess werden Punktmutationen in die variable Region des BZR
eingefiihrt, infolgedessen sich die Féhigkeit des BZR an das urspriingliche Antigen zu binden,
verdandert. Follikuldre Dendritische Zellen (FDZ) spielen dabei eine besondere Rolle. Sie konnen
Antigene in Form von Immunkomplexen iiber die Expression von Komplementrezeptoren (CD21 und
CD35) und Fc-Rezeptoren binden und den B-Zellen préisentieren. Nur diejenigen B-Zellen, deren BZR
infolge der Mutation eine stirkere Affinitdt zum Antigen besitzen, {liberleben (positive Selektion).
B-Zellen mit verringerter Affinitdit zum Antigen gehen dagegen in Apoptose (negative Selektion)
(Takahashi, 1999; Anderson, 2009). Es wird vermutet, dass sowohl die Signalgebung iiber den BZR,
als auch die Kompetition um T-Zell-Hilfe (Victora, 2010), die Prozesse der negativen und positiven
Selektion im Keimzentrum steuern (Goodnow, 2010). Diese Mutations- und Selektionsprozesse fiihren
dazu, dass sich die Affinitdt und Spezifitit des BZR fiir ein gegebenes Antigen im Verlauf der

T-Zell-abhingigen Immunreaktion kontinuierlich steigert (Affinitatsreifung; affinity maturation).
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Neben der Affinitétsreifung fithren B-Zellen zeitgleich auch einen Isotypwechsel (CSR; class-switch
recombination) durch. Darunter versteht man den Klassenwechsel von einem IgM-Isotypen zu IgG,
IgA oder IgE, der mit einer Anderung der Effektorfunktionen verbunden ist. Wie man heute weibB,
kann der Klassenwechsel bereits schon vor dem Eintritt der B-Zellen in das Keimzentrum erfolgen
(Jacob, 1991), was zeigt das SHM und CSR unabhingig voneinander ablaufen kénnen (McHeyzer-
Williams, 2012). Resultat der Keimzentrumsreaktion sind zum einen langlebige Plasmazellen, die das
Keimzentrum verlassen, ins Knochenmark oder in Mukosa-assoziiertes, lymphoides Gewebe
einwandern und dort fiir lange Zeit iiberleben, zum anderen B-Gedichtniszellen, die bei einem
Zweitkontakt mit demselben Antigen sehr viel schneller und stdrker reagieren als naive B-Zellen und
sich infolgedessen zu Plasmazellen entwickeln, oder der Re-Population des Keimzentrums dienen
(Manz, 1997; Slifka, 1998; Goodnow, 2010). Grundvoraussetzung fiir die Emigration aus dem
Lymphknoten ist die Herunterregulation des Chemokinrezeptors CXCRS5 und die Heraufregulation
anderer gewebsspezifischer Chemokinrezeptoren. Das Uberleben der Plasmazellen im Knochenmark,
aber auch im peripheren Gewebe ist von der Bereitstellung bestimmter Uberlebensfaktoren abhingig.
So konnte gezeigt werden, dass CXCL12, IL-6, BAFF (B cell activating factor) und APRIL (a
proliferation inducing ligand) das Uberleben von Plasmazellen fordern (Minges-Wols, 2002; Cassese,
2003). Gegenwirtig nimmt man an, dass B-Gedichtniszellen auch in Abwesenheit von
persistierendem Antigen iiberleben kdnnen (Maruyama, 2000). Die Signale, die im Einzelnen dazu
filhren, dass sich eine Keimzentrums-B-Zelle zu einer Plasmazelle oder Gedéchtniszelle entwickelt,
sind bis heute nicht vollstindig identifiziert. Man glaubt jedoch, dass die Affinitit des BZR eine Rolle
spielt und sich B-Zellen mit einer hoheren Affinitdt zum Antigen bevorzugt zu Plasmazellen

entwickeln (Smith, 1997; Phan, 2006).

Die Entscheidung einer B-Zelle zu einer Keimzentrums-B-Zelle zu werden, setzt die Expression des
Mastertranskriptionsfaktors Bcl-6 voraus (Fukuda, 1997). Bcl-6 supprimiert dabei eine Vielzahl von
Genen, die mit der B-Zell-Aktivierung, terminalen Differenzierung und Regulation des Zellzyklus in
Verbindung stehen (Shaffer, 2000). Der Mastertranskriptionsfaktor fiir Plasmazellen dagegen ist
Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1, Turner, 1994). Blimp-1 reguliert eine ganze
Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren, die in ihrer Gesamtheit dafiir verantwortlich sind, dass das fiir
Plasmazellen spezifische Differenzierungsprogramm ablaufen kann. Plasmazellen sind
enddifferenzierte Zellen, die sich nicht mehr teilen (Radbruch, 2006). Blimp-1 unterdriickt somit
Gene, die fiir die Progression des Zellzyklus zustéindig sind und die Signalgebung iiber den BZR
regulieren (Shaffer, 2002). AuBerdem werden Gene, die den Klassenwechsel ermdglichen, durch
Blimp-1 supprimiert. Bel-6 und Blimp-1 verhalten sich antagonistisch zueinander und regulieren sich

wechselseitig. So kann Bcl-6 die Expression von Blimp-1 unterdriicken und damit die
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Plasmazell-Differenzierung inhibieren (Reljic, 2000). Umgekehrt ist die Uberexpression von Blimp-1
ausreichend, um die terminale Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen zu bewirken (Shaffer,
2002). Wie auch immer, die Differenzierung einer Keimzentrums-B-Zelle zu einer Plasmazelle oder
B-Gedichtniszelle setzt die Herunterregulation von Bcl-6 voraus (Kuo, 2007; Shaffer, 2000), wobei

die genauen Mechanismen, die dazu fiihren, nicht bekannt sind.

Plasmazellen und B-Gedéchtniszellen kdnnen aber auch unabhingig von einer Keimzentrumsreaktion
entstehen (Toyama, 2002; McLennan, 2003; Inamine, 2005). Man geht davon aus, dass diese Zellen
dazu dienen, im Falle einer Infektion die erste, schnelle Abwehrfront zu bilden. Die entstandenen
extrafollikuldren Plasmazellen und B-Gedichtniszellen konnen zwar einen Klassenwechsel
durchfiihren (Toellner, 1998), es wurde jedoch lange Zeit angenommen, dass sie nur kurzlebig sind
und eine geringe Affinitdt zum Antigen besitzen (MacLennan, 2003). Anderen Berichten zufolge sind
jedoch auch extrafollikulidre Plasmazellen in der Lage, eine Affinitétsreifung durchzufiihren und ins
Knochenmark einzuwandern (Matsumoto, 1996; Kato, 1998; Karrer, 2000). Die Signale, die die
extrafollikuldre Plasmazellreaktion induzieren, sind nur unzureichend erforscht. Eine Beteiligung der
BZR-Affinitdt wird aber auch diesem Prozess zugrunde gelegt (Paus, 2006). Neuere Berichte stirken
die Rolle von T-Zellen in diesem Prozess und deuten daraufhin, dass sich die Qualitidt der
T-Zell-Hilfe, die eine extrafollikuldre Antwort bewirkt, von der, die eine follikuldre Antwort induziert,
unterscheidet (Lee, 2011). Die verschiedenen Schicksale, die eine B-Zelle nach ihrer Aktivierung

haben kann, zeigt Abbildung 3.

B-Zell-Zone
Primarfollikel

T-Zell-Zone

Keimzentrum

Abbildung 3. Differenzierung von B-Effektorzellen.

B-Zellen (B), die auf Follikuldren Dendritischen Zellen (FDZ) ihr spezifisches Antigen iiber den B-Zell-Rezeptor (BZR)
binden, werden aktiviert und wandern in Richtung T-Zell-Zone (2). An der Grenze zwischen T- und B-Zell-Zone treffen sie
auf T-Zellen (T), die zuvor durch Dendritische Zellen (DZ) aktiviert worden sind, deren T-Zell-Rezeptor (TZR) eine
Spezifitit fiir das gleiche Antigen besitzt (1) und die darauthin den Komplex aus MHC-II-Molekiil und Antigenpeptid auf der
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Oberfliche der B-Zellen erkennen (3). Die T-B-Interaktion fiihrt zur vollstindigen Aktivierung der B-Zellen, die
infolgedessen sofort zu Plasmazellen (PZ) und B-Gedichtniszellen (GZ) werden (4), oder zuriick ins B-Zell-Follikel
wandern, eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen und erst dann das Keimzentrum als Plasmazellen oder B-Gedéchtniszellen
verlassen (5).

1.5 Bedeutung der T- und B-Zellen fiir die asthmatische Reaktion

Der Respirationstrakt ist stindig mit einer Vielzahl von Umweltantigenen konfrontiert, die jedoch
iiberwiegend tolerisiert werden und zu keiner Immunantwort fithren. In asthmatischen Individuen
allerdings fiihrt das Einatmen eines Allergens zur krankmachenden Uberreaktion (Holgate, 2008;
Barnes, 2008). Allergene sind dabei harmlose Proteinantigene, die jedoch, bedingt durch eine
genetische Prédisposition in Zusammenhang mit anderen Faktoren, in manchen Menschen eine
krankmachende Immunreaktion auslosen. Die Sensibilisierung, d.h. der Erstkontakt mit dem Allergen
und die daraufhin einsetzende Produktion von IgE, findet dabei hédufig schon in der frithen Kindheit
statt (Woodfolk, 2007). Dendritische Zellen, die im Lungengewebe ein Allergen aufgenommen und
prozessiert haben, wandern in den Lymphknoten ein, in welchem sie naive T-Zellen den Komplex aus
Peptid und MHC-II-Molekiil préasentieren und darauthin aktivieren (Abbildung 4). Die
Differenzierung der T-Zellen zu Ty2-Effektorzellen stellt dabei eine wichtige Schliisselkomponente
der allergischen Reaktion dar und man geht davon aus, dass die Art des Antigens, die Prdsenz
mikrobieller Substanzen (z.B. Lipopolysaccharid), die Antigenroute und genetische Faktoren die
Differenzierung zu Ty2-Zellen fordern. Die durch Ty2-Zellen freigesetzten Zytokine IL-4 und IL-13
bewirken in allergenspezifischen B-Zellen einen Klassenwechsel nach IgE. Das allergenspezifische
IgE kann dann auf der Oberflache von Mastzellen an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRI) binden, die
dann durch die Bindung multivalenter Antigene quervernetzt werden und dadurch die Mastzellen
aktivieren. Infolgedessen kommt es zur Freisetzung praformierter Mediatoren (z.B. Histamin), die die
sogenannte Sofortreaktion verursachen. Diese &uBert sich durch Vasodilatation, Konstriktion der
glatten Bronchusmuskulatur und Verstirkung der Schleimsekretion. Dariiber hinaus werden weitere
Entziindungszellen wie Ty2-Effektorzellen und Eosinophile ins Lungengewebe rekrutiert, die dann die
Spédtphase der allergischen Reaktion dominieren. Diese ist durch eine andauernde
Entziindungsreaktion und Bronchokonstriktion gekennzeichnet, die vor allem durch Eosinophile als
Haupteffektorzellen verursacht werden. Eosinophile Granulozyten kommen in gesunden Menschen in
nur geringen Frequenzen vor, in Allergikern dagegen sind sie in ihrer Zahl stark erhoht (Eosinophilie).
Nach Aktivierung beginnen diese Zellen, die hochaffinen FceRI zu exprimieren, die durch den
erneuten Kontakt mit dem Allergen quervernetzt werden, was zur Degranulation der Eosinophilen
fiihrt (Lukacs, 2001). Ahnlich den Mastzellen kénnen auch Eosinophile Mediatoren freisetzen, die sie

entweder praformiert in ihren Granula speichern oder neu synthetisieren. Insgesamt unterscheidet man
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vier verschiedene kationische Proteine, wobei das major basic protein (MBP) am stirksten gebildet
wird. Die basischen Proteine sind hochtoxisch und verantwortlich fiir die Gewebszerstérung, die mit
der asthmatischen Erkrankung einhergeht. Es kommt zu Strukturverdnderungen in der Lunge (airway

remodelling), einer Verengung der Luftwege und einhergehend damit zur Atemnot.

Sensibilisierung ——>» T- Zell-Effektorphase ———— > Asthma

Allergen

Abbildung 4: Ablauf der allergischen Immunantwort.

Eine Dendritische Zelle (DZ) patrouilliert durch den Korper, nimmt in der Lunge Antigene und damit Allergene auf und wird
aktiviert. Nach Wanderung in den Lymphknoten erfolgt die Aktivierung naiver, allergenspezifischer T-Zellen (T), die sich
infolgedessen zu Ty2-Effektorzellen entwickeln. Die Freisetzung der Ty2-Zytokine Interleukin-4 (IL-4), IL-5 und IL-13
bewirkt in allergenspezifischen B-Zellen (B) den Klassenwechsel nach Immunglobulin E (IgE). Die produzierten
allergenspezifischen IgE-Antikorper kdnnen an hochaffine Fe-Epsilon-Rezeptoren (FceRI) auf Mastzellen binden. Mastzellen
setzen infolgedessen Mediatoren frei, die T;2-Effektorzellen und Eosinophile ins Entziindungsgebiet rekrutieren. Der erneute
Kontakt mit dem Allergen fiihrt zur Quervernetzung der FceRI auf Eosinophilen, die die Entziindungsreaktion durch die
Ausschiittung verschiedener Mediatoren aufrechterhalten. TZR T-Zell-Rezeptor; MHC-II Haupthistokompatibilitdtskomplex-
11 (major histocompatibility complex 11); ICOS induzierbarer Kostimulator (inducible costimulator); ICOS-L ICOS-Ligand

1.6 B-Zellen als antigenprisentierende Zellen (APZ)

B-Zellen bilden neben Dendritischen Zellen und Makrophagen die dritte Gruppe der
antigenprasentierenden Zellen, obwohl ebenfalls auch eine Antigenprisentation durch Eosinophile und
Basophile diskutiert wird (Shi, 2004; Mikhak und Luster, 2009). Die antigenprisentierende Funktion
der B-Zellen ist zu Beginn einer Immunantwort unabdingbare Voraussetzung dafiir, dass B-Zellen

vollstdndig aktiviert werden und unerldsslich, um eine wirkungsvolle T-Zell-abhingige, humorale
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Immunantwort zu induzieren (Baumjohann, 2011; Goenka, 2011). Méuse, deren B-Zellen nicht in der
Lage waren Antigen zu présentieren, zeigten nur eine verminderte T-Zell-Antwort (Crawford, 2006).
Die Rolle der B-Zellen als APZ wird jedoch besonders im Zusammenhang mit chronisch
entziindlichen Erkrankungen diskutiert. Denn unter antigenlimitierenden Bedingungen haben B-Zellen
einen Vorteil gegeniiber Dendritischen Zellen als antigenprésentierende Zellen wirksam zu werden
(Rivera, 2001; Malynn, 1985; Townsend und Goodnow, 1998). Ursdchlich dafiir ist ihr
antigenspezifischer B-Zell-Rezeptor, der es ihnen erlaubt, auch geringste Mengen an Antigen sehr
effizient und hochspezifisch rezeptorvermittelt aufzunehmen. So gelingt es ihnen, geringe Mengen an
Antigen zu konzentrieren und wirkungsvoll zu présentieren. Dendritische Zellen dagegen besitzen
keine Antigenspezifitit. Sie nehmen grofe Mengen 16sliches Antigen iiber Makropinozytose und
partikuldres Antigen iiber Phagozytose auf und konnen bestimmte Eigenschaften von Antigenen
(Ladung, Glykosylierung) iiber unspezifische Rezeptoren erkennen und daran binden (Banchereau und
Steinman, 1998). Die Affinitit des BZR fiir ein gegebenes Antigen ist zu Beginn einer Immunantwort
noch sehr gering, wird sich aber im Verlauf der Immunantwort zunehmend steigern (siehe Abschnitt
1.4). Nur diejenigen B-Zellen, deren BZR eine gesteigerte Affinitdt zum Antigen aufweisen, iiberleben
und man weill heut, dass eine positive Korrelation zwischen der BZR-Affinitdt und der
antigenprasentierenden Funktion der B-Zellen besteht (Batista und Neuberger, 1998). Im Gegensatz zu
Dendritischen Zellen sind B-Zellen jedoch nicht in der Lage, naive T-Zellen zu aktivieren, da die
notwendigen kostimulatorischen Molekiile erst nach Aktivierung der B-Zellen auf der Oberflache

hochreguliert werden.

1.7 Ausgangspunkt der Arbeit und Zielstellung

Nach der Identifizierung, Klonierung und funktionellen Charakterisierung des induzierbaren
Kostimulators ICOS Ende der 90er Jahre, wurde in der Folgezeit eine Reihe von Publikationen
verdffentlicht. Diese setzten sich zum Ziel, die Rolle von ICOS in unterschiedlichen Modellsystemen
zu untersuchen. Um einer mdglichen Funktion auf die Spur zu kommen, wurde initial durch den
Einsatz blockierender Antikorper oder von Fusionsproteinen versucht, die Interaktion des
ICOS/ICOS-L-Molekiilpaares zu unterbinden (Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999; McAdam, 2000). Erst
die Generierung von ICOS KO (Dong, 2001; Ozkaynak, 2001; Tafuri, 2001; McAdam, 2001) und
spater auch ICOS-L KO (Nurieva, 2003; Mak, 2003; Wong, 2003) Méusen machte es jedoch moglich,
Auswirkungen des fehlenden Rezeptors oder Liganden in vivo ausgiebig zu untersuchen. Initiale in
vitro und in vivo Studien konnten zeigen, dass die Interaktion von ICOS mit ICOS-L eine
kostimulatorische Wirkung auf T-Zellen ausiibt, die unabhéngig von CD28-CD80/86 erfolgt und

bedingt durch die andauernde Expression von ICOS auf T-Geddchtniszellen, vermutlich nicht nur auf
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die primére, sondern auch sekundire Immunantwort Einfluss nehmen kann (Yoshinaga, 1999; Hutloff,
1999). Spiétere in vivo Untersuchungen in ICOS KO und ICOS-L KO Maiusen stirkten die Bedeutung
dieser Interaktion fiir die Kooperation antigenspezifischer T- und B-Zellen (Dong, 2001; Tafuri, 2001;
Wong, 2003). Schon friihzeitig konnte gezeigt werden, dass ICOS auf aktivierten T-Zellen, der Ligand
dagegen auf einer Vielzahl von Zellen lymphoiden und nicht-lymphoiden Ursprungs exprimiert wird
(Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999; Ling, 2000; Wang, 2000; Aicher, 2000; Khayyamian, 2002). Aus
diesem Umstand ergeben sich vielfdltige Interaktionsmoglichkeiten fiir ICOS-exprimierende T-Zellen
und eine Interaktion iiber ICOS kann sowohl mit Dendritischen Zellen als auch mit B-Zellen erfolgen.
Untersuchungen in Maiusen, die durch das vollstindige Fehlen des Rezeptors oder Liganden
gekennzeichnet sind, geben zwar einen Hinweis auf die globale Bedeutung der ICOS-Kostimulation
im Immunsystem, konnen die beobachteten Effekte jedoch nicht auf die fehlende Kostimulation
zwischen bestimmten Interaktionspartnern zuriickfiihren. Trotzdessen wurde nur von wenigen
Gruppen der Versuch unternommen, die Relevanz der ICOS-Signalgebung zwischen T-Zellen und
Dendritischen Zellen von der zwischen T-Zellen und B-Zellen abzugrenzen (Mak, 2003; Nurieva,
2008). Beobachtungen unserer eigenen Arbeitsgruppe zeigten zudem, dass nur der Transfer ICOS"
T-Zellen, nicht aber ICOS™ T-Zellen in einem murinen Atemwegsinflammationsmodell zu einer

Akkumulation von B-Zellen im Lungengewebe fiihrte (Lohning, 2003; Beier, 2004).
Zielstellung der vorliegenden Arbeit war daher:

1. FEin neuartiges Atemwegsinflammationsmodell in der Maus zu etablieren, das:

e im Hinblick auf das verwendete Adjuvanz und den Eintrittsweg des Antigens moglichst
physiologisch ist,
e und es erlaubt, antigenspezifische T- und vor allem B-Zellen im entziindeten Gewebe

aber auch drainierenden Lymphknoten zu analysieren.

2. Ein System zu entwickeln, das es ermoglicht, die Relevanz der ICOS-Signalgebung in der
Interaktion von T- und B-Zellen, sowie T-Zellen und Dendritischen Zellen isoliert zu

betrachten.

3. Zu analysieren, welche Relevanz B-Zellen fiir den Fortgang einer Immunantwort im

entziindeten Gewebe haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Softwareprogramme

Gerit/Zubehor

Mikroskop: Axioskop 2, Axiocam,
Objektive: Plan-Neofluar 5X;
Plan-Apochromat Deutschland
10x/0,45; 20X/0,8; 100x/1,4 oil

Durchflusszytometer: LSR 11

Durchflusszytometer:
FACSAria™ II cell sorter

Cytospin® 3

Mikrotiterplatten-Waschgerét:
96 Plate Washer™ (ELISA)

gentleMACS™ Dissociator
Zellzéhlgerit: Guava® PCA
Mikrotiterplatten-Lesegerét:

Infinite M200 PRO
Kryostat: Leica CM 1950

Software

AxioVision 4.7

BD FACSDiva
BD FACSDiva

Guava ViaCount®

Assay
Magellan 7.1

Hersteller

Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena,

BD Biosciences

BD Biosciences

Shandon Scientific LTD,
England

Tecan Austria GmbH, Grodig/
Salzburg, Osterreich

Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch-Gladbach, Deutschland

Guava Technologies, Hayword,
CA, USA

Tecan Austria GmbH, Grodig/
Salzburg, Osterreich

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

2.2 Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Verbrauchsmaterialien:

Cell Trics® Disposable Filter (30 um)

Cellstar® Tubes (50 ml)
Deckglédschen (24 x 50 mm)

Einmal-Injektions-Kaniilen

Einwegspritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml)

Feuchtekammer (300 x 200 x 50 mm)

gentleMACS™ Tubes (C Tubes)

Bezugsquelle:

PARTEC, Gorlitz, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Menzel-Glaser, Thermo Scientific,
Braunschweig, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Werkstitte f. Chemie und Photo, Berlin,
Deutschland

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

15



Material und Methoden

Glaskapillaren (10 pm)

ImmEdge Pen (Wachsstift)

Insulinspritzen (1 ml)

MACS® Separation Columns (LS Columns);
Multi Stand

Metallsieb 212 uym

Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Rund-
und Flachboden)

Objekttrager (gebrauchsfertig, geschnitten)

Venenverweilkaniile BD Neoflon™
Venenpunktionsbesteck (Venofix®)
Zellkulturflaschen

Zellsieb 70 um
Zentrifugenrohrchen 14 ml

Reagenzien:

Aceton

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Tabletten
3-Aminopropyltriethoxysilan

Brefeldin A

10X Casein Solution

Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester

(CFSE)
4¢,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Diff-Quick® Schnellfirbeset

N,N-Dimethylformamid
DNAse I
Ethanol > 99,8 %, vergillt mit ca. 1 % MEK

Fotales Kilberserum (FCS)

Hirschmann Laborgerdte GmbH, Eberstadt,
Deutschland

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA

TERUMO®, Leuven, Belgien

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch MACS
Gladbach, Deutschland

Werkstitte f. Chemie und Photo, Berlin,
Deutschland

Nunc, Didnemark

Menzel-Glaser, Thermo Scientific,
Braunschweig, Deutschland

BD Biosciences

Braun, Melsungem, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
BD Falcon™, MA, USA

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

Bezugsquelle:

Carl Roth GmbH + Ko.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA,
USA

Life Technologies (Molecular Probes),
Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Medion Diagnostics AG, Diidingen,
Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland
Roche Diagnostics, IN, USA

Carl Roth GmbH + Ko0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco, Eggenstein, Deutschland
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FoxP3 Fixierungs-/Permeabilisierungsset
(Concentrate, Diluent, 10X Permeabilization buffer)

Glukose

Glukoseoxidase aus Aspergillus niger
Hématoxylin Monohydrat

rekombinantes, murines Interleukin-4 (IL-4)
Ionomycin

Isofluran

Isopropanol (2-Methylbutan)

Kalialaun [KAI(SO4), x 12 H,0]

Kaisers Glyzeringelatine

Kollagenase D aus clostridium histolyticum

LDS 751

Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli O55:B5
Live/Dead® Fixable Stain Kit

Natriumazid (Research Grade)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumiodat (NalOs)

Natriumpyruvat

nicht-essentielle Aminosduren (MEM NEAA 100X)

4-Hydroxy-5-Nitrophenylacetic
acid Succinimide ester (NP-OSu)

Ovalbumin
(Albumin from Chicken white egg, Grade V)

OV Ai33330 ISQAVHAAHAEINEAGR)

Periodic Acid Schiff (PAS)-Farbeset

Penicillin/Streptomycin
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)
Peanut Agglutinin (PNA)

Ratten-Immunglobulin (unkonjugiert)

eBiosciences, San Diego, CA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics, IN, USA

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Life Technologies (Invitrogen), Darmstadt,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Gibco, Eggenstein, Deutschland

Biosearch Technologies, Novato, CA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

synthetisiert von P. Henklein, Charité,
Berlin

Carl Roth GmbH + Ko0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., PA, USA
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Rinder-Serumalbumin (BSA; low Endotoxin)
Rinderserumalbumin (BSA, POD-frei)

RPMI 1640

Saponin
3,3".5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB)
Tissue-Tek® O.C.T Compound
Tween® 20

2.3 Puffer, Losungen und Medien

AEC-Stammlésung

AEC-Substratlosung (Histologie)

Antikorper-PBS (AK-PBS)

0,5X Casein
DAPI-Stammldsung (LSR II)
DAPI-Stammlosung (FACSAria II)

Erylyselosung

ELISA-Blockierungslosung

ELISA-Waschpuffer

FACS-PBS

10X Fc-Block

IfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Serva Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

Biochrom GmbH & Co., Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sciences Services, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

1 Tablette AEC
2,5 ml Dimethylformamid

50 mM Natriumacetat
5 % (v/v) AEC-Stammlosung
in dH,0, pH 5,0

0,2 % (v/v) BSA
0,1 % (v/v) NaN;-Stammldsung
in PBS

5 % (v/v) Casein
in dH,0

14,3 mM DAPI
in DMSO

25 uM DAPI
in NaCl

0,15 mM NH,CI

10 mM KHCO;

0,1 mM EDTA

in dH,0, pH 7.2-7,4

1 % (v/v) BSA (POD-frei)
0,1 % Tween® 20
in PBS

0,1 % (v/v) Tween® 20,
in PBS, pH 7,3

2,5 % (v/v) FCS

0,1 % (v/v) NaN;-Stammldsung
in PBS

1 mg/ml Anti-CD16/32 (2.4G2)
0,5 mg/ml Ratten-Immunglobulin
in PBS
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4%ige Formaldehydlosung

Hématoxylin-Lésung (nach Mayers)

Histologie-Waschpuffer

Ladepuffer (CFSE)

MACS-PBS

Narkoselosung (pro Tier)

Natriumazid (NaNj3)-Stammldsung (20 %)

Phospat-gepufferte Salzlosung (PBS)

Peroxidase-Blockierungslosung (Histologie)

RI10F" Medium

0,5 M Phosphat-Citrat-Puffer (ELISA)

Saponinpuffer

Silanisierungslosung

50 % Tissue-Tek

TMB-Substratlosung (ELISA)

Verdaupuffer

37%ige Formaldehydlosung
in PBS

3,1 mM Hématoxylin Monohydrat
1 mM NalOs

105 mM Kalialaun

302 mM Chloralhydrat

4,7 mM Zitronensidure

in dH,0

0,05 % (v/v) Tween® 20
in PBS

0,1 % (v/v) BSA
in PBS

0,5 % (v/v) BSA
in PBS

1,5 mg Ketamin
0,08 mg Xylazin
in PBS

200 mg NaN;
1 ml PBS

136,89 mM NacCl

2,68 mM KCI

1,47 mM KH,PO4

8,05 mM Na,HPO,, pH 7,3

10 mM Glukose

1 U/ml Glukoseoxidase
1 mM Natriumazid

in PBS

RPMI 1640

10 % (v/v) FCS

100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
50 uM B-Mercaptoethanol

0,2 M NazHPO4
0,1 M Zitronensaure
in dH,0, pH 5,0

5 % (w/v) Saponin
in FACS-PBS

2 % (v/v) 3-Aminopropyltriethoxysilan
in Ethanol

Tissue-Tek
in PBS

1 Tablette TMB
10 ml 0,05 M Phosphat-Citrat-Puffer

RPMI 1640
0,5 % (v/v) BSA
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Zellkulturmedium

Zellzahllosung

2.4 Monoklonale Antikorper (mAK)

Tabelle 1. Verwendete monoklonale Antikorper.

RPMI 1640

10 % (v/v) FCS

100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

1 % (v/v) nicht-essentielle Aminosduren
1 % (v/v) Natriumpyruvat

50 uM B-Mercaptoethanol

2,5 pg/ml LDS-751

1 pg/ml Propidiumjodid
5mM EDTA

0,05 % (v/v) NaN;

in PBS

Die Tabelle zeigt samtliche in dieser Arbeit verwendeten, monoklonalen Antikorper, wobei einige kommerziell bezogen,

andere aus eigenen Hybridomiiberstdnden gewonnen wurden. Nicht kommerzielle Antikdrper wurden, wenn notwendig, an

verschiedene Fluorophore gekoppelt. Antikdrper, die in der Histologie eingesetzt wurden, sind kursiv geschrieben. Solche,

die im ELISA verwendet wurden, sind fett markiert. ATCC American Type Culture Collection; ECACC European

Collection of Cell Cultures

Antigenspezifitit Klonbezeichnung | Herkunft Referenz/Hersteller
Dig (Fab) kommerziell Roche Diagnostics, IN, USA
FITC (Fab) kommerziell Roche Diagnostics, IN, USA
Bcl-6 K112-91 kommerziell BD Biosciences

CD3 KT3 Hybridom Tomonari, 1988

CD4 GK1.5 Hybridom ATCC: TIB 207

CD4 YTS 191.1 Hybridom ECACC: 87072282
CDS8 53-6.72 Hybridom ATCC: TIB 105

CDll1c N418 Hybridom ATCC: HB-224

CD19 1D3 Hybridom ATCC: HB-305

CD19 6D5 kommerziell BioLegend

CD21/35 7G6 kommerziell BD Biosciences
CD21/35 7G6 kommerziell BD Biosciences

CD23 B3B4 kommerziell BD Biosciences

CD25 2E4 Hybridom Ortega, 1984

CD38 90 kommerziell eBiosciences/BioLegend
CD45.1 A20 kommerziell eBiosciences/BioLegend
CD45.1 A20 kommerziell eBiosciences/BioLegend
CD45.2 104 kommerziell eBiosciences/BioLegend
CDA45R (B220) RA3-6B2 kommerziell Coffman, 1983

CD62L MEL-14 Hybridom ATCC: HB-132

CD69 HI1.2F3 kommerziell eBiosciences/BioLegend
CD90.1 (Thy-1.1) 0X-7 Hybridom ECACC: 84112008
CDY90.1 (Thy-1.1) OX-7 Hybridom ECACC: 84112008
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CD134 (0X-40) 0X-86 Hybridom ECACC: 96110601
CD138 281.2 kommerziell BD Biosciences
CD138 281.2 kommerziell BD Biosciences
CD150 (SLAM) TC15-12F12.2 kommerziell BioLegend
CD185 (CXCRY) 2G8 kommerziell BD Biosciences
CD275 (ICOS-L) MIL-5733 Hybridom Frey, 2010
CD278 (ICOS) MIC-280 Hybridom Lohning, 2003
CD279 (PD-1) J43 kommerziell eBiosciences
GATA-3 TWAJ kommerziell eBiosciences
GC B cells GL7 Hybridom Laszlo, 1993
IgA C10-3 kommerziell BD Biosciences
IgD 11-26¢ Hybridom ATCC: HB-250
IgE R35-72 kommerziell BD Biosciences
IgE R35-72 kommerziell BD Biosciences
IgGl LO-MG 1-2 kommerziell Serotec

IgM Bet-2 Hybridom ATCC: HB-88
IL-2 JES6-1A12 kommerziell Biosource International
IL-2 JES6-5H4 Hybridom Abrams, 1992
IL-4 BVD6-24G2 kommerziell eBiosciences
IL-10 JESS5-2A5 Hybridom Sander, 1993
IL-13 38213.11 kommerziell R&D Systems
IFN-y AN18.17.24 Hybridom Prat, 1984
Ly-6G/C RB6-8C5 Hybridom Hestdal, 1991
MBP-1 MBP-1 James Lee, Scottsdale

MHC-II M5/114.15.2 Hybridom ATCC: TIB-120
NP-spez. BZR Acl46 Hybridom Reth, 1979
Siglec-F E50-2440 kommerziell BD Biosciences
TIGIT GIGD7 kommerziell eBiosciences
Vo2-TCR B20.1 kommerziell eBiosciences
VBS-TCR MR9-4 kommerziell BD Biosciences

2.5 Tierexperimentelle Methoden

2.5.1 Mause

C57BL/6 Maiduse und BALB/cAnNCrl (Gorham, 1996) Méuse wurden in der Tieranlage des
Bundesinstituts fiir Risikobewertung geziichtet. Des Weiteren erfolgte eine Riickkreuzung von ICOS
Knock-out (KO) (Ozkaynak, 2001) und ICOS-L KO Miusen (Wong, 2003) fiir zehn Generationen auf
C57BL/6 und BALB/c. Die Kreuzung von Ovalbumin (OVA) T-Zell-Rezeptor (TZR)-transgenen
OT-II Méusen (Barnden, 1998) mit B6.PL Mausen (Jackson Laboratories) fiihrte zur Einkreuzung des
kongenen Markers CD90.1 (Thy-1.1), der es ermdglichte, OV A-spezifische T-Zellen in vivo zu
verfolgen. Eine weitere Kreuzung dieser Miuse mit ICOS KO Tieren brachte die OT-II ICOS KO
Maiuse hervor. Nitrophenol (NP) B-Zell-Rezeptor (BZR)-transgene B1-8i Méuse (Sonoda, 1997)
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wurden zusitzlich mit CkT Tieren (Zou, 1993) verpaart. Als kongener Marker fiir die NP-spezifischen
B-Zellen diente CDA45.1, der durch Kreuzung der B1-8i CkT Tiere mit Ly-5.1 Mé&usen (Jackson
Laboratories) eingefiihrt wurde. Die weiterfiihrende Verpaarung mit ICOS-L KO Méusen brachte die
B1-81 ICOS-L KO Tiere hervor.

Fiir alle Experimente wurden weibliche, altersgleiche Spender- und Empfiangertiere verwendet, die
zwischen 8-12 Wochen alt waren. Die Zucht der Tiere erfolgte unter spezifisch pathogen-freien (SPF)
Bedingungen im Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) in Berlin, wobei die Durchfithrung der
Experimente in der Tierhaltungsanlage des Robert Koch-Instituts (RKI) erfolgte. Alle Experimente
wurden gemdl den staatlichen Richtlinien durchgefiilhrt und waren durch die lokale

Genehmigungsbehorde bescheinigt.

2.5.2 Adoptiver Transfer

Als Spendertiere flir die OVA-TZR-transgenen T-Zellen dienten OT-II und OT-II ICOS KO Maéuse.
NP-spezifische B-Zellen wurden aus B1-8i und B1-8i ICOS-L KO Miusen isoliert. 2-2,5 x 10°
OVA-TZR-transgene (Va2-TZR™ VB5-TZR") T-Zellen und 2-2,5 x 10° follikulire (CD21" CD23"),
NP-BZR-transgene B-Zellen wurden intravends in die Schwanzvene syngener Empfangermiuse
injiziert. Die T-Zellen wurden zuvor entweder iiber magnetische Zellsortierung (siche 2.6.2) auf
CD62L"" exprimierende und damit naive T-Zellen angereichert oder in vitro in Richtung eines
Tu2-Helfer-Zelltyps polarisiert (siche 2.6.7). Fiir einige Experimente wurden auch die B-Zellen
sortiert, indem CD43" Zellen aus B1-8i oder B1-8i ICOS-L KO Splenozyten iiber magnetische
Zellsortierung abgereichert wurden (siehe 2.6.2). In der Durchflusszytometriec war es dann mdglich,
die antigenspezifischen T- und B-Zellen iiber die kongenen Marker CD90.1 (Thy-1.1) bzw. CD45.1

von endogenen Zellen zu unterschieden (siche Abbildung 6).

2.5.3 Immunisierung der Tiere

2.5.3.1 Herstellung des Nitrophenol-Ovalbumin (NP-OVA)-Konjugats

100 mg Ovalbumin-Protein wurden in 0,2M NaHCOs-Puffer gelost und 150 mg
Nitrophenol-Succinimidylester (NP-OSu) unter Rithren zugegeben. Die Dialyse der Losung gegen
PBS diente dazu, freies Nitrophenol zu entfernen (MWCO 12 400). Der Wechsel des Puffers erfolgte
nach zwei, vier und 24 h. AnschlieBend wurden das Volumen und damit die Konzentration der NP-
OVA-Losung bestimmt. Geeignete Aliquots an NP-OVA wurden bei -20 °C bis zur Verwendung
gelagert.
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2.5.3.2 Kopplung von NP-OVA an ALUM (Aluminiumhydroxid)

10 ml der Ovalbumin-Proteinlésung (5 mg/ml) wurden mit 12,5 ml 9%iger Kalialaunlésung unter
Riihren vereinigt. AnschlieBend wurden 500 ul NaOH-Losung tropfenweise zugefiigt, um einen
pH-Wert zwischen pH 6,0-7,5 zu erhalten. Nach einer weiteren Stunde unter Riihren, erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS (2000 x g, 5 Min., 4 °C). Das Pellet wurde in 10 ml PBS resuspendiert und in
geeigneten Aliquots bei -20 °C gelagert. Die Bestimmung der Protein-Konzentration erfolgte mittels

Coomassie-Test.

2.5.3.3 Intranasale Antigengabe

Fiir alle adoptiven Transferexperimente wurden 5-50 pg l6sliches NP-OVA-Konjugat zusammen mit
2-5 ng Lipopolysaccharid (LPS) als Adjuvanz mindestens zwei Mal und hdochstens vier Mal intranasal
(i. n.) verabreicht (Abbildung 6 und Abbildung 11A). Im Falle der aktiven Sensibilisierung erfolgte
zundchst die systemische Immunisierung iiber die intraperitoneale (i.p.) Gabe von 50 ug
NP-OVA/ALUM. AnschlieBend wurden 50 pg 16sliches NP-OVA intranasal verabreicht, um die

lokale Immunantwort zu stimulieren (Abbildung 11A).

Die intranasale Antigengabe setzte die Narkotisierung der Méuse voraus. Dazu erfolgte eine
Injektionsanésthesie mit Ketamin und Xylazin in PBS, wobei 100 pl der Narkoselosung pro Tier (pro

20 g Maus: 1,5 mg Ketamin + 0,08 mg Xylazin) i. p. verabreicht wurden.

2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung muriner Zellen
2.6.1.1 Isolierung von Zellen aus der Milz

Nach Toétung der Maus durch zervikale Dislokation wurde die Milz entnommen, von Fett frei
prapariert, in drei Teile geschnitten und durch ein 212 um Sieb passiert. Die erhaltene Zellsuspension
wurde nachfolgend durch ein 70 um Nylonsieb filtriert und 8 Min. bei 380 x g und 20 °C zentrifugiert.
Zur Lyse der Erythrozyten, die wihrend der durchflusszytometrischen Analyse storend wirken
konnen, erfolgte die Resuspension des Zellpellets in einem Erylysepuffer fiir 1 Min. bei RT. Die
Erylyse wurde durch Zugabe von PBS abgestoppt und die Zellen ermeut durch ein 70 pm Zellsieb
filtriert. AnschlieBend wurden die Zellen gezéhlt (siehe 2.6.3), 8 Min. bei 380x g und 4 °C

zentrifugiert und in einem entsprechenden Volumen R10F"-Medium resuspendiert.
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2.6.1.2 Isolierung von Zellen aus der Lunge

Die Lunge wurde zuerst iiber die rechte Herzkammer mit 10 ml PBS unter Verwendung des
Venenpunktionsbestecks und einer 10 ml Spritze gespiilt und danach entnommen. Die Perfusion
diente dazu, alle Erythrozyten weitestgehend aus der Lunge zu entfernen. Thymus, Fett- und
Bindegewebe wurden unter dem Binokular ebenfalls entfernt, genauso wie der tracheobroncheale
Lymphknoten. Das Lungengewebe wurde unter Nutzung des gentleMACS™ Dissociators zerkleinert.
Die Zerkleinerung erfolgte in C Tubes in RPMI/BSA-Verdaupuffer unter Verwendung des
voreingespeicherten Lungenprogramms lung 01-01. Nach einer kurzen Zentrifugation der R6hrchen
fiir 3 Min. bei 380 x g und 4 °C schloss sich ein Gewebeverdau an. Dazu wurden dem Ansatz
500 pg/ml Kollagenase D und 20 ng/ml DNAse 1 zugegeben. Der Gewebeverdau erfolgte in einem
Schiittelwasserbad fiir 30 Min. bei 37 °C. Durch Zugabe von 60 ul 0,5 M EDTA (Endkonzentration:
10 mM) fiir die letzten 5 Min. wurde die Kollagenase inhibiert und der Verdau gestoppt. Ein weiterer
Gewebezerkleinerungsschritt  folgte (gentleMACS™  Dissociator; Programm lung 01 02).
Anschliefend wurden die C Tubes zentrifugiert (8 Min., 380 x g, 4 °C), die Zellsuspension durch ein
70 um Nylonsieb filtriert und nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (8 Min., 380 x g, 4 °C) eine
Erylyse durchgefiihrt (siehe 2.6.1.1). Nach erneuter Filtration der Zellsuspension konnten die Zellen
gezdhlt (siehe 2.6.3) werden.

2.6.1.3 Isolierung von Zellen aus dem Lymphknoten

Zellen wurden hauptséchlich aus dem tracheobronchealen Lymphknoten (drainierenden Lymphknoten
fiir die Lunge) isoliert. Er befindet sich an der Gabelung der Hauptbronchi und muss unter dem
Binokular frei prédpariert werden. Die FEinzelzellsuspension wurde durch grobes Zerzupfen des
Gewebes mit anschlieBender Passage durch ein 70 pm Nylonzellsieb erhalten. Lymphknotenzellen

wurden in R10F -Medium resuspendiert und gezihlt.

2.6.2 Magnetische Zellsortierung (MACS®)

Die Separation von Zellen erfolgte unter Verwendung der MACS® Technologie (Miltenyi, 1990).
Dabei wurden die Zellen durch die Inkubation mit superparamagnetischen Partikeln, die an spezifische
Antikorper gebunden waren (Beads), markiert und liber magnetisierbare Sdulen von anderen Zellen
abgetrennt. Die magnetische Sortierung der Zellen erfolgte als positive oder negative Sortierung,
indem die Zielzellen entweder auf der Sdule zuriickgehalten wurden (positiv) oder sich im Durchlauf
befanden (negativ). Die Zellen wurden zunichst in einer Konzentration von 2-3 x 10° Zellen/ml in
MACS-PBS/Fc-Block aufgenommen und 5 Min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgten die Zugabe
der Beads und die weitere Inkubation der Zellen fiir 15 Min. bei 4 °C. Im Falle der indirekten
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magnetischen Markierung wurden die Zellen zunédchst mit einem biotinylierten, gegen die Zielstruktur
gerichteten, monoklonalen Antikorper inkubiert (15 Min., 4 °C) und erst anschlieBend gegen Biotin
gerichtete Beads zugegeben. Nicht gebundene Antikorper/Beads konnten durch nachfolgendes
Waschen mit einem zehnfachen Uberschuss an MACS-PBS entfernt werden (380 x g, 8 Min., 4 °C).

Zur Separation der Zellen dienten LS-Séulen.

Die Anreicherung von naiven, CD62L™" exprimierenden T-Zellen, sowie von CD45.17
BZR-transgenen B-Zellen aus komplexen Zellsuspensionen erfolgte als Positivsortierung iiber die
direkte (anti-CD62L-Beads) und indirekte (biotinylierter anti-CD45.1 mAK + anti-Biotin-Beads)
magnetische Markierung. Die Abreicherung von CD43" Leukozyten wurde durch negative Sortierung
und die Verwendung von anti-CD43-Beads erreicht. Alle verwendeten Beads wurden von der Fa.
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Deutschland) bezogen und der Erfolg der Zellsortierung und die

Frequenz der Zielzellen mittels durchflusszytometrischer Analyse bestimmt.

2.6.3 Zellzahlung

Das Zellzéhlgeridt Guava® PCA zusammen mit der Guava ViaCount® Assay Software dienten dazu,
die Zellzahl zu bestimmen. Dazu mussten die Zellen in Zellzdhllosung verdiinnt werden. Gezéhlt
wurden lebende, kernhaltige Zellen. Der erhaltene Wert diente als Berechnungsgrundlage fiir die

absoluten Zellzahlwerte verschiedener Zellpopulationen.

2.6.4 Analyse der Zytokinproduktion

Lymphknoten- und Lungenzellen wurden in Zellkulturmedium resuspendiert und in einer Zelldichte
von 2 x 10° Zellen/ml mit PMA (10 ng/ml) und Ionomycin (1 pg/ml) fiir 4,5 h bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Alternativ erfolgte die Inkubation selbiger Zellen mit OV Asj3.330-Peptid (10 pwg/ml) in einer
Dichte von 5x 10° Zellen/ml. Die in vitro Restimulation wurde in Rundbodenmikrotiterplatten
(96 Vertiefungen a‘ 250 pl) durchgefiihrt. Um Zytokine intrazelluldr anfarben zu konnen, erfolgte der
Zusatz von 5 pg/ml Brefeldin A (Bref A) fiir die letzten 3 h der Inkubation. Zur Messung von
Zytokinen im Zellkulturiiberstand, wurden die Zellen in einer Dichte von 5x 10° Zellen/ml mit
OV Aj3p;3339-Peptid (10 pg/ml) und ohne den Zusatz von Bref A fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Fiir die intrazelluldre Fiarbung mussten die Zellen nach Ablauf der Zeit fixiert und
permeabilisiert werden (siche 2.6.5.2). Andernfalls wurden die Zellen zentrifugiert (400 x g, 5 Min.,
4 °C) und der Zellkulturiiberstand in eine neue Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Bis zur Detektion der
Zytokine mittels ELISA (siehe 2.8) erfolgte die Lagerung des Uberstandes bei -20 °C.
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2.6.5 Durchflusszytometrie

2.6.5.1 Markierung von Zelloberfldchenproteinen

Durchflusszytometrische Analysen wurden unter Nutzung des Mehrfarbendurchflusszytometers BD™
LSR II und der BD FACSDiva Software der Fa. Becton Dickinson durchgefiihrt. Dies ermoglichte die
parallele Analyse mehrerer Oberfldchenproteine auf Einzelzellebene. Die Zellen wurden dabei in einer
Zelldichte von 5-7x 10’ Zellen/ml, in einem Gesamtvolumen von 50-100 pul, in
Rundbodenmikrotiterplatten (96 Vertiefungen a‘ 250 pl) gefarbt. Um unspezifische Bindungen der
verwendeten Antikorper an Fc-Rezeptoren zu unterbinden, erfolgte vor der eigentlichen Farbung eine
Inkubation der Zellen in 1X Fc-Block fiir 5 Min. auf FEis. AnschlieBend wurde ein Mix aus
verschiedenen Antikorpern (AK) zugegeben (20 Min. auf Eis), die in AK-PBS vorverdiinnt waren. Die
verwendeten Antikorper waren monoklonal und entweder direkt an einem Fluorophor gekoppelt oder
mit Biotin oder Digoxigenin haptenisiert (Tabelle 1). Haptenisierte Antikorper mussten zuséitzlich
durch einen zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikorper (Strep-Fluorophor; anti-Dig-Fluorophor)
nachgewiesen werden (5-10 Min. auf Eis). Nicht gebundene Antikérper wurden durch Waschen der
Zellen mit FACS-PBS entfernt (5 Min., 400 x g, 4 °C), die Zellen anschlieBend in FACS-PBS
aufgenommen und zur Diskrimierung toter Zellen mit 0,33 puM 4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
versetzt. Alle verwendeten Antikdrper wurden zuvor auf ein optimales Signal-Hintergrund-Verhéltnis

titriert.

2.6.5.2 Darstellung von intrazelluldren Proteinen

Fiir die Darstellung intrazelluldrer Proteine war es notwendig, die Zellen zu fixieren und zu
permeabilisieren. Die intrazelluldre Farbung folgte nach der Oberflachenfarbung (siehe 2.6.5.1). Um
tote Zellen diskriminieren zu kdnnen, erfolgte vor der Fixierung und nach der Oberflidchenfarbung die
Inkubation der Zellen in 200 pl 1,34 uM Pacific Orange fiir 25 Min. auf Eis. Zur Fixierung wurden die
oberflichengefarbten Zellen in 100 pl PBS resuspendiert und mit 100 pl 4%iger Formaldehydlosung
versetzt (20 Min, RT). Die Permeabiliserung der Zellen wurde durch Waschen der Zellen mit einem
Saponinpuffer (5 Min., 400x g, 4°C) erreicht. Analog zur Oberflichenfirbung konnte die
unspezifische Bindung der Antikorper durch die Prainkubation der Zellen in 1X Fc-Block fiir 5 Min.
auf Eis verhindert werden. Die Fiarbung der intrazelluldren Proteine erfolgte fiir 30 Min. bei RT.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Saponinpuffer gewaschen (5 Min., 400 x g, RT) und in
FACS-PBS aufgenommen.

Fiir die intrazelluldre Farbung von Transkriptionsfaktoren wurde zur Fixierung und Permeabiliserung
der Zellen das kommerzielle FoxP3 Fixierungs- und Permeabilisierungspufferset von eBiosciences

verwendet. In diesem Fall erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 1 h bei 4 °C.
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2.6.5.3 Messung der Zellproliferation mittels CFSE

Die Proliferation der Zellen wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung des Farbstoffs
5, 6-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) analysiert. Dazu wurden die Zellen in
einer Zelldichte von 5x10" Zelle'ml in einer 5puM CFSE-Losung (verdiinnt in
PBS/BSA-Ladepuffer) resuspendiert und fiir 10 Min. in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Der
sich anschlieBende Waschschritt mit einem zehnfachen Uberschuss an Ladepuffer diente dazu,
unkonjugierten CFSE zu entfernen. Nach Eintritt in die Zelle wird der leicht membrangingige
5, 6-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidylester durch intrazelluldre Esterasen in den weniger
membrangéngigen 5, 6-Carboxyfluorescein Succinimidylester umgewandelt und damit in der Zelle
festgehalten. Erst durch Abspaltung der zwei Acetatgruppen erhélt der Ester seine fluoreszierenden
Eigenschaften. Wahrend der Zellteilung kommt es zu einer gleichméBigen Weitergabe des Farbstoffs
an die Tochterzellen, wodurch sich das CFSE-Signal mit jeder Zellteilung ausverdiinnt (Lyons und
Parish, 1994). Anhand der Stirke des Signals kdnnen bis zu sieben Proliferationszyklen analysiert
werden. Zur Analyse der Zellen wurde das Durchflusszytometer LSR II von Becton Dickinson

genutzt.

2.6.5.4 Analyse der durchflusszytometrischen Daten

Die erhaltenen durchflusszytometrischen Daten wurden mit Hilfe der Analysesoftware Flowjo (Tree
Star Inc.) fiir Macintosh ausgewertet. Die Darstellung der erhaltenen Daten erfolgte als Dot Plot oder
als Histogramm. Wenn nicht anders angezeigt, reprasentiert die Zahl innerhalb des Diagramms die
Frequenz der dargestellten Zellpopulation (bezogen auf die Elternpopulation). Die grundlegende
Vorgehensweise zur Auswertung der durchflusszytometrischen Daten ist in Abbildung 5 dargestellt.

Diese Schritte wurden fiir jede Analyse durchgefiihrt.
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Abbildung S. Analyse der durchflusszytometrischen Daten.

Gezeigt ist die grundlegende Vorgehensweise bei der Analyse durchflusszytometrischer Daten. Die gemessenen Zellen
werden geméf ihrer Grofe (FSC) und Granularitit (SSC) eingegrenzt, Zelltriimmer werden ausgeschlossen (1). Dubletten,
erkennbar an einem disproportionierten Verhiltnis von FSC bzw. SSC-Fliche zu -Héhe (2, 3) und DAPI', tote Zellen (4)
werden ausgegrenzt. Zusétzlich miissen autofluoreszente Zellen aus der Analyse entfernt werden (5). SSC sideward scatter,
FSC forward scatter, A area, H height, PacO Pacific Orange, PacB Pacific Blue.

2.6.6 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

Um kleine Zellpopulationen in hoher Reinheit isolieren zu konnen, wurde das FACS (fluorescence-
activated cell sorter)-System verwendet. In Abhdngigkeit von der Startfrequenz der Zielzellen war
teilweise eine Voranreicherung {iber magnetische Zellsortierung notwendig (siche 2.6.2). Transgene,
NP-spezifische B-Zellen wurden aus der Lunge und dem Lymphknoten von C57BL/6
Empfangermausen {iber CD45.1 zundchst magnetisch sortiert (siche 2.6.2) und anschliefend unter
Verwendung  folgender  Antikérper  fluoreszenzmarkiert:  anti-CD45.1-Bio/Strep-PE-Cy7,
anti-CD45.2-A700 und anti-CD19-APC-Cy7. Transgene, OV A-spezifische T-Zellen dagegen konnten
aus den Milzen von OT-II Spendermiusen ohne magnetische Voranreicherung direkt {iber folgende
Antikorper sortiert werden: anti-Thy-1.1-PacB, anti-CD62L-PE-Cy7, anti-CD4-A700 und anti-B220-
APC-Cy7. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 3 x 10’ Zellen/ml oberflichengefirbt (siche
2.6.5.1), mit MACS-PBS gewaschen, in einer Zelldichte von 5x 10’ Zellen/ml in MACS-PBS
resuspendiert und durch einen 30 um Filter filtriert. Zur Diskriminierung toter Zellen wurde 1,25 pM
DAPI zugesetzt. Die Sortierung der Zellen erfolgte am BD FACSAria™ II cell sorter. Die

verwendeten Laser- und Filtersysteme waren denen des BD™ LSR II dhnlich.

2.6.7 Invitro Tu2-Polarisierung von T-Lymphozyten

Die Voraktivierung und zeitgleiche Polarisierung der OVA-TZR-transgenen T-Zellen in Richtung
eines Ty2-Helfer-Phinotyps erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO, fiir fiinf
Tage. Dafiir wurden Zellen aus der Milz OVA-TZR-transgener Mause unter sterilen Bedingungen
isoliert (siche 2.6.1.1) und unter Verwendung der magnetischen Zellsortierung auf CD62L™"

exprimierende und damit naive T-Zellen angereichert (siche 2.6.2). Die Kultivierung erfolgte in
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Zellkulturmedium in Zellkulturflaschen unterschiedlicher Grofle. Blockierende Antikorper gegen
Maus-IFN-y (10 pg/ml) und Maus-IL-12 (5 pg/ml), sowie der Zusatz von 20 ng/ml rekombinanten,
murinen IL-4 und OV Ajzp;.330-Peptid (10 pg/ml) ermoglichten die Polarisierung der Zellen in Richtung
Ty2. Frisches Medium inklusive der blockierenden Antikérper (ohne OV Ajzp;i39-Peptid und 11L-4)

wurde an den Folgetagen je nach Bedarf zugesetzt.

2.7 Immunhistochemie (IHC)

2.7.1 Silanisieren von Objekttrigern

Um eine bessere Haftung der Gewebeschnitte auf den Objekttrigern zu gewihrleisten, wurden die
Objekttrager mit einer Silanverbindung beschichtet, die als Haftvermittler zwischen Glasoberfldche
und Gewebe diente. Das Entfetten der Objekttrager erfolgte durch deren Einbringen in Aceton flr
30 Sek.. Zur Silanisierung wurden die Objekttrager fiir 10 Sek. mit der Silanisierungslésung inkubiert,
anschliefend zwei Mal fiir je 10 Sek. mit Ethanol und dH,0 gespiilt und ii. N. bei 50 °C im

Trockenschrank getrocknet.

2.7.2 Gewebeaufarbeitung

Fiir die Histologie wurde die Lunge iiber die Trachea unter Verwendung eines Venenverweilkatheters
mit 800-1000 pl 50 % Tissue-Tek® gefiillt, anschlieBend vorsichtig aus dem Tier entnommen, auf ein
Korkplittchen gesetzt und mit 100 % Tissue-Tek® iiberschichtet. Um einen schonenden
Einfrierprozess zu gewdhrleisten, wurde das Gewebe zunichst in eiskaltes Isopropanol getaucht, in
Aluminiumfolie gewickelt und nachfolgend in fliissigem Stickstoff zwischengelagert. Die langfristige

Lagerung des Gewebes erfolgte bei -70 °C.

2.7.3 Anfertigung von Gefrierschnitten

Unter Verwendung eines Kryostats wurden 8 um Lungenschnitte als Serienschnitte angefertigt und
. N. bei RT getrocknet. Die anschlieBende Inkubation der Gewebeschnitte fiir 10 Min. in Aceton
diente der Fixierung. Im Anschluss daran wurden die Gewebeschnitte entweder direkt gefarbt oder bei

-70 °C in Kunststoffboxen bis zur Verwendung gelagert.

2.7.4 Indirekte Immunperoxidasetechnik

Bestimmte Oberflachenproteine wurden unter Verwendung haptenisierter (FITC, Dig), monoklonaler

Primérantikérper nachgewiesen, die mit Peroxidase (POD)-gekoppelten Sekundérantikérpern
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(anti-Dig-POD; anti-FITC-POD) detektiert werden konnten. Dazu wurden die Gefrierschnitte zunéchst
bei RT aufgetaut und fiir 10 Min. in Aceton fixiert. Um die parallele Anfirbung unterschiedlicher
Antigene auf benachbarten Gewebeschnitten eines Objekttrigers zu ermdglichen, wurde jeder
Gewebeschnitt mehrfach mit einem Wachsstift umkreist. AnschlieBend erfolgte die Blockade der
endogenen  Peroxidaseaktivitit durch  die  Inkubation der  Objekttriger in  einer
Peroxidase-Blockierungslosung fiir 1h bei 37 °C. Nachfolgendes, zweimaliges Waschen der
Objekttrager in PBS fiir 5 Min. diente dazu, verbleibende Blockierungslosung zu entfernen. Zum
Waschen wurde dabei der Farbetrog nach Hellendahl verwendet. Alle folgenden Inkubationsschritte
erfolgten anschlieend in einer Feuchtekammer bei RT. Die Inkubation der Gewebeschnitte mit 0,5X
Casein fiir 1 h diente der Absittigung unspezifischer Bindungsstellen der Antikdrper. Direkt im
Anschluss (ohne weiteren Waschschritt) wurden die Gewebeschnitte mit den Dig- oder
FITC-haptenisierten Primérantikdrpern (verdiinnt in 0,5X Casein) inkubiert. Uberschiissige
Antikorperlosung konnte durch dreimaliges Waschen der Objekttriager fiir jeweils 5 Min. mit
PBS/Tween® 20-Waschpuffer entfernt werden, wobei der letzte Waschschritt mit PBS (ohne
Tween® 20) durchgefiihrt wurde. Die Inkubation mit den POD-gekoppelten Sekundérantikdrpern
Ziege-anti-FITC-POD und Ziege-anti-Dig-POD erfolgte analog zu den Primédrantikdrpern. Gebundene
Antikorper konnten dann durch den Farbstoff 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) detektiert werden, der
durch die Peroxidase zu einem rotbraunen, unldslichen Farbniederschlag an der Stelle des Zielproteins
umgesetzt wurde. Die Entwicklung des Farbniederschlages dauerte 10-15 Min.. Im Anschluss daran
wurden die Zellkerne mit Hématoxylin 5 Min. gegengefdrbt und zur Entwicklung der blauen
Kernfarbung 5 Min. in Leitungswasser gebldut. Um die Gewebeschnitte langfristig lagern zu kdnnen,
mussten selbige in Kaisers Glyzeringelatine eingebettet und mit Deckgldschen luftdicht verschlossen
werden. Die verwendeten monoklonalen Antikorper (Tabelle 1) wurden zuvor auf ein optimales

Signal-Hintergrund-Verhaltnis titriert.

2.7.5 PAS-Farbung

Zum Anfarben von Mukopolysacchariden und damit schleimproduzierenden Becherzellen wurde das
PAS-Férbeset der Fa. Roth (Carl Roth GmbH + Ko.KG, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. 8 pm
Gefrierschnitte der Lunge wurden aufgetaut und fiir 10 Min. in Aceton fixiert. Die Durchfiihrung der

Férbung erfolgte geméf den Herstellerangaben.

2.7.6 Bronchoalveolar-Lavage (BAL) und Diff-Quick® Farbung

Uber die Trachea und die Verwendung eines Venenverweilkatheters wurde die Mauslunge zwei Mal

mit je 800 ul PBS gespiilt und die BAL in 1,5 ml Reaktionsgefdflen auf Eis gesammelt. 100 pl der
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BAL wurden durch Zytozentrifugation fiir 10 min. bei 800 rpm auf Objekttrager aufgebracht, die i. N.
getrocknet wurden. Die Verwendung des Diff-Quick® Schnellférbesets der Fa. Medion Diagnostics
AG (Diidingen, Schweiz) ermoglichte die Differenzierung verschiedener Leukozytenpopulationen in

der BAL. Die Durchfiihrung der Farbung erfolgte geméf den Angaben des Herstellers.

2.7.7 Bearbeitung histologischer Aufnahmen

Die Dokumentation histologischer Praparate erfolgte mit dem Mikroskop Axiskop 2 (Carl Zeiss) und
unter Verwendung des Axiovision Software. Nachtriaglich wurde ein Weillabgleich vorgenommen,

wobei die Software Adobe Photoshop CS5 Version 12.0 verwendet wurde.

2.8 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (enzyme-linked

immunosorbent assay, ELISA)

2.8.1 Gewinnung von Serum

Die Méause wurden durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran kurzzeitig narkotisiert und das Blut
mit einer 10 um Glaskapillare retroorbital entnommen. Zur Agglutination der Erythrozyten erfolgte
eine halbstlindige Inkubation der Blutproben bei 37 °C, gefolgt von einer ebenso langen Lagerung bei
4 °C. Nachfolgend wurden die Blutzellbestandteile durch zwei Zentrifugationsschritte vom Serum
getrennt. Nach Zentrifugation fiir 10 Min., bei 1 000 x g und 4 °C wurde der erste Uberstand in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und erneut zentrifugiert (10 000 x g, 10 Min., 4 °C). Der so
gewonnene zweite Uberstand, das Serum, konnte in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt und bei

-20 °C gelagert werden.

2.8.2 Nachweis NP-spezifischer IgE-Antikorper

Der Nachweis von anti-NP-IgE-Antikdrpern im Blut erfolgte mit einem capture-ELISA. Dazu wurden
MaxiSorp™ Flachboden-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen a* 250 pl) mit einem anti-IgE-Antikorper
(Klon R35-72) inkubiert, der in einer Konzentration von 5 pg/ml in PBS {i. N. bei 4 °C an die Platte
binden konnte. Der nachfolgende, wie auch alle anderen Waschschritte, erfolgten unter Verwendung
des Plate-Washers PW 96 und dienten dazu, ungebundenes Reagenz zu entfernen. Jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte wurde dabei mehrfach mit PBS/Tween® 20-Waschpuffer fiir 10 Sek. inkubiert.
Waschschritte erfolgten nach jedem Inkubationsschritt. Serumproben und der Standard (B1-8;
rekombinanter NP-spezifischer IgE AK) wurden nach Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen
(mit PBS/BSA fiir 30 Min. bei RT) fiir 2 h bei 37 °C mit der Platte inkubiert. AnschlieBend erfolgte
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die Inkubation mit 0,5 pg/ml NP,s-BSA (2 h, 37 °C). Gebundenes Nitrophenol konnte nachfolgend
mit einem biotinylierten anti-NP-Sekundéirantikorper (18-1-16-Bio; 2 pg/ml in PBS, 1 h bei 37 °C)
detektiert werden. Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin wurde fir 30 Min. bei RT zugegeben.
3,3, 5, 5'-Tetramethylbenzidin Dihydrochlorid (TMB), geldst in Phosphat-Citrat-Puffer, konnte als
Substrat von der Peroxidase umgesetzt werden. Die Farbreaktion wurde durch Zusatz von
1 M Schwefelsdure gestoppt. Mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Lesegerétes Infinite® 200 PRO (Tecan
Austria GmbH, Grodig/Salzburg, Osterreich) konnten die Proben photometrisch ausgelesen werden
(Messung bei 450 nm, Referenzwellenldnge 630 nm). Die nachfolgende Auswertung und Berechnung
der absoluten Konzentrationen wurde unter Verwendung der Software Magellan 7.1 (Tecan Austria

GmbH, Grodig/Salzburg, Osterreich) durchgefiihrt.

2.8.3 Messung von IL-2 im Zellkulturiiberstand

MaxiSorp™ Flachboden-Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen a‘ 250 pl) wurden mit 4 pg/ml anti-1L-2
mAK (Klon JES6-1A12) {i. N. inkubiert, die Platten anschlieBend mit PBS/Tween® 20-Waschpuffer
gewaschen und zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen mit PBS/BSA/Tween® 20-Puffer fiir
1 h bei RT inkubiert. Die nachfolgende Inkubation mit den verdiinnten Proben und dem Standard
(rekombinantes, murines IL-2, Biosource) erfolgten fiir 1,5 h bei RT. Gebundenes IL-2 aus dem
Zellkulturiiberstand konnte dann durch einen biotinylierten anti-IL-2 mAK (Klon JES6-5H4; 1 ng/ml
in PBS/BSA/Tween® 20) nachgewiesen werden, der im Vergleich zum Erstantikdrper ein anderes
Epitop erkennt. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei RT, die Detektion und Auswertung wie unter
2.8.2 beschrieben.

2.8.4 Statistische Auswertung

Zur graphischen Darstellung und statistischen Analyse der Daten wurde das Softwareprogramm
Prism 5.01 (Graphpad Software, San Diego, Kalifornien, USA) fiir Windows verwendet. Wenn nicht
anders angezeigt, reprasentiert jedes Symbol ein Tier. In den Diagrammen dargestellt ist jeweils der
Median. Als statistischer Test diente der nichtparametrische Mann-Whitney U-Test. Signifikanzwerte
von P < 0,05 galten als statistisch signifikant, wobei * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines murinen Atemwegsinflammationsmodells

3.1.1 Grundlegende Uberlegungen

Die Etablierung eines geeigneten Modellsystems war grundlegend, um die Rolle von ICOS in der
Interaktion von T-und B-Zellen untersuchen zu koénnen. Von besonderem Interesse war dabei,
welchen Stellenwert ICOS fiir die Kooperation von T- und B-Zellen au3erhalb lymphoider Organe im
entziindeten Gewebe hat. Demnach wurde ein Modellsystem benétigt, welches es erlaubt,
antigenspezifische T- und B-Zellen zu analysieren, die eine Spezifitit fiir das gleiche Antigen
besitzen. Denn nur so ist eine gekoppelte Antigenerkennung (/inked recognition) und damit eine
T-Zell-abhingige Immunantwort induzierbar (Snow, 1983). Um die Relevanz von ICOS studieren zu
konnen, war es wichtig, den Aktivierungszustand dieser Zellen zu einem definierten Zeitpunkt zu
kennen und die Zellen im Verlauf der Immunantwort in vivo verfolgen zu konnen. Dariiber hinaus
sollte das Immunogen lokal appliziert werden, um eine Entziindungsreaktion in der Peripherie

hervorzurufen, wobei der Entziindungsherd leicht isolier- und analysierbar sein musste.

3.1.2 Basisprotokoll des Atemwegsinflammationsmodells

Die Basis fiir das murine Atemwegsinflammationsmodell bildete ein in der Arbeitsgruppe bereits
etabliertes, adoptives Transfersystem, bei dem antigenspezifische T- und B-Zellen zeitgleich in
Empfiangerméuse transferiert werden (Dahler, 2009). Die T-Zellen stammen dabei aus OT-II Mausen
(Barnden, 1998) und besitzen eine T-Zell-Rezeptor (TZR)-Spezifitat fiir Ovalbumin (OVA). B1-8i
Maiuse (Sonoda, 1997) dienen als Spendertiere fir die antigenspezifischen B-Zellen, deren B-Zell-
Rezeptoren (BZR) das Hapten Nitrophenol (NP) erkennen konnen. Zusitzlich wurde in beide
Mauslinien noch ein kongener Marker eingekreuzt, um die Identifizierung der transferierten Zellen
in vivo zu ermdglichen. 2-2,5 x 10° OT-II T-Zellen wurden zusammen mit 2-2,5 x 10° follikuliren
(CD217 CD23") B1-8i B-Zellen durch intravendse (i.v.) Injektion in die Schwanzvene syngener
Empfangerméuse transferiert (Abbildung 6A). Die vorherige magnetische Sortierung der OT-II
Splenozyten auf CD62L™™" exprimierende Zellen sollte sicherstellen, dass die T-Zellen zum Zeitpunkt
des Transfers naiv und damit antigenunerfahren waren. Weiterhin wurden CD69, CD25 und ICOS als
frithe T-Zell-Aktivierungsmarker gemessen, um den naiven Phéanotyp der zu transferierenden T-Zellen
zu  bestitigen (Daten nicht gezeigt). Die Depletion aller CD43" Zellen aus der
B1-8i-Splenozytensuspension bewirkte die Entfernung aller B1-8i Spender-T-Zellen. Die Verwendung

eines NP-OVA-Konjugats ermdglichte es, die Kooperation von T- und B-Zellen zu induzieren
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(Abbildung 6A). Dabei erkennen die B-Zellen das Hapten NP, welches sie iiber den NP-spezifischen
BZR binden und infolgedessen den gesamten Hapten-Triger-Komplex internalisieren und
prozessieren. Peptidfragmente des Trégerproteins (OVA) werden dann iiber MHC-II-Molekiile den
T-Zellen préisentiert und damit eine gekoppelte Antigenerkennung initiiert. Um eine
Atemwegsinflammation auszuldsen, wurden 5-50 pg 16sliches NP-OVA an den zwei
aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer (d0, d1) intranasal (i. n.) verabreicht (Abbildung 6B).
Die sofortige intranasale Antigengabe war dabei vergleichbar effizient in der Auslosung der
Entziindungsreaktion, wie die subkutane Immunisierung mit darauffolgender i. n. Antigenapplikation
(Daten nicht gezeigt). Eine mehrmalige Antigengabe kleinerer Mengen an NP-OVA war zudem
ebenfalls effizienter als die einmalige Gabe der gleichen Gesamtantigenmenge (Daten nicht gezeigt).
Uber die kongenen Marker Thy-1.1 (CD90.1) und CD45.1 ist es mdglich, die transgenen T- und
B-Zellen von der endogenen T- und B-Zellpopulation der Empfangermause durchflusszytometrisch
abzugrenzen und in vivo zu verfolgen (Abbildung 6C). Dieses Modellsystem ermoglicht es, das
Zielorgan (die Lunge) sowie den dazugehorigen drainierenden Lymphknoten (Ln. tracheobronchalis,
Van den Broeck, 2006) zu analysieren und erlaubt es somit, immunologische Prozesse in lymphoiden

und peripheren, nicht-lymphoiden Organen parallel zu verfolgen.
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Abbildung 6. Murines Atemwegsinflammationsmodell.

(A) schematische Darstellung des adoptiven Transfersystems. 2-2,5 x 10° OV A-spezifische T-Zellen aus OT-II Mausen und
2-2,5x 10° follikuldre (CD21" CD23"), NP-spezifische B-Zellen aus B1-8i Méusen werden intravends (i. v.) in syngene
C57BL/6-Miuse transferiert. Die Gabe eines NP-OVA-Konjugats ermdglicht die gekoppelte Antigenerkennung und damit
T-B-Kooperation. (B) Induktion der Atemwegsinflammation durch intranasale (i. n.) Antigengabe von 5-50 pg NP-OVA an
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d0 und dl nach Transfer und Analyse der Lunge und des tracheobronchealen Lymphknotens zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. (C) Identifizierung transgener T- und B-Zellen iiber die kongenen Marker Thy-1.1 und CD45.1 in der
Durchflusszytometrie. Transgene T-Zellen sind DAPI' B220" CD4"' Thy-1.1", transgene B-Zellen sind DAPI' CD3™ CD§"
CDl11c Ly6G/C B220" CD45.2"CD45.1". NP-BZR Nitrophenol-spezifischer B-Zell-Rezeptor; OVA-TZR
Ovalbumin-spezifischer T-Zell-Rezeptor; MHC major histocompatibility complex; T T-Lymphozyt; B B-Lymphozyt;
NP-OVA Nitrophenol-Ovalbumin-Konjugat.

3.1.3 Wirkung von LPS auf die T-Zell-Aktivierung

Proteinantigene rufen, wenn allein verabreicht, nur schwache Immunantworten hervor. Der Gebrauch
von Adjuvantien ist daher haufig erforderlich, wenn man starke, adaptive Immunantworten induzieren
mochte. Lipopolysaccharid (LPS) ist solch ein Adjuvans. LPS ist ubiquitdr verbreitet und findet sich
auch in der Luft. Es stellt damit ein natiirliches Adjuvans dar und sollte daher zur Induktion der
Atemwegsentziindung in diesem Modellsystem genutzt werden. Zu Beginn der Arbeit galt es, die
Wirkung von LPS auf verschiedene Zellen in unserem Atemwegsentziindungsmodell ndher zu
untersuchen. Dabei stand zunéchst einmal nur der Einfluss von LPS auf die Aktivierung der
OVA-spezifischen T-Zellen im Fokus. Je 2,5x 10° transgene T- und B-Zellen wurden dazu in
C57BL/6 Empfingertiere transferiert. Um den Effekt von LPS auf die T-Zell-Aktivierung zu
untersuchen, wurden den Tieren einer Gruppe an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem
adoptiven Transfer 50 ug NP-OVA + 5 pg LPS i. n. verabreicht. Die Vergleichsgruppe erhielt 50 ug
NP-OVA ohne zusitzliches LPS. Tiere, denen PBS i. n. appliziert wurde, dienten als Kontrollgruppe.
Grundsitzlich fiihrte die intranasale Antigengabe eines Proteinantigens allein schon zu erhohten
T-Zellzahlen im Lungengewebe. So lassen sich drei Tage nach der letzten Antigengabe im Vergleich
zur Kontrollgruppe ca. zehn Mal so viele T-Zellen in der Lunge finden (Abbildung 7A). Durch die
zusétzliche Gabe von LPS kann der Anteil an antigenspezifischen T-Zellen noch weiter erhoht werden
und so stieg die T-Zellzahl im Vergleich zur Gruppe ohne LPS um mehr als das Doppelte an
(Abbildung 7A). Die Analyse der Proliferation dieser Zellen unter Verwendung des
CFSE-Verdiinnungstests (sieche 2.6.5.3) ergab, dass sich mehr als 65 % der transgenen T-Zellen unter
LPS-Zusatz mehr als vier Mal teilten, wohingegen es in Abwesenheit von LPS nur ca. 45 % der Zellen
waren (Abbildung 7B). Des Weiteren verstirkt LPS die Heraufregulation von ICOS um nahezu das
Doppelte und hat damit einen starken Einfluss auf den Aktivierungsstatus der T-Zelle (Abbildung 7C).
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Abbildung 7. Wirkung von LPS auf die T-Zell-Aktivierung.

2,5x 10° OVA-spezifische T-Zellen wurden mit der gleichen Anzahl an NP-spezifischen B-Zellen in C57BL/6
Empfingerméuse transferiert. Die Immunisierung der Tiere erfolgte an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem
Transfer mit 50 pg NP-OVA + 5 pg LPS {iber die Nase (n = 3). Kontrolltiere erhielten nur PBS (n=2). 3d nach der letzten
Antigengabe wurden die Lungen der Tiere analysiert. (A) links: reprasentative Fiarbung auf transgene, OV A-spezifische
T-Zellen in der Lunge, definiert als DAPI B220" CD4' Thy-1.1%, rechts: absolute Zellzahlen an transgenen,
OV A-spezifischen T-Zellen in der Lunge an d3 unter den gegebenen Bedingungen. (B) Analyse der Zellproliferation durch
Markierung der Zellen mit CFSE, links: représentative durchflusszytometrische Analyse, rechts: Verteilung der transgenen
T-Zellen auf die einzelnen Generationen (Gen) in An- bzw. Abwesenheit von LPS. (C) Einfluss von LPS auf die Stirke der
ICOS-Expression. Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) von ICOS fiir alle transgenen T-Zellen unter den
gegebenen Bedingungen. Jedes Symbol représentiert ein Tier. Die Hohe der Balken im Histogramm entspricht dem Median.

3.1.4 Wirkung von LPS auf die B-Zell-Aktivierung

Nachdem ein positiver Einfluss von LPS auf die T-Zell-Aktivierung nachgewiesen werden konnte
(sieche 3.1.3), sollten auch die transgenen B-Zellen auf einen moglichen Einfluss von LPS hin
untersucht werden. LPS stellt ein sogenanntes polyklonales Mitogen fiir B-Zellen dar. Das bedeutet,
dass B-Zellen in Anwesenheit von LPS antigenunabhéngig zur Proliferation angeregt werden konnen

(Andersson, 1973). Verabreicht man den Méausen NP-OV A ohne zusitzliches LPS, so lassen sich nur
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extrem wenige bis iiberhaupt keine B-Zellen in der Lunge detektieren (Daten nicht gezeigt). Der
Zusatz von LPS zum Antigen spielt somit auch fiir die Proliferation und Aktivierung der B-Zellen eine
entscheidende Rolle, wobei dieser Einfluss direkt iiber die mitogene Wirkung von LPS und indirekt
iiber eine gesteigerte T-Zell-Aktivierung vermittelt werden kann. Setzt man jedoch zu grofie Mengen
an LPS ein, birgt das die Gefahr, dass NP-spezifische B-Zellen iiberwiegend antigenunabhingig
aktiviert werden. Dies wire fiir die Untersuchung der Rolle von ICOS in der T-B-Interaktion von
Nachteil. Deshalb war es notwendig, die Menge an LPS zu bestimmen, die ausreichend ist, um die
B-Zellen effizient und iiberwiegend antigenabhingig zu stimulieren. Dazu wurden 2 x 10° T-und
B-Zellen, wie zuvor beschrieben, in C57BL/6 Empfangermause transferiert, die zweimalig mit 50 pg
NP-OVA intranasal immunisiert wurden. Einige Maiuse erhielten zusdtzlich zum Proteinantigen
0,25 png LPS, andere 2 pug LPS iiber die Nase. Den Kontrolltieren wurde PBS ohne NP-OVA/LPS i. n.
verabreicht. Sechs Tage nach der letzten Antigengabe erfolgte die Isolation und Analyse der
NP-spezifischen B-Zellen aus der Lunge. Wenig LPS (0,25 pg) fiihrt zu geringen Frequenzen an
transgenen B-Zellen im Gewebe, wobei eine Erhohung der LPS-Menge auf 2 pg die Frequenz an
B-Zellen in der Lunge deutlich steigert (Abbildung 8A, oben). Auch der Aktivierungsstatus der
B-Zellen, gemessen an der Herunterregulation der Oberflichenimmunglobuline IgD und IgM, wird
durch die Menge an LPS beeinflusst. So weisen tiber 50 % der transgenen B-Zellen in der Lunge an
Tag sieben einen naiven Phénotyp auf, wenn nur wenig LPS verabreicht wurde. In Anwesenheit von
2 ug LPS sind es weniger als 20 %, die IgD" IgM" bleiben (Abbildung 8A, unten). Nahezu alle
B-Zellen haben sich unter dem Einfluss von NP-OVA + 2 ug LPS geteilt, nur 75 % in Anwesenheit
von NP-OVA +0,25 ug LPS. Die mittlere Fluoreszenzintensitit von CFSE, und damit die
durchschnittliche Menge an CFSE pro B-Zelle, ist innerhalb der CFSE"™"® Population bei héherer
LPS-Menge geringer. Das bedeutet, dass sich jede B-Zelle in Anwesenheit hoherer LPS-Mengen
durchschnittlich héufiger teilt (Abbildung 8B). LPS allein (5 pg), in Abwesenheit eines
Proteinantigens (NP-OVA), hat keinen Einfluss auf die Proliferation und Aktivierung der
NP-spezifischen B-Zellen in der Lunge (Abbildung 8C). Dadurch kann eine mitogene Wirkung der
hier verwendeten Mengen an LPS ausgeschlossen werden. Dennoch kommt es mit steigender
LPS-Menge zu einer erhohten Aktivierung und Proliferation der transgenen B-Zellen, was sehr
wahrscheinlich auf die gesteigerte Aktivierung der OVA-spezifischen T-Zellen (siche 3.1.3)

zuriickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 8. Wirkung von LPS auf die B-Zell-Aktivierung.

2x 10° OVA-spezifische T-Zellen wurden mit der gleichen Anzahl an NP-spezifischen B-Zellen in C57BL/6
Empfingerméuse transferiert. Die Immunisierung der Tiere erfolgte an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem
Transfer mit 50 ug NP-OVA £ 0,25 pg, 2 ug oder 5 pg LPS iiber die Nase (n = 3). Kontrolltiere erhielten nur PBS (n = 3). 6d
nach der letzten Antigengabe wurden die Lungen der Tiere analysiert. (A) reprisentative durchflusszytometrische Analyse
auf NP-spezifische B-Zellen (definiert als DAPI" CD3” CD8 CD11c” Ly6G/C” B220" CD45.2" CD45.1") und die Expression
der Oberflichenimmunglobuline IgD/IgM zur Beurteilung des Aktivierungsstatus. Diagramme zeigen die Ergebnisse aller
Tiere einer Gruppe. (B) Analyse der B-Zell-Proliferation unter Verwendung des CFSE-Verdiinnungstests. Dargestellt sind
die Frequenz an geteilten (CFSE’), NP-spezifischen B-Zellen (links) sowie die mittlere Fluoreszenzintensitit von CFSE der
geteilten B-Zell-Population (rechts) unter den gegebenen Bedingungen. (C) Untersuchung der mitogenen Wirkung von LPS
in Abwesenheit eines Proteinantigens. Untersucht wurden die Frequenz und Aktivierung antigenspezifischer B-Zellen in der
Lunge nach Applikation von NP-OVA +5 pug LPS versus 5 pg LPS (ohne NP-OVA). Die Hohe der Balken in den
Diagrammen reprasentiert den Median. Zahlenwerte in den FACS-Plots geben die jeweiligen Frequenzen der eingegrenzten
Zellpopulationen in Bezug auf die Elternpopulationen an. MFI mittlere Fluoreszenzintensitit; CFSE 5, 6-Carboxyfluorescein

Succinimidylester; NP-OV A Nitrophenol-Ovalbumin-Konjugat; LPS Lipopolysaccharid; IgD/M Immunglobulin D/M.

3.1.5 LPS fordert den Einstrom von Neutrophilen ins Lungengewebe

Wihrend einer Entziindungsreaktion kommt es nicht nur zum Einstrom von Lymphozyten. Es sind
auch Zellen des angeborenen Immunsystems an der Abwehrreaktion beteiligt. Allen voran sind es die
neutrophilen Granulozyten, die noch vor den Lymphozyten ins entziindete Gewebe einwandern und

Pathogene iiber bestimmte Oberfldchenrezeptoren erkennen und abtdten konnen (Witko-Sarsat, 2000).
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Durch die Expression von CDI14, einem Oberflichenrezeptor, der LPS im Komplex mit dem
LPS-bindenden Protein (LBP) erkennt, sind Neutrophile in der Lage, auf LPS zu reagieren (Wright,
1991). Ziel der vorliegenden Arbeit war es jedoch, ein Atemwegsinflammationsmodell zu entwickeln,
das sich durch die Dominanz eosinophiler Granulozyten im Lungengewebe auszeichnet, da
Eosinophile mafigeblich an der Entstehung und Progression der humanen Asthmaerkrankung beteiligt
sind. Aus diesem Grund war es wichtig, zu untersuchen, welchen Einfluss LPS im vorliegenden

Mausmodell auf die Einwanderung neutrophiler bzw. eosinophiler Granulozyten hat.

Nach adoptivem Transfer und Immunisierung der Méause mit 50 ug NP-OVA £ 5 pug LPS i. n. wurde,
drei Tage nach der letzten Antigengabe, eine Bronchoalveolar-Lavage (BAL) durchgefiihrt. Diese
Spiilung der unteren Atemwege dient dazu, zelluldre (wie auch nicht zelluldre) Bestandteile zu
isolieren, die dann zytologisch untersucht werden konnen. Nach mikroskopischer Betrachtung der
differenziell angefarbten Priparate zeigte sich, dass die BAL von Maéusen, die nur NP-OVA in
Abwesenheit von LPS intranasal verabreicht bekamen, tberwiegend Makrophagen, wenige
neutrophile Granulozyten und iiberhaupt keine eosinophilen Granulozyten enthélt (Abbildung 9A,
Mitte). Die zeitgleiche Gabe von LPS dagegen bewirkt einerseits die Zunahme der Gesamtzellzahl der
BAL (Abbildung 9B) und fiihrt andererseits auch zu einem enormen Einstrom von neutrophilen
Granulozyten (Abbildung 9A, unten). Um den Anteil an neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
im Lungengewebe besser quantifizieren zu kdnnen, wurden Granulozyten des Lungengewebes auch
durchflusszytometrisch ~ untersucht. = Die  Identifizierung der zwei  unterschiedlichen
Granulozytenpopulationen wurde in Anlehnung an die von Stevens (Stevens, 2007) und van Rijt (van
Rijt, 2004) publizierten Farbekombinationen, zur Identifizierung von Eosinophilen und Neutrophilen
im murinen Respirationstrakt, durchgefiihrt. Danach lassen sich eosinophile Granulozyten anhand
ihrer Expression von Siglec-F (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin F), sowie unter
Einbezug ihrer Grofe (FSC®™) und Granularitit (SSC™") von neutrophilen Granulozyten
unterscheiden, die Siglec-F Ly6G/C™™ und weniger granulidr (SSC#™) sind (Abbildung 9C).
Zusitzlich dazu wurden die so identifizierten Zellpopulationen unter Nutzung der Fluoreszenz-
aktivierten Zellsortierung (FACS) sortiert und zytologisch analysiert. Die mikroskopische Auswertung
der Praparate zeigte die fiir eosinophile Granulozyten typischen leuchtend roten, eosinophilen
Granula, die in Neutrophilen mit sauren Farbstoffen nur schwach anfarbbar sind (Abbildung 9C,
rechts). Damit war es moglich, Granulozyten im Lungengewebe durchflusszytometrisch zu
analysieren und ihre Frequenz und absolute Zellzahl zu bestimmen. Die durchflusszytometrische
Analyse von Lungenzellen aus Méiusen, die zusammen mit dem Proteinantigen LPS verabreicht
bekamen, zeigte, dass unter diesen Bedingungen ca. doppelt so viele Neutrophile wie Eosinophile im

Lungengewebe zu finden sind. Dabei ist die Stirke der Neutrophileninfiltration von der Menge an
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LPS, nicht aber von der Menge an Proteinantigen abhéngig, da mit steigender LPS-Menge auch die
absolute Zellzahl an neutrophilen Granulozyten ansteigt (Abbildung 9D und Daten nicht gezeigt).

Eosinophile Granulozyten dagegen sind umso stérker in ihrer Frequenz und Anzahl reduziert.

A C

% :
B - ‘ L
PBS S @ o = .
o a &

LyGGIC 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC
-LPS
D
20- . 15-
o
* 2 15 *
0, Z 15- 1o,
ap f’m“o 5 s 210
T [«X
+LPS Q- 3 S -
.t 4 5] ‘50,5'
* 2
0 #* ol
B
2 250 - A. )
S o o 40
> 2004 o = ]
g T 3- ¢ 3,0-
2 L A PN 3 P
3 1901 o, "L E,,
N € 2. £ 2,0-
™ 8 =
@ 501 e 1 2 1,0-
o ¢ ° w
* 0 3+ 0

0 -LPS +LPS
B prPBs NN 2pg OO 6ug

Abbildung 9. Einfluss von LPS auf die Einwanderung von Granulozyten ins Lungengewebe.

2,5 x 10® OT-II T-Zellen und 2,5 x 10° B1-8i B-Zellen wurden in C57BL/6 Miuse transferiert. An den zwei Tagen nach dem
Transfer erfolgte die i. n. Gabe von 50 ng NP-OVA + 2 oder 5 ug LPS. Analyse der Bronchoalveolar-Lavage (BAL, A+B)
und des Lungengewebes (C+D) 3d nach der letzten Antigengabe. (A) Analyse der BAL iiber differenzielle Farbung von
Zytospins auf das Vorhandensein von Makrophagen (M), Lymphozyten (L) und neutrophilen Granulozyten (*);
Vergroferung: 100X, Mafstabsbalken: 50 pm. (B) Absolute Zellzahl an BAL-Zellen in Anwesenheit und Abwesenheit von
LPS. (C) durchflusszytometrische Analyse und FACS-Analyse von eosinophilen (E) und neutrophilen (N) Granulozyten.
Eosinophile sind DAPI' AFZ (nicht autofluoreszent) B220" CD3” Siglec-F* Ly6G/C” SSC™", Neutrophile sind DAPI' AFZ’
B220° CD3" Siglec-F~ Ly6G/C™™" SSC&""¢_ (D) absolute Zellzahl und Frequenz (bezogen auf DAPI” Zellen) von eosinophilen
und neutrophilen Granulozyten in der Lunge in Abhéngigkeit von der angegebenen LPS-Menge. Jedes Symbol représentiert
ein Tier (n=3). Die Hohe der Balken im Histogramm zeigt den Median an. FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung;
LPS Lipopolysaccharid; FSC Vorwirtsstreulicht (forward scatter); SSC Seitwértsstreulicht (sideward scatter).
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3.1.6 Durch in vitro Ty2-Polarisierung der T-Zellen kann die Zahl an

Eosinophilen in der Lunge erhoht werden

Eosinophile Granulozyten sind an der Progression des humanen, allergischen Asthmas wesentlich
beteiligt (siche Abschnitt 1.5). Daher stellte die Anwesenheit eosinophiler Granulozyten im
Lungengewebe fiir unser Mausmodell ein wichtiges Kriterium dar. Urséchlich fiir die Mobilisierung
dieser Zellen ist die Ausschiittung bestimmter Zytokine im Verlauf einer Immunreaktion. Besonders
IL-5, das von T-Helferzellen vom Typ 2 (Ty2), einer Subpopulation von T-Effektorzellen (siche
Abschnitt 1.3.2), ausgeschiittet wird, fordert die Reifung von eosinophilen Granulozyten im

Knochenmark und deren Freisetzung in die Zirkulation (Yamaguchi, 1988).

Die Verwendung von LPS als Adjuvans erhoht den Einstrom von Neutrophilen ins Lungengewebe,
wobei Eosinophile nur in geringen Frequenzen im Lungengewebe detektierbar sind (siehe 3.1.5). Um
eine verstarkt Ty2-gerichtete Immunantwort zu bekommen, und damit den Anteil an eosinophilen
Granulozyten in der Lunge zu erhéhen, wurden die OV A-spezifischen T-Zellen in vitro in Richtung
eines Ty2-Zell-Phanotyps polarisiert. Ty2-Zellen lassen sich in vivo im Vergleich zu Tyl-Zellen nur
schwer induzieren. Der darauffolgende adoptive Transfer sowie die intranasale Antigenapplikation,
erfolgten wie zuvor beschrieben (siche 3.1.5). Um das Zytokinpotential der antigenspezifischen
T-Zellen zu testen, wurden Lungenzellen, sechs Tage nach der letzten Antigengabe, isoliert und in
vitro mit PMA/lIonomycin restimuliert. Zellen, die in vitro in Richtung Ty2 polarisiert wurden, sind in
der Lage, IL-4, IL-5 und IL-13 in hohem Malle zu produzieren. Dagegen produzieren
OV A-spezifische T-Zellen, die zum Zeitpunkt des Transfers einen Ty0-Zell-Phidnotyp besalen,
verstarkt IL-17A und IFN-y, jedoch kaum Ty2-Zytokine (Abbildung 10A). Damit wird deutlich, dass
sich durch die Polarisierung der T-Zellen, eine Verschiebung der Immunantwort von einer
Ty17/Tyl-gerichteten Reaktion hin zu einer Ty2-gerichteten Immunantwort erreichen ldsst. Die
Fahigkeit, IL-5 zu produzieren, steigert zudem die Frequenz und Anzahl an eosinophilen Granulozyten
im Lungengewebe. So lassen sich in der BAL von Méiusen, denen Ty2-polarisierte, OV A-spezifische
T-Zellen transferiert wurden, im Gegensatz zu Maiusen, die Ty0-Zellen erhielten, eosinophile
Granulozyten anfarben (Abbildung 10B und Abbildung 9A). Die erhohte Frequenz an Eosinophilen in
der Lunge konnte auch durchflusszytometrisch bestitigt werden (Abbildung 10C+D). Dabei ldsst die
verstirkte Expression von Siglec-F durch Eosinophile, verbunden mit einer erhdhten
CDl11c-Expression, vermuten, dass diese Zellen in Anwesenheit von Ty2-Zellen, nicht aber
Tu17/Tyl-Effektorzellen, einen aktivierten Phanotyp besitzen (Rose, 2010). Die quantitative Analyse
der Granulozyten in der Lunge ergab, dass Ty2-polarisierte T-Zellen eine Verschiebung des
Verhéltnisses von Neutrophilen zu Eosinophilen in Richtung Eosinophile herbeifithren (Abbildung

10D), und so lassen sich in Anwesenheit der Ty2-Zellen deutlich mehr Eosinophile in der Lunge

41



Ergebnisse

finden. Demnach ist es mdglich, eine Eosinophilie, durch die in vitro Ty2-Polarisierung der

antigenspezifischen T-Zellen, zu induzieren.
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Abbildung 10. Effekte der in vitro Ty2-Polarisierung.

OV A-spezifische T-Zellen wurden in vitro in Anwesenheit von OVA-Peptid, rekombinantem IL-4, anti-IL-12 mAK und
anti-IFN-y mAK fiir 5d in Richtung T2 polarisiert. Transfer von 2 x 10° naiven oder Ty2-polarisierten, OV A-spezifischen
T-Zellen zusammen mit 2 x 10° follikuldren, NP-spezifischen B-Zellen in C57BL/6 Rezipienten. An d0 und d1 erfolgte die
i. n. Gabe von 50 ug NP-OVA + 2 pug (B-D) oder 5 pg (A) LPS. Analyse der BAL 3d und der Lunge 3d (C+D) und 5d (A)
nach der letzten Antigengabe. (A) reprisentative durchflusszytometrische Analyse (intrazelluldre Farbung) der angezeigten
Zytokine in Ty0- und Ty2-Zellen aus der Lunge nach in vitro Restimulation mit PMA/Ionomycin und BrefA. (B)
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représentative zytologische Analyse der BAL aus Miusen, die Ty2-Zellen transferiert bekamen, mittels Diff-Quick Féarbung.

* indiziert eosinophile Granulozyten, VergroBerung: 100X, MaBstabsbalken: 50 um. (C) reprisentative

durchflusszytometrische Farbung auf eosinophile und neutrophile Granulozyten in der Lunge an d4 unter Ty0- und
Ty2-Bedingungen sowie Analyse der CD11c-Expression auf Eosinophilen. (D) Frequenz (bezogen auf DAPI" Zellen) und
absolute Zellzahl an Eosinophilen und Neutrophilen in der Lunge an d4 unter den angegebenen experimentellen
Bedingungen (n = 3). Jedes Symbol in den Diagrammen reprisentiert ein Tier. Die Hohe der Balken entspricht dem Median.
BAL Bronchoalveolar-Lavage; Ty0 T-Lymphozyten waren zum Zeitpunkt des adoptiven Transfers naiv; Ty2
T-Lymphozyten waren zum Zeitpunkt des adoptiven Transfers in Richtung eines T-Helferzell-2-Phénotyps polarisiert.

3.1.7 Vergleich des neuen Modells mit einem Standardmodell

Das klassische Modell einer Atemwegsentziindung in der Maus, ist das der aktiven Sensibilisierung,
welches liberwiegend unter Nutzung von BALB/c-Méusen angewendet wird. Um das in dieser Arbeit
neu etablierte Modell mit einem Standardmodell vergleichen zu kénnen, wurden BALB/c-Méuse nach
dem Standardprotokoll fiir die aktive Sensibilisierung behandelt. Zunéchst erfolgte die zweimalige
Immunisierung der Tiere durch die intraperitoneale (i. p.) Gabe von 50 ug NP-OVA/ALUM im
Abstand von 14 Tagen. Die Sensibilisierung i.p. war notwendig, um eine Expansion der
antigenspezifischen endogenen T-Zellen zu bewirken, die ohne adoptiven Transfer in nur sehr
geringen Frequenzen vorzufinden sind. Nach Ablauf von 20 Tagen wurde das Antigen lokal appliziert,
indem 50 pg 16sliches NP-OVA iiber einen Zeitraum von vier Wochen insgesamt sechs Mal i. n.
verabreicht wurden (Abbildung 11A, unten). Dies sollte eine lokale Immunantwort induzieren. Im
Vergleich dazu, wurden C57BL/6-Miuse nach dem neu etablierten Protokoll behandelt, wobei
diesmal 50 pg NP-OVA + 5 pug LPS insgesamt vier Mal i. n. appliziert wurden (Abbildung 11A,
oben). Miuse, die anstelle des Antigens PBS 1. p. injiziert bekamen, und nachfolgend mit NP-OVA
provoziert wurden, bildeten die Kontrollgruppe fiir die aktive Sensibilisierung. Kontrolltiere fiir das
neu etablierte Atemwegsentziindungsmodell erhielten PBS anstelle des Proteinantigens iiber die Nase.
AnschlieBend wurden die Lungen dieser Tiere histologisch analysiert, um die Stirke der
Inflammation, gemessen an der Stérke der Infiltration, der Zahl an eingewanderten Eosinophilen und
dem Auftreten schleimproduzierender Becherzellen, zu beurteilen. Zusétzlich wurde auch das Serum

der Tiere auf das Vorkommen von NP-spezifischem IgE analysiert.

Die Behandlung der Méuse fiihrte in beiden Modellsystemen zur Bildung von antigenspezifischem
IgE. Die Konzentration an anti-NP-IgE im Serum der C57BL/6-M4iuse ist dabei vergleichbar hoch,
wenn nicht sogar hoher als die im Serum von BALB/c-Miusen, die nach dem Standardprotokoll
behandelt worden sind (Abbildung 11B). Durch beide Behandlungsprotokolle wurde eine starke,
zelluldre Infiltration im Lungengewebe verursacht, die perivasculér lokalisiert ist und in den Lungen
der Kontrolltiere nicht beobachtet werden kann (Abbildung 11C, links). Eosinophile Granulozyten, die

histologisch iiber das major basic protein (MBP) angefarbt werden konnen, befinden sich, in beiden
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Modellsystemen vergleichbar, in hoher Zahl innerhalb der Infiltrate und sind in der Kontrollgruppe
entweder vollkommen abwesend (adoptives Transfersystem) oder in ihrer Zahl stark reduziert (aktive
Sensibilisierung) (Abbildung 11C, Mitte). Ein weiteres Kennzeichen der Asthmaerkrankung ist die
sogenannte Becherzellen-Hyperplasie. Dabei kommt es zu einer starken Vermehrung der
schleimproduzierenden Becherzellen, die histologisch iiber die Anférbung von Mukopolysacchariden
(Schleim) nachweisbar sind. Unter Verwendung der PAS (Periodic Acid-Schiff)-Reaktion konnten in
den Lungen beider Gruppen Mukopolysaccharide angefiarbt werden, die iiber ihre pinke Farbung
identifizierbar sind (Abbildung 11C, rechts). Durch den Vergleich mit einem bereits etablierten
Standardmodell wird deutlich, dass das in dieser Arbeit etablierte Atemwegsinflammationsmodell
durchaus mit konventionellen Modellsystemen konkurrieren kann und wichtige Schliissel-

komponenten einer allergischen Reaktion aufweist.
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Abbildung 11. Vergleich des neuen Modells mit dem Standardmodell der aktiven Sensibilisierung.

(A) Zeitskalen der beiden Behandlungsprotokolle. Im Falle des adoptiven Transfers wurden je 2 x 10° Ty2-polarisierte
T-Zellen und B-Zellen transferiert. Die Immunisierung erfolgte mit 50 pg NP-OVA + 5 pg LPS i. n. an den dargestellten
Tagen. Tiere, die nach dem Protokoll der aktiven Sensibilisierung behandelt wurden, erhielten zuerst 50 pg NP-OVA/ALUM
i. p.. AnschlieBend wurden 50 pg l6sliches NP-OVA an den angezeigten Tagen i.n. verabreicht. (B) Messung von
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NP-spezifischem IgE im Serum von d15 (B6) und d63 (BALB/c) mittels ELISA, angegeben als absolute Konzentration in
ng/ml, wobei n =5 bei B6 und n=4 bei BALB/c. Jedes Symbol représentiert ein Tier. Die Hohe der Balken im Diagramm
reprasentiert den Median. (C) histologische Analyse von Gefrierschnitten (8 pum) der Lunge von Tieren, die nach dem
Standardprotokoll oder dem neu etablierten Protokoll behandelt wurden. Zellkerne (blau) wurden mit Hdmatoxylin angeférbt.
Eosinophile, die liber das major basic protein (MBP) detektiert wurden (Mitte), sind als rot-braun gefarbte Zellen zu
erkennen. Farbung von Mukopolysacchariden iiber Periodic Acid-Schiff (PAS). Pink angefirbte Zellen entsprechen den
schleimproduzierenden Becherzellen. Vergroerung: 5X (links); 10X (Mitte); 20X (rechts). Die Malistabsbalken unterhalb
der Bilder gelten fiir alle Bilder der jeweiligen Reihe. Br Bronchus; B Blutgefal3.

3.2 Globale Bedeutung von ICOS im entziindeten Gewebe

3.2.1 Modellsystem zur Untersuchung der globalen Rolle von ICOS

Zu Beginn der Untersuchungen war von Interesse, welche globale Bedeutung ICOS fiir die
Aktivierung, Expansion und Differenzierung antigenspezifischer T- und besonders B-Zellen hat. Das
neu etablierte Modellsystem ermdglichte es dabei, die Vorgidnge im Lymphknoten und zeitgleich auch
im Gewebe zu analysieren und damit die antigenspezifischen T- und B-Zellen auf ihrer Wanderung

vom Startpunkt der Immunantwort aus bis ins Zielorgan zu verfolgen.

Als Empfingertiere dienten u.a. ICOS Knock-out (KO) Miuse (Ozkaynak, 2001), denen es nicht
moglich war, ICOS auf ihren T-Zellen zu exprimieren. Mit dem Transfer von OV A-spezifischen
T-Zellen, die aus ICOS KO OT-II Spendermiusen stammten, in ICOS KO Empfingerméuse wurde
erreicht, dass in der gesamten Maus keine Kostimulation iiber ICOS erfolgen konnte. Durch den
Vergleich mit Wildtypméausen, denen im Gegenzug OV A-spezifische T-Zellen aus WT OT-II Mausen
transferiert worden sind, wurde es moglich, die globale Rolle von ICOS im neu etablierten
Atemwegsentziindungsmodell zu untersuchen. Der Transfer der OV A-spezifischen T-Zellen erfolgte
dabei immer mit einem zeitgleichen B-Zell-Transfer (Abbildung 12). Im Folgenden werden diese

beiden Gruppen jeweils mit WT oder KO bezeichnet.
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KO e O

ICOS KO

Abbildung 12. Adoptives Transfersystem zur Untersuchung der globalen Effekte von ICOS.

OV A-spezifische T-Zellen aus WT oder ICOS KO OT-II Méausen werden zusammen mit NP-spezifischen B-Zellen aus B1-8i
Mausen in WT vs. ICOS KO Empféangermause transferiert. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Gruppen als WT- oder
KO-Gruppe bezeichnet.

3.2.2 ICOS fordert die Expansion naiver, antigenspezifischer T- und B-Zellen

Aus verschiedenen Studien unter Nutzung unterschiedlicher Modellsysteme ist bekannt, dass sich das
Fehlen des induzierbaren Kostimulators ICOS negativ auf die Expansion antigenspezifischer T-Zellen
auswirkt (siche Abschnitt 1.7). Inwieweit ein Einfluss auch auf die Proliferation von
antigenspezifischen B-Zellen besteht, wurde bislang nicht untersucht. Weiterhin sollte zu Beginn der
Untersuchungen geklédrt werden, welchen Einfluss ICOS auf die Expansion von antigenspezifischen

T- und B-Zellen im entziindeten Gewebe hat.

Um einen Einfluss der Ty2-Polarisierung auszuschlieBen, wurde diese Untersuchung zunédchst unter
Verwendung von nicht polarisierten, naiv (CD62L™") sortierten, OV A-spezifischen T-Zellen
durchgefiihrt. Dafiir wurden je 2x 10° OVA-spezifische T-Zellen mit 2x 10° follikuliren,
NP-spezifischen B-Zellen unter Nutzung des zuvor beschriebenen Gruppensystems (siche 3.2.1) in
Empfangermause transferiert. Nach dem Transfer erhielten die Tiere 50 ug NP-OVA + 5 ug LPS i. n.
verabreicht. Die absoluten Zellzahlen an transgenen T- und B-Zellen in der Lunge und dem
tracheobronchealen Lymphknoten wurden ab dem ersten Tag nach der letzten Antigengabe fiir eng

aufeinanderfolgende Tage bestimmt (Abbildung 13A).

Abbildung 13B zeigt die Entwicklung der absoluten Zellzahlen der transgenen T- und B-Zellen iiber
die Zeit. 24 Stunden nach Immunisierung sind im tracheobronchealen Lymphknoten der WT-Mause
nur sehr wenige antigenspezifische T-Zellen detektierbar und es ist kaum ein Unterschied zur
Kontrollgruppe (PBS) zu sehen. Erst 48 Stunden nach der letzten Antigengabe beginnen die T-Zellen
zu expandieren und erreichen an Tag vier und damit 72 Stunden nach der intranasalen
Antigenapplikation ihr Expansionsmaximum. Die Kontraktionsphase der Zellen setzt ab Tag fiinf ein
und erstreckt sich {iber einen Zeitraum von tiber fiinf Tagen. So ist auch neun Tage nach
Immunisierung die Startzellzahl noch immer nicht wieder erreicht. Erst an Tag 15 lassen sich im

Lymphknoten kaum noch OV A-spezifische T-Zellen detektieren. OV A-spezifische T-Zellen in der
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Lunge erreichen ihr Expansionsmaxium an Tag fiinf und damit 24 Stunden spéter als im
Lymphknoten. Die antigenspezifischen B-Zellen folgen den T-Zellen zeitlich, indem sie im
Lymphknoten erst 24 Stunden spéter stark expandieren. Das Expansionsmaximum der B-Zellen wird
auch erst an Tag fiinf erreicht. Im Lungengewebe dagegen konnen B-Zellen erst an Tag sieben in
maximaler Anzahl detektiert werden und so scheint es auch hier eine zeitliche Verzogerung gegeniiber

dem Lymphknoten zu geben.

Das Fehlen von ICOS wirkt sich sowohl im Lymphknoten als auch in der Lunge negativ auf die
Expansion der T- und B-Zellen aus. So sind in beiden Geweben im Vergleich zum WT im Maximum
der Immunantwort stets weniger antigenspezifische T- und B-Zellen detektierbar. Die Analyse eng
aufeinanderfolgender Tage zeigt, dass es keine Unterschiede in der Entwicklung der absoluten
Zellzahlen der T- und B-Zellen iliber die Zeit gibt. Expansions- und Kontraktionsphase stimmen

zeitlich liberein.

Die Analyse der ICOS-Expression auf den transgenen WT-T-Zellen ergab, dass bis zu 80 % aller
OVA-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten 48 Stunden nach der letzten Antigengabe ICOS
exprimieren (Abbildung 13C). Die Frequenz an ICOS™ Zellen im Gewebe dagegen ist mit 50 % nicht
nur geringer als im Lymphknoten, das Maximum der ICOS-Expression in der Lunge wird im

Vergleich zum Lymphknoten zudem auch erst 48 Stunden spéter erreicht.
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Abbildung 13. Einfluss der ICOS-Kostimulation auf die Expansion naiver, antigenspezifischer T- und B-Zellen.

(A) Transfer von 2 x 10° WT oder ICOS KO OV A-spezifischen T-Zellen und 2 x 10° NP-spezifischen B-Zellen in WT oder
ICOS KO Mause. Intranasale Applikation von 50 pg NP-OVA + 5 ng LPS an dO und dl. Analyse der Lunge und des
tracheobronchealen Lymphknotens an den angezeigten Tagen. (B) Entwicklung der absoluten Zellzahlen von T- und
B-Zellen im Lymphknoten (links) und in der Lunge (rechts) iiber die Zeit. (C) Frequenz von ICOS" T-Zellen (bezogen auf

alle antigenspezifischen T-Zellen) an den angegebenen Zeitpunkten. Reprisentative Farbungen fiir ICOS auf T-Zellen sind

fiir ausgewihlte Tage von jeweils einem Tier gezeigt. Dargestellt ist der Median. Gruppengrof3e/Analysetag: n = 5.
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3.2.3 ICOS ist wichtig fiir die Differenzierung der T- und B-Zellen zu Follikuldren

T-Helferzellen und Keimzentrums-B-Zellen

B-Zellen benétigen, um aktiviert zu werden, die Hilfe sogenannter Follikuldrer T-Helferzellen (Tgy).
Die T-B-Interaktion ist grundlegend dafiir, dass sich B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen entwickeln
und damit Grundvoraussetzung fiir die Induktion einer humoralen Immunantwort. Dass ICOS KO
Maiuse nach Immunisierung kleinere Keimzentren bilden, die zudem zusétzlich noch in ihrer Frequenz
reduziert sind, ist bereits bekannt (Dong, 2001; Tafuri, 2001; McAdam, 2001; Mak, 2003). Inwiefern
sich dieser iiberwiegend histologische Befund jedoch wirklich auf eine beeintrachtigte Differenzierung
der B-Zellen hin zu Keimzentrums-B-Zellen zuriickfithren lédsst, kann nicht mit Sicherheit gesagt
werden. SchlieBlich konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass eine fehlende Kostimulation
iiber ICOS die klonale Expansion der B-Zellen negativ beeintrdchtigt (Abbildung 13B). Basierend
darauf ist es moglich, dass ICOS die Differenzierung der B-Zellen hin zu Keimzentrums-B-Zellen
»direkt* positiv beeinflusst oder die verminderte Zahl an Keimzentren in ICOS KO Maiusen lediglich
auf eine verminderte Expansion der B-Zellen zuriickgefiihrt werden kann. Um dies ndher zu
untersuchen, wurde die Differenzierung der antigenspezifischen T- und B-Zellen zu Follikuldren

T-Helferzellen und Keimzentrums-B-Zellen auf Einzelzellebene analysiert.

Das zugrunde liegende experimentelle System ist in Abbildung 12 und Abbildung 13A dargestellt.
Follikuldre T-Helferzellen kénnen anhand der parallelen Expression von CXCRS5 und PD-1
identifiziert werden (Haynes, 2007). Keimzentrums-B-Zellen zeichnen sich durch die langanhaltende
Expression von Oberflachenstrukturen aus, die iber PNA (Peanut Agglutinin; Butcher, 1982) und den
Antikdrper GL7 detektierbar sind (Cervenak, 2001), wobei die Expression dieser beiden Marker zu
frithen Zeitpunkten aktivierungsinduziert erfolgt und nur zu spiten Zeitpunkten ein Kriterium zur
Beurteilung der Keimzentrumsbildung darstellt. Die durchflusszytometrische Analyse von
OVA-spezifischen T-Zellen im tracheobronchealen Lymphknoten zeigt, dass die fehlende
Kostimulation {iiber ICOS die Bildung von Follikuliren T-Helferzellen signifikant reduziert
(Abbildung 14A). Parallel dazu zeigen auch die NP-spezifischen B-Zellen eine verminderte Féhigkeit,
zu Keimzentrums-B-Zellen zu differenzieren, wenn ICOS im Gesamtsystem fehlt (Abbildung 14B).
Nur diejenigen B-Zellen, die nach Tag sechs noch immer eine Expression von PNA und GL7
aufweisen, werden dabei als Keimzentrums-B-Zellen bezeichnet. Mit fortschreitender Zeit nimmt die
Frequenz an GL7" PNA" B-Zellen im Lymphknoten in beiden Gruppen ab. Wihrend sich jedoch an
spiten Analysezeitpunkten in den Lymphknoten der WT Maiuse noch immer eine ca. 10%ige
Population an Keimzentrums-B-Zellen detektieren ldsst, liegt die Frequenz in ICOS KO Mausen
dagegen weit unter 1 %. Dies beweist, dass die Kostimulation iiber ICOS die Differenzierung von

B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen auf Einzelzellebene reguliert. Da die Signalgebung iiber den
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Rezeptor (ICOS) und nicht iiber den Liganden erfolgt, konnen die Effekte nur indirekter Natur sein
und werden vermutlich iiber die reduzierte Bildung von Tgy und damit eine verminderte T-Zell-Hilfe

vermittelt.

A Follikulare T-Helferzellen B Keimzentrums-B-Zellen

WT KO WT KO

100+ 400 __» d9
- . i 30
3 5™ .
o o 604 10
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- 404
2 o 0 -
o ® 204
X
0 0__ T T T T Vo -
PBS 12345678 14 PBS 123456789 14

\

Tage nach der letzten Antigengabe
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Abbildung 14. Differenzierung von Follikuliiren T-Helferzellen (Tgy) und Keimzentrums-B-Zellen (KZB) in
Abhingigkeit von ICOS.

2 x 10° OV A-spezifische WT oder ICOS KO T-Zellen und 2 x 10° NP-spezifische B-Zellen wurden in WT oder ICOS KO
Maéuse transferiert. Die Immunisierung der Tiere erfolgte intranasal mit 50 pg NP-OVA + 5 pug LPS an dO + d1. Kontrolltiere
erhielten PBS anstelle des Proteinantigens. An den angegebenen Zeitpunkten wurden Zellen des tracheobronchealen
Lymphknotens auf das Vorkommen von (A) Follikuliren T-Helferzellen und (B) Keimzentrums-B-Zellen
durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt sind reprisentative Firbungen fiir CXCRS" PD1" Follikulire T-Helferzellen
(bezogen auf die Gesamtheit von OVA-TZR-transgenen T-Zellen, definiert als DAPT B220" CD4" Thy-1.1") und GL7" PNA*
Keimzentrums-B-Zellen (bezogen auf alle NP-spezifischen B-Zellen, definiert als DAPI" CD3” CD8 CDl1lc” Ly6G/C
B220" CD45.2" CD45.1%). In den Diagrammen reprisentiert jedes Symbol ein Tier, wobei n=3-5. Die jeweilige Kurve
verlduft durch den Median. Oben rechts sind die Frequenzen von Tgy-Zellen und KZB-Zellen in WT und ICOS KO Maiusen
fiir ausgewéhlte Zeitpunkte dargestellt. Die Hohe der Balken in den Diagrammen entspricht dem Median. * P < 0,05 (Mann-
Whitney U Test).

3.2.4 Die in vitro Tu2-Polarisierung der T-Zellen kann den in vivo Expansions-

defekt nicht kompensieren

Nachdem ein positiver Effekt von ICOS auf die Expansion naiver T- und B-Zellen festgestellt werden
konnte, stellte sich die Frage, inwiefern T-Effektorzellen noch auf eine Kostimulation iiber ICOS

angewiesen sind. T-Zellen und insbesondere Ty2-Effektorzellen spielen fiir die Etablierung
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allergischer Immunreaktionen eine wichtige Rolle (siche Abschnitt 1.5). Die Behandlung von
Asthmapatienten wird dabei nicht praventiv moglich sein, da die Sensibilisierung, d.h. der Kontakt mit
dem Allergen und der darauffolgenden Bildung allergenspezifischer Ty2-Effektorzellen, meist schon
in der friihen Kindheit erfolgt. Daher ist die Kenntnis iiber die Relevanz von ICOS fiir die Expansion

von bereits etablierten T-Effektorzellen von grofler Bedeutung.

Da T-Zellen in Abwesenheit von ICOS bereits in der frithen Phase der Immunantwort in ihrer
Expansion gestort sind (siehe 3.2.2), kann die Relevanz von ICOS auf die (spéte) Effektorphase in
einem Modellsystem, in dem die ICOS-Signalgebung von Beginn an fehlt, nicht untersucht werden.
Aus diesem Grund wurden OV A-spezifische T-Zellen aus WT und ICOS KO OT-II Méusen in vitro
in Richtung Ty2 polarisiert. Die Kultivierung erfolgte dabei iiber einen Zeitraum von 14 Tagen, um zu
gewihrleisten, dass enddifferenzierte Ty2-Effektorzellen entstanden sind. Die Aktivierung und
Tu2-Polarisierung der OVA-spezifischen T-Zellen konnte dabei unabhdngig von ICOS mit
vergleichbarem Erfolg durchgefiihrt werden, und so sind nach 14 Tagen Kultur iiber 96 % aller Zellen
in der Kultur CD4" Thy-1.1" und damit antigenspezifisch (Abbildung 15A). Durchschnittlich 35 %
aller T-Zellen sind nach in vitro Restimulation mit PMA/lonomycin zur IL-4-Sekretion fahig, 27 %
produzieren IL-13 (Abbildung 15A). In beiden Gruppen ldsst sich aulerdem noch eine ca. 6%ige
Population an T-Zellen detektieren, die noch zur IFN-y-Sekretion fihig sind (Abbildung 15A). Je
1 x 10° der Ty2-polarisierten T-Zellen wurden zusammen mit derselben Anzahl an NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS KO Miuse transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal, indem
zweimalig 50 pg NP-OVA + 3 pg LPS iiber die Nase appliziert wurden. An Tag acht und damit sieben
Tage nach der letzten Antigengabe wurden Zellen aus der Lunge und dem tracheobronchealen
Lymphknoten durchflusszytometrisch analysiert und die absoluten Zellzahlen an antigenspezifischen
Zellen in diesen Organen bestimmt. Wie Abbildung 15B (oben) zeigt, konnen in der ICOS KO Gruppe
kaum noch OV A-spezifische T-Zellen gefunden werden. In beiden Organen der KO-Gruppe ist die
absolute Zellzahl an Ty2-Effektorzellen im Vergleich zum WT um den Faktor 11 bis 13 reduziert. Ein
dhnliches Bild zeigt sich fiir die antigenspezifischen B-Zellen, die ebenfalls in Abwesenheit der
ICOS-Signalgebung in ihrer Expansion enorm beeintrachtigt sind (Abbildung 15B, unten). Wie bereits
erwiahnt, sind Ty2-Zellen wichtig, um die Mobilisierung und Aktivierung eosinophiler Granulozyten
zu bewirken (siche Abschnitt 2.6.7). Aus diesem Grund sollten die Lungen der Tiere auch auf das
Vorkommen neutrophiler und insbesondere eosinophiler Granulozyten untersucht werden. Eine
Reduktion der Anzahl an Ty2-Effektorzellen in ICOS KO Maéusen ist mit einer deutlichen Abnahme
eosinophiler Granulozyten im Lungengewebe verbunden (Abbildung 15C). Des Weiteren scheinen
eosinophile Granulozyten in ICOS KO Maiusen im Vergleich zu denen im WT weniger stark aktiviert

zu sein (gemessen an Siglec-F und CDIl1c). Neutrophile Granulozyten dagegen wandern
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T-Zell-unabhéngig ein und sind in den Lungen der Tiere beider Gruppen in vergleichbarer Zellzahl zu
finden (Abbildung 15C). ICOS scheint demnach nicht nur fiir die frilhe Expansion naiver T- und
B-Zellen wichtig zu sein, sondern wirkt sich auch auf die Expansion von T-Effektorzellen positiv aus.
Zeitgleich sind in Abwesenheit von ICOS eosinophile Granulozyten in der Lunge stark in ihrer Zahl

reduziert.
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Abbildung 15. Einfluss von ICOS auf die Expansion von T-Effektorzellen.

(A) OV A-spezifische T-Zellen aus WT und ICOS KO OT-II Méusen wurden in vitro fiir 14 Tage in Richtung Ty2 polarisiert.
Die in vitro Stimulation mit PMA/Ionomycin diente dazu, die Frequenz an IL-4-, IL-13- und IFN-y-produzierenden T-Zellen
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zu bestimmen. Die Detektion von Zytokinen erfolgte durch intrazellulire Farbung. (B+C) 1x 10° WT oder ICOS KO
OVA-spezifische Ty2-Effektorzellen wurden mit 1 x 10° follikuldren, NP-spezifischen B-Zellen in WT oder ICOS KO
Mause transferiert. Intranasale Antigengabe von 50 pg NP-OVA +3 pg LPS an dO und dl. Analyse der Lungen und
tracheobronchealen Lymphknoten an d8. Die Frequenz an antigenspezifischen T- und B-Zellen, sowie an Granulozyten
wurde durchflusszytometrisch bestimmt und basierend darauf die absoluten Zellzahlen der verschiedenen Zellpopulationen
berechnet. Gezeigt sind représentative Farbungen fiir OV A-spezifische T-Zellen und NP-spezifische B-Zellen (B), sowie
Eosinophile und Neutrophile (C). Jedes Symbol in den Diagrammen représentiert ein Tier. Der Median wird durch die
Balkenhohe angegeben. Zahlen innerhalb der FACS-Plots geben entweder die Frequenz oder absolute Zellzahl (unten links)

der eingegrenzten Zellpopulation bezogen auf die Elternpopulation an.

3.3 Rolle von ICOS in der Interaktion von T- und B-Zellen im Verlauf

einer T-Zell-abhdngigen Immunantwort

3.3.1 Modellsystem zur Untersuchung der Rolle von ICOS in der T-DZ- vs.
T-B-Interaktion

Der induzierbare Kostimulator ICOS wird ausschlieSlich von T-Zellen exprimiert, die diesen Rezeptor
aktivierungsinduziert in innerhalb von 48 Stunden auf ihrer Oberfliche hochregulieren. ICOS-Ligand
dagegen ist auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert (siche Abschnitt 1.2 und 1.7). Beobachtungen
beziiglich der Rolle von ICOS, die unter Verwendung von ICOS KO oder ICOS-L KO Maiusen
gemacht wurden, konnen nicht auf die fehlende ICOS-Signalgebung zwischen bestimmten
Interaktionspartnern zuriickgefiihrt werden, da die Interaktion von ICOS und ICOS-L im gesamten
System fehlt. Um die Frage zu beantworten, welche Relevanz ICOS fiir die Interaktion von T- und
B-Zellen besitzt, brauchten wir ein Modellsystem, in welchem die Signalgebung iiber ICOS spezifisch
zwischen diesen Zellen ausgeschaltet werden kann. Von besonderem Interesse dabei war, welchen
Stellenwert ICOS in der T-B-Interaktion im entziindeten Gewebe hat, da beobachtet werden konnte,
dass der Transfer ICOS" jedoch nicht ICOS’, Ty2-polarisierter, OV A-spezifischer T-Zellen zu einer
Akkumulation von B220" B-Zellen im Lungengewebe fiihrt (Léhning, 2003; Beier, 2004).

Um dieses Ziel zu realisieren, wurden B1-81 Méuse verwendet, deren NP-spezifische B-Zellen kein
ICOS-L exprimieren konnen. Durch den Transfer von ICOS-L KO, NP-spezifischen B-Zellen
zusammen mit OV A-spezifischen T-Zellen in WT Maiuse wird ein Zustand erreicht, in dem T-Zellen
iiber ICOS noch mit Dendritischen Zellen interagieren kdnnen, nicht aber mit NP-spezifischen
B-Zellen (Abbildung 16A, Mitte). Der Transfer derselben Spender T- und B-Zellen in ICOS-L KO
Maiuse macht eine Interaktion von ICOS und ICOS-L auch zwischen T-Zellen und Dendritischen
Zellen (DZ) unmdglich (Abbildung 16A, unten). Die Verwendung des beschriebenen Transfersystems

erlaubt es damit zu untersuchen, welche Rolle ICOS in der Interaktion von T- und B-Zellen hat und
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ermoglicht es, die Effekte klar von einer gestorten T-DZ-Interaktion abzugrenzen. Aus bereits
genannten Griinden (siehe 3.1.1; 3.1.6; 3.2.4) wurden die OVA-spezifischen T-Zellen vor dem
adoptiven Transfer in vitro in Richtung Ty2 polarisiert. Die Polarisierung der T-Zellen erfolgte dabei
nur fiir fiinf Tage. Zusitzlich wurde die Menge an Antigen erneut titriert (Daten nicht gezeigt) und auf
5 nug NP-OVA reduziert. Die Generierung antigenlimitierender Bedingungen verbunden mit der
mehrfachen Antigengabe sollte helfen, die antigenprésentierende Funktion der B-Zellen zu steigern
(sieche Abschnitt 1.6) und damit die T-B-Interaktion im Gewebe zu fokussieren (Abbildung 16B). Im
Folgenden werden die Gruppen jeweils mit WT, B-KO und KO bezeichnet.

A
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Abbildung 16. Adoptives Transfersystem zur Untersuchung spezieller Effekte von ICOS.

(A) OVA-spezifische T-Zellen aus WT OT-II Méusen werden zusammen mit NP-spezifischen B-Zellen aus WT oder
ICOS-L KO B1-8i Maiusen in WT vs. ICOS-L KO Empfangerméuse transferiert. Dabei erfolgt zuvor eine in vitro
Ty2-Polarisierung der OV A-spezifischen T-Zellen. Effekte, die auf der fehlenden ICOS-Signalgebung zwischen T- und
B-Zellen beruhen, kdnnen von einer gestorten T-DZ-Interaktion abgegrenzt werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden
die Gruppen als WT, B-KO oder KO-Gruppe bezeichnet. (B) Behandlungsprotokoll der Méuse. Nach adoptivem Transfer
von je 2 x 10° T- und B-Zellen werden die Tiere insgesamt vier Mal mit 5 ug NP-OVA + 5 pg LPS immunisiert. Die Analyse
der Lunge und des tracheobronchealen Lymphknotens erfolgt an Tag 17. NP-OVA Nitrophenol-Ovalbumin-Konjugat; DZ
Dendritische Zelle; ICOS inducible costimulator (induzierbarer Kostimulator); ICOS-L inducible costimulator ligand
(Ligand fiir den induzierbaren Kostimulator).
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3.3.2 Die Expansion der antigenspezifischen T- und B-Zellen ist von ICOS-L auf

B-Zellen unabhingig

Die Untersuchungen unter Verwendung von ICOS KO Maiusen haben gezeigt, dass antigenspezifische
T- und B-Zellen in ihrer klonalen Expansion negativ beeintrachtigt sind, wenn ICOS im
Gesamtsystem fehlt. Dabei konnte eine Reduktion der absoluten Zellzahlen an antigenspezifischen T-
und B-Zellen im Lymphknoten aber auch im entziindeten Gewebe festgestellt werden (siehe 3.2.2 und
3.2.4). Nicht bekannt ist, ob die fehlende Kostimulation {iber ICOS im Kontakt der T-Zellen mit
Dendritischen Zellen oder mit B-Zellen ursdchlich fiir den Expansionsdefekt ist und ob sich die
zugrunde liegenden Mechanismen im Lymphknoten und im entziindeten Gewebe gleichen. Um dies
zu untersuchen, wurden je 2 x 10° OVA-spezifische T-Zellen und dieselbe Zahl an NP-spezifischen
B-Zellen in unterschiedliche Empfangerméuse transferiert, wobei das unter 3.3.1 beschriebene
experimentelle System Verwendung fand. An Tag 17, drei Tage nach der letzten Antigengabe, wurden
Zellen aus der Lunge und dem tracheobronchealen Lymphknoten durchflusszytometrisch analysiert,
die Frequenz an antigenspezifischen T- und B-Zellen bestimmt und absolute Zellzahlwerte fiir beide
Lymphozytenpopulationen berechnet. Fehlt ICOS-L nur auf den antigenspezifischen B-Zellen, bleibt
die Expansion der transgenen T- und B-Zellen unbeeintrachtigt (Abbildung 17). So lassen sich sowohl
im Lymphknoten als auch in der Lunge der B-KO-Gruppe zum WT vergleichbare Zellzahlen an
OVA-spezifischen T-Zellen und NP-spezifischen B-Zellen finden. Die Abwesenheit des Liganden auf
Dendritischen Zellen dagegen hat eine statistisch signifikante Reduktion der absoluten Zellzahl an
transgenen T- und B-Zellen zur Folge, die in beiden Organen beobachtet werden kann (Abbildung 17).
Damit wird deutlich, dass die Stirke der T- und B-Zell-Antwort iber ICOS im Kontakt der T-Zellen
mit Dendritischen Zellen reguliert wird. Die Interaktion von ICOS und ICOS-L zwischen T- und

B-Zellen dagegen leistet keinen Beitrag dazu.
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Abbildung 17. Einfluss von ICOS-L auf die Expansion antigenspezifischer T- und B-Zellen.

2 x 10° OV A-spezifische, Ty2-polarisierte T-Zellen aus WT OT-II Miausen wurden zusammen mit 2 x 10° NP-spezifischen
B-Zellen aus WT oder ICOS-L KO BI1-8i Miusen in WT vs. ICOS-L KO Empfingerméuse transferiert. Intranasale
Antigengabe von 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS an den Tagen 0, 1, 10 und 13. Durchflusszytometrische Analyse von Zellen aus
der Lunge und dem Lymphknoten an d17. Gezeigt sind représentative Farbungen auf transgene T- und B-Zellen fiir beide
Organe. Die Diagramme zeigen absolute Zellzahlwerte fiir DAPI" B220° CD4" Thy-1.1" T-Zellen und DAPI
CD3/CD8/Ly6GC” CD19" CD45.2" CD45-1" B-Zellen in Lunge und Lymphknoten, wobei jedes Tier durch ein Symbol
dargestellt wird (n=7). Die Hohe der Balken in den Diagrammen entspricht dem Median. ns nicht signifikant;
*¥#% P <0,001; ** P <0,01 (Mann-Whitney U Test).

3.3.3 Follikulare T-Helferzellen und Keimzentrums-B-Zellen sind nicht auf die

T-B-Interaktion iiber ICOS/ICOS-L angewiesen

Die Bedeutung Follikuldrer T-Helferzellen fiir die Keimzentrumsbildung und humorale Immunantwort
wurde bereits angesprochen (siche 3.2.3). Weiterhin konnte geklart werden, dass ICOS wichtig ist,
damit antigenspezifische T- und B-Zellen zu Follikuldren T-Helferzellen und Keimzentrums-B-Zellen
differenzieren konnen (Abbildung 14). Welchen konkreten Anteil Dendritische Zellen und B-Zellen
iiber ICOS-L an der Generierung Follikuldrer T-Helferzellen haben und inwieweit sie sich in dieser
Funktion ergédnzen oder iiberschneiden, ist unklar. Eine genauere Analyse der Try-Zellentwicklung im

Lymphknoten, unter Nutzung des unter 3.3.1 beschriebenen Systems sollte helfen, diese Frage zu
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beantworten. Nach adoptivem Transfer und Immunisierung der Tiere wurden Zellen aus dem
Lymphknoten durchflusszytometrisch analysiert. Circa 40 % aller OV A-spezifischen T-Zellen in den
Lymphknoten der WT Maiuse exprimieren PD-1 und CXCRS5 auf einem hohen Niveau (Abbildung
18). Die weiterfithrende phénotypische Charakterisierung dieser Zellen zeigt, dass nur die
CXCR5" PD-1"" T-Zellen und nicht die CXCR5 PD-1" T-Zellen den Mastertranskriptionsfaktor der
Tey-Zellen —Bcl-6 (B cell lymphoma 6)— exprimieren (Johnston, 2009; Nurieva, 2009; Yu, 2009) und
durch eine Heraufregulation des ebenfalls Tgy-spezifischen Oberflichenproteins TIGIT (T cell
immunoglobulin and ITIM domain; Seth, 2009) gekennzeichnet sind. Damit kénnen diese Zellen als
Tru-Zellen identifiziert werden. Die Differenzierung der antigenspezifischen T-Zellen zu Ty scheint
dabei nicht von der Expression des ICOS-Liganden auf B-Zellen abhédngig zu sein, und so lassen sich
in den Lymphknoten der B-KO-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle dhnlich hohe Frequenzen an
CXCR5" PD-1"" T-Zellen finden. Anders verhilt es sich, wenn ICOS-L auf Dendritischen Zellen
fehlt. In diesem Fall ist die Bildung Follikuldrer T-Helferzellen massiv gestort und es weisen nur noch
ca. 5 % der OV A-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten einen T-Helferzell-Phénotyp auf. Bcl-6 und
TIGIT werden jedoch auch von diesen Zellen zum WT vergleichbar exprimiert. Dies zeigt, dass die
Interaktion zwischen T-Zellen mit Dendritischen Zellen iiber ICOS einen sehr hohen Stellenwert fiir
die Differenzierung von Follikuldren T-Helferzellen einnimmt. Die Beobachtungen, die in ICOS KO
Maiusen beziiglich der Bildung von Tgy-Zellen gemacht werden konnten (siehe 3.2.3), lassen sich
damit ausschlieBlich auf die fehlende Kostimulation iiber ICOS zwischen T-Zellen und Dendritischen
Zellen zuriickfiihren, denn auch die alleinige Expression von ICOS-L auf B-Zellen bei zeitgleicher
Abwesenheit auf Dendritischen Zellen konnte den Tgy-Differenzierungsdefekt nicht kompensieren

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18. Bedeutung der ICOS-L Expression fiir die Try-Zellentwicklung.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Mause transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS
an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 17 wurden die
OVA-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten durchflusszytometrisch auf einen T-Helferzell-Phénotyp analysiert. Gezeigt
sind représentative Farbungen fiir CXCRS und PD-1 von jeweils einem Tier jeder Gruppe, wobei die Zahlen die Frequenzen
der CXCR5" PD-1"" Population bezogen auf alle OV A-spezifischen T-Zellen (definiert als DAPI' CD19" CD4" Thy-1.1")
wiedergeben. Histogramme zeigen die Expression von Bel-6 und TIGIT der CXCR5™ PD-1"" (Tgy) und CXCR5 PD-1°
(non Tgy) T-Zellen. Jedes Symbol steht fiir ein Tier, wobei n = 10 fiir WT und KO und n = 8 fiir B-KO. Die Hohe der Balken
entspricht dem Median. Gezeigt ist ein représentatives Experiment von drei. ns nicht signifikant; *** P < 0,001; ** P < 0,01
(Mann-Whitney U Test); MFI mittlere Fluoreszenzintensitit; Bcl-6 B-cell lymphoma 6; TIGIT T cell immunoglobulin and
ITIM domain.

Follikulére T-Helferzellen sind fiir die Entwicklung von Keimzentrums-B-Zellen essenziell und der
induzierbare Kostimulator ICOS ist auf Try-Zellen langanhaltend hoch exprimiert (Burmeister, 2008).
Dadurch kann vermutet werden, dass die Wechselwirkung zwischen ICOS/ICOS-L in der
T-B-Interaktion fiir die Differenzierung der B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen eine wesentliche
Rolle spielt. Um dies zu {iberpriifen, wurde neben der Differenzierung der OV A-spezifischen T-Zellen
zu Tgy-Zellen auch die Entwicklung der Keimzentrums-B-Zellen im Lymphknoten, in Abhadngigkeit
von der ICOS-L-Expression, untersucht. Die Analyse der NP-spezifischen Keimzentrums-B-Zellen

ergab, dass ca. 55 % aller antigenspezifischen B-Zellen im Lymphknoten der WT-Gruppe einen
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KZB-Phinotyp aufweisen und iiber GL7 und PNA definiert werden konnen (Abbildung 19A).
Unerwarteterweise blieben B-Zellen, die den Liganden nicht exprimieren kénnen (B-KO), in ihrer
Féhigkeit, zu Keimzentrums-B-Zellen zu differenzieren, unbeeintrichtigt. Ist ICOS-L dagegen
zusitzlich auch in Dendritischen Zellen ausgeschaltet (KO), ist die Frequenz an PNA’ GL7"
NP-spezifischen B-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe hoch signifikant reduziert. Die
Differenzierung von B-Zellen zu KZB wird auf transkriptioneller Ebene ebenfalls iiber das
Repressorprotein Bcel-6 reguliert, und Keimzentrums-B-Zellen zeichnen sich durch eine sehr hohe
Expression des Bcl-6-Proteins aus (Cattoretti, 1995; Allman, 1996). Die Funktionalitit der KZB ist
somit eng mit der Expression von Bcl-6 verkniipft. Um zu untersuchen, ob die gebildeten
Keimzentrums-B-Zellen als solche in ihrer Funktion beeintrachtigt sind, wenn ICOS-L fehlt, wurde
Bcl-6 intrazellulidr analysiert. Bcl-6° NP-spezifische B-Zellen zeichnen sich in allen drei Gruppen
durch die parallele Expression von GL7 und eine zeitgleiche Herabregulation von CD38 (Ridderstad
und Tarlinton, 1998) aus. Zusitzlich sind sie CD95" (Smith, 1995) und fiir den Plasmazellmarker
CD138 (Sanderson, 1989) negativ (Abbildung 19B, oben und Daten nicht gezeigt). Phanotypisch
weisen diese Zellen damit alle Eigenschaften einer Keimzentrums-B-Zelle auf und es besteht eine
100%ige Korrelation zwischen Bcl-6 mit GL7 und PNA. Im Vergleich zur WT-Gruppe ist in der
B-KO-Gruppe kein Unterschied in der Frequenz an Bcl-6" antigenspezifischen B-Zellen zu erkennen.
In der KO-Gruppe hingegen lédsst sich im Vergleich zur Kontrolle eine statistisch signifikante
Reduktion an Bcl-6" Zellen beobachten. Unabhingig davon ist beziiglich der Menge an Bcl-6-Protein
pro B-Zelle kein Unterschied zwischen den drei Gruppen feststellbar (Abbildung 19B, unten). Die
fehlende ICOS-L-Expression auf B-Zellen beeinflusst weder die Differenzierung der B-Zellen zu
KZB, noch deren Funktion. Die gestorte T-DZ-Interaktion iiber ICOS dagegen hat eine stark
verminderte Bildung von Keimzentrums-B-Zellen zur Folge. Die wenigen B-Zellen, die sich dennoch
zu Keimzentrums-B-Zellen entwickeln, zeigen jedoch eine hohe Expression von Bcl-6 und sind

dadurch vermutlich in ihrer Funktion unbeeintrachtigt.
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Abbildung 19. Einfluss der ICOS-L-Expression durch B-Zellen auf die Differenzierung von Keimzentrums-B-Zellen.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Mause transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS
an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 16 wurden die
NP-spezifischen B-Zellen aus dem Lymphknoten durchflusszytometrisch analysiert und die Bildung von
Keimzentrums-B-Zellen in Abhéngigkeit von der ICOS-L-Expression untersucht. (A) Gezeigt sind die Frequenzen an
GL7" PNA' B-Zellen und reprisentative Firbungen fiir GL7 und PNA von je einem Tier pro Gruppe, wobei die Zahlen
innerhalb der FACS-Plots die Frequenzen der GL7' PNA" B-Zell-Population bezogen auf alle NP-spezifischen B-Zellen
(definiert als DAPI" CD3/CD8/CD11¢/Ly6GC” CD19" CD45.2" CD45.1")  wiedergeben. (B) Histogramme zeigen
exemplarisch die Expression von GL7, CD38 und CD138 der CD45.1" Bel-6" und CD45.1" Bel-6" NP-spezifischen B-Zellen
von einem Tier der WT-Gruppe. Dargestellt sind weiterhin die Frequenzen an CD45.1" Bcl-6" NP-spezifischen B-Zellen,
sowie die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) von Bcl-6 von allen Bcl-6" NP-spezifischen B-Zellen unter den gegebenen
Bedingungen. Jedes Symbol in den Diagrammen steht fiir ein Tier, wobei n =6 fiir WT und B-KO und n =4 fiir KO. Die
Hohe der Balken entspricht dem Median. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment aus drei (A) bzw. zwei (B). ns nicht
signifikant; *** P <0,001; ** P < 0,01 (Mann-Whitney U Test).
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3.3.4 Die Aufrechterhaltung der Ty2-Effektorfunktionen in der Lunge ist von der
Kostimulation iiber ICOS abhiingig

Tu2-Effektorzellen und insbesondere die durch sie freigesetzten Zytokine sind mafBgeblich an der
Induktion und Progression der allergischen Immunantwort beteiligt. Therapieansétze, die auf der
zielgerichteten Blockade der Ty2-Effektorzytokine beruhen, finden bereits Anwendung (Leckie, 2000;
Hart, 2002; Kips, 2003; Flood-Page, 2007). Die meisten Untersuchungen, die sich mit der Rolle von
ICOS auf die Produktion von T-Effektorzytokinen befassen, wurden mehrheitlich in ICOS KO oder
ICOS-L KO Méusen durchgefiihrt und erlauben dadurch keine detaillierte Analyse der beteiligten
ICOS-L tragenden Kooperationspartnerzellen. Zudem stand hiufig die Analyse von T-Effektorzellen
aus lymphoiden Organen wie der Milz oder dem Lymphknoten im Vordergrund. Antigenerfahrene
T-Zellen werden jedoch nach deren Aktivierung im regionalen Lymphknoten ins entziindete Gewebe
rekrutiert, in dem sie dann ihre Effektorfunktionen ausiiben. Welchen Einfluss ICOS auf die
Zytokinfreisetzung durch T-Zellen hat, die in periphere Organe auswandern, ist nicht ndher untersucht.
Die Kenntnis dariiber ist jedoch von groBler Bedeutung fiir die Entwicklung wirkungsvoller
Therapiestrategien. Das vorliegende Atemwegsentziindungsmodell erlaubt es nicht nur, die
Zytokinsekretion durch antigenspezifische T-Zellen auf Einzelzellebene zu untersuchen, sondern

ermoglicht es zeitgleich, Effekte von ICOS im Lymphknoten und in der Lunge genauer zu analysieren.

Um zu erfahren, ob und inwiefern sich OV A-spezifische T-Zellen im Lymphknoten von denen in der
Lunge in ihrer Effektorzytokinproduktion unterscheiden, wurden an Tag 17 Zellen aus beiden
Organen isoliert und in vitro mit OV Asys.339 (OVA-Peptid) restimuliert. Die durchflusszytometrische
Analyse auf verschiedene Zytokine ergab, dass nur die antigenspezifischen Zellen in der Lage waren,
nach erneuter Restimulation mit OVA-Peptid, Effektorzytokine freizusetzen. Eine Zytokinproduktion
durch endogene T-Zellen blieb dagegen vollstindig aus (Abbildung 20A). Unter den gemessenen
Zytokinen wurden in der Lunge IL-4, IL-5 und IL-13 am stirksten gebildet. Im Vergleich dazu traten
IL-10" und IFN-y" T-Zellen in nur geringen Frequenzen auf. Der Vergleich mit T-Zellen aus dem
Lymphknoten macht deutlich, dass es iiberwiegend T-Effektorzellen im Gewebe sind, die Zytokine
sekretieren und so wurden alle gemessenen Zytokine, ausgenommen IL.-4, von T-Zellen aus der Lunge
stiarker gebildet als von denen im Lymphknoten (Abbildung 20B). Wiederum andere Zytokine wie
IL-2 und TNF-a wurden von T-Zellen aus beiden Organen vergleichbar stark produziert (Daten nicht
gezeigt). Die verstirkte Frequenz an Zytokinproduzenten in der Lunge kann dabei nicht mit einer
gesteigerten lokalen Proliferation dieser Zellen im Gewebe begriindet werden, wie durch die Analyse
der Kurzzeitproliferation iber BrdU-Einbau bestétigt wurde (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass

sich T-Effektorzellen in peripheren Geweben wesentlich in ihren Effektorfunktionen von denen in
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lymphoiden Organen unterscheiden, und dass die Entscheidung einer T-Zelle, den Lymphknoten zu

verlassen, einen bestimmten Differenzierungsgrad dieser T-Zelle voraussetzt.
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Abbildung 20. Zytokinproduktion durch T-Effektorzellen aus dem Lymphknoten und der Lunge.

2 x 10° Ty2- polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10® NP-spezifischen B-Zellen in WT Miuse
transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pug LPS an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen
nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 17 wurden Zellen aus dem Lymphknoten und der Lunge isoliert
und mit OVA-Peptid fiir 4,5 h in vitro restimuliert. (A) Reprisentative Farbungen auf IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 und IFN-y fiir
OV A-spezifische (blau) und endogene (grau) T-Zellen aus dem Lymphknoten (unten) und der Lunge (oben) sind gezeigt. Die
angegebenen Zahlen entsprechen den Frequenzen an Zytokin' T-Zellen bezogen auf alle OVA-spezifischen T-Zellen
(definiert als DAPI' B220" CD8 CD4" Thy-1.17). (B) vergleichende Darstellung der Frequenzen Zytokin", OV A-spezifischer
T-Zellen aus der Lunge und dem Lymphknoten (bezogen auf alle OV A-spezifischen T-Zellen). Jedes Symbol reprisentiert
ein Tier, wobei n = 15. Der Median wird durch die Balkenhéhe angegeben. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von
drei. ns nicht signifikant; *** P <(,001; ** P < 0,01 (Mann-Whitney U Test).

Bestimmte Zytokine werden also iiberwiegend von T-Effektorzellen im Gewebe produziert. Aber
welche Relevanz besitzt nun eigentlich die Kostimulation iiber ICOS fiir die Produktion von
Effektorzytokinen? Die Tatsache, dass T-Geddchtniszellen durch eine langanhaltende Expression des
ICOS-Rezeptors gekennzeichnet sind (Burmeister, 2008), lasst vermuten, dass ICOS auch fiir bereits

antigenerfahrene Zellen noch immer von Bedeutung ist. Unter Verwendung des unter 3.3.1
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beschriebenen experimentellen Systems sollte diese Fragestellung ndher untersucht werden. Um zu
erfahren, welche Zytokine in welchem MaBe in der konkreten Immunantwort gegen Ovalbumin
gebildet werden, wurden an Tag 17 isolierte Lungenzellen in vitro mit OVA-Peptid restimuliert.
Nachfolgend konnten verschiedene Zytokine intrazelluldr angefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert werden. Abbildung 21A zeigt, dass die Mehrheit der OV A-spezifischen T-Zellen aus der
WT-Gruppe die Ty2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 produziert. [FN-y und IL-10 dagegen werden von
weitaus weniger T-Effektorzellen exprimiert (Abbildung 21A). Fehlt ICOS-L auf den NP-spezifischen
B-Zellen (B-KO), ist eine Reduktion der Frequenz an IL-5, IL-13 und IL-10 produzierenden T-Zellen
erkennbar. Gleiches gilt, wenn ICOS-L auf Dendritischen Zellen fehlt (KO-Gruppe), wenn auch die
Reduktion an IL-10" T-Zellen statistisch nicht signifikant ist. Die fehlende Kostimulation iiber ICOS
zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen ldsst zudem eine verstirkte Differenzierung der
OV A-spezifischen T-Zellen hin zu IFN-y produzierenden Zellen beobachten, die nicht sichtbar ist,
wenn nur B-Zellen ICOS-L nicht exprimieren. Ahnliche Ergebnisse beziiglich der erhdhten
IFN-y-Sekretion lielen sich bereits unter Verwendung von ICOS KO Méusen erzielen (Daten nicht
gezeigt). IL-4 dagegen wird unabhingig von der Kostimulation tiber ICOS/ICOS-L in allen drei
Gruppen vergleichbar stark gebildet.

GATA-3 gilt als Mastertranskriptionsfaktor fiir Ty2-Zellen und induziert die Produktion von IL-5 und
IL-13 in diesen Zellen (siche Abschnitt 1.3.2). Initial wird GATA-3 durch IL-4 induziert, was wahrend
der in vitro Polarisierung exogen bereitgestellt wurde. Um zu iiberpriifen, ob eine Korrelation
zwischen der verminderten Sekretion von IL-5 und IL-13 in den beiden KO-Gruppen mit der
Expression von GATA-3 besteht, sollte die Expression von GATA-3 in OVA-spezifischen T-Zellen
analysiert werden. Grundsétzlich ldsst sich in den antigenspezifischen T-Zellen aller drei Gruppen eine
GATA-3-Expression nachweisen, die jedoch in T-Zellen des Lungengewebes in beiden KO-Gruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant vermindert ist (Abbildung 21B). Diese
Reduktion ist dabei in der KO-Gruppe im Vergleich zur B-KO-Gruppe nochmals stirker ausgepragt
(Abbildung 21B, unten links). Dagegen wird GATA-3 von T-Zellen aus dem Lymphknoten in allen
drei Gruppen vergleichbar stark gebildet (Abbildung 21B, unten rechts). Die erhaltenen Daten zeigen,
dass die Kostimulation iiber ICOS wichtig firr die Aufrechterhaltung der Ty2-Effektorfunktionen im
entziindeten Gewebe ist, wobei Dendritische Zellen und B-Zellen als ICOS-L tragende,

antigenprasentierende Zellen einen gemeinsamen Beitrag dazu leisten.
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Abbildung 21. Relevanz von ICOS-L fiir Ty2-Effektorfunktionen.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Mause transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS
an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 17 wurden Zellen aus
der Lunge isoliert und mit OVA-Peptid fiir 4,5 h in vitro restimuliert. (A) Frequenzen an Zytokin' T-Zellen bezogen auf alle
OV A-spezifischen T-Zellen (definiert als DAPT B220" CD8 CD4' Thy-1.1"). (B) intrazellulire Firbung auf GATA-3 in
OV A-spezifischen T-Zellen der Lunge (links) und des Lymphknotens (rechts). Die Histogramme zeigen représentative
Férbungen fiir GATA-3 von jeweils einem Tier pro Gruppe, wobei die angegebenen Zahlenwerte die jeweilige mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) fir GATA-3 représentieren. Der graue Strich markiert die MFI von GATA-3 des Wildtyps.
Diagramme zeigen die MFI fiir GATA-3 von allen OV A-spezifischen T-Zellen. Jedes Symbol reprisentiert ein Tier, wobei
n = 6. Die Hohe der Balken entspricht dem Median. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von zwei. ns nicht signifikant;
¥k P <0,001; ** P <0,01 (Mann-Whitney U Test).
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Uber die Ausschiittung von Zytokinen iiben T-Zellen u.a. ihre Funktion als T-Effektorzellen aus und
so dienen Zytokine den T-Zellen dazu, mit anderen Zellen zu kommunizieren. Wie bereits an fritherer
Stelle erwihnt, stimuliert IL-5 das Wachstum und die Differenzierung von eosinophilen Granulozyten
und so treten Eosinophile im Lungengewebe beim allergischen Asthma in hoher Anzahl auf (sieche
Abschnitt 1.5). Durch die Freisetzung hochtoxischer Granulaproteine verursachen sie betréachtliche
Schidden im Gewebe, was Strukturverdnderungen in der Lunge nach sich zieht (airway remodelling).
Eine Minderung der IL-5-Ausschiittung durch Ty2-Zellen kdnnte daher zu einer verbesserten
Symptomatik bei Asthmapatienten fiithren. Aus diesem Grund sollte gepriift werden, ob die

verminderte IL-5-Freisetzung einen direkten Effekt auf die Anzahl an eosinophilen Granulozyten hat.

Unter Nutzung des Standardmodells (siche 3.3.1) wurden an Tag 17 Lungenzellen isoliert und die
Frequenz an eosinophilen Granulozyten durchflusszytometrisch bestimmt. Wie Abbildung 22A zeigt,
hat die Abwesenheit von ICOS-L auf B-Zellen, aber auch Dendritischen Zellen, einen verminderten
Einstrom von eosinophilen Granulozyten ins Lungengewebe zur Folge. Der Unterschied in der
B-KO-Gruppe ist zwar nicht statistisch signifikant, lieB sich aber mehrfach reproduzieren. Auch
histologisch konnen in beiden Knock-out Gruppen weniger Eosinophile im Lungengewebe gefunden
werden, wie anhand der Anzahl an MBP (major basic protein)” Zellen erkennbar ist (Abbildung 22B).
Die Menge an freigesetztem IL-5 korreliert somit mit der Anzahl an eosinophilen Granulozyten im
Gewebe. Damit wirkt sich die fehlende Kostimulation tiber ICOS indirekt auf die Anzahl an

eosinophilen Granulozyten im Lungengewebe aus.
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Abbildung 22. Einfluss von ICOS-L auf die Zahl eosinophiler Granulozyten im Lungengewebe.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Mause transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS
an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. Durchflusszytometrische (A)
und histologische (B) Analyse auf eosinophile Granulozyten an Tag 17. (A) représentative Fiarbung von eosinophilen
Granulozyten (definiert als DAPI" CD3” B220" CD11b" Siglec-F" Ly6GC") im Lungengewebe (oben). Angegeben sind die
absoluten Zellzahlen an eosinophilen Granulozyten der entsprechenden Probe. Das Diagramm zeigt die absoluten Zellzahlen
an Eosinophilen aller Tiere einer Gruppe. Jedes Symbol steht fiir ein Tier, wobei n = 7. Die Hohe der Balken entspricht dem
Median. ns nicht signifikant; * P < 0,05 (Mann-Whitney U Test). (B) histologische Analyse von Geftrierschnitten (8 um) der
Lunge. Eosinophile Granulozyten wurden iiber das major basic protein (MBP) angefdrbt und sind als rot-braun geférbte

Zellen zu erkennen. Hamatoxylin diente zur Anférbung der Zellkerne (blau). Br Bronchus.

3.3.5 Plasmazellen entwickeln sich unabhiingig von der Kostimulation iiber ICOS

Das Wesen der humoralen Immunantwort liegt in der Produktion antigenspezifischer, hochaffiner
Antikorper, die im Falle einer Infektion dazu dienen, den Erreger wirkungsvoll zu bekdmpfen. Bei
allergischen Reaktionen jedoch fiihren sie dazu, dass eine krankmachende Uberempfindlichkeit gegen
eigentlich harmlose, nicht infektiose Stoffe ausgeldst wird. Dabei sind es insbesondere Antikorper
vom IgE-Isotyp, die von B-Zellen wihrend allergischer Immunreaktionen gebildet werden (siche
Abschnitt 1.5). Initiale Studien zur Rolle von ICOS in der T-B-Interaktion postulierten, dass die

Kostimulation iiber ICOS wichtig ist, damit B-Zellen einen optimalen Isotypwechsel durchfiihren
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kénnen (Tafuri, 2001). Gestiitzt wird diese Aussage iiberwiegend darauf, dass ICOS KO oder
ICOS-L KO Tiere verminderte Immunglobulinspiegel im Serum aufweisen (Tafuri, 2001). Ursachen
fiir geringere Serumimmunglobulinspiegel konnen jedoch vielfiltig sein. So wurde nicht geklirt, ob
die Differenzierung der B-Zellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen oder lediglich ein Defekt
im Isotypwechsel ursdchlich fiir die reduzierten Serumimmunglobulinspiegel ist. Zudem konnen die
Effekte nicht auf die fehlende Kostimulation iiber ICOS zwischen T- und B-Zellen zurlickgefiihrt
werden, da durch Verwendung von ICOS KO oder ICOS-L KO Maiusen bereits die initiale
T-DZ-Interaktion tiber ICOS fehlt. Dies zieht schwerwiegende Defekte nach sich, wie in dieser Arbeit
bereits gezeigt werden konnte (siehe 3.3.2; 3.3.3; 3.3.4). Aus diesem Grund sollte die Differenzierung
der NP-spezifischen B-Zellen zu Plasmazellen sowie der Isotypwechsel unter Zuhilfenahme des unter

3.3.1 beschriebenen experimentellen Systems auf Einzelzellebene untersucht werden.

Naive B-Zellen zeichnen sich durch die parallele Expression von Oberflichen-IgD und -IgM aus, die
sie nach Aktivierung zugunsten anderer Immunglobulinisotypen verlieren. Die Analyse dieser beiden
Marker kann daher genutzt werden, um den Aktivierungsstatus der B-Zelle zu bestimmen. Wie
Abbildung 23A zeigt, werden NP-spezifische B-Zellen im Lymphknoten signifikant schlechter
aktiviert, wenn die Kostimulation iiber ICOS in der friihen T-DZ-Interaktion fehlt und so weisen noch
ca. 38 % aller NP-spezifischen B-Zellen in den Lymphknoten der KO-Gruppe im Vergleich zu 7 % im
WT einen naiven Phénotyp auf. Dagegen scheint die Abwesenheit des Liganden nur auf den
NP-spezifischen B-Zellen keine negative Auswirkung auf den Aktivierungsstatus der B-Zelle zu

haben und 80 % der B-Zellen sind aktiviert.

Die Differenzierung zu Plasmazellen kann durchflusszytometrisch iiber bestimmte Marker verfolgt
werden. Im Unterschied zu B-Gedéchtniszellen exprimieren Plasmazellen CD138 (Sanderson, 1989)
und weisen nur intermediédre Level an CD19 auf (Abbildung 23B). Die weiterfithrende Analyse ergab,
dass simtliche CDI138" CD19™ B-Zellen in dem vorliegenden Modellsystem durch die
Herabregulation des kongenen Markers CD45.1 gekennzeichnet sind und CD38 auf mittlerem Niveau
exprimieren. Im Vergleich zu CD138" B-Zellen sind Plasmazellen zudem grofer, erkennbar an der
Zunahme von Vorwirts- und Seitwiértsstreulicht (FSC und SSC). Vergleicht man die drei Gruppen im
Hinblick auf die Frequenz an gebildeten NP-spezifischen Plasmazellen, sind keine Unterschiede
feststellbar (Abbildung 23B, unten). Innerhalb der aktivierten und damit IgD" IgM™ B-Zell-Population
entwickelten sich durchschnittlich 30 % aller NP-spezifischen B-Zellen zu Plasmazellen. Dabei ist
nicht von Bedeutung, ob es zur Kostimulation iiber ICOS zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen
bzw. T-Zellen und B-Zellen kommt. Im Gegenteil, fehlt die ICOS-Signalgebung in der frithen
T-DZ-Interaktion, entwickeln sich tendenziell sogar mehr antigenspezifische B-Zellen zu

Plasmazellen (Abbildung 23B, rechts). Im Lungengewebe lieBen sich ebenfalls B-Zellen finden, die
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einen Plasmazell-Phénotyp aufweisen (Daten nicht gezeigt). Auch hier waren keine Unterschiede

zwischen den Gruppen feststellbar. Im Lymphknoten wird die Differenzierung der B-Zellen zu

Plasmazellen auf Einzelzellebene nicht durch ICOS beeinflusst. Die Unterschiede in der absoluten

Zellzahl an NP-spezifischen Plasmazellen, die dennoch in der KO-Gruppe zu beobachten sind

(Abbildung 23C), resultieren aus der verminderten klonalen Expansion der B-Zellen (siche 3.3.2)

verbunden mit der insgesamt schlechteren Aktivierung dieser Zellen, wenn ICOS-L auf Dendritischen

Zellen fehlt.
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Abbildung 23. Einfluss der ICOS/ICOS-L-Interaktion auf die Differenzierung von Plasmazellen.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Mause transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS
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an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 17 wurden Zellen aus
dem Lymphknoten isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. (A) Analyse des Aktivierungsstatus der NP-spezifischen
B-Zellen anhand der Oberfliachenexpression von IgD und IgM. Gezeigt sind reprisentative Farbungen fiir IgD und IgM auf
NP-spezifischen B-Zellen fiir jeweils ein Tier pro Gruppe (links) sowie die zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse
aller Tiere der jeweiligen Gruppe (rechts, n = 7). Zahlen innerhalb der Plots geben die Frequenz der jeweils eingegrenzten
Population bezogen auf alle NP-spezifischen B-Zellen an (definiert als DAPI CD3/CD8/CD11¢/Ly6GC” CD19" CD45.2
CD45.17). (B) durchflusszytometrische Analyse auf Plasmazellen. oben: Phinotypische Charakterisierung der Plasmazellen
(definiert als IgD" IgM CD19™ CD138"), unten: reprisentative Farbungen fiir Plasmazellen von jeweils einem Tier pro
Gruppe, das Diagramm zeigt alle Tiere der jeweils angezeigten Gruppe, wobei n=7. (C) absolute Zellzahlwerte von
Plasmazellen im Lymphknoten, wobei jedes Tier durch ein Symbol reprisentiert wird. Die Balkenhdhe entspricht dem
Median. Gezeigt ist ein représentatives Experiment von zwei. ns nicht signifikant; *** P <0,001; * P < 0,05 (Mann-Whitney
U Test); SSC Seitwértsstreulicht (sideward scatter); FCS Vorwértsstreulicht (forward scatter).

3.3.6 Der Klassenwechsel zu bestimmten Isotypen wird von ICOS differenziell

reguliert

Nachdem nun kein Einfluss der ICOS/ICOS-L-Interaktion auf die Differenzierung der
NP-spezifischen B-Zellen zu Plasmazellen festgestellt werde konnte (siche Abschnitt 3.3.5), sollte nun
der Isotypwechsel analysiert werden. Die durch T-Effektorzellen freigesetzten Zytokine bestimmen
dabei maBigeblich, in welche Richtung der Isotypwechsel verlduft. Da bereits gezeigt werden konnte,
dass die OV A-spezifischen T-Zellen tiberwiegend IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren (siche Abschnitt
3.3.4), wurde insbesondere der Isotypwechsel nach IgG1 und IgE ndher untersucht. IgA, als typisches
Schleimhaut-assoziiertes Immunglobulin, war ebenfalls von Interesse. Durch intrazelluldre Féarbung
der verschiedenen Immunglobulinisotypen war es moglich, den Isotypwechsel auf Einzelzellebene zu

betrachten.

Von den drei gemessenen Isotypen wurde IgGl am stirksten gebildet, gefolgt von IgA und nur
wenigen IgE" NP-spezifischen B-Zellen (Abbildung 24B). Uberraschenderweise beeinflusst die
fehlende ICOS-Signalgebung zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen (KO-Gruppe) weder den
Isotypwechsel nach IgG1 noch IgA (Abbildung 24B, rechts und Mitte). Lediglich IgE" B-Zellen sind
in ihrer Frequenz im Vergleich zur Kontrollgruppe um mehr als 50 % reduziert (Abbildung 24B,
links). Ein anderes Bild ergibt sich, wenn der Ligand auf den antigenspezifischen B-Zellen fehlt
(B-KO-Gruppe). In diesem Fall verschiebt sich der Isotypwechsel zugunsten von IgG1 und es werden
im Gegenzug weniger IgA" B-Zellen gebildet (Abbildung 24B, links und Mitte). IgE" B-Zellen
dagegen treten in vergleichbarer Frequenz zur Kontrollgruppe auf (Abbildung 24B, rechts). Aufgrund
der unterschiedlichen Rolle, die ICOS/ICOS-L in Abhéngigkeit von der Ligand tragenden Zelle fiir die
klonale Expansion der B-Zellen spielt, ergibt sich auf Ebene der absoluten Zellzahlen an
Isotyp-gewechselten B-Zellen, insbesondere fiir die KO-Gruppe, ein vollkommen anderes Bild.

Bedingt durch die starke Beeintrachtigung der B-Zell-Expansion in der KO-Gruppe (siche Abschnitt
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3.3.2), finden sich absolut statistisch signifikant weniger IgA” und IgG1® Zellen, obwohl der
Isotypwechsel per se auf Einzelzellebene nicht verdndert ist (Abbildung 24C, links und Mitte). Ist
zusitzlich der Isotypwechsel auf Einzelzellebene reduziert, ist die Reduktion der absoluten Zellzahl an
Isotyp-gewechselten B-Zellen umso stirker und es sind kaum IgE" NP-spezifische B-Zellen im
Lymphknoten der KO-Gruppe detektierbar (Abbildung 24C, rechts). Da die klonale Expansion der
B-Zellen in der B-KO-Gruppe nicht beeintrdchtigt ist, lassen sich im Lymphknoten dieser Tiere
absolut weniger IgA" B-Zellen und dafiir mehr IgG1" B-Zellen finden (Abbildung 24C, links und
Mitte). Die Zahl an IgE" B-Zellen ist zur Kontrollgruppe unverindert. Die Kostimulation iiber ICOS
wirkt sich, in Abhéngigkeit von der ICOS-L tragenden Zelle und vom Isotyp, unterschiedlich auf den

Isotypwechsel aus, nicht aber auf die Fahigkeit der B-Zellen zu Plasmazellen zu differenzieren.
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Abbildung 24. Einfluss der ICOS/ICOS-L-Interaktion auf den Immunglobulin-Klassenwechsel.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT oder ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT oder ICOS-L KO Méuse transferiert. Die Immunisierung erfolgte intranasal mit 5 ug NP-OVA + 5 pg LPS
an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer sowie an den Tagen 10 und 13. An Tag 17 wurden Zellen aus

dem Lymphknoten isoliert und durchflusszytometrisch auf verschiedene Immunglobulinisotypen untersucht. Gezeigt sind
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reprisentative durchflusszytometrische Firbungen (intrazelluldr) auf IgA®, IgG1' und IgE" Plasmazellen (oben), die
Frequenzen an Isotyp-gewechselten Plasmazellen bezogen auf alle NP-spezifischen Plasmazellen (definiert als CD3” CD§"
CDI1c Ly6G/C” CD45.2” CD45.1" IgD” IgM™ CD19™ CD138") sowie die absoluten Zellzahlen an IgX" antigenspezifischen
Plasmazellen. Die Hohe der Balken in den Diagrammen reprisentiert den Median. Dargestellt ist ein reprisentatives
Experiment von zwei. ns nicht signifikant; ** P < 0,01 (Mann-Whitney U Test).

3.3.7 B-Gedichtniszellen sind auf die ICOS/ICOS-L-Interaktion mit T-Zellen

angewiesen

Nachdem eine B-Zelle von einer T-Zelle aktiviert worden ist, kann sie sich entweder zur
antikdrperproduzierenden Plasmazelle entwickeln oder zur B-Gedé4chtniszelle werden (siche Abschnitt
1.4). Da ein Einfluss von ICOS auf die Differenzierung zu Plasmazellen ausgeschlossen werden
konnte, stellte sich die Frage, inwiefern B-Gedichtniszellen auf die Interaktion mit T-Zellen iiber
ICOS-L angewiesen sind. Erneut wurde das unter 3.3.1 beschriebene experimentelle System
verwendet, mit dem Unterschied, dass B-Zellen aus dem Lungengewebe erst an Tag 41 analysiert
wurden. Aktivierte (IgM™ IgD") antigenspezifische B-Zellen, die sich zu diesem Zeitpunkt und damit
28 Tage nach der letzten Antigengabe noch immer im Lungengewebe fanden, wurden hierbei als
B-Gedichtniszellen definiert (Abbildung 25A). Die Unfdhigkeit der NP-spezifischen B-Zellen, mit
OVA-spezifischen T-Zellen iiber I[COS-L zu interagieren (B-KO), fiihrt zu einer 50%igen Reduktion
an NP-spezifischen B-Zellen im Lungengewebe (Abbildung 25A). Eine noch viele stirkere Reduktion
zeigt sich fiir die KO-Gruppe. Der Unterschied in der Expansion, der bereits in der frilhen Phase der
Immunantwort sichtbar war, ist am spéten Zeitpunkt umso stirker und es finden sich iiber 80 %

weniger NP-spezifische B-Zellen im Lungengewebe der ICOS-L KO Méiuse (Abbildung 25A).

IgA ist der vorherrschende Immunglobulin-Isotyp in mukosalen Geweben und IgA”
B-Gedichtniszellen halten sich vor allem im Mukosa-assoziiertem Gewebe auf. Daher sollte
insbesondere der Isotypwechsel nach IgA untersucht werden. In beiden KO-Gruppen ist die Zellzahl
an B-Gedichtniszellen im Vergleich zum WT stark reduziert (Abbildung 25A). Dariiber hinaus ist die
Frequenz an IgA" B-Zellen innerhalb der B-Gedichtniszell-Population signifikant vermindert
(Abbildung 25B). Ein Fehlen des Liganden auf B-Zellen (B-KO) fiihrt auf der Frequenzebene zu einer
50%igen Reduktion an IgA" B-Gedichtniszellen, die in der KO-Gruppe nochmals um 50 % reduziert
sind. Da die Gesamtzellzahl an B-Gedéichtniszellen in beiden KO-Gruppen bereits stark beeintrichtigt
ist, lassen sich absolut kaum noch IgA" B-Zellen detektieren. So ist die Anzahl an IgA" B-Zellen in
der B-KO-Gruppe um den Faktor vier, in der KO-Gruppe um den Faktor 16 im Vergleich zur
WT-Gruppe verringert. B-Geddchtniszellen sind im Gegensatz zu naiven B-Zellen verstarkt auf die

Interaktion mit T-Zellen {iber ICOS-L angewiesen.
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Abbildung 25. Rolle von ICOS-L fiir die Aufrechterhaltung von B-Gedéchtniszellen.

2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT bzw. ICOS-L KO NP-spezifischen
B-Zellen in WT versus ICOS-L KO Méuse transferiert. Intranasale (i. n.) Antigengabe von 5 pg NP-OVA + 5 ug LPS an d0,
dl, d10 und d13. Analyse der Lungen an d41. (A) durchflusszytometrische Analyse auf antigenspezifische
B-Gedichtniszellen (definiert als DAPI" CD3/CD8/CD11c/Ly6GC CD19" IgD/IgM” CD45.2" CD45.17).  Gezeigt sind
reprasentative Farbungen von Isotyp-gewechselten, antigenspezifischen B-Zellen von einem Tier pro Gruppe sowie die
absoluten B-Zellzahlen aller Tiere der drei Gruppen (mit n="7 [WT, KO] und n =5 [B-KO]). (B) durchflusszytometrische
Analyse auf IgA" B-Gedichtniszellen in der Lunge, dargestellt als Frequenz bezogen auf alle B-Gedichtniszellen und
absolute Zellzahlen an IgA" B-Gedichtniszellen. Die Histogramme zeigen eine reprisentative Firbung auf IgA von einem
Tier pro Gruppe. Die Hohe der Balken in den Diagrammen entspricht dem Median. Jedes Symbol représentiert ein Tier.
**% P <0,001: ** P <0,01; * P <0,05 (Mann-Whitney U Test).
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3.4 Die Rolle von ICOS fiir die antigenprasentierende Funktion von

B-Zellen im entziindeten Gewebe

3.4.1 Die antigenprisentierende Funktion von B-Zellen wird durch ICOS positiv

beeinflusst

B-Zellen konnen neben Dendritischen Zellen ebenfalls als antigenprésentierende Zellen (APZ)
wirksam werden. So ist die Fahigkeit, ein spezifisches Antigen zu erkennen, aufnehmen zu kénnen, zu
prozessieren und iiber MHC-II-Molekiile zu prisentieren, Grundvoraussetzung dafiir, dass B-Zellen
im Lymphknoten zu Beginn einer Immunantwort durch T-Zellen aktiviert werden. Die Affinitit ihres
B-Zell-Rezeptors (BZR) fiir ein bestimmtes Antigen ist zu Beginn einer Immunantwort noch gering,
wird sich aber im Verlauf der Immunantwort zunehmend steigern. Mit steigender Affinitét fiir das
Antigen, steigt auch ihre Fahigkeit als antigenprésentierende Zellen (APZ) wirksam zu werden. In
Situationen, in denen antigenlimitierende Bedingungen herrschen, haben B-Zellen als APZ sogar
einen Vorteil gegeniiber Dendritischen Zellen, da sie in der Lage sind, geringste Mengen an Antigen
antigenspezifisch und rezeptorvermittelt zu binden. Allergene, die iiber die Atemwege in den
Organismus gelangen, liegen im Allgemeinen in sehr geringe Dosen vor. So ist es vorstellbar, dass
B-Zellen in solchen Situationen als APZ von zunehmender Bedeutung sind. Um zu iiberpriifen, ob
B-Zellen in unserem Modellsystem in der Lage sind, Antigen auch auBerhalb lymphoider Organe zu
préasentieren und ob und inwiefern die Interaktion iiber [COS auf die antigenprisentierende Funktion

der B-Zellen Einfluss nimmt, fand folgendes experimentelles System Verwendung:

2x10° WT oder ICOS KO OVA-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT
NP-spezifischen B-Zellen in WT oder ICOS KO Tiere transferiert. An den zwei aufeinanderfolgenden
Tagen nach dem Transfer bekamen die Tiere 50 pg NP-OVA + 5 pg LPS intranasal verabreicht.
AnschlieBend wurden die antigenspezifischen B-Zellen an Tag sieben aus den Lungen reisoliert und
zu hoher Reinheit sortiert. In An- oder Abwesenheit von NP-OVA wurden die B-Zellen mit ebenfalls
rein sortierten, naiven OVA-spezifischen T-Zellen fiir 24 Stunden in vitro kultiviert. Nach Ablauf der
Zeit wurden die T-Zellen auf die Expression frither T-Zell-Aktivierungsmarker (CD25, CD69 und
0X40) untersucht und zeitgleich die IL-2-Konzentration im Zellkulturiiberstand gemessen (Abbildung
26).
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Abbildung 26. Experimentelles System zum Nachweis der antigenprisentierenden Funktion von B-Zellen.

2 x 10° naive WT oder ICOS KO OV A-spezifische T-Zellen wurden mit 2 x 10° WT NP-spezifischen B-Zellen in WT oder
ICOS KO Mause transferiert (Vergleich mit 3.2.1). Die Immunisierung erfolgte mit 50 pg NP-OVA + 5 pg LPS an den zwei
aufeinanderfolgenden Tagen nach dem Transfer. An d7 erfolgte die Reisolation der B-Zellen aus der Lunge und die
Sortierung von CD19" CD45.2" CD45.1° B-Zellen iiber MACS und FACS. Ebenfalls iiber FACS rein sortierte CD19"
CD4' Thy-1.1" CD62L" OV A-spezifische T-Zellen (aus WT OT-II) wurden in einem Verhiltnis von 1:1 mit NP-spezifischen
B-Zellen (aus WT oder ICOS KO Mausen) in An- oder Abwesenheit von 10 pg/ml NP-OVA ko-kultiviert. Analyse der
T-Zell-Aktivierung nach 24 h. T T-Zellen; B B-Zellen; MACS magnetic activated cell sorting; FACS fluorescence-activated
cell sorting; NP-OV A Nitrophenol-Ovalbumin-Konjugat.

Prinzipiell sind die reisolierten NP-spezifischen B-Zellen in der Lage, das Proteinantigen
rezeptorvermittelt aufzunehmen, zu prozessieren, MHC-II-gebunden zu présentieren und
infolgedessen T-Zellen antigenspezifisch zu aktivieren. Denn nur dann, wenn dem Ansatz
Proteinantigen (NP-OVA) zugegeben wurde, wurden die OV A-spezifischen T-Zellen aktiviert. Die
Ko-Kultur von T- und B-Zellen in Abwesenheit des NP-OV A-Proteinantigens lie8 keine Aktivierung
der T-Zellen erkennen (Abbildung 27A). NP-spezifische B-Zellen sind in ihrer Fahigkeit, T-Zellen zu
aktivieren, deutlich beeintrichtigt, wenn die initiale Aktivierung in einer ICOS-freien Umgebung
(KO) erfolgt. Die Frequenzen an CD25", CD69" und OX40" T-Zellen sind statistisch signifikant
verringert und es wurden deutlich weniger Aktivierungsmolekiile pro T-Zelle exprimiert (Abbildung
27A und Daten nicht gezeigt). Zusétzlich dazu ist auch die Menge an IL-2 im Zellkulturiiberstand
signifikant reduziert (Abbildung 27B). Diese Daten belegen, dass B-Zellen als APZ im entziindeten

Gewebe fungieren konnen, und dass ICOS die antigenprédsentierende Funktion der B-Zellen fordert.
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Ein vergleichbares Experiment wurde auch mit [COS-L KO B-Zellen durchgefiihrt. In diesem Fall
fehlte der Ligand nur auf den B-Zellen und die Interaktion iiber ICOS von T-Zellen und Dendritischen
Zellen war damit noch moglich. Die Reisolation der ICOS-L KO B-Zellen aus WT Mausen und der
Vergleich ihrer antigenprisentierenden Funktion mit der von WT B-Zellen fiihrte zu vergleichbaren

Ergebnissen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 27. B-Zellen als antigenprisentierende Zellen (APZ).

(A) Durchflusszytometrische Analyse verschiedener frither T-Zell-Aktivierungsmarker auf OV A-spezifischen T-Zellen.
Gezeigt sind reprisentative Farbungen fir CD25, CD69 und OX40 unter An- (WT, KO) und Abwesenheit (Ktr.) von
NP-OVA in Gegenwart von B-Zellen aus WT (WT) bzw. ICOS KO (KO) Miusen. (B) ELISA auf IL-2 im
Zellkulturiiberstand. Gezeigt ist die Konzentration an IL-2 in ng/ml. Symbole in den Diagrammen représentieren Replikate
(n =3 oder 4). Die Hohe der Balken entspricht dem Median. * P < 0,05 (Mann-Whitney U Test). nd nicht detektierbar.

3.4.2 Die Interaktion von ICOS/ICOS-L zwischen T- und B-Zellen findet im Verlauf
der Atemwegsentziindung in Bronchus-assoziierten lymphoiden

Strukturen statt

Die Qualitdt der ICOS-Kostimulation unterscheidet sich in Abhingigkeit von der Ligand tragenden
Partnerzelle. So wird deutlich, dass B-Zellen im Vergleich zu Dendritischen Zellen zu Beginn einer

Immunantwort einen geringeren Beitrag tiber ICOS-L leisten. Mit der Aktivierung und
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Differenzierung zu B-Gedichtniszellen gewinnen B-Zellen als ICOS-L tragende Zellen zunehmend an
Bedeutung und beeinflussen nicht nur die T-Zell-Effektorfunktionen (siche Abschnitt 3.3.4), sondern
auch sich selbst. Im Verlauf der Entziindungsreaktion in der Lunge kommt es zur Akkumulation von
Zellen, die perivasculdr lokalisiert sind (siche Abschnitt 3.1.7). Innerhalb dieser Aggregate finden sich

auch antigenspezifische T- und B-Zellen in engem Kontakt zueinander wieder (Abbildung 28).

Hamatoxylin OT-ll T-Zellen (Thy-1.1) B1-8i B-Zellen (CD45.1)

Abbildung 28. Antigenspezifische T- und B-Zellen im zelluléiren Infiltrat.

Immunhistochemische Férbung von 8 pm Gefrier-Serienschnitten der Lunge. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin blau
angefirbt. Die Zielzellen sind an ihrer rot-braunen Farbung erkennbar. Die Bildung zellulérer, perivasculédrer Infiltrate ist zu
sehen. Innerhalb der Infiltrate kommt es zur Akkumulation antigenspezifischer T-Zellen (gefdrbt iiber Thy-1.1) und
antigenspezifischer B-Zellen (geférbt tiber CD45.1), die in engem Kontakt zueinander liegen. VergroBerung: 5X (links) und
20X (Ausschnitte).

B-Zellen konnen als antigenprésentierende Zellen im entziindeten Gewebe wirksam werden (siche
Abschnitt 3.4.1) und so ist denkbar, dass sie die entsprechenden Kooperationspartner-T-Zellen bei
einem erneuten Kontakt mit dem Antigen/Allergen lokal im Gewebe reaktivieren. Die Bildung von
tertidren lymphoiden Strukturen ist ein Indikator dafiir, dass Immunantworten lokal induziert werden
konnen und gilt als Voraussetzung dafiir, dass Gedéchtniszellen im Gewebe aufrechterhalten werden.
Um den Nachweis zu erbringen, dass die gemachten Beobachtungen in Bezug auf die Rolle von ICOS
in der T-B-Interaktion auf eine beeintrachtigte Kooperation dieser Zellen in tertidren lymphoiden
Geweben zurilickgefiihrt werden konnen, sollte die Existenz ektopischer Strukturen histologisch

uberpriift werden.

Die Lungen von WT Miusen, die zuvor 2 x 10° Ty2-polarisierte T-Zellen und dieselbe Zahl an WT
B-Zellen injiziert und nachfolgend viermalig NP-OVA i. n. appliziert bekamen, wurden an Tag 20 aus
den Tieren isoliert und Gefrierschnitte von 8 um Schnittdicke als Serienschnitte angefertigt. Die
Meinungen dariiber, wie Bronchus-assoziiertes lymphoides Gewebe (BALT) histologisch zu
definieren ist, gehen auseinander. Nach der Definition von Randall (Randall, 2010) gilt die Existenz
Follikulérer Dendritischer Zellen (FDZ) als zwingende Voraussetzung. Follikuldre Dendritische Zellen
dienen als Reservoir fiir Antigen. Sie sind darauf spezialisiert, Antigene in Form von

Immunkomplexen einzufangen, die sie u.a. iiber Komplementrezeptoren binden. Solch ein
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Komplementrezeptor ist CD21/35 und so kénnen FDZ histologisch iiber diesen Marker identifiziert
werden. Wie in Abbildung 29A zu sehen ist, ergibt die Farbung auf CD21/35 das fir FDZ
charakteristische Farbemuster und es lassen sich lokal angefarbte Bereiche innerhalb des zelluldren
Infiltrats erkennen. Die weiterfilhrende Analyse auf antigenspezifische T- und B-Zellen zeigt, dass
NP-spezifische B-Zellen im Bereich der FDZ zu finden sind und von den OV A-spezifischen T-Zellen
flankiert werden. CD138" Plasmazellen sind auBerhalb des B-Zell-Follikels lokalisiert (Abbildung
29B). Des Weiteren wurde berichtet, dass IgD"" IgM™ exprimierende, mature aber ruhende B-Zellen
in BALT Strukturen vorkommen (Kocks, 2007). IgD" Zellen lassen sich ebenfalls im B-Zell-Follikel
finden. Die IgD-freien Stellen inmitten des IgD-angefdrbten Bereiches lassen auf die Existenz von
Keimzentren schliefien, in denen die B-Zellen IgD zugunsten anderer Isotypen herunterreguliert haben
(Abbildung 29C). Basierend auf den histologischen Befunden, ist die Existenz von
Bronchus-assoziierten lymphoiden Strukturen in dem neu etablierten Modellsystem somit sehr

wahrscheinlich.
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A Follikuldre Dendritische Zellen (CD21/35)

vergroRerter Ausschnitt
T Lk o, ket Ty
P A )

Abbildung 29. Histologischer Nachweis tertiirer lymphoider Strukturen im Lungengewebe.

Unter Verwendung eines Kryostats wurden 8 um Gefrierschnitte als Serienschnitte angefertigt und unter Nutzung der
indirekten Peroxidasetechnik auf das Vorhandensein verschiedener Proteine analysiert. Die Detektion erfolgte iiber die
Substratumsetzung von AEC, die zu einem rot-braunen Farbniederschlag an der Stelle des Zielproteins fiihrte. Zellkerne
wurden mit Himatoxylin blau gegengeféarbt. (A) Detektion Follikuldrer Dendritischer Zellen (FDZ) iiber CD21/CD35. (B)
Analyse antigenspezifischer T- und B-Zellen, wobei T-Zellen iiber Thy-1.1 und B-Zellen {iber CD45.1 angefarbt wurden. Zur
Detektion von Plasmazellen diente CD138. (C) Analyse IgD" Gesamt-B-Zellen. Der Ausschnitt zeigt ein mogliches
Keimzentrum, in dem IgD auf B-Zellen herunterreguliert ist. Vergroferung: 10X, bei den vergroferten Ausschnitten 20X.

3.4.3 Keimzentrums-ahnliche B-Zellen aber nicht Follikulire

T-Helferzell-ahnliche Zellen lassen sich im Lungengewebe finden

Wenn es ektopische Keimzentren gibt, sollten auch Keimzentrums-B-Zellen (KZB) und Follikuldre
T-Helferzellen (Tgy) im Lungengewebe zu finden sein. Die durchflusszytometrische Analyse diente

dazu, die antigenspezifischen T- und B-Zellen im Lungengewebe auf typische Try- und KZB-Marker

80



Ergebnisse

zu analysieren. Zuséitzlich sollte auch hier die Rolle der ICOS/ICOS-L-Kostimulation untersucht

werden.

Vergleichbar zum Lymphknoten ladsst die Féarbung mit GL7 und PNA doppelt positive NP-spezifische
B-Zellen erkennen (Abbildung 30A). Im Gegensatz zum Lymphknoten weisen diese Zellen jedoch
geringere Level an PNA auf (Vergleich mit Abbildung 19A). Die Abwesenheit des Liganden wirkt
sich aber auch in der Lunge in Abhéngigkeit von der Ligand tragenden Zelle unterschiedlich auf die
Frequenz an Keimzentrums-&hnlichen B-Zellen aus. So zeigt sich in den ICOS-L KO Tieren
(KO-Gruppe) eine stark verminderte Frequenz an GL7" PNA" NP-spezifischen B-Zellen, die sich
zwar in der B-KO-Gruppe ebenfalls andeutet, jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant reduziert ist (Abbildung 30A). Die sich anschliefende Analyse der Bcl-6-Expression durch
antigenspezifische B-Zellen zeigt deutlich, dass auch ein Teil der Lungen-B-Zellen Bcl-6 exprimiert
(Abbildung 30B). Die Bcl-6-Expression geht dabei mit der Hochregulation von GL7 und einer
Reduktion an Oberflichen-CD38 einher (Abbildung 30A, oben). Somit weisen diese B-Zellen alle
Eigenschaften von Keimzentrums-B-Zellen auf (Vergleich mit Abbildung 19B). Einhergehend mit der
verringerten Frequenz an GL7" PNA" B-Zellen sind auch Bcl-6" B-Zellen in ihrer Frequenz reduziert,
wenn ICOS nicht mit ICOS-L auf Dendritischen Zellen interagieren kann (Abbildung 30B; KO). Eine
Tendenz ist auch in der B-KO-Gruppe erkennbar, fiihrt jedoch zu keinem signifikanten Unterschied.
Diejenigen B-Zellen, die Bcl-6 exprimieren, unterscheiden sich dabei nicht in der Menge an
Bcl-6-Protein, das durchschnittlich pro Zelle gemacht wird (Abbildung 30B, rechts) und so ist
anzunehmen, dass sidmtliche Bcl-6-vermittelte Prozesse in diesen Zellen ohne Einschrinkungen

ablaufen konnen.

Die Analyse der OVA-spezifischen T-Zellen zeigte, dass sich keine Tgy-Zell-Korrelate in der Lunge
finden lassen. Die antigenspezifischen T-Zellen in der Lunge weisen weder CXCRS noch TIGIT auf
der Zelloberfliche auf und auch Bcl-6 wird von keiner T-Zelle in der Lunge exprimiert (Abbildung
30C). Interessanterweise zeigt sich jedoch auf diesen T-Zellen eine stark erhohte Expression des
Oberflachenproteins SLAM (signaling lymphocytic activation molecule), die so auf T-Zellen im
Lymphknoten nicht zu beobachten ist (Abbildung 30C). Dies zeigt erneut, dass sich T-Zellen im
entziindeten Gewebe in Bezug auf ihren Phinotyp als auch in Bezug auf die T-Effektorfunktionen

deutlich von denen in lymphoiden Strukturen unterscheiden.
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Abbildung 30. Phinotypisierung von antigenspezifischen T- und B-Zellen im Lungengewebe hinsichtlich eines
Keimzentrums- bzw. T-Helferzell-dhnlichen Phénotyps.
2 x 10° Ty2-polarisierte, OV A-spezifische T-Zellen wurden zusammen mit 2 x 10° WT bzw. ICOS-L KO NP-spezifischen

B-Zellen in WT versus ICOS-L KO Mause transferiert. Intranasale Antigengabe von 5 pg NP-OVA + 5 pg LPS an dO0, dl,
d10 und d13. Analyse der Lungen an d17. (A) Durchflusszytometrische Analyse auf GL7" PNA" NP-spezifische B-Zellen.
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Gezeigt sind reprisentative Farbungen (links) sowie die Ergebnisse fiir GL7" PNA" B-Zellen aller Tiere fiir die jeweilige
Gruppe (rechts). (B) Intrazellulire Firbung auf Bcl-6. Phinotypisierung der Bcl-6" B-Zellen in Bezug auf die Expression von
GL7 und CD38 (oben) sowie zusammenfassende Darstellung der Bcl-6" NP-spezifischen B-Zellen und die MFI von Bcl-6
(bezogen auf Bcl-6" B-Zellen) pro Gruppe. Das Histogramm zeigt eine reprisentative Firbung auf Bcl-6, wobei ein Tier pro
Gruppe gezeigt ist. (C) durchflusszytometrische Analyse OV A-spezifischer T-Zellen auf CXCRS5, TIGIT, PD-1, SLAM und
Bcl-6. Die Frequenz an SLAM' OVA-spezifischen T-Zellen ist dargestellt. Das Histogramm zeigt eine vergleichende
repréasentative Farbung fiir Bcl-6 in T-Zellen aus Lymphknoten und Lunge. Als Kontrolle dienten Zellen, in denen Bcl-6
nicht intrazelluldr gefirbt wurde (FMO Fluorescence Minus One). Die Frequenz von GL7 PNA" und Bcl-6" B-Zellen
bezieht sich dabei auf die Gesamtheit an NP-spezifischen B-Zellen (definiert als DAPI" CD3/CD8/CD11c/Ly6GC
CD19" CD45.2°CD45.1"). Die Hohe der Balken in den Diagrammen entspricht dem Median. ns nicht signifikant; *** P <
0,001 (Mann-Whitney U Test). Gezeigt ist ein reprdsentatives Experiment von zwei (A+B) bzw. ein Experiment (C) mit
n=6-7 (A+B) und n = 8-10 (C).
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4 Diskussion

4.1 Etablierung eines neuartigen Atemwegsinflammationsmodells

Bedingt durch die Komplexitdt und Heterogenitit der asthmatischen Erkrankung, sind die zugrunde
liegenden Mechanismen gegenwértig nur unzureichend erforscht. Die Modellierung von Asthma in
Maiusen wird jedoch kritisch diskutiert (Kips, 2003; Epstein, 2004; Zosky und Sly, 2007; Allen, 2009).
Dennoch bieten sich Méuse aus verschiedenen Griinden als Modellsysteme an. Das klassische
Asthmamodell in der Maus, das am breitesten Anwendung findet, ist das Modell der aktiven
Sensibilisierung (Abbildung 11A). Dabei werden BALB/c-Méuse zunéchst systemisch immunisiert,
indem sie das Proteinantigen (hdufig Ovalbumin) zusammen mit einem Ty2-induzierenden Agenz
(z.B. Aluminiumhydroxid) 1i.p. verbreicht bekommen. Diese Behandlung dient dazu, die
antigenspezifischen T-Zellen, die in sehr geringen Frequenzen vorliegen, zu expandieren.
Nachfolgend wird das Antigen mehrmals lokal appliziert. Die lokale Applikation des Proteinantigens
kann dabei vielfdltig erfolgen, wird aber iliberwiegend durch das Einatmen von aerosoliertem
Ovalbumin erreicht. Gelegentlich erfolgt die Antigengabe auch intranasal oder intratracheal (i. t.). Die
so behandelten Tiere weisen typische Kennzeichen von Asthma auf und so lassen sich zelluldre
Infiltrate, eine Erhohung an eosinophilen Granulozyten in der Bronchoalveolar-Lavage und im
Lungengewebe und teilweise auch strukturelle Verdnderungen im Lungengewebe beobachten
(Abbildung 11C, Lloyd, 2001). Ein wesentlicher Nachteil der aktiven Sensibilisierung besteht darin,
dass sich dieses Modell auf die Aktivierung endogener antigenspezifischer T-Zellen griindet, die in
vivo nicht ohne Weiteres verfolgt werden konnen. Weiterhin entspricht der erste Kontakt mit dem
Antigen nicht dem natiirlichen Eintrittsweg von Allergenen iiber die Atemwege. Der Gebrauch von

Aluminiumhydroxid als Adjuvanz ist zudem unphysiologisch und damit sehr artifiziell.

Mit der Zielvorgabe, ein Modellsystem zu entwickeln, das es ermdglicht, antigenspezifische T- und
B-Zellen in ihrer Interaktion im entziindeten Gewebe zu analysieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit
ein neuartiges Atemwegsentziindungsmodell etabliert, welches viele Schliisselkomponenten der
asthmatischen Erkrankung aufweist (Abbildung 11). Die Basis bildete dabei ein adoptives
Transfersystem, das bereits in der Arbeitsgruppe etabliert war (Dahler, 2009) und sich auf den
parallelen Transfer OV A-spezifischer T-Zellen und NP-spezifischer B-Zellen griindet. Dadurch wurde
es moglich, nicht nur antigenspezifische T-Zellen in vivo zu verfolgen, sondern auch die Rolle von
B-Zellen auf Einzelzellebene zu analysieren. Im Gegensatz zum klassischen Asthmamodell wurde das
Proteinantigen (NP-OVA) ausschlielich lokal appliziert, wobei bereits die alleinige intranasale

Antigengabe ausreichend war, um die Migration unterschiedlicher Zellen ins Gewebe zu bewirken
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(Abbildung 11C). Die durch Holt und Kollegen postulierte Toleranzinduktion (Holt, 1981), die infolge
der alleinigen i.n. Antigengabe eintreten soll, konnte in unserem Modellsystem nicht beobachtet

werden, moglicherweise weil das verabreichte Proteinantigen nicht Endotoxin-frei war.

Lipopolysaccharid, das in der bakteriellen Zellwand gram-negativer Bakterien vorkommt, ist ubiquitér
verbreitet und findet sich somit auch in der Luft. Eine Rolle von LPS in der Induktion asthmatischer
Reaktionen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So werden LPS einerseits verstirkende (Wan,
2000; Eisenbarth, 2002; Stephens, 2002; Delayre-Orthez, 2004), andererseits mildernde Fahigkeiten
(Watanabe, 2003; Rodriguez, 2003; Velasco, 2005) =zugesprochen. Im neu etablierten
Atemwegsinflammationsmodell wirkt sich LPS positiv auf die Expansion und auch Aktivierung
antigenspezifischer T- und aber auch B-Zellen aus (Abbildung 7 und Abbildung 8). So konnte
beobachtet werden, dass in Abwesenheit von LPS nur sehr geringe Frequenzen an antigenspezifischen
B-Zellen im Lungengewebe zu finden sind (Daten nicht gezeigt). Mitogene Effekte von LPS auf
B-Zellen (Andersson, 1973) konnten wir ausschlieBen, da mit LPS allein in Abwesenheit des
Proteinantigens kein positiver Effekt zu beobachten war (Abbildung 8C). Vielmehr kann vermutet
werden, dass die gesteigerte Aktivierung der antigenspezifischen T-Zellen in Anwesenheit von LPS
(Abbildung 7) in einer verstirkten T-Zell-Helfertatigkeit miindet, wodurch die B-Zellen folglich
besser aktiviert werden. Die gesteigerte Expansion und Aktivierung der T-Zellen in Anwesenheit von
LPS lasst sich wiederum auf die LPS-induzierte Reifung Dendritischer Zellen zuriickfiihren (Sallusto,
1995) und spiegelt Beobachtungen wieder, die erst kiirzlich veroffentlicht wurden (Lischke, 2012). In
einem Modellsystem, das die Mechanismen von Toleranz und Immunitit ndher definiert, konnte
gezeigt werden, dass antigenspezifische T-Zellen in Anwesenheit eines pathogenen Antigens
(=OVA +LPS) sehr wviel stirker proliferieren als mit hoch reinem, Endotoxin-freiem
Ovalbuminprotein allein. Zusdtzlich wurde auch ICOS nur in Anwesenheit von LPS auf der
Oberfliche der T-Zellen hochreguliert. Demnach ist LPS in dem vorliegenden Modellsystem
essenziell, um eine starke Entziindungsreaktion in Gang zu setzen und insbesondere die Kooperation

antigenspezifischer T- und B-Zellen zu foérdern.

Wright und Kollegen konnten zeigen, dass neutrophile Granulozyten CD14 exprimieren,
infolgedessen in der Lage sind, LPS im Komplex mit dem LPS-bindenden Protein zu erkennen und
darauf zu reagieren (Wright, 1991). Die intranasale Antigengabe zusammen mit LPS fiihrte in diesem
Modellsystem zu einem starken Einstrom von neutrophilen Granulozyten, der dosisabhingig erfolgte
(Abbildung 9). Ursdchlich dafiir ist die Freisetzung des Chemokins IL-8, das beispielsweise durch
Makrophagen aber auch durch eine Vielzahl anderer Zelltypen nach LPS-Kontakt gebildet wird und
neutrophile Granulozyten ins Entziindungsgebiet rekrutiert (Harada, 1994). Obwohl die Bedeutung

neutrophiler Granulozyten fiir die asthmatische Erkrankung zunehmend Bestandteil aktueller
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Forschung ist (Mann und Chung, 2006; Shaw, 2007; Baines, 2010), gelten Eosinophile weiterhin als
das Kennzeichen des allergischen Asthmas. Aus diesem Grund war die Présenz eosinophiler
Granulozyten auch fiir dieses Modellsystem wiinschenswert. Die in vitro Ty2-Polarisierung der
adoptiv transferierten OVA-spezifischen T-Zellen induzierte eine iiberwiegend durch eosinophile
Granulozyten dominierte Entziindungsreaktion (Abbildung 10), die durch die gesteigerte Féhigkeit der
T-Zellen zur IL-5-Ausschiittung begriindet werden kann (Yamagushi, 1988). Die erhohte Expression
des Oberflichenproteins Siglec-F verbunden mit der gesteigerten CD11c-Expression durch
Eosinophile lassen auBerdem laut Rose und Mitarbeiter auf einen aktivierten Phinotyp dieser Zellen
schlieBen (Rose, 2010), der nach Transfer OV A-spezifischer Ty0-T-Zellen nicht zu beobachten war
(Abbildung 10). Therapicansitze, die auf der Blockade von IL-5 unter Verwendung von
anti-IL-5-Antikdrpern beruhen, befanden sich bereits in klinischen Studien, wenn auch mit massigem

Erfolg (Leckie, 2000; Kips, 2003; Flood-Page, 2007).

Mit dem in dieser Arbeit etablierten Atemwegsinflammationsmodell wird es moglich, Prozesse von
neutrophilem aber auch eosinophilem Asthma zu modellieren. Dies gelingt durch den Transfer von
OV A-spezifischen Ty2-polarisierten- oder Ty0-T-Zellen. Die alleinige intranasale Antigenapplikation
unter Nutzung von LPS, als natiirlich vorkommendes Adjuvanz, ist physiologischer und unterscheidet
dieses Modell von bereits etablierten Modellsystemen. Durch den adoptiven Transfer von
antigenspezifischen T- und B-Zellen, der mit einer Erhohung der Startfrequenz der
antigenspezifischen Zellen verbunden ist, wird eine Verkiirzung des Behandlungsprotokolls erreicht.
Zusitzlich erlaubt dieses Modellsystem, die Rolle von T-Zellen und zusétzlich auch von B-Zellen auf
Einzelzellebene zu untersuchen. Die parallele Analyse des Lungengewebes und des Lungen-
drainierenden Lymphknotens macht es moglich, immunologische Prozesse im lymphoiden Organ von
denen im entziindeten, nicht-lymphoiden Gewebe abzugrenzen. Dadurch werden detaillierte Einblicke
in die zugrunde liegenden Mechanismen ermdglicht. Zudem bietet die Nutzung von C57BL/6 Miusen
den Vorteil, auf eine grofere Palette genetisch modifizierter Tiere zuriickgreifen zu kénnen, wodurch

die Relevanz einer groen Bandbreite an Molekiilen analysiert werden kann.

4.2 Die Rolle von ICOS/ICOS-L in der Interaktion von T- und B-Zellen

4.2.1 Einfluss auf die klonale Expansion antigenspezifischer T- und B-Zellen

Einer der ersten Defekte, der in Abwesenheit des ICOS-Rezeptors von mehreren Gruppen
iibereinstimmend beschrieben wurde, ist die verminderte Féahigkeit von T-Zellen in vitro (Hutloff,
1999; Yoshinaga, 1999; McAdam, 2000; Dong, 2001) aber auch in vivo (Dong, 2001) infolge eines

antigenen Stimulus zu proliferieren. Im Einklang mit diesen publizierten Daten konnten auch wir eine
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stark verminderte Expansion der OV A-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten aber auch in der Lunge
nach Immunisierung feststellen, wenn ICOS in der gesamten Maus (KO-Gruppe) fehlte (Abbildung
13B). Wir konnten jedoch erstmalig zeigen, dass dieser Defekt in der T-Zell-Expansion ausschlielich
auf die fehlende Kostimulation {iber ICOS in der Interaktion der T-Zellen mit Dendritischen Zellen
(DZ) zuriickzufiihren ist und die alleinige Abwesenheit des Liganden auf antigenspezifischen B-Zellen
keine negative Auswirkung auf die T-Zell-Expansion zeigt (Abbildung 17). Unklar bleibt dennoch,
iiber welche Mechanismen dieser frilhe Expansionsdefekt vermittelt wird. Die Expression von
Interleukin-2, einem Zytokin, das fiir die klonale T-Zell-Expansion wichtig ist (Gordon, 1965), wird
durch ICOS nicht beeinflusst (Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999; McAdam, 2001; Burmeister, 2008).
Auch CD25, die o-Kette des IL-2-Rezeptors (IL-2R), die von aktivierten T-Zellen hochreguliert
werden muss, um die Affinitdt des IL-2R fiir [L-2 zu steigern (Cerdan, 1995), wird in Abwesenheit
von ICOS vergleichbar stark gebildet (Burmeister, 2009; Lischke, 2012). Eine verminderte
Proliferation dieser Zellen ist damit eher unwahrscheinlich und wird durch Erkenntnisse von Smith
und Kollegen gestiitzt, die berichten, dass die Gabe eines ICOS-blockierenden Antikorpers die in vivo
T-Zell-Teilung nicht beeintrachtigt (Smith, 2003). Neuere Erkenntnisse unserer eigenen Arbeitsgruppe
lassen vermuten, dass T-Zellen, die in Abwesenheit der ICOS-Signalgebung aktiviert worden sind,
verstirkt in Apoptose gehen (Burmeister, 2008). Der positive Beitrag, den die ICOS-Kostimulation
zur T-Zell-Expansion leistet, ist dabei nicht nur auf die frilhe Immunantwort beschrinkt. In
Abwesenheit der ICOS-Kostimulation sind selbst in vitro Ty2-polarisierte T-Effektorzellen nicht in
der Lage, in vivo ausreichend zu expandieren (Abbildung 15B). Diese Erkenntnis steht im Einklang
mit der schon sehr frithzeitig gemachten Beobachtung, dass neben aktivierten T-Effektorzellen auch
ruhende T-Gedéchtniszellen durch eine besonders hohe Expression von ICOS gekennzeichnet sind
(Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999). Basierend darauf wurde angenommen, dass die Kostimulation {iber
ICOS auch fiir die sekundire Immunantwort von Bedeutung ist. In Ubereinstimmung dazu weisen
ICOS KO Miuse eine substanziell reduzierte Population an CD62L"™""® CD44™" exprimierenden
T-Gedachtniszellen auf (Burmeister, 2008).

Die Bedeutung der ICOS-Kostimulation fiir die Expansion antigenspezifischer B-Zellen wurde bisher
nur wenig untersucht. Analog zu den T-Zellen sind auch die antigenspezifischen B-Zellen im
Lymphknoten und in der Lunge in ihrer Expansion stark beeintrachtigt, wenn die Kostimulation iiber
ICOS fehlt (Abbildung 13B). Erneut liel sich dabei kein Einfluss der T-B-Interaktion iiber ICOS
erkennen (Abbildung 17). Dieses Ergebnis bestdtigt die durch Smith und Kollegen gemachten
Erkenntnisse. Unter Verwendung eines vergleichbaren adoptiven Doppeltransfersystems konnten sie
zeigen, dass HEL (hen egg lysozyme)-spezifische B-Zellen nach in vivo Blockade des ICOS-Rezeptors

im Verlauf der Immunantwort schlechter expandierten (Smith, 2003). Die Autoren fiihrten die
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verminderte klonale B-Zell-Expansion auf eine verminderte T-Zell-Hilfe und beeintriachtigte
T-B-Kooperation zuriick, konnten jedoch nicht ausschliefen, dass die reduzierte T-Zellzahl indirekt
ursichlich fiir den beobachteten Effekt ist. Die hier beschriebenen Daten zeigen deutlich, dass die
Interaktion antigenspezifischer T- und B-Zellen iiber ICOS keinen direkten Beitrag fiir die klonale
B-Zell-Expansion leistet und die Ursache sehr wahrscheinlich in der verminderten T-Zellzahl zu

finden ist, die bereits durch die beeintrichtigte T-DZ-Interaktion hervorgerufen wird.

4.2.2 Einfluss auf die Differenzierung zu Follikuldren T-Helferzellen und

Keimzentrums-B-Zellen

Wie eingangs bereits ausfiihrlich beschrieben wurde (siche Abschnitt 1.3.3) sind Follikuldre
T-Helferzellen grundlegend fiir die Differenzierung von Keimzentrums-B-Zellen und damit fiir die
Etablierung einer adaptiven, humoralen Immunantwort. Die Beziehung zwischen Tpy-und
KZB-Zellen ist dabei keinesfalls eindimensional und so ist allgemein akzeptiert, dass sich beide
Zellarten in ihrer Entstehung und/oder Aufrechterhaltung wechselseitig beeinflussen (Haynes, 2007;
Cannons, 2010; Goenka, 2011; Baumjohann, 2011). Bereits die initialen Studien zur Rolle von ICOS
lieBen vermuten, dass ICOS fir die Differenzierung von Follikuldren T-Helferzellen und
Keimzentrums-B-Zellen wichtig ist. So ergab die histologische Analyse verschiedener lymphoider
Organe, dass eine ICOS-Expression besonders in Keimzentrumsstrukturen zu finden ist (Hutloff,
1999). In Ubereinstimmung damit wiesen ICOS KO Miuse nach Immunisierung nicht nur weniger,
sondern zeitgleich auch kleinere Keimzentren auf (Dong, 2001; Tafuri, 2001; McAdam, 2001; Mak,
2003). Des Weiteren ergab die Analyse des peripheren Blutes von ICOS-defizienten Patienten eine
nahezu komplette Abwesenheit von CXCR5" T-Zellen, die in gesunden Probanden 5-15 % aller
CD45RO" CD4" T-Effektorzellen ausmachten (Bossaller, 2006). Die durch Vinuesa und Kollegen
identifizierte sanroque Mutation, die mit einer Uberexpression von ICOS verbunden war, fiihrte zum
Auftreten von Autoimmunitit in den betroffenen Méusen. Als Ursache konnten sie eine
iiberschiefende T-Helferzell-Antwort nachweisen, die mit einer exzessiven Keimzentrumsbildung
verbunden war (Vinuesa, 2005). Diese Berichte machen deutlich, dass eine direkte Korrelation
zwischen der Kostimulation iiber ICOS und der Differenzierung von T-Zellen zu Follikuldren
T-Helferzellen besteht, die sich direkt oder indirekt auch auf die Bildung von Keimzentren auswirkt.
In welchem Malle Dendritische Zellen und B-Zellen im Einzelnen iiber die ICOS-Kostimulation auf
diese Differenzierungsprogramme Einfluss nehmen, ist Bestandteil aktueller Forschung und sollte

auch im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht werden.

Akiba und Kollegen konnten erstmals durchflusszytometrisch zeigen, dass die Generierung von

B220" PNA" Keimzentrums-B-Zellen sowie CD4" CXCR5" Follikuldren T-Helferzellen deutlich
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beeintrachtigt ist, wenn ICOS-L nach Immunisierung der Tiere in vivo blockiert wurde (Akiba, 2005).
Dariiber hinaus hatte der adoptive Transfer naiver T-und B-Zellen in SCID (severe combined
immunodeficiency)-Mause, die durch das Fehlen von T- und B-Zellen, nicht aber Dendritischen Zellen
gekennzeichnet waren, in Abwesenheit der ICOS-Signalgebung eine Reduktion der
Try- und KZB-Zellfrequenz zur Folge. Der alleinige Transfer von T-Zellen ohne B-Zellen lief3
ebenfalls deutlich geringere Frequenzen an Try-Zellen erkennen. Sie schlussfolgerten daraus, dass die
T-B-Kooperation iiber ICOS wichtig ist, um die Differenzierung der T-Zellen zu Tgy-Zellen zu
induzieren und die reduzierte Frequenz an Tgy-Zellen in einer verminderten Keimzentrumsreaktion
miindet. Choi und Kollegen beschrieben erst kiirzlich, dass auch die Frequenz bereits entstandener
Tru-Zellen durch spiate Blockade des ICOS-Signalweges noch negativ beeinflusst werden kann (Choi,
2011). Sie mutmaBten, dass die Kostimulation iiber ICOS zwischen T-und B-Zellen dafiir
verantwortlich ist. So postulierten sie, dass Dendritische Zellen und B-Zellen beide einen Beitrag iiber
ICOS zur Tgy-Zell-Differenzierung leisten, der nicht redundant ist. Das grundlegende Problem beider
Arbeiten besteht jedoch darin, dass die Verwendung von ICOS-L-blockierenden Antikdrpern dazu
fiihrt, dass alle ICOS-L tragenden Zellen an einer Interaktion mit ICOS tragenden Partnerzellen
gehindert werden. Daher kann keine dieser Studien wirklich eindeutig zeigen, dass die beeintrachtigte
Trg- und KZB-Zell-Differenzierung wirklich ein Resultat der beeintrdchtigten T-B-Interaktion ist.
Beobachtungen von Qi und Kollegen lassen ebenfalls Zweifel an einer Beteiligung der B-Zellen an der
Tgy-Zell-Differenzierung aufkommen. So fiihrte die Abwesenheit von SAP (signalling lymphocyte
activation molecule-associated protein), einem Molekiil, das die Kontaktzeit zwischen T- und
B-Zellen erhoht, lediglich zu einer verminderten Keimzentrumsreaktion. Die entstandenen
SAP-defizienten Tgy-Zellen waren jedoch phénotypisch nicht von WT Tgy-Zellen zu unterscheiden
(Qi, 2008).

Das in dieser Arbeit etablierte Doppeltransfersystem unter Nutzung von antigenspezifischen
ICOS-L KO B-Zellen machte es moglich, die Effekte der ICOS-Kostimulation zwischen T- und
B-Zellen isoliert zu betrachten. Die Abwesenheit von ICOS fiihrte auch in diesem Modellsystem zu
stark reduzierten Frequenzen an CXCRS' PD-1" Follikuliren T-Helferzellen (Haynes, 2007) und
PNA" GL7" Keimzentrums-B-Zellen (Kosco, 1988; Han, 1996) im Lymphknoten (Abbildung 14).
Erneut lieB sich der Differenzierungsdefekt eindeutig auf die fehlende ICOS-Kostimulation
zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen zuriickfithren (Abbildung 18 und Abbildung 19).
Antigenspezifische B-Zellen dagegen leisteten keinen Beitrag tiber ICOS fiir die Differenzierung zu
Tru- und KZB-Zellen und so konnte auch der Transfer von WT B-Zellen in ICOS-L KO Miuse den
Phéinotyp nicht retten (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der Bcl-6-Expression in beiden Zellarten lief
keine Unterschiede zum WT erkennen. Die wenigen Try- und KZB-Zellen, die in Abwesenheit von

ICOS-L auf DZ entstanden sind, bildeten vergleichbare Mengen an Bcl-6-Protein pro Zelle
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(Abbildung 18 und Abbildung 19). Bcl-6 ist in Keimzentrums-B-Zellen besonders stark exprimiert
(Cattoretti, 1995; Onizuka, 1995) und auch Follikulare T-Helferzellen lassen sich, wie erst kiirzlich
beschrieben wurde, iiber die Expression von Bcl-6 definieren (Nurieva, 2009; Johnston 2009; Yu,
2009). Die Abwesenheit von Bcl-6 resultiert in einem vollstindigen Verlust von Try- und KZB-Zellen
(Ye, 1997; Fukuda, 1997; Yu, 2009). Des Weiteren konnte von verschiedenen Gruppen gezeigt
werden, dass die alleinige Expression von Bcl-6 ausreichend ist, um eine T-Zelle mit allen
notwendigen Eigenschaften auszustatten, die eine Follikuldre T-Helferzelle besitzen muss (Yu, 2009;
Johnston, 2009; Nurieva, 2009). Vergleichbar dazu fiihrte die Uberexpression von Bcl-6 in B-Zellen
zu einer verstiarkten Differenzierung dieser Zellen hin zu Keimzentrums-B-Zellen (Cattoretti, 2005).
Dies zeigt, dass die Expression von Bcl-6 allein die Identitdt der Try- und KZB-Zellen bestimmt, und
die fehlende ICOS-Kostimulation zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen einen quantitativen,
nicht aber qualitativen Defekt nach sich zieht. Diese Daten stehen im Einklang mit Beobachtungen
von Yu und Kollegen, die zeigen konnten, dass ecine erhohte Expression von Bcl-6 die
ICOS-Expression nicht steigert und auch Bcl-6-defiziente T-Zellen ICOS unbeeintrichtigt
exprimieren kénnen (Yu, 2009). Da durch die reduzierte Frequenz an Follikuldiren T-Helferzellen
weniger B-Zell-Hilfe zur Verfiigung steht, ist auch die Frequenz an Keimzentrums-B-Zellen reduziert.
Die erhaltenen Daten widersprechen somit der gegenwértigen Vorstellung, dass die
ICOS-Signalgebung im Kontakt der T-Zellen mit antigenspezifischen B-Zellen einen Beitrag zur
Aufrechterhaltung des Tgy-Zell-Phénotyps leistet (Akiba, 2005; Nurieva, 2008; Choi, 2011), schlieen
aber nicht aus, dass andere Molekiilinteraktionspaare eine Rolle spielen. Eine Erklérung fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse ist moglicherweise in der Verwendung ICOS-L-blockierender
Antikorper zu finden. Deren Einsatz fiihrt, wie bereits erwahnt, zur Blockade des Liganden auf allen
antigenprisentierenden Zellen. Dendritische Zellen finden sich jedoch auch im B-Zell-Follikel in
engem Kontakt mit T- und B-Zellen (Grouard, 1996). So kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Dendritische Zellen auch tiber ihre Funktion als Initiatoren einer priméren, T-Zell-abhingigen
Immunantwort hinaus noch Bedeutung fiir den Fortgang der Immunantwort haben und auch im
B-Zell-Follikel Interaktionen mit Tgy-Zellen liber ICOS eingehen. Die Blockade des Liganden

ermoglicht es damit nicht, den konkreten Beitrag der antigenspezifischen B-Zellen zu analysieren.

4.2.3 Einfluss auf die Entstehung von T- und B-Effektorzellen

Die in vitro Kostimulation tiber ICOS fiihrte, wie im murinen und humanen System {ibereinstimmend
gezeigt werden konnte, zu einer gesteigerten Expression von IL-4, IL-5 und IFN-y durch T-Zellen. Die
Sekretion von IL-2 dagegen wurde durch ICOS nicht induziert (Hutloff, 1999; Yoshinaga, 1999;
Coyle, 2000). Dariiber hinaus waren ICOS-kostimulierte T-Zellen verstirkt in der Lage, IL-10
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freizusetzen (Hutloff, 1999). Lohning und Kollegen postulierten, dass die Stirke der ICOS-Expression
mit der Fahigkeit einer T-Zelle einhergeht, bestimmte Zytokine zu sekretieren (Lohning, 2003). Nur
ICOS™" exprimierende T-Zellen sind demnach fihig, das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 zu
produzieren, wohingegen ein mittleres ICOS-Expressionsniveau mit der Sekretion von IL-4, -5 und
-13 korreliert. [COS™**" exprimierende T-Zellen dagegen sind u.a. durch die Expression von IFN-y
gekennzeichnet. Obwohl eine ganze Bandbreite verschiedener Zytokine durch die Kostimulation tiber
ICOS in T-Zellen induziert werden konnte, fiihrte die Abwesenheit der ICOS-Signalgebung zu einer
selektiven Beeintrachtigung der Sekretion von IL-4 und IL-5. Andere Zytokine wie beispielsweise
IFN-y blieben unbeeintriachtigt (Dong, 2001; Tafuri; 2001). Diese Beobachtungen, zusammen mit der
Tatsache, dass ICOS KO Mause geringere Level an IgG1 und IgE aufwiesen, fithrten zu der Annahme,
dass insbesondere Ty2-Effektorzellen von der Kostimulation iiber ICOS abhingig seien (Dong, 2001;
Tafuri; 2001). Diese Hypothese wurde durch eine Reihe von Publikationen noch zusétzlich gestérkt
(McAdam, 2000; Coyle, 2000; Nurieva, 2003). Trotzdessen blieb die Relevanz von ICOS fiir
Tu2-Effektorzellen ungeklart. Die Mehrheit der Berichte stiitzt sich auf Daten, die durch Messung von
Zytokinen im Zellkulturiiberstand in vitro restimulierter T-Zellen, unter An- und Abwesenheit des
ICOS-Signals erhalten wurden. In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einfluss der
ICOS-Kostimulation auf die Zytokinproduktion auf Finzelzellebene untersucht werden. Dadurch war
es moglich, Unterschiede, die ausschlieflich auf die verminderte T-Zell-Expansion zuriickzufiihren

sind (siehe Abschnitt 3.2.2), von der Analyse auszuschlieen.

In vitro restimulierte, antigenspezifische T-Zellen aus der Lunge zeigten ein vermindertes Potential, zu
IL-5, IL-13 und IL-10 produzierenden T-Zellen zu differenzieren, wenn das ICOS-Signal bereits in
der frithen T-DZ-Interaktion fehlte (Abbildung 21A). Interessanterweise lie3 sich dabei erstmalig auch
ein Finfluss der T-B-Interaktion iiber ICOS feststellen. T-Zellen, die durch antigenspezifische
B-Zellen kein Signal tber ICOS erhielten, differenzierten deutlich weniger zu
Tu2-Zytokinproduzenten (Abbildung 21A). Im Unterschied zu publizierten Daten (McAdam, 2000;
Dong, 2001; Tafuri, 2001; Nurieva, 2003) konnte jedoch kein Einfluss auf die Differenzierung zu
IL-4-Produzenten festgestellt werden (Abbildung 21A und Daten nicht gezeigt). Nicht auszuschlieBen
ist jedoch, dass dieser Unterschied aus der vorangegangenen in vitro Ty2-Polarisierung der T-Zellen
resultiert. So ist berichtet worden, dass der IL-4-Defekt durch exogen zugefiihrtes IL-4 und bei
zeitgleicher Blockade von IFN-y aufgehoben werden kann (Dong, 2001). Vermittelt wird dies durch
den Transkriptionsfaktor c-Maf, dessen Transkription u.a. von IL-4 abhéngig ist (Nurieva, 2003).
Nurieva und Kollegen konnten zeigen, dass ICOS die initiale Produktion von IL-4 in T-Zellen erhoht
und ICOS KO T-Zellen weniger c-Maf exprimieren (Nurieva, 2003). Exogen zugesetztes IL-4 konnte
das fehlende initiale IL-4-Signal ausgleichen und die c-Maf-Expression in ICOS KO T-Zellen
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wiederherstellen. Infolgedessen wurde {iber eine positive Riickkopplung die weitere IL-4-Produktion
angetrieben (Nurieva, 2003). Erginzt wurde dieser Bericht durch eine spétere Arbeit von Bauquet und
Kollegen, die den Beweis erbrachten, dass ICOS c-Maf auch direkt reguliert (Bauquet, 2009). Eine
Besonderheit zeigte sich in Bezug auf die Produktion von IFN-y. T-Zellen, die in vivo durch
Dendritische Zellen in Abwesenheit von ICOS aktiviert worden sind, entwickelten sich verstarkt zu
IFN-y produzierenden T-Effektorzellen (Abbildung 21A). Diese Daten spiegeln wieder, was McAdam
und Kollegen beobachten konnten. Sie berichteten von einer verstirkten IFN-y-Produktion bei
zeitgleich verminderter Produktion von IL-4 durch T-Zellen, die invitro in Anwesenheit eines
ICOS-Fusionsproteins restimuliert worden sind (McAdam, 2000; McAdam 2001). Aber auch andere
Gruppen konnten eine erhohte IFN-y-Produktion durch T-Zellen in Abwesenheit der
ICOS-Kostimulation feststellen (Gonzalo, 2001; Guo, 2001). Die weiterfiihrende Analyse auf
GATA-3, den Mastertranskriptionsfaktor von Ty2-Zellen (Zhang, 1997; Zheng und Flavell, 1997),
zeigte deutlich, dass die fehlende Kostimulation iiber ICOS generell eine Minderung der
GATA-3-Proteinexpression in T-Effektorzellen der Lunge verursachte (Abbildung 21B). GATA-3 ist
notwendig und ausreichend, um die Differenzierung der T-Zellen zu Ty2-Effektorzellen zu bewirken
und es konnte gezeigt werden, dass GATA-3 die Expression von IL-5, nicht aber IL-4 induziert
(Zhang, 1997; Lee, 2000). Die Expression von GATA-3 selbst wird zwar durch IL-4 induziert (Kurata,
1999), dessen Aufrechterhaltung ist jedoch von IL-4 unabhéingig (Ouyang, 1998; Nurieva, 2003). Des
Weiteren ist GATA-3 in der Lage, die Produktion von IFN-y in T-Zellen iiber einen
IL-4-unabhédngigen Mechanismus zu inhibieren (Ouyang, 1998). Unter Einbezug aller Fakten kann die
verstirkte IFN-y-Produktion in der KO-Gruppe erklédrt werden. Die Abwesenheit der Kostimulation
iiber ICOS fiihrt zu einer verminderten Proteinexpression von GATA-3 in T-Zellen. Infolgedessen
wird weniger IL-5 und IL-13 und zeitgleich mehr IFN-y von T-Zellen produziert. Uber welchen
molekularen Mechanismus ICOS die Aufrechterhaltung der GATA-3-Expression bewirkt, ist
gegenwirtig nicht bekannt, jedoch lassen neuere Erkenntnisse von Cook und Kollegen einige
Spekulationen zu (Cook, 2010). Sie konnten zeigen, dass die T-Zell-Rezeptor-vermittelte
Signalgebung {iber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) die GATA-3 Expression zwar nicht auf
transkriptioneller, wohl aber translationeller Ebene reguliert. Passend dazu wurde auch fiir ICOS eine
PI3K-vermittelte Signalgebung gezeigt, die das TZR-vermittelte Signal verstirkt (Coyle, 2000;
Arimura, 2002; Fos, 2008; Gigoux, 2009). So ist denkbar, dass [COS, PI3K-vermittelt, einen positiven
Beitrag zur GATA-3-Proteinexpression leistet. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit denen
von Nurieva und Kollegen, die auf transkriptioneller Ebene in ICOS KO Maéusen keine Unterschiede
fiir GATA-3 beobachten konnten (Nurieva, 2003). Die Proteinexpression von GATA-3 dagegen

untersuchten sie nicht.
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Trotz der vergleichbaren Reduktion an IL-5, [L-13 und IL-10 produzierenden T-Effektorzellen, die in
beiden KO-Gruppen beobachtet werden konnte, zeigte sich kein Einfluss auf die IFN-y-Produktion,
wenn [COS-L nur auf antigenspezifischen B-Zellen fehlte (Abbildung 21A). Einen moglichen
Erkldrungsansatz liefern Cook und Kollegen, die berichteten, dass bereits kleine Anderungen im
GATA-3-Expressionslevel dramatische Auswirkungen auf das Schicksal einer T-Zelle haben kénnen
(Cook, 2010). Eine geringere Expression des GATA-3-Proteins in Menschen, die nur ein funktionelles
GATA-3-Allel besitzen, hatte starke Auswirkungen auf die Ty2-Differenzierung und
-Effektorfunktionen (Skapenko, 2004). Basierend auf den erhaltenen Daten ist vorstellbar, dass
Dendritische Zellen und auch B-Zellen beide einen Beitrag tiber ICOS-L fiir die Aufrechterhaltung der
GATA-3-Expression in Ty2-Zellen leisten. Die Abwesenheit des Liganden nur auf B-Zellen fiihrt
somit zu einer verringerten GATA-3-Expression (Abbildung 21B), die jedoch vielleicht erst im
Zusammenspiel mit der fehlenden ICOS-Kostimulation tiber Dendritische Zellen einen bestimmten
Schwellenwert unterschreitet. Moglicherweise gelingt es erst dann, die suppressive Wirkung von
GATA-3 auf IFN-y (Ouyang, 1998) aufzuheben, wodurch erst dann der Anteil an IFN-y
produzierenden T-Zellen ansteigt. Im Einklang mit dieser Hypothese steht, dass in der KO-Gruppe im
Vergleich zur B-KO-Gruppe ein noch stirkerer Effekt auf die GATA-3-Proteinexpression zu
beobachten war (Abbildung 21B). Die vorliegenden Daten lassen sich damit sehr gut in bereits
publizierte Erkenntnisse eingliedern und helfen, die molekularen Mechanismen besser zu verstehen.
ICOS ist somit fiir die Aufrechterhaltung von Ty2-Effektorfunktionen im entziindeten, peripheren
Gewebe wichtig, wenngleich auch die Bedeutung von ICOS fiir die Ty2-Differenzierung in diesem
Modellsystem nicht untersucht werden konnte. Die Beobachtung, dass ICOS KO Mause eine hohere
Anfalligkeit fiir die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) besitzen, ging mit einer
gesteigerten IFN-y-Produktion durch ICOS KO T-Zellen einher (Dong, 2001). Ahnliche
Beobachtungen konnten auch Rottman und Kollegen machen, wenn sie an EAE erkrankten Méusen
einen gegen ICOS gerichteten, blockierenden Antikorper verabreichten (Rottman, 2001). Auch sie
schlussfolgerten, dass durch die Blockade der ICOS-Kostimulation eine Verschiebung des Tyl/Ty2-
Verhiéltnisses in Richtung Tyl erreicht wird, die dazu fiihrt, dass sich die klinischen Symptome der
Tul-vermittelten Erkrankung verstarken.

Der Unterschied, der beziiglich der GATA-3-Proteinexpression in T-Zellen der Lunge zu finden war,
zeigte sich interessanterweise nicht im Lymphknoten (Abbildung 21B). Einhergehend damit wurde der
Grofiteil der Effektorzytokine ausschlieBlich von T-Zellen im Gewebe produziert (Abbildung 20).
Unterschiede, die beziiglich der Zytokinexpression beobachtet werden konnten, traten im
Lymphknoten nicht auf (Daten nicht gezeigt). Wie durch Kurzzeitproliferationsstudien (Einbau von
BrdU) ermittelt worden ist, konnte die verstarkte Zytokinproduktion im Gewebe nicht auf eine

starkere, lokale Expansion und damit Differenzierung der T-Zellen zuriickgefiihrt werden (Daten nicht
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gezeigt). Im Gegenteil, T-Effektorzellen, die in der Lunge residierten, wiesen im Vergleich zu
T-Zellen im Lymphknoten eine verminderte Fahigkeit auf, zu proliferieren (Daten nicht gezeigt).
Harris und Kollegen, die sich zum Ziel setzten, das Schicksal von T-Effektorzellen in lymphoiden und
nicht-lymphoiden Organen zu untersuchen, stellten ebenfalls fest, dass T-Zellen in der Lunge unféhig
waren zu proliferieren und dennoch Effektorfunktionen ausiiben konnten (Harris, 2002).
Zusammengenommen wird dadurch deutlich, dass sich T-Zellen im lymphoiden Organ hinsichtlich
ihrer Effektorfunktionen von denen in der Lunge unterscheiden und es ist vorstellbar, dass die
Entscheidung einer T-Zelle, den Lymphknoten zu verlassen, einen bestimmten Differenzierungsgrad

dieser T-Zelle voraussetzt.

Die Bedeutung der ICOS-Kostimulation fiir das Leben einer B-Effektorzelle wurde bislang weitaus
weniger gut untersucht. Trotzdem wird die fehlende Kostimulation {iber ICOS nahezu ausschliefSlich
mit einem B-Zell-Differenzierungsdefekt in Verbindung gebracht, der sich haufig auf die Beobachtung
griindet, dass ICOS KO und ICOS-L KO Tiere geringere Immunglobulinlevel im Serum aufweisen
(Tafuri, 2001; Dong, 2001; McAdam, 2001; Mak, 2003; Nurieva, 2003). Die Tatsache, dass zuséatzlich
auch die Keimzentrumsbildung in KO-Maiusen beeintrachtigt ist und T-Zell-unabhéingige
Immunantworten ohne Einschrinkung ablaufen konnen (McAdam, 2001; Tafuri, 2001; Mak, 2003),
verleitete viele Autoren dazu, zu proklamieren, dass die Kostimulation iiber ICOS besonders in der
Interaktion von T- und B-Zellen wichtig ist, ohne jemals einen direkten Beweis dafiir geliefert zu
haben. Wie in dieser Arbeit deutlich gezeigt werden konnte, fithrte die Abwesenheit von ICOS in der
friihen T-DZ-Interaktion zu einer verminderten klonalen B-Zell-Expansion (Abbildung 13 und
Abbildung 17). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verminderte Immunglobulinmenge
im Serum von KO-Méusen ausschlieBlich auf einem Expansionsdefekt beruht und weniger auf der
Unfdhigkeit der B-Zellen zu antikérperproduzierenden Plasmazellen zu differenzieren. Mature, naive
und damit antigenunerfahrene B-Zellen sind durch die parallele Expression von Oberflaichen-IgD und
-IgM gekennzeichnet, welche sie nach Aktivierung zugunsten anderer Immunglobulinisotypen
herunterregulieren (Abney, 1978). Die Herunterregulation beider Oberflichenmarker kann daher als
Zeichen der Aktivierung angesehen werden. Die Frequenz an IgD™ IgM™ antigenspezifischen B-Zellen
im Lymphknoten war deutlich reduziert, wenn die friihe T-DZ-Interaktion in Abwesenheit der
ICOS-Kostimulation erfolgte, dagegen unverdndert, wenn ICOS-L nur auf B-Zellen fehlte (Abbildung
24A). Damit wird deutlich, dass ICOS in der T-B-Interaktion unbedeutend fiir die Aktivierung der
B-Zellen ist. Ein Teil der antigenspezifischen B-Zellen wird jedoch auch in Abwesenheit der
ICOS-Kostimulation zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen aktiviert (Abbildung 24A). Daher
ist es prinzipiell moglich, dass auch diese Zellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen

differenzieren. Plasmazellen, die anhand der Expression des Zelloberflichenmolekiils CD138
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identifiziert werden konnen (Sanderson, 1989), haben sich unabhéngig von einer Kostimulation iiber
ICOS in allen drei Gruppen gleich stark gebildet (Abbildung 24B). Wie an fritherer Stelle bereits
ausfiihrlich beschrieben wurde, kénnen sich Plasmazellen auf follikuldrem oder extrafollikuldrem
Wege bilden (siche Abschnitt 1.4). Da die Differenzierung zu Keimzentrums-B-Zellen in der
KO-Gruppe stark beeintrachtigt war (Abbildung 19A), kann vermutet werden, dass die in der
KO-Gruppe entstandenen Plasmazellen verstirkt aus einer extrafollikuliren Plasmazellantwort
resultieren. Bis dato existieren jedoch keine spezifischen Marker, die es erlauben, extrafollikuldre von
follikuldren Plasmazellen durchflusszytometrisch zu unterscheiden. Aus diesem Grund kann nicht
gesagt werden, auf welchem Wege die NP-spezifischen Plasmazellen entstanden sind. Unabhéngig
davon, resultiert allein schon der Expansionsdefekt der B-Zellen, der durch die Abwesenheit der
ICOS-Signalgebung in der frithen T-DZ-Interaktion entsteht, in einer verminderten absoluten Zahl an
Plasmazellen  (Abbildung 24C), die durchaus ursichlich fiir die verminderten

Serumimmunglobulinmengen in den KO-Tieren sein kann.

Der Verlust der Oberflachenexpression von IgD und IgM (Abbildung 23A) kann ein Indiz dafiir sein,
dass ein Immunglobulin-Klassenwechsel vollzogen wurde. Das Vermdgen einer B-Zelle im Laufe der
Immunantwort den Immunglobulinisotypen zu wechseln, bestimmt ihre biologische Funktion. So sind
unterschiedliche Isotypen mit unterschiedlichen Effektorfunktionen verbunden. Die Art des
Isotypwechsels wir dabei maf3geblich durch die von T-Zellen freigesetzten Zytokine bestimmt, wobei
IL-4 den Isotypwechsel nach IgE und IgG1, IFN-y den Wechsel nach IgG2a und TGF- den Wechsel
nach IgA induzieren kann (Snapper, 1987; Cazac, 2000). Die Menge an Immunglobulin im Serum
muss nicht zwangsweise mit der Zahl an antikdrperproduzierenden Plasmazellen korrelieren (Shih,
2002). Daher lésst sich umgekehrt von der Menge an Serumimmunglobulin auch kein Riickschluss auf
die Zahl an antikorperproduzierenden Plasmazellen ziehen. Ungeachtet dessen wurde eine fehlende
ICOS-Kostimulation oft mit einem beeintréchtigten Isotypwechsel in Verbindung gebracht (McAdam,
2001; Tafuri, 2001).

Bedingt durch die mucosale, Ty2-gerichtete Immunantwort konnten IgGl und IgA als die
dominierenden Immunglobulin-Isotypen detektiert werden. Immunglobulin E* B-Zellen fanden sich in
nur geringen Frequenzen im Lymphknoten vor (Abbildung 24). Innerhalb der antigenspezifischen
B-Zell-Population war die Frequenz an IgE" B-Zellen deutlich reduziert, wenn ICOS-L auf
Dendritischen Zellen fehlte. Begriindet durch die sehr geringe Frequenz an IgE" Plasmazellen, ist ein
Unterschied in der KO-Gruppe auf der Ebene der Gesamtpopulation an Plasmazellen nicht sichtbar
(Abbildung 23B). Interleukin-4, welches den Isotypwechsel nach IgE induziert, wurde jedoch
unabhéngig von einer Kostimulation iiber ICOS durch T-Zellen auf Einzelzellbasis vergleichbar stark

gebildet (Abbildung 21A). Hinzu kommt, dass der Isotypwechsel nach IgG1, welcher ebenso durch
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IL-4 induziert wird, in Abwesenheit von ICOS-L auf Dendritischen Zellen unbeeintrichtigt blieb
(Abbildung 24). Demnach kann angenommen werden, dass der Isotypwechsel nach IgE per se
mdglich ist, jedoch nicht auf Ebene der IL-4-Sekretion reguliert wird. Es miissen weitere selektive
Regulationsmechanismen fiir den Isotypwechsel nach IgE existieren, die iiber die Sekretion von 1L-4
hinausgehen. Tatséchlich ist eine Reihe von negativen Regulationsmechanismen beschrieben, die dazu
dienen, die Menge an IgE im Serum gering zu halten (Geha, 2003). Bcl-6, der
Mastertranskriptionsfaktor von Keimzentrums-B-Zellen, wurde von verschiedenen Gruppen in
Verbindung mit einer Regulation des Isotypwechsels nach IgE gebracht (Harris, 1999; Zhang, 2012).
So postulierten alle Berichte iibereinstimmend, dass der Isotypwechsel nach IgE von der Menge an
Bcl-6-Protein reguliert wird und eine Minderung der Bcl-6-Expression mit einem verstirkten
Klassenwechsel nach IgE einhergeht. In Ubereinstimmung damit konnte in IL-21-Rezeptor (IL-21R)
KO Maéusen eine erhohte Menge an IgE im Serum festgestellt werden (Ozaki, 2002), die sehr
wahrscheinlich durch die verringerte Bcl-6-Expression in Abwesenheit der IL-21-Signalgebung
verursacht wurde (Linterman, 2010). Wie jedoch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, flihrte die
fehlende ICOS-Signalgebung in der T-DZ-Interaktion zwar zur einer verminderten Differenzierung
der B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen, die Menge an Bcl-6-Protein pro Zelle war jedoch zum WT
unverdndert (Abbildung 19B). Eine Bcl-6-vermittelte Suppression des IgE-Klassenwechsels kann
somit ausgeschlossen werden. Sugai und Kollegen berichteten von dem Repressorprotein 1d2
(inhibitor of DNA binding/differentiation), das, TGF-B-vermittelt, den Klassenwechsel nach IgE, nicht
aber IgGl kontrolliert (Sugai, 2002). Immunglobulin A, dessen Klassenwechsel ebenfalls durch
TGF-B induziert werden kann (Sonoda, 1989), war unter Abwesenheit der ICOS-Signalgebung
zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen jedoch nicht erhéht (Abbildung 24), sodass auch dieser
Mechanismus keine plausible Erkldrung fiir die verminderte Frequenz an IgE" B-Zellen in der
KO-Gruppe liefert. Einen méglichen Erklarungsansatz liefern Xu und Rothman, die zeigen konnten,
dass IFN-y fihig ist, den Isotypwechsel nach IgE zu inhibieren. Die Tatsache, dass [FN-y nur von
T-Zellen in der KO-Gruppe verstirkt gebildet wurde, konnte erkldren, weshalb Unterschiede im
IgE-Klassenwechsel nur in der KO-Gruppe sichtbar waren (Xu und Rothman, 1994). Eine zeitgleiche
Inhibition des Klassenwechsels nach IgG1, die laut Autoren ebenfalls zu sehen sein sollte, trat jedoch
nicht auf. Der Defekt im IgE-Klassenwechsel, der unter Abwesenheit der ICOS-Kostimulation
zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen zu beobachten war, kann gegenwartig nicht erklart
werden. Dennoch wird deutlich, dass die fehlende ICOS-Signalgebung in der frithen T-DZ-Interaktion
den Isotypwechsel nicht global, sondern sehr selektiv nur nach IgE beeintrdchtigt. Bedingt durch die
starke Beeintrichtigung der B-Zell-Expansion in der KO-Gruppe (Abbildung 17), finden sich auf
Ebene der absoluten Zellzahlen weniger Isotyp-gewechselte Zellen, obwohl der Isotypwechsel per se

zumindestens flir IgG1 und IgA unbeeintrdchtigt blieb. Wir konnten erstmals zeigen, dass die

96



Diskussion

Minderung verschiedener Immunglobulinisotypen auf unterschiedliche Ursachen zuriickgefiihrt
werden kann. So ist nur der Isotypwechsel nach IgE wirklich beeintréchtigt, die verminderte Menge an
Serum-IgG1 dagegen ist sehr wahrscheinlich nur eine Folge der beeintrdchtigen B-Zell-Expansion, die
die Abwesenheit der ICOS-Kostimulation zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen nach sich
zieht. Gestiitzt werden diese Daten durch Beobachtungen in [COS-defizienten Patienten. Diese zeigten
zwar ebenfalls verminderte Immunglobulinlevel im Serum, die Kapazitit der B-Zellen, einen
Klassenwechsel durchzufiihren, war jedoch in vitro nicht beeintriachtigt (Grimbacher, 2003).
Uberraschenderweise zeigte sich in der B-KO-Gruppe keine Beeintrichtigung des Klassenwechsels
nach IgE, jedoch konnte eine Verschiebung des IgG1/IgA-Verhéltnisses in Richtung IgG1 beobachtet
werden (Abbildung 24). Der Klassenwechsel nach IgA wird u.a. durch TGF-f induziert (Sonoda,
1989) und kann auch T-Zell-unabhéngig erfolgen (Macpherson, 2000). Zudem wird angenommen,
dass ein groBer Anteil an IgA im Serum durch mucosal entstandene IgA”™ B-Zellen produziert wird
(Cerutti, 2008). Die ICOS-Abhingigkeit, die sich in unserem Modell fiir den Klassenwechsel nach
IgA ergibt, spricht dafiir, dass dieser T-Zell-abhdngig induziert wurde. Die Tatsache, dass dieser
Defekt in der KO-Gruppe nicht zu beobachten war, deutet daraufhin, dass B-Zellen als ICOS-L
tragende Zellen eine prominente Rolle spielen. Dies ist jedoch insofern iiberraschend, da eine
mogliche Beteiligung von ICOS im Zusammenhang mit dem IgA-Klassenwechsel bisher nicht
diskutiert wurde. Uber die genauen Mechanismen, die zu der selektiven Beeintrichtigung des
IgA-Klassenwechsels in der B-KO Gruppe fiihren, konnen wir gegenwértig nur spekulieren. Aus dem
humanen System ist bekannt, dass der Klassenwechsel nach IgA nicht nur direkt aus IgM"™ B-Zellen,
sondern auch sequentiell {iber IgG1 erfolgen kann (Brinkmann, 1992). Der Prozess des sequentiellen
Klassenwechsels nach IgA bietet eine mdgliche Erklédrung dafiir, weshalb unter fehlender
ICOS-Kostimulation zwischen T- und B-Zellen mehr IgG1" und weniger IgA" Plasmazellen erhalten
werden und lédsst uns spekulieren, dass die T-B-Interaktion iiber ICOS selektiv den sequentiellen
Klassenwechsel nach IgA steuert. Fehlt die Kostimulation bereits in der frithen T-DZ-Interaktion,
werden IgA" Zellen moglicherweise verstirkt auf direktem Weg gebildet, wodurch keine Defekte im
IgA-Klassenwechsel in der KO-Gruppe beobachtet werden konnen. Ein vergleichbarer Mechanismus
wurde auch fiir IgE beschrieben. Eine aktuelle Studie von Xiong und Kollegen beschreibt, dass der
sequentielle Klassenwechsel nach IgE ein Weg sein kann, hochaffine IgE-Antikérper zu bilden.
Niedrigaffine IgE-Antikdrper dagegen werden auf direktem Wege gebildet (Xiong, 2012). Ein
Zusammenhang mit dem Klassenwechsel nach IgA wurde von den Autoren zwar nicht diskutiert,
dennoch sind dhnliche Mechanismen vorstellbar und die T-B-Interaktion iiber ICOS steuert
moglicherweise die Generierung hochaffiner IgA" Plasmazellen.

Das selektive Fehlen von IgA im Menschen duflert sich in der primdren Immundefizienzerkrankung

des selektiven IgA-Mangels. Ein Merkmal dieser Erkrankung ist, dass selektiv IgA, nicht aber IgG1,
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IgM oder andere Immunglobuline beeintrachtigt sind (Cunningham-Rundles, 2001). Die molekularen
Ursachen, die zu dieser Erkrankung fiihren, sind im Moment nur unzureichend erforscht. Doch
konnten Castigli und Kollegen zeigen, dass der Klassenwechsel nach IgA in APRIL (4 proliferation-
inducing ligand)-defizienten Méusen selektiv beeintréchtigt ist (Castigli, 2004). Sie mutmaften, dass
eine APRIL-Defizienz mdglicherweise Ursache fiir den selektiven IgA-Mangel im Menschen sein
kann. Inwiefern diese Beobachtungen in Zusammenhang mit der in dieser Arbeit gemachten

Beobachtung stehen, muss jedoch noch gezeigt werden.

Hinweise zur Rolle von ICOS auf die Differenzierung von B-Gedéchtniszellen stammen vor allem aus
dem humanen System. So konnte im peripheren Blut von SLE-Patienten eine erhohte Anzahl an
ICOS" T-Zellen und zeitgleich B-Gedichtniszellen festgestellt werden (Hutloff, 2004). Die Tatsache,
dass die B-Zellen ICOS-L herunterreguliert hatten, liel die Autoren schlussfolgern, dass die
Kostimulation iiber ICOS malBigeblich an der iiberschiefenden B-Zell-Antwort beteiligt sein muss. Im
Einklang damit weisen ICOS-defiziente Patienten eine stark verminderte Zahl an zirkulierenden
B-Zellen im Blut mit einem B-Gedachtniszell-Phdnotyp auf (Grimbacher, 2003). Daten aus dem
murinen System beschrianken sich hauptsachlich auf die Beobachtung, dass ICOS KO Maéuse eine
beeintrichtigte Keimzentrumsreaktion aufweisen und auch nach einer sekunddren Immunisierung
verringerte Mengen an Serumimmunglobulinen bilden (Tafuri, 2001; Mak, 2003; Mahajan, 2007).
Eine Analyse der B-Zellen auf Einzelzellebene erfolgte jedoch nicht.

Unter Verwendung des in dieser Arbeit etablierten Modellsystems konnte somit erstmals auf
Einzelzellebene gezeigt werden, dass die Kostimulation iiber ICOS die Differenzierung von B-Zellen
zu B-Gedichtniszellen nachhaltig beeinflusst. Denn die Analyse antigenspezifischer B-Zellen aus dem
Lungengewebe, die sich 28 Tage nach der letzten Antigengabe und damit in Abwesenheit einer
erneuten Stimulation noch immer im selbigen finden lieen, ergab substanziell verringerte absolute
B-Zellzahlen, wenn die Kostimulation iiber ICOS fehlte (Abbildung 25). In Anlehnung an Vikstrom
und Kollegen (Vikstrom, 2010) waren die analysierten B-Gedichtniszellen dabei B220" IgD” CD138
CD38" Bcl-6" (Abbildung 25 und Daten nicht gezeigt). Auffallend war die Existenz einer diskreten
IgM" IgD" antigenspezifischen B-Zell-Population (Abbildung 25). Wie man mittlerweile weif, ist der
Immmunglobulin-Klassenwechsel keine zwingende Voraussetzung fiir die Bildung von
B-Gedichtniszellen und so konnte, im murinen und humanen System ilibereinstimmend, die Existenz
einer IgD” IgM™ B-Gedichtniszellpopulation nachgewiesen werden (Tangye, 2007; Dogan, 2009;
Pape, 2011).

Obwohl ein Einfluss der ICOS-Kostimulation in der frithen T-B-Interaktion ausgeschlossen werden
konnte, zeigte sich eine deutliche Reduktion an B-Gedichtniszellen in der B-KO-Gruppe, die unter

zusitzlicher Abwesenheit des Liganden auf Dendritischen Zellen (KO-Gruppe) noch sehr viel stirker
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ausgepragt war (Abbildung 25). Die erhaltenen Daten stehen im Einklang mit Beobachtungen, die in
ICOS-defizienten Patienten gemacht wurden und zeigen, dass die Kostimulation iiber I[COS zwischen
T- und B-Zellen fiir die Generierung und/oder Aufrechterhaltung von B-Gedéchtniszellen bedeutsam
ist. Gegenwirtig sind die molekularen Mechanismen der B-Gedéchtniszellbildung noch wenig
bekannt. Neben einer Reihe verschiedenster Faktoren (Choe, 1998; Siepmann, 2001; Roy, 2002;
Zotos, 2010; Good-Jacobson; 2010) wird auch immer wieder diskutiert, dass die BZR-Affinitdt in
diesem Prozess eine entscheidende Rolle spielt (Smith, 1997; Phan, 2006; Le, 2008). Trotzdessen
bleibt unklar, welche Mechanismen die B-Gedachtniszellbildung induzieren. Als gesichert gilt jedoch,
dass Bcl-6 herunterreguliert muss, um die terminale Differenzierung der B-Gedichtniszellen
einzuleiten (Kuo, 2007). Ebenso unklar ist, wie B-Gedéchtniszellen aufrechterhalten werden. Einige
Gruppen berichteten davon, dass der permanente Kontakt mit dem Antigen und darauffolgend die
Signalgebung iiber den BZR zwingende Voraussetzung dafiir sei (Gray und Scarvall, 1988; Hikida,
2009). Andere Studien dagegen zeigten, dass B-Gedichtniszellen auch in Abwesenheit von
persistierendem Antigen iiberleben (Maruyama, 2000). Da eine Signalgebung iiber ICOS-L bisher
nicht beschrieben wurde, konnen die Effekte, die die fehlende ICOS-Kostimulation auf die
Differenzierung zu bzw. Aufrechterhaltung von B-Gedéichtniszellen hat, nur indirekter Natur sein.
Welchen direkten Beitrag ICOS im Einzelnen in der Interaktion zwischen T- und B-Zellen sowie
T-Zellen und Dendritischen Zellen dazu leistet, konnen wir derzeitig nicht sagen, doch scheint eine
vollstindige Abwesenheit der ICOS-Signalgebung in der KO-Gruppe den negativen Effekt zu
kumulieren. Uber diesen allgemeinen B-Zell-Differenzierungsdefekt hinaus scheint die Signalgebung
iber ICOS zusétzlich auch die Generierung und/oder Aufrechterhaltung einzelner
Immunglobulinisotypen zu regulieren und so lieen sich in Abwesenheit der ICOS-Kostimulation
zusitzlich noch weniger IgA" B-Zellen finden (Abbildung 25B). Dabei war unbedeutend, ob die
Kostimulation nur zwischen T- und B-Zellen oder zusétzlich noch zwischen T-Zellen und
Dendritischen Zellen gestort war, wenngleich sich auch in diesem Fall ein stérkerer Effekt in der
KO-Gruppe erkennen lie. Einhergehend mit der iibergeordneten Minderung der Gesamtzahl an
B-Gedichtniszellen (Abbildung 25A), lieBen sich in der B-KO-Gruppe absolut nur noch wenige IgA”
B-Gedichtniszellen finden. In der KO-Gruppe waren B-Zellen mit einem IgA-Phénotyp sogar fast
vollstdndig abwesend (Abbildung 25B). Fiir das humane System wurde ein TGF-B-unabhingiger,
jedoch IL-5-abhingiger Mechanismus beschrieben, der den Klassenwechsel nach IgA induzieren kann
(Cerutti, 1998; Cerutti, 2008). Die Tatsache, dass antigenspezifische T-Zellen im Lungengewebe
weniger IL-5 produzieren, wenn die Kostimulation iiber ICOS fehlt (Abbildung 21A), konnte eine
Erkldrung fiir die verminderte Bildung an IgA" B-Gedichtniszellen sein. Wie bereits an friiherer Stelle
erwahnt, wird IgA vor allem in mucosalen Immunantworten gebildet und man geht davon aus, dass

die Differenzierung von IgA" B-Zellen groBtenteils lokal erfolgt. Passend dazu lédsst sich eine
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Beeintrdchtigung der IL-5-Sekretion auch nur im Lungengewebe beobachten, sodass I[COS vermutlich
die Differenzierung zu IgA" B-Gedichtniszellen im Lungengewebe indirekt {iber die verminderte
Expression von IL-5 steuert. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass zusétzlich noch andere Faktoren
eine Rolle spielen. IgA" B-Gedichtniszellen waren in der KO-Gruppe fast vollstindig abwesend und
dieser massive Effekt kann durch die verminderte IL-5-Produktion allein nicht erkldrt werden. Die
vorliegenden Daten zeigen, dass ICOS in der T-B- aber auch T-DZ-Interaktion fiir die Generierung
und/oder Aufrechterhaltung der B-Gedichtniszellen wichtig ist und beide Zell-Zell-Interaktionen

gemeinschaftlich einen positiven Beitrag dazu leisten.

4.3 Rolle der B-Zellen als antigenprisentierende Zellen im

entziindeten Gewebe

Obwohl B-Zellen den Liganden fiir ICOS exprimieren, scheint ihre Relevanz als ICOS-L tragende
Zellen im Vergleich zu Dendritischen Zellen, in der frithen Phase der Immunantwort, eher gering zu
sein. So war die Abwesenheit des Liganden auf antigenspezifischen B-Zellen mit weitaus geringeren
Defekten verbunden. Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass nicht nur antigenspezifische
T-Zellen, sondern auch B-Zellen im Verlauf der Entziindungsreaktion im Lungengewebe
akkumulierten (Abbildung 13, Abbildung 28). Weiterhin beeintrichtigte die Abwesenheit des
Liganden auf antigenspezifischen B-Zellen die Aufrechterhaltung der Ty2-Effektorfunktionen im
entziindeten Gewebe (Abbildung 21A). Dies legte die Vermutung nahe, dass die ICOS-Kostimulation
zwischen T- und B-Zellen in der spiten Phase der Immunantwort eine prominente Rolle spielt.
B-Zellen konnen neben Dendritischen Zellen auch als antigenprésentierende Zellen wirksam werden
(sieche Abschnitt 1.6). Da im Lungengewebe neben B-Zellen auch andere antigenpréisentierende Zellen
vorhanden waren (Dendritische Zellen, Makrophagen), wurde ein moglicher Einfluss von ICOS auf
die antigenprédsentierende Funktion der B-Zellen in einem reduktionistischen in vitro System
untersucht. Nur so war es zudem moglich, den in vivo Expansionsdefekt, der in Abwesenheit der
ICOS-Kostimulation zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen entsteht, auszugleichen. Das
Besondere an dem verwendeten experimentellen System war, dass die initiale Aktivierung der
B-Zellen, die aus derselben Spendermaus (B1-8i) stammten, entweder in einer normalen (WT) oder
ICOS-freien (ICOS KO) Umgebung erfolgte. Mogliche Defekte, die sich auf den unterschiedlichen
genetischen Hintergrund der Spenderméuse griinden, konnten dadurch ausgeschlossen werden und
waren alleinig auf die Abwesenheit der ICOS-Kostimulation zum Zeitpunkt der initialen in vivo
B-Zell-Aktivierung zuriickfiihrbar. Prinzipiell waren die NP-spezifischen B-Zellen in der Lage, als
vollwertige APZ zu fungieren, denn die Verwendung von NP-OVA anstelle von OV A-Peptid setzte

die Aufnahme und Prozessierung des Proteins voraus (Abbildung 27). Eine antigenprisentierende
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Funktion von lungenresidenten B-Zellen konnte bereits durch Lindell und Kollegen nachgewiesen
werden (Lindell, 2008). Die Relevanz der ICOS-Kostimulation wurde in diesem Zusammenhang
bisher jedoch noch nicht untersucht. Die Abwesenheit der ICOS-Signalgebung wiahrend der initialen
B-Zell-Aktivierung fiihrte zu einer deutlichen Beeintrdchtigung der antigenprisentierenden Funktion
dieser Zellen (Abbildung 27). Der Defekt in der Antigenprésentation muss B-Zell-intrinsisch sein, da
eine Interaktion der T- und B-Zellen iiber ICOS in vitro prinzipiell moglich war. B-Zellen, die in
Abwesenheit von ICOS aktiviert worden sind, weisen deutliche Defekte in ihrer
antigenprisentierenden Funktion auf, die irreversibel sind und auch durch eine spétere
T-Zell-Interaktion {iber ICOS nicht mehr kompensiert werden konnen. Als sicher gilt, dass kein
Zusammenhang mit der Expression von MHC-II-Molekiilen besteht, da die Analyse der B-Zellen nach
in vitro Kultur eine vergleichbare MHC-II-Expression erkennen lief (Daten nicht gezeigt). Einige
Studien lassen vermuten, dass B-Zellen die T-Zell-Antwort iiber die Vermittlung kostimulatorischer
Signale modulieren und so wurde gezeigt, dass OX40 Ligand (OX40L) auf B-Zellen wichtig ist, um
Tu2-Immunantworten zu verstiarken (Linton, 2003). Die genauen molekularen Ursachen miissen noch
gefunden werden. Die Verwendung eines dhnlichen Systems mit ICOS-L KO B-Zellen fiihrte zu

vergleichbaren Ergebnissen (Daten nicht gezeigt).

Der Nachweis, dass in vivo aktivierte NP-spezifische B-Zellen in vitro als antigenpridsentierende
Zellen wirksam werden konnen (siche Abschnitt 3.4.1), lieB uns spekulieren, dass sie die
entsprechenden Kooperationspartner-T-Zellen bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen/Allergen
lokal im Gewebe reaktivieren konnen. Die Bildung von tertidiren lymphoiden Strukturen ist ein
Indikator dafiir, dass Immunantworten lokal induziert werden kénnen (Moyron-Quiroz, 2004). So
konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei der Akkumulation der T- und B-Zellen nicht nur um
lose Aggregationen von Zellen handelte, sondern dass in einigen zelluldren Infiltraten sogenannte
Bronchus-assoziierte lymphoide Strukturen vorhanden waren (Abbildung 29). Innerhalb dieser
Strukturen konnten Follikuldre Dendritische Zellen (FDZ) sowie separate T- und B-Zellzonen
detektiert werden (Randall, 2010). Die durchflusszytometrische Analyse Lungen-residenter B-Zellen
zeigte, dass eine Subpopulation der antigenspezifischen, nicht aber endogenen B-Zellen ebenfalls iiber
die Keimzentrumsmarker GL7 und PNA identifizierbar war (Abbildung 30A und Daten nicht gezeigt).
Die weiterfilhrende Phénotypisierung dieser Zellen iiber Bcl-6 und CD38 lie erkennen, dass diese
Zellen typische Merkmale einer Keimzentrums-B-Zelle aufweisen, indem sie durch hohe Mengen an
Bcl-6 (Cattoretti, 1995; Onizuka, 1995) bei zeitgleich geringer Expression von Oberflichen-CD38
(Ridderstad und Tarlinton, 1998) gekennzeichnet waren (Abbildung 30B). Fehlte die Kostimulation
tiber ICOS zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen, so waren deutlich weniger

Keimzentrums-dhnliche B-Zellen detektierbar. Die Abwesenheit des Liganden nur auf
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antigenspezifischen B-Zellen dagegen lieB keinen Unterschied zum WT erkennen (Abbildung
30A+B). Erneut lieBen sich keine Unterschiede beziiglich der Bcl-6-Expression erkennen, wodurch
auch hier gemutmaft werden kann, dass funktionell keine Einschrankungen bestehen (siche Abschnitt
4.2.2). Da die Auswanderung der KZB-Zellen aus dem Lymphknoten mit einer Herunterregulation
von Bcl-6 verbunden ist, kann ausgeschlossen werden, dass Keimzentrums-B-Zellen aus dem
Lymphknoten die beobachteten Effekte verursachten. Vielmehr kann vermutet werden, dass die
Keimzentrums-dhnlichen B-Zellen lokal im Gewebe entstanden sind. Einhergehend damit wiesen
Lymphotoxin-a Knock-out Méause, die durch ein vollstdndiges Fehlen sekundarlymphatischer Organe
gekennzeichnet sind, nach einer Influenza-Infektion BALT Strukturen in der Lunge auf, die

Keimzentrumsstrukturen erkennen lieBen (Moyron-Quiroz, 2004).

Dem Phénotyp von T-Zellen in BALT Strukturen wurde bisher weitaus weniger Aufmerksamkeit
geschenkt, moglicherweise deshalb, weil BALT Strukturen in vielen Fillen ausschlieSlich aus
B-Zell-Follikeln bestehen (Randall, 2010). In unserem Modellsystem konnten jedoch diskrete Zonen
antigenspezifischer T-Zellen in BALT Strukturen nachgewiesen werden (Abbildung 29B). Die
phénotypische Charakterisierung der T-Zellen auf Try-Zellmarker liel keine Try-Zell-Korrelate in der
Lunge erkennen. So war weder eine Expression von CXCRS5, noch Bcl-6 oder anderer Try-assoziierter
Marker (z.B. TIGIT) auf T-Zellen zu finden (Abbildung 30C). Die zeitgleiche Anwesenheit von
Keimzentrums-dhnlichen B-Zellen zeigt, dass die Abwesenheit von Tgy-dhnlichen T-Zellen nicht
durch den Analysezeitpunkt begriindet werden kann. Auffillig war die starke Hochregulation des
Oberflichenmolekiils SLAM (signaling lymphocytic activation molecule), die auf T-Zellen des
Lymphknotens in diesem Male nicht zu sehen war und in allen drei Gruppen unabhéngig von einer
Kostimulation iiber ICOS gleich stark auftrat (Abbildung 30C und Daten nicht gezeigt). Da auch
endogene T-Zellen in der Lunge eine erhdhte SLAM-Expression aufwiesen (Abbildung 30C), kann
vermutetet werden, dass die Hochregulation antigenunspezifisch verlduft und in Verbindung mit der
peripheren Lokalisation der Zellen steht. SLAM besitzt vergleichbar zu ICOS kostimulatorische
Eigenschaften und wird ebenfalls von naiven T-Zellen nach Aktivierung hochreguliert (Cocks, 1995).
Dariiber hinaus wird von einer SLAM-Expression auch auf anderen Zellen (z.B. B-Zellen) berichtet
(Cocks, 1995; McCausland, 2007). Die genaue Funktion von SLAM ist bisher unbekannt, und so
weisen SLAM-defiziente Méuse keine groBeren Defekte auf (Wang, 2004; McCausland, 2007). Fiir
die Generierung von Follikuldren T-Helferzellen wurde zwar eine Rolle von SLAM ausgeschlossen,
die Produktion von IL-4 durch Tgy-Zellen soll jedoch SLAM-abhingig erfolgen (Yusuf, 2010). SLAM
ist ein homophiler Rezeptor und kann somit mit SLAM-Rezeptoren auf anderen Zellen interagieren
(Mavaddat, 2000). Da auch B-Zellen SLAM nach Aktivierung hochregulieren und

Keimzentrums-B-Zellen durch eine besonders hohe SLAM-Expression gekennzeichnet sind (Cannons,
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2010), ist es durchaus vorstellbar, dass eine T-B-Interaktion iiber SLAM im entziindeten Gewebe

mdglich ist.

Fiigt man die in dieser Arbeit erhaltenen Daten zu einem Gesamtbild zusammen, so ist vorstellbar,
dass die Interaktion von ICOS mit seinem Liganden in der T-B-Kooperation nicht in der frithen, aber
durchaus spdten Phase der Immunantwort eine Rolle spielt. In Situationen, in denen
antigenlimitierende Bedingungen herrschen, ist es mdglich, dass B-Zellen aufgrund ihres
antigenspezifischen BZR einen Vorteil als antigenprisentierende Zellen gegeniiber Dendritischen
Zellen haben, weil sie geringste Mengen an Antigen spezifisch und rezeptorvermittelt aufnehmen
koénnen. Die Bildung von tertidren lymphoiden Strukturen bildet dabei die anatomische Voraussetzung
dafiir, dass Immunantworten lokal im Gewebe ablaufen konnen und macht es moglich, dass bei einem
erneuten Kontakt mit dem Antigen/Allergen T-Gedéchtniszellen lokal reaktiviert werden. Fehlt die
Kostimulation iiber ICOS zwischen T- und B-Zellen, ist einerseits die antigenprasentierende Funktion
der B-Zellen beeintrichtigt, andererseits konnen Ty2-Effektorfunktionen nicht effizient
aufrechterhalten werden. Es kommt zu einer verminderten Ausschiittung von IL-5 und IL-13,
infolgedessen weniger Eosinophile ins Lungengewebe einstromen (Abbildung 22) und sich die

Symptomatik der asthmatischen Erkrankung moglicherweise verbessert.
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Zusammenfassung

ICOS ist ein Zelloberflichenmolekiil, das aktivierungsabhidngig von T-Zellen exprimiert wird.
ICOS-Ligand weist dagegen ein breiteres Expressionsmuster auf und wird konstitutiv auf
Dendritischen Zellen (DZ) und B-Zellen exprimiert und kann aktivierungsinduziert sogar von
nicht-lymphoiden Zellen exprimiert werden. Durch die breite Expression des Liganden ergeben sich
vielfdltige Interaktionsmoglichkeiten fiir ICOS exprimierende T-Zellen. Bisher wurde aber nur von
wenigen Gruppen der Versuch unternommen, die Relevanz der ICOS-Signalgebung zwischen

T-Zellen und DZ von der zwischen T-Zellen und B-Zellen abzugrenzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiges, murines Atemwegsinflammationsmodell etabliert, das
es erlaubt, antigenspezifische T- und B-Zellen in vivo zu verfolgen. Dariiber hinaus ermdglichte es, die
Relevanz der ICOS-Signalgebung in der T-B- sowie T-DZ-Interaktion isoliert zu betrachten. Durch
die Analyse von Zellen aus der Lunge und dem Lungen-drainierenden Lymphknoten war es moglich,
immunologische Prozesse in lymphoiden und peripheren (nicht-lymphoiden) Strukturen parallel zu
verfolgen. In dieser Arbeit konnte erstmalig klar gezeigt werden, dass die Interaktion von ICOS mit
seinem Liganden in der T-DZ-Kooperation besonders in der frithen Phase der Immunantwort eine
Rolle spielt. Die Generierung von Follikuldren T-Helferzellen (Try) und Keimzentrums-B-Zellen
(KZB) war massiv gestort, wenn die Signalgebung iiber ICOS in der initialen T-DZ-Interaktion fehlte.
Der verursachte Defekt war dabei quantitativer und nicht qualitativer Natur, da sich die wenigen Tgy-

und KZB-Zellen phéanotypisch nicht von denen im Wildtyp (WT) unterschieden.

Die Interaktion von ICOS mit seinem Liganden in der T-B-Kooperation spielte in der spaten Phase der
Immunantwort eine Rolle. Fehlte die Kostimulation iiber ICOS zwischen antigenspezifischen T- und
B-Zellen, war einerseits die antigenprasentierende Funktion der B-Zellen beeintrachtigt, andererseits
konnten Ty2-Effektorfunktionen im entziindeten Gewebe nicht effizient aufrechterhalten werden. Die
Frequenz an IL-5 und IL-13 produzierenden T-Effektorzellen war reduziert, wodurch weniger
Eosinophile ins Lungengewebe einstromten.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass B-Gedichtniszellen, nicht aber Plasmazellen von einer
Kostimulation iiber ICOS abhéngig sind, wobei Dendritische Zellen und B-Zellen als ICOS-L

tragende Zellen einen gemeinsamen, positiven Beitrag dazu leisteten.

Die vorliegende Arbeit trdgt somit zu einem besseren Verstindnis der komplexen
Interaktionsmoglichkeiten bei, die eine ICOS-positive T-Zelle im Verlauf einer Immunantwort besitzt
und zeigt, dass B-Zellen eine wichtige Rolle als antigenprisentierende Zellen fiir die lokale

Immunantwort im peripheren, entziindeten Gewebe spielen.
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Summary

Summary

ICOS is a cell surface molecule that is expressed by T cells upon activation. In contrast to ICOS,
ICOS-L is constitutively expressed on a variety of different cell types including dendritic cells and B
cells. After activation ICOS-L can also be expressed by endothelial cells. Due to the broad expression
pattern of ICOS-L ICOS-expressing T cells have diverse opportunities to interact with different cell
types. However, only few groups tried to differentiate the relevance of ICOS costimulation for the
interaction of antigen-specific T cells with dendritic cells from that of antigen-specific T cells with B

cells.

We established a novel murine airway inflammation model which allowed tracking of antigen-specific
T and B cells in vivo. Furthermore it was possible to discriminate the role of ICOS costimulation in the
interaction of T cells with dendritic cells from that of T and B cells. The analysis of cells from lung
and lung-draining lymph node made it possible to follow up immunological processes in lymphoid and
non-lymphoid organs. Using this system we could show that ICOS costimulation between T cells and
dendritic cells is most important during the initiation of an immune response. The generation of
T follicular helper (Ty) cells and germinal center (GC) B cells was strongly impaired when ICOS-L
was missing in the initial T-DC-interaction. It was a quantitative and not qualitative effect because the
small number of developing Try cells and GC B cells exhibited a normal phenotype.

ICOS-signaling between T and B cells is of great importance for late phases of the immune response.
The absence of ICOS-costimulation during the activation of antigen-specific B cells had an impact on
the antigen-presenting capacity of these cells. Furthermore the maintenance of Ty2 effector functions
was disturbed in the inflamed tissue. As a result the frequency of IL-5 and IL-13 producing
antigen-specific T cells was reduced and smaller numbers of lung-infiltrating eosinophils were

observed.

In addition, the differentiation of memory B cells but not antibody-producing plasma cells was
dependent on ICOS costimulation. Both B cells and dendritic cells as ICOS-L bearing cells were

required in this step

In summary this work helps to understand the complex interaction opportunities of an
ICOS-expressing T cell during an immune response. Furthermore it shows a role for B cells as

antigen-presenting cells during the local immune response in peripheral inflamed tissues.
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