Aus der Cecilie-Vogt-Klinik
der Medizinischen Fakultiat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einfluss dendritischer Zellen auf den Krankheitsverlauf der
Multiplen Sklerose im Tiermodell

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét
Charité — Universitidtsmedizin Berlin

von

Jan Oliver Helmut Vof3

aus Berlin



Gutachter/in: 1. Prof. Dr. med. F. Zipp
2. Prof. Dr. med. O. Aktas

3. Prof. Dr. S. Lehnardt

Datum der Promotion: 01.02.2013



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS......ccvceeneueressesessssesessesesessesesssssssssssesssesssssssssssessssessssssessssssssssses 5
1  EINLEITUNG ..uuctiiiiiiiiniinsnnicssnnncsssnecsssnssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
1.1  Grundlagen des Immunsystems 8
1.1.1  Angeborenes und adaptives IMMUNSYSEIM ........ocuiriiiiiriiiieieeieie ettt et see e e e 8
1.1.2  Antigenprisentierende Zellen und der MHC-KOmMPIEX ......oocuiiiieiiiiiiiiiiiieeeeeee e 9
L.1.3 T-LYMPROZYLEI ..ottt ettt sttt et et e e e st et e s et eaee st emeesaeemeesseemsesneenseeseenseeneenseeneenneans 12
O R S 9 41 1 La 4 4 (<" 1 RSP RSTOSPTRRRE 19
1.1.5  Das ZINS M SEEAAY STALE .......c..ooeeeeeeee ettt ettt et ettt et et e et e tesaeete s st eteeneeseeneeeeens 20
1.2 Multiple Sklerose als Autoimmunerkrankung 21
1.2.1 Pathogenese der Multiplen SKIETOSE ..........ceoiiuieiiiieiieiieie ettt sttt ee et enee e e 22
1.2.2  Klinik und Symptome der Multiplen SKIETOSE ..........cceririiirieiieiere ettt 23
1.2.3  Aktuelle TherapiCOPtiONEI .......cevuieuieieeeieeieete ettt et ettt ettt et e bt et e et eaeeseeeneesseensesseensesseenseeseenseeneenseens 24
1.3 Multiple Sklerose im Tiermodell 26
1.3.1 Experimentelle AutoimmunenzephalomyeElitis ..........ccoeeeiuirieriieierieere et 27
1.3.2  Das CD11c-DTR-GFP-Mausmodell .........cccoceruiriiiiniiiiiiiiiiincicsteeeseseet ettt 28
1.4 Ziel der Arbeit 31
2 MATERIAL UND METHODEN .....iiiiiniiiiniicsniecsssnisssnessssesssssessssscssssscsssssssssssssssssens 33
2.1 Laborartikel 33
2.1.1  Puffer Und LOSUNZEN ....c.oeuiiiieiiiieeeeie ettt ettt ettt ettt ettt et e et ene e e st et e es e e st eseeneeemeeneeeneeaneennenneas 33
B A o 5 16 USRS 33
B T B )4 o) < 141 USRS 33
2.1.4  Antikdrper und SekundarfarbStoffe ... .. .c.ooiiiiiiiii s 33
2.1.5 Sonstige Reagenzien und Chemikalien .............coiiiiiiiiiiiiiie et s 34
B B o) 1T T S\ T (S 4 =1 3o USRS 35
21T GETALE e e e h e h e h e e h et e a e et et ae e sae e nnees 35
2.1.8  Verwendete SOTEWATE ......c.ccceriiiiiiiitietirereetetetet ettt ettt ettt ettt ettt sbe bbb et b naens 35
2.2 Tiermodell 35
2201 CSTBLG ettt et ettt ettt ettt s b et be et b aen 36
2.2.2 2d2 (C57BL/6-Tg(Tcra2D2, Terb2D2) TKUCh/T) it 36
2.2.3 CDITIC-DTR .ottt ettt st ettt ettt eae e bt ebesb et sbenaestebenaens 36
2.3 Zellbiologische Methodik 37
B 0 B o114 1) (<) s H USRS 37
2.3.2  MagnetiSChe ZellSOTtICITUINE ........eouieiieeieiietieite ettt ee st ete sttt e et e et e st e en e e e st eneeeseenseeseeseeeneesseeneesneennenneas 37
B2 C TR B Do 4 Ui LTS24 0] 0T o (USRS 37
2.3.4  Generierung der CHIMATEIL ........eiuieiieieiieeiete ettt ettt et et e te e e st e ene e e st eneeesee st eneeseeeneesseeneesseennennean 40
2.3.5  Verfahren zur Zell@EWINMUNG. ........cc.oiieiiieieiieeiest ettt ettt eee st eee e st eneeesee st eseeseeeneesseeneesneennenneas 43
2300 ZEIIKUILUT ..ottt ettt ettt et sttt be et ettt ettt ebe bt eae bttt be st et benaen 46
2.3.7 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis..........coooeiiriiiiieiiiiieiecieeeee e 47
2.3.8  Wirksamkeit des transgenen CD11c-DTR-MOdELLS.........cccerriiiiriiiieieiieeeeee e 49
2.4 Histologie 51
2.4.1 Generierung von GEWeDESCRNITIEN. ........c.iouiiiiieieit ettt et ee e sae e nneas 51
B O3 o131 Y(<) o USRS 52
2.5 Statistische Datenanalyse 53




3 ERGEBNISSE auuiiiiiinnninneecnensnesssesssnesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssasssses 56

3.1 Depletion dendritischer Zellen wihrend der aktiven EAE 56
3.1.1 Kontinuierliche Depletion DZ wéhrend der aktiven EAE ...........ccoooiiiiiiiiiie e 56
3.1.2  Depletion DZ wiéhrend der Initialisierungsphase der aktiven EAE ...........ccoooiiiiiiiiiiieeeee 60
3.1.3  Depletion DZ wiéhrend der Effektorphase der aktiven EAE ........ccoccooiiiiiiiiii e 65

3.2 Krankheitsverlauf der Knockout-Chimiren bei ausbleibender CD80/86-Kostimulation in der aktiven

EAE 72
3.2.1 Verminderte FoxP3'CD4"-Zellen in Milz und ZNS bei CD80/86™ .........coo.oovooeeoeeeeeeeeeeeeeeeees 77
3.2.2 Histologische Untersuchung der VersuChStIere. .........c.ovveiuiriiriieieriieiese et 79

3.3 In-vitro-FoxP3"-Generierungspotenzial dendritischer Zellen 80
3.3.1 Erhohte Treg-Induktionsrate bei steigender TGF-B-Konzentration ............ccccceveieeneiienesieneeieeeeeene 80
3.3.2 Kostimulatorisch vermittelter protektiver Effekt dendritischer Zellen bei der FoxP3-Generierung.......... 81

4 DISKUSSION ucoioiiiiiinicninicnsnicsssncssssscssssssssssscssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 84

4.1 Funktion dendritischer Zellen in Autoimmunerkrankungen 85

4.2 Auswirkung der DZ-Depletion 87
4.2.1 Verlust der immunregulatorischen Funktion dendritischer Zellen zu Beginn der aktiven EAE............... 88
4.2.2  Abbruch in der DZ-Depletion wihrend des Krankheitsausbruches ohne protektive Auswirkung ............ 90

4.2.3  Auswirkung der DZ-Depletion im Krankheitsausbruch auf die Progression des Krankheitsverlaufs....... 93

4.3 Rolle der kostimulatorischen B7-Familie in der DZ-T-Zell-Interaktion 96
4.3.1 Effekt dendritischer Zellen durch Kostimulation tiber B7-MoleKUle........cc...oocoovviiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 98
432 Selektiver CD80/86-Knockout und verminderte FoxP3'CD4"-Zellen in Milz und ZNS .....ooveveveeeeeeen. 99
433 (CD80/86-abhiingige Generierung FOXP3 -Zellen in VItro..........c..cccoovevereuevrueeeeeeeeeeeeeeeeeeeseses e 100

4.4 Klinischer Ausblick und Relevanz 101

5  ZUSAMMENTFASSUNG .uuccereeeeceerereeceereseecersseesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 104

0 ABSTRACT ....eceeeeereenneecceeceeeseesssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 105

7T LITERATURVERZEICHNIS ...oeuuieerttccerreneecereseescessssescesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssses 106

TIERSCHUTZ 116

DANKSAGUNG 117

LEBENSLAUF 118

PUBLIKATIONSLISTE 119

ERKLARUNG AN EIDES STATT 120



Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AF
ANOVA
APC
APZ
AUC
BSA
BHS
BZR
°C

CD
cDZ
CFA
DAMPs
DMSO
DNA
DTx
DTR
Dz
EAE
EDTA
EGF
FACS
FCS
FITC
FoxP3
FSC

Alexa Fluor

engl.: analysis of variance, Varianzanalyse

Allophycocyanin

antigenprasentierende Zellen

engl.: area under the curve, Fliche unter der Kurve

Bovines Serumalbumin

Blut-Hirn-Schranke

B-Zell-Rezeptor

Grad Celsius

engl.: cluster of differentiation, Unterscheidungsgruppen

engl.: conventional dendritic cells, konventionelle/klassische dendritische Zellen
engl.: complete Freund's adjuvant, komplettes Freund Adjuvant
engl.: damage associated molecular pattern molecules
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsiure

Diphtherietoxin

Diphtherietoxin-Rezeptor

dendritische Zelle(n)

experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Ethylendiamintetraacetat

engl.: epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor
engl.: fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
engl.: fetal calf serum, fetales Kilberserum
Fluoresceinisothiocyanat

engl.: forkhead box protein P3

engl.: forward scatter, Vorwirtsstreulicht

mittlere Erdschwerebeschleunigung



Abkiirzungsverzeichnis

GA
GFP
GM-CSF

HE
HLA
IFN

Ig

IL
IMDM
LFA
LFB
LPS
K.o.

MACS
MB
MBP
MHC
MOG
MS
MRT
MyD88

NaCl
NO
OVA
PAMP

PBS

Glatirameracetat
engl.: green fluorescent protein, griin fluoreszierendes Protein

engl.: granulocyte macrophage colony-stimulating factor, Granulozyten- und
Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor

Héamatoxilin-Eosin

humanes Leukozytenantigen

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Iscove’s Mod Dulbecco’s Medium

engl.: lymphocyte function-associated antigen, funktionelles Leukozytenantigen
Luxol Fast Blue

Lipopolysaccharide

engl.: knockout, auBer Gefecht setzen

murin

engl.: magnetic activated cell sorting, magnetische Zellsortierung
engl.: magnetic beats, magnetische Mikropartikel

engl.: myelin basic protein, Myelin-Basisches-Protein

engl.: major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

Multiple Sklerose

Magnetresonanztomographie

Mpyeloidischer Differenzierungsfaktor 88

Anzahl

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid

Ovalbumin

engl.: pathogen-associated molecular patterns, Pathogen-assoziierte molekulare
Muster

engl.: phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzlosung



Abkiirzungsverzeichnis

pDZ
PE
PerCp
PFA
PI
PLP
PMA
PML
PTx
rER
RPMI
SE
SEM
SSC
TLR
TGF-3
Th
TNF
TRAIL

Treg
TZR
VCAM
VLA
WT
ZNS

plasmazytoide dendritische Zellen

Phycoerythrin

Peridin-Chlorophyll-Protein

Paraformaldehyd

Propidiumjodid

Proteolipid-Protein

Phorbol-Myristat-Acetat

Progressive Multifokale Leukoenzephalopathie

Pertussistoxin

raues Endoplasmatisches Retikulum

Rosewell Park Memorial Institute Medium

engl.: standard error, Standardfehler

engl.: standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwertes
engl.: side scatter, Seitwértsstreulicht

engl.: toll-like receptor, Toll-dhnlicher Rezeptor

engl.: transforming growth factor beta, Transformierender Wachstumsfaktor beta
T-Helferzelle

Tumornekrosefaktor

engl.: tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand,
Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand

Regulatorische T-Zelle

T-Zell-Rezeptor

engl.: vascular cell adhesion molecule, vaskulires Zelladhdsionsmolekiil
engl.: very late antigen,

Wildtyp

Zentrales Nervensystem

Anti-murin



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Grundlagen des Immunsystems

Der menschliche Organismus ist einer Vielfalt an schidlichen Einfliissen der belebten wie auch
der unbelebten Umwelt ausgesetzt. Dabei stellen zelluldre Bestandteile wie Bakterien, Viren,
Parasiten und Protozoen, aber auch deren toxische Abbauprodukte eine potentielle Gefahr dar.
Gleichzeitig ist der Organismus aber auch harmlosen sowie korpereigenen Zellen ausgesetzt,
welche erkannt und verschont werden sollten. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, hat
sich im Laufe der Evolution ein Abwehrsystem entwickelt, welches sich in eng ineinander-

greifende Teile untergliedern lésst: das angeborene und das erworbene/adaptive Immunsystem.

1.1.1  Angeborenes und adaptives Immunsystem
Die Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems greifen unmittelbar und unspezifisch
nach Kontakt mit einem Pathogen ein. Dabei spielen zelluldre Bestandteile wie Makrophagen,
dendritische Zellen, Granulozyten und natiirliche Killerzellen — sog. Fresszellen (Phagozyten) —,
aber auch humorale Bestandteile — wie das Komplementsystem — eine wichtige Rolle. Im Laufe
der stammesgeschichtlichen Entwicklung sind diese Abwehrstrategien weitgehend unverdndert
geblieben. Trotz der relativ unspezifischen Abwehrreaktion weisen Teile der angeborenen
Abwehr sehr genaue Funktionen — wie die Erkennung der Pathogen-assoziierten molekularen
Muster (PAMP) — auf. Mittlerweile besteht die Annahme, dass dieser Teil des Immunsystems in
der Lage ist, 90 % aller Infektionen erfolgreich zu erkennen und zu bekdmpfen (Murphy et al.
2009). Das angeborene Immunsystem leistet hierbei einen wesentlichen Beitrag zur Aktivierung

der adaptiven Abwehr.

Das adaptive Immunsystem stellt das entwicklungsgeschichtlich jiingere System dar, das sich im
Laufe der Phylogenese der Wirbeltiere aus der angeborenen Abwehr entwickelte. Durch
spezielle Anpassungsfihigkeiten sind Teile dieser Abwehr in der Lage, préizise auf neue oder
verdnderte Erreger zu reagieren. Die Zellen des adaptiven Immunsystems — die Lymphozyten —
sind im Rahmen dieser Anpassung fahig, spezielle Strukturen auf der Oberfliche der Pathogene
— sog. Antigene — zu erkennen und zu attackieren. Dabei exprimieren Lymphozyten spezielle,
untereinander jedoch z.T. minimal verschiedene Antigenrezeptoren, welche die hierzu
spezifischen Antigene erkennen und binden konnen. So werden bei Erstkontakt zelluldre wie
auch humorale Abwehrmechanismen aktiviert — ein Prozess, der etwa vier bis sieben Tage Zeit

dauert.
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Eine Besonderheit der adaptiven Abwehr bildet das sogenannte immunologische Gedéachtnis
dieser Zellen, welches bei einer erneuten Konfrontation mit dem Pathogen eine schnellere und

effizientere Immunantwort ermdglicht (Murphy et al. 2009).

1.1.2  Antigenprisentierende Zellen und der MHC-Komplex

Uber Proteinkomplexe — sog. Haupthistokompatibilitdtskomplexe (major histocompatibility
complex, MHC) — sind nahezu alle kernhaltigen Zellen des Organismus in der Lage, intrazellulér
hergestellte zytosolische Proteine auf ihrer Zelloberfliche mittels MHC-Klasse-I-Molekiilen zu
prasentieren. Im Falle einer abnormen Antigenprésentation, zum Beispiel bei einem Virusbefall
dieser Zelle, werden intrazelluldr hergestellte virale Proteine, dhnlich wie zelleigene Proteine, in
Proteasomen zerteilt und iiber den MHC-I-Komplex prisentiert, wodurch eine CD8'-T-Zell-
Antwort initiiert wird. CD-Molekiile sind membrangebundene Glykoproteine, welche eine
immunphénotypische Einteilung der Zellen in Unterscheidungsgruppen (sog. cluster of
differentiation, CD) nach biochemischen und funktionellen Eigenschaften erlauben (Murphy et
al. 2009).

Professionell antigenprisentierende Zellen (APZ) wie dendritische Zellen, Monozyten,
Makrophagen und B-Lymphozyten sind zudem in der Lage, sowohl korperfremde Pathogene als
auch erkrankte korpereigene Zellen zu phagozytieren und zu zerlegen, um daraufhin durch die
Préasentation einzelner Bestandteile iiber MHC-Klasse-II-Molekiile eine T-Helferzell (Th)-
Antwort auszuldsen. Durch weitere kostimulatorische Molekiile kénnen aktivierte professionell
antigenprasentierende Zellen naive T-Zellen aktivieren, welche sich daraufthin zu Effektorzellen
umwandeln. Im Gegensatz zu B-Lymphozyten sind T-Lymphozyten auf die Antigenprisentation
iiber den MHC-Komplex angewiesen. Der T-Zell-Antigen-Rezeptor (TZR) bendtigt zur
Erkennung von Antigenfragmenten die Présentation iiber den MHC-Komplex auf der

Zelloberflache antigenprisentierender Zellen.

1.1.2.1 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen (DZ) stammen von myeloischen sowie lymphatischen Progenitorzellen ab,
welche sich nach dem gegenwiértigen Kenntnisstand aus einer gemeinsamen hd@matopoetischen
Stammzelle entwickeln. DZ befinden sich v. a. auf Oberflichengeweben, wie der Haut und den
Schleimhduten, aber auch in den Geweben immunologisch wichtiger Organe, um vor Ort
Pathogene sowie Selbstantigene aufzunehmen und zu prozessieren. Dendritische Zellen kdnnen

als eine sehr heterogene Zellpopulation angesehen werden, welche sich — trotz ausgeprigter
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Féhigkeit zur Antigenaufnahme — hinsichtlich ihrer Lokalisation, ihrer Fertigkeit, Gewebe zu
durchwandern, sowie in ihren immunologischen Funktionen in Abhingigkeit infektioser oder
inflammatorischer Stimuli unterscheiden. In Maiusen kann aufgrund der Expression der
unterschiedlichen Oberflaichenmolekiile eine Unterteilung in zwei Hauptgruppen vorgenommen
werden. Konventionelle dendritische Zellen (cDZ), die die typische sternenartige Form sowie die
voll ausgepridgte Funktion unter Steady-State-Bedingungen aufweisen, konnen zudem in
»migratorische DZ und in ,verweilende* DZ (v.a. im lymphatischen Gewebe) eingeteilt
werden. Sie weisen hohe Werte an CD11c-Oberflaichenmolekiilen auf und exprimieren zudem
die kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86, CD40 sowie MHC-Komplexe. Weitere wichtige
Unterteilungen konnen in der Maus anhand der Expression der Oberflichenmolekiile CD4 und
CD8 sowie CD11b und CD205 getroffen werden (Shortman and Liu 2002).

Anders als ¢cDZ sind die Vorstufen-DZ — sog. Prd-DZ — noch nicht voll ausgereift und bediirfen
noch weiterer Reifungsprozesse, um Gestalt und Funktion voll auszubilden. Dennoch darf hier
nicht von primitiven Zellformen ausgegangen werden: Prd-DZ stehen am Ende der
Entwicklungsreihe, sodass keine umfassenden Zellteilungsprozesse fiir die letzten Schritte in der
Entwicklung notwendig sind. Ein Beispiel hierfiir sind plasmatische DZ (pDZ), welche die
Oberflichenmolekiile CD87"B220" exprimieren, nur moderate Werte an CDIlc-
Oberflachenmolekiilen aufweisen und sich wesentlich ineffizienter in ihrer Antigenprisentation
darstellen. Nach viraler oder bakterieller Stimulation sind sie zur Produktion grofler Mengen an
Interferon Typ 1 fdhig und damit bei der Immunantwort unerlésslich (Shortman and Liu 2002;
Shortman and Naik 2007).

Eine Einteilung humaner DZ und ein daraus resultierender Vergleich hinsichtlich muriner DZ ist
aufgrund limitierter Forschungsmoglichkeiten an humanem Gewebe nur schwer zu realisieren.
Humane DZ weisen eine Heterogenitdt in der Expression der Oberflichenmolekiile CD4, CD11c
und CDI11b auf und sind im Besonderen durch die fehlende CD8-Oberflaichenmolekiil-

Expression gekennzeichnet.

Pathogenstrukturen, wie die bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS), werden von Toll-dhnlichen
Rezeptoren (TLR) auf dendritischen Zellen erkannt und bewirken durch Aktivierung des
myeloidischen Differenzierungsfaktors 88 (MyD88) wiederum die Aktivierung und
Umwandlung von unreifen in reife dendritische Zellen (Akira and Takeda 2004). Bei der
Reifung dendritischer Zellen kommt es zu mehreren Verdnderungen: erhohter Formation von
MHC-Peptid-Komplexen, vermehrter Expression von kostimulatorischen Membranmolekiilen

der B7-Familie, welche die T-Zell-Bindung und -Aktivierung unterstiitzen, Verdnderungen in

10
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der Synthese von verschiedenen Zytokinen, welche die T-Zell-Proliferation und -Differenzierung
beeinflussen, sowie zur verdnderten Produktion von Chemokinen und Chemokinrezeptoren, die
fiir die Intensivierung der DZ-Wanderung in lymphatische Gewebe verantwortlich sind
(Steinman and Nussenzweig 2002). Nach der Aufnahme in der Peripherie beginnen DZ mit der
Expression des prozessierten Antigens in Form von MHC-Peptid-Komplexen auf ihrer
Oberfliche, um daraufhin in die lymphatischen Organe einzuwandern und dort den
Lymphozyten die Peptidkomplexe zu prisentieren. Reife dendritische Zellen weisen eine
hochregulierte Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen sowie den kostimulatorischen
Molekiilen CD80/86 auf und sind durch Induzierung verschiedener Il6slicher und
oberflichengebundener Proteine in der Lage, unterschiedliche CD4'- und CDS8'-T-Zell-
Effektorfunktionen zu unterstiitzen (Kapsenberg 2003). Durch ihre 10- bis 100-fach héheren
Werte an MHC-Komplexen auf ihrer Oberfliche im Vergleich zu anderen APZ, wie B-
Lymphozyten oder Monozyten, sind DZ wesentlich effizienter in ihrer T-Zell-Aktivierung
(Banchereau and Steinman 1998b). Als einzige Zellart sind dendritische Zellen in der Lage,
naive T-Zellen zu primen sowie phagozytierte, endozytisch prozessierte Antigenpeptide sowohl
tiber MHC-Klasse-II-, als auch iiber MHC-Klasse-I-Molekiile zu présentieren und somit eine

CDS8"-T-Zell-Antwort zu initiieren, was als Kreuzprisentation bezeichnet wird (Zaft et al. 2005).

Bemerkenswerterweise sind dendritische Zellen sowohl in der Lage eine adidquate
Immunreaktion auszuldsen, als auch die zentrale und periphere Toleranz aufrechtzuerhalten.
Dies geschieht u. a. iiber die Modulierung der Induzierung unterschiedlicher CD4"-T-Helferzell-
Typen wie Thl, Th2 und Th17, welche eher proinflammatorische Wirkungen aufweisen, oder
iiber die Anregung sog. FoxP3 -regulatorischer T-Zellen (Treg), welche fiir die Abschwichung

und Regulierung der Immunantwort verantwortlich sind (Steinman and Banchereau 2007).

Entgegen der fritheren Auffassung, Toleranzentwicklung bzw. Immunitét seien abhingig vom
Reifegrad der dendritischen Zellen (unreife, wie auch mittelreife DZ seien fiir Toleranz
verantwortlich, reife DZ fiir Immunitét (Lutz and Schuler 2002a)), geht man heute davon aus,
dass in Abhéngigkeit des dendritischen Zelltyps, des jeweiligen Aktivierungszustandes sowie der
Expression kostimulatorischer oder koinhibitorischer Oberflichenmolekiile die Interaktion
zwischen DZ und T-Lymphozyten zum Einen proinflammatorische Formen der Immunantwort
auslosen kann, zum Anderen aber auch die T-Zell-gestiitzte Toleranzentwicklung unterstiitzt
wird (Shortman and Naik 2007). Genauere Untersuchungen der Umstdnde, welche zur

Induzierung suppressiver oder autoreaktiver T-Lymphozyten durch DZ-Stimulierung fiihren,

11
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sind hier dringend notwendig um die immunmodulatorische Rolle der DZ in inflammatorischen

Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (ZNS) besser verstehen zu konnen.

1.1.3 T-Lymphozyten
Nach ihrer Entstthung im Knochenmark migrieren T-Lymphozyten- (Synonym
T-Zellen) Vorlduferzellen in den Thymus, um durch weitere Selektionsschritte — sog. positive
und negative Selektion — zu reifen. Diese Selektion fiihrt dazu, dass autoreaktive T-Zellen
erkannt und daraufhin aussortiert werden — ein Prozess, der als zentrale Toleranzinduktion
bezeichnet wird (Kisielow et al. 1988). Doch nicht alle autoreaktiven T-Zellen werden durch
diese Prozesse ausselektiert und konnen somit auch in gesunden Lebewesen nachgewiesen
werden. Wihrend dieser Reifephase entwickeln T-Zellen die Eigenschaft, auf spezifische
Antigene zu reagieren. T-Zellen tragen auf ihrer Oberfldche einen Rezeptor-Proteinkomplex,
welcher fiir die Erkennung von Antigenen, die durch MHC-Komplexe présentiert werden,
zustindig ist. Dieser T-Zell-Rezeptor (TZR) gehort zur Immunglobulin-Gen-Superfamilie und
besteht aus zwei Immunglobulinketten (zumeist o/f, seltener v/3), welche iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Der TZR ist an ein CD3-Rezeptormolekiil gebunden, welches das
Aktivierungssignal in das Zellinnere der T-Zelle leitet. Das Ausmal} der Reaktion steht dabei in
Abhingigkeit von der Rezeptordichte der MHC-Molekiile auf APZ und des TZR auf T-Zellen
bzw. der Konzentration an TZR-Antigen-MHC-Komplexen. T-Zellen kénnen kein freies
Antigen erkennen, sondern miissen dieses iiber MHC-Klasse-I- oder -II-Komplexe présentiert

bekommen (Murphy et al. 2009).

T-Zellen unterscheiden sich untereinander nicht nur durch ihren individuell spezifischen TZR,
sondern zusitzlich in ihren exprimierten Korezeptoren CD4'/CD8", welche zusammen mit dem
TZR das zugehorige Antigen im MHC-Molekiil-Komplex auf anderen Korperzellen erkennen.
Hier kann zwischen zwei Subpopulationen unterschieden werden: a) CD4'-T-Zellen, welche
durch die Sezernierung von Zytokinen die Immunantwort modulieren, und b) CD8"-Zellen,

welche erkrankte Zielzellen nach Antigenaktivierung zerstoren.

1.1.3.1 Naive T-Zellen und Aktivierung
Nach der Entwicklung im Thymus gelangen T-Lymphozyten ins Blut, wodurch sie in der Lage
sind, periphere Lymphgewebe zu erreichen und diese zu durchwandern, um anschlieBend wieder
iiber die Lymphfliissigkeit in den Blutkreislauf einzutreten. Adhédsionsmolekiile — sog. homing
Selektine (CD62L) —, welche auf T-Zellen exprimiert werden, sorgen dafiir, dass T-Zellen in

sekunddre lymphatische Gewebe gefithrt werden. Alle T-Zellen exprimieren zudem
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Zelloberflachenproteine, sog. Integrine, zum Beispiel funktionelle Leukozytenantigene (LFA-1),
welche in Verbindung mit interzelluliren Adhésionsmolekiilen (ICAMs) auf der Oberflache von
Venolen mit hohen Epithelien (HEV) die Passage ermoglichen. Im Kortex des Lymphknotens
binden sie voriibergehend an jede antigenprisentierende Zelle, der sie begegnen. So besteht die
Moglichkeit, mit Tausenden von dendritischen Zellen in Kontakt zu treten. Reife T-Zellen,
welche wihrend dieser Wanderung nicht auf ihr passendes Antigen gestoBen sind, werden als
naive T-Zellen bezeichnet. Erst die Begegnung mit dem spezifischen Antigen, welches durch
passende MHC-Komplexe présentiert wird, st eine klonale Expansion und Differenzierung
dieser Zellen aus, was auch als priming bezeichnet wird. Diese Form der Zellen, welche einen
klonalen Hintergrund und damit identische Antigenspezifitit aufweisen und nun zur Beseitigung

dieses Antigens beitragen kdnnen, werden Effektorzellen genannt.

Fir die Aktivierung von naiven T-Zellen sind die mit Abstand wichtigsten
antigenprasentierenden Zellen die hoch spezialisierten dendritischen Zellen, welche mit T-Zellen
in einem einzigartigen, wechselseitigen Rezeptorkomplex interagieren. Die Erkennung des
Peptid-MHC-Komplexes mit einer naiven T-Zelle wird als antigenspezifisch bezeichnet. Des
Weiteren bedarf es einer Bindung der kostimulatorischen Molekiile B7-1 (CD80) und B7-2
(CD86) auf DZ mit CD28-Oberflachenmolekiilen auf T-Zellen. Die gleichzeitige Interaktion des
Antigenrezeptors und der Korezeptoren bewirkt die Aktivierung bestimmter Gene des Zellkerns
und damit den Ubergang der Zelle in den aktivierten Zustand. Die zusitzliche Ausschiittung von
Zytokinen triagt zur Differenzierung in verschiedene Typen von T-Effektorzellen bei (Murphy et
al. 2009).

Durch die Aktivierung naiver T-Zellen in Gegenwart einer Kostimulation durch CD80/86-
Signale treten zuvor ruhende naive T-Zellen in die G1-Phase des Zellzyklus ein und die Synthese
von Interleukin-2 (IL-2) sowie der a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) wird initiiert. IL-2-
Rezeptoren ruhender T-Zellen weisen nicht die normalen Ketten o, f und y auf, sondern nur
einen f/y-Heterodimer, was eine Verminderung der Affinitit zum IL-2 hervorruft. Die
Aktivierung und die daraus resultierende Verbindung der a-Ketten mit dem B/y-Heterodimer
bewirkt eine bedeutend hohere Affinitit, wodurch die Zelle auf eine wesentlich geringere IL-2-
Konzentration reagieren kann. IL-2 bindet an diese Rezeptoren, was wiederum zu einer
Ausschiittung von IL-2 der Zelle fiihrt und damit das autokrine Wachstum der Zelle fordert.
Dadurch sind die aktivierten T-Zellen in der Lage, sich mehrmals pro Tag zu teilen und eine

umfassende Generation von Tochterzellen mit identischem Antigenrezeptor zu produzieren. IL-2
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ist dabei das wichtigste Zytokin, das die T-Zell-Proliferation stimuliert. Kommt es bei
Antigenerkennung einer T-Zelle nicht zu einer zusétzlichen Kostimulation durch ihr CD28-
Molekiil, wird IL-2 nur vermindert hergestellt und die Zelle ist unfdhig zu proliferieren.

Aktivierte T-Zellen entwickeln sich nach vier bis fiinf Tagen andauernden Wachstums zu
Effektorzellen und weisen Verdnderungen in ihren Eigenschaften auf. Durch eine verminderte
Expression des Sphingosin-1-phosphat-Rezeptors wird das Verlassen der lymphatischen Organe
unterbunden. Zudem werden bestimmte Proteine exprimiert, welche der eigenen Vermehrung
Einhalt gebieten. Ein dem CD28 &hnliches Protein — das CTLA-4 — sendet der aktivierten T-
Zelle bei B-7-Bindung ein inhibitorisches Signal und begrenzt die anhaltende Proliferation.
Verdnderungen in den Zelladhdsionsmolekiilen von T-Effektorzellen bewirken eine

Unterbrechung ihrer Durchwanderung von Lymphknoten.

Interessanterweise verfallen naive T-Zellen bei Antigenprésentation korpereigener Peptide durch
Gewebszellen ohne zusitzliche Kostimulation in einen anergischen Zustand. Dieser Zustand halt
auch dann noch an, wenn selbst das Antigen im Folgenden von einer APZ présentiert wird,
welche die notwendigen kostimulatorischen Molekiile aufweist. Dieser Schutzmechanismus
leistet einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der sog. Selbst-Toleranz (Murphy et al.
2009). Bemerkenswert ist zudem, dass nach abgelaufener Entwicklung der T-Zelle zur
Effektorzelle beim Zusammentreffen mit dem spezifischen Antigen keine weitere Kostimulation

fiir eine Immunantwort erforderlich ist.

1.1.3.2 CD4"-T-Zellen
Fiir die Erkennung von Antigenstrukturen durch CD4'-T-Zellen ist die Antigenprisentation
mittels MHC-Klasse-II-Molekiilen erforderlich. Nach der Prisentation sind CD4"-T-Zellen in
der Lage, sich in Abhingigkeit vom umgebenden Zytokinmilieu in verschiedene Typen von
Effektorgruppen zu differenzieren, welche in unterschiedlichem Mafle die Immunantwort
modulieren kénnen und sich in ihrer Zytokinproduktion voneinander unterscheiden. Dabei iibt
im besonderen Malle die antigenprédsentierende Zelle, welche zuvor das Priming initiierte,
Einfluss auf den Werdegang der T-Zelle aus. Zytokine, welche zum Zeitpunkt des Primings auf
die T-Zelle einwirken, stimulieren intrazelluldr ablaufende Signalwege, die wiederum die
Expression von bestimmten Transkriptionsfaktoren ausldsen. Dadurch ergibt sich ein flexibles
Repertoire an Effektoraktivititen. Die unterschiedlichen T-Zell-Typen lassen sich anhand ihrer
differierenden Produktion an Zytokinen in Gruppen einteilen (vgl. Abb. 1). Zu den anfinglich
bekannten Thl- und Th2-T-Zellen werden zurzeit auch Th17- und sog. regulatorische T-Zellen

gezdhlt. Sowohl das bereits erwidhnte vorliegende Zytokinmilieu als auch die Stirke der

14



Einleitung

Verbindung des TZR-MHC-Komplexes spielen bei der Differenzierung eine wichtige Rolle.
Interessanterweise konnen sich die verschiedenen Untergruppen von T-Zellen durch die
Sezernierung ihrer spezifischen Zytokine in ihrer Differenzierung gegenseitig regulieren und

hemmen.

Zytokinmilieu Zytokinmuster

TGF-B TGF-B, IL-10 T,y Zelle

IL-12

Ty IL-2, TFN=y Th1-Zelle
$ L4 IL-4, 1L-5 Th2-Zelle
TGF-p

e _ _ -

G IL-6, IL-17 Th17-Zelle
IL-10 —)@ 1L-10, TGF-B Tgl/Ty3-Zellen

Abb. 1:  CD4'-Differenzierungsoptionen der naiven T-Zelle in Abhiingigkeit von dem vorliegenden
Zytokinmilieu sowie dem dadurch entstehenden Phénotyp der jeweiligen Zelle. Treg = regulatorische T-Zelle, Th =

T-Helferzelle (modifizierte Darstellung aus Murphy et al. 2009).

1.1.3.2.1 Thl-Zellen

Eine iiberwiegende Differenzierung von naiven T-Zellen in Thl-Zellen fiihrt zu einer
zellvermittelten Immunitdt und zur Produktion von opsonierenden Antikdrpertypen wie dem
IgG, welche sich auf der Zelloberfldche von Pathogenen absetzen und deren Abtdtung mit Hilfe
der Komplementkaskade sowie von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten unterstiitzt
wird. Die spezifischen Zytokine der Thl-Zellen IL-2, IFN-y und TNF-o werden als
proinflammatorische Zytokine bezeichnet und spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivierung
von Makrophagen, welche wesentlich zur Abtdtung von intrazelluldr gelegenen Pathogenen wie
Viren und Bakterien beitragen. Gleichzeitig sind Th1-Zellen zur Aktivierung von zytotoxischen
CD8'-T-Zellen wichtig und damit im Besonderen an der Bekimpfung von Virusinfektionen
beteiligt. Eine weitere wichtige Funktion der Thl-Zellen liegt in der Ausschiittung von
kostimulatorischen  Signalen, welche antigenaktivierte naive B-Lymphozyten in der

Antikorperproduktion gegen extrazelluldre Pathogene unterstiitzen.

Interessanterweise sezernieren Makrophagen und zytotoxische T-Zellen bei einer viralen
Infektion oder nach einem Befall mit intrazelluliren Erregern groe Mengen an INF-y.
Gleichzeitig fiihrt die Produktion von IL-12 durch dendritische Zellen zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors T-bet und damit zu einem Shift in Richtung Thl-Zellantwort. Dabei
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weisen die Zytokine IL-12 und INF-y eine hemmende Wirkung in Bezug auf eine Th2-
Differenzierung auf, wéihrend Interleukin-4 die Entwicklung zu Th1-Zellen verhindert (Murphy
et al. 2009).

1.1.3.2.2 Th2-Zellen

Die Differenzierung in Richtung Th2-Zellen trdgt zur humoralen Immunitit bei, indem B-
Lymphozyten in ihrer Antikdrperproduktion im Besonderen durch den Isotypenklassenwechsel
zum Immunglobulin E unterstiitzt werden. Dabei stellt das IL-4 den wirkungsvollsten Ausldser
fiir die Entwicklung der Th2-Zellen aus naiven CD4'-T-Zellen iiber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors GATA-3 dar. Dieser nimmt nicht nur einen verstirkenden Einfluss auf
seine eigene Expression, auch die Aktivierung von Genen, welche zur Produktion des Th2-

typischen Interleukin-4 fithren, werden initiiert (Murphy et al. 2009).

1.1.3.2.3 Thl7-Zellen

Th17-Zellen wurden erst zu Beginn des 21. Jahrhunderts in der Synovialfliissigkeit von
Patienten mit Lyme-Arthritis entdeckt und werden seither mit der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht (Infante-Duarte et al. 2000). Th17-Zellen sind
v.a. zu Beginn einer Infektion durch die Mobilisierung von neutrophilen Granulozyten von
Bedeutung und zeichnen sich u. a. dadurch aus, dass sie in der Lage sind, proinflammatorische
Zytokine wie das IL-17, IL-22, den Tumornekrosefaktor-a sowie das Glykoprotein GM-CSF zu
sezernieren, zur [L-4- oder IFN-y-Produktion jedoch nicht fahig sind (Murphy et al. 2009).

Bislang ist noch nicht eindeutig geklért, welche Zytokine im Speziellen fiir die Differenzierung
zu Th17-Zellen erforderlich sind. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl TGF-f als auch
IL-6, IL-23 und IL-1p fiir die Induzierung einer IL-17-Expression in naiven humanen CD4"-T-
Zellen notwendig waren (Manel et al. 2008). Fiir die Festlegung der Th17-Zelllinie ist der
Transkriptionsfaktor RORYT verantwortlich, der zur Expression des IL-23-Rezeptors beitrigt
(Ivanov et al. 2006). Die Funktion des IL-23 wird v.a. in der Vermehrung und weiteren
Differenzierung der Thl7-Effektoraktivitit vermutet (Murphy et al. 2009). Dieses zur IL-12-
Familie gehorende Zytokin ist ein Heterodimer, bestehend aus einer p19-Untereinheit und einer
p40-Untereinheit. Diese p40-Untereinheit ist zudem ein wichtiger Bestandteil im IL-12. Trotz
der Gemeinsamkeit in der p40-Untereinheit konnten Langrish et al. zeigen, dass IL-23 zwar IL-
17-produzierende Zellen expandiert, IFN-y-produzierende Zellen aber nicht stimuliert werden

(Langrish et al. 2005).
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Interessanterweise zeigen Interferon-y und Interleukin-4 einen inhibierenden Effekt auf die
Entwicklung von Thl7-Zellen aus naiven T-Zellen, wihrend die gleichen Zytokine auf

differenzierte Th17-Zellen keine Auswirkung mehr haben (Harrington et al. 2005).

1.1.3.2.4 regulatorische T-Zellen
Regulatorische T-Zellen bilden eine heterogene Gruppe von Zellen und kénnen in Abhéngigkeit
von ihrem Ursprung in wenigstens drei Kategorien eingeordnet werden: in natiirliche
regulatorische T-Zellen, welche im Thymus entstehen (Treg), und zwei Formen von
induzierfdhigen/adaptiven regulatorischen T-Zellen, welche aus naiven T-Zellen der Peripherie
unter TGF-B- und IL-10-Einfluss abstammen: Th3 und Trl. Im Folgenden werden nur die

natiirlichen Treg-Zellen néher beschrieben.

Natiirliche Treg-Zellen sind CD4'-Zellen, welche zusitzlich das CD25- und CD62L-
Oberflichenmolekiil exprimieren und etwa 5 — 10 % aller peripheren CD4"-Zellen im Menschen
repriasentieren (Zeng et al. 2009). Sie werden im Thymus anhand ihrer starken Bindung an
MHC-Molekiile selektiert und stellen potenzielle autoreaktive Zellen dar, die den a:B-T-Zell-
Rezeptor exprimieren. Der Transkriptionsfaktor FoxP3 (forkhead box protein P3) der Treg-
Zellen bewirkt tliber intrazelluldre Wechselwirkungen, dass das IL-2-Gen nicht aktiviert wird und
die Zelle vorwiegend anergisch vorliegt (Murphy et al. 2009). Yamazaki et al. konnten in In-
vitro-Experimenten zeigen, dass auch ohne zusétzliche Zytokinzusétze reife dendritische Zellen
in der Lage sind, CD4 CD25 FoxP3"-Zellen zur Proliferation anzuregen (Yamazaki et al. 2003).
Die sezernierten Zytokine IL-10 und TGF-f sind fahig, die Differenzierung dendritischer Zellen
so zu beeinflussen, dass die IL-12-Freisetzung gehemmt und damit die Differenzierung von Th1-

Zellen beeintrachtigt wird.

Regulatorische T-Zellen sind sowohl fiir die Einddimmung einer aufkommenden Immunantwort
als auch fiir die Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz von grofler Bedeutung. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass die gezielte FoxP3-Gendepletion in eine frilhe multiorgan-
lymphoproliferative = Autoimmunerkrankung miindete (Fontenot and Rudensky 2005).
Gleichzeitig konnten Carrier et al. zeigen, dass der Transfer von CD4'CD25 FoxP3'-Zellen die
experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis in Mdusen unterdriickt, sofern der Transfer vor

Ausbruch bzw. wihrend des Ausbruches vollzogen wird (Carrier et al. 2007).
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1.1.3.2.5 Geddchtniszellen
Nach abgeschlossener Immunantwort sterben viele der Effektorzellen, die fiir die Bekdmpfung
der Infektion verantwortlich waren, durch Initiierung der Apoptose. Einige dieser Effektorzellen
bleiben jedoch am Leben und werden anschliefend als Gedéchtniszellen bezeichnet. Sie sind
dafiir verantwortlich, dass bei erneuter Konfrontation mit dem Pathogen eine viel schnellere und
effektivere Reaktion zur Bekdmpfung eingeleitet wird. Es ist bislang noch nicht eindeutig
geklart, welche Faktoren dafiir verantwortlich sind, dass einige der Effektorzellen in den
programmierten Zelltod eintreten, wihrend andere Zellen erhalten bleiben. Gedéchtniszellen
konnen sich sowohl direkt aus naiven T-Zellen als auch aus Effektorzellen differenzieren. Dabei

wandern sie in die peripheren Gewebe oder verbleiben im lymphatischen Gewebe (Murphy et al.

2009).

Im Vergleich zu den Effektorzellen weisen Gedéchtniszellen Unterschiede in ihrem
Oberflachenmolekiilmuster auf. Zusétzlich unterscheidet sich diese Art von Zellen hinsichtlich
ihrer Gene, welche das Uberleben der Zellen steuern. Die meisten dieser Zellen befinden sich in
einer Art Ruhestadium. Einige wenige Zellen fiihren jedoch zu bestimmten Zeitpunkten eine
Teilung durch. Dabei bleibt die Gesamtzahl dieser Gedéchtniszellen in der Gedachtnisphase
konstant, was auf ein Gleichgewicht zwischen Zelltod und Proliferation hinweist (Murphy et al.
2009). Hammarlund et al. konnten zeigen, dass auch 75 Jahre nach abgelaufener Impfung gegen
das Pockenvirus Antikorper nachweisbar waren, wihrend T-Geddchtniszellen eine ungefdhre

Halbwertszeit von 8 bis 15 Jahren aufweisen (Hammarlund et al. 2003).

1.1.3.3 CDS8"-T-Zellen
Zellen, welche einen Virusbefall aufweisen, prisentieren nicht nur ihre eigenen Peptidfragmente
{iber MHC-Klasse-I-Komplexe, sondern auch Fragmente von viralen Proteinen. CD8'-T-Zellen
— sog. zytotoxische T-Zellen — erkennen Peptidfragmente von Pathogenstrukturen aus dem
Zytosol, welche auf der Zelloberfliche von Zielzellen mittels MHC-Klasse-I-Komplexen

prasentiert werden, und leiten Mechanismen ein, die zur Zerstérung bzw. Abtdtung der Zelle

fithren.

Die Bindung des membranstindigen Fas-Liganden auf CD8'- und Th1-Zellen mit dem Fas auf
Zielzellen 16st eine Caspasereaktion aus, welche in die Apoptose der Zielzelle miindet.
Zytotoxische Zellen besitzen intrazelluldr gelegene lytische Granula, welche ihre Funktion nach
der Freisetzung erhalten. Perforine bewirken das Eindringen des Inhaltes der Granula in das

Zytosol der Zielzelle. Dort 16sen sog. Granzyme eine Aktivierung der Caspasekaskade aus.
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Zusitzlich bewirken sezernierte Zytokine wie IFN-y eine Einschrinkung der viralen Replikation
sowie eine gesteigerte Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf benachbarten Zellen. Bei
erneuter Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und dem passenden Liganden werden erschopfte
Vorrite an lytischen Granula wieder aufgefiillt. So kann eine einzige CD8"-T-Zelle nacheinander

mehrere befallene Zellen zerstéren (Murphy et al. 2009).

Fiir die Differenzierung naiver CD8'-T-Zellen in zytotoxische T-Effektorzellen bedarf es einer
stirkeren Kostimulation als bei CD4'-T-Zellen. Dendritische Zellen, welche eine hohe Aktivitit
aufweisen, konnen CDS8'-T-Zellen zur IL-2-Produktion veranlassen, wodurch die Differen-
zierung vorangetrieben wird. In seltenen Fillen kann ein Priming der CD8"-T-Zelle ohne Hilfe
direkt durch die vom Virus befallene Zelle stattfinden. In der Regel jedoch bedarf es einer
zusitzlichen Hilfe durch CD4"-T-Zellen. Diese interagieren mit schwach prisentierenden APZ
und der gebundenen CD8'-T-Zelle, so dass sowohl die APZ eine hohere kostimulatorische
Aktivitit induziert als auch die CD4'-T-Zelle selbst IL-2 sezerniert, was die Proliferation und
Differenzierung der CD8"-Zelle initiiert.

1.1.4 B-Lymphozyten
Im Menschen entstehen die B-Lymphozyten (B-Zellen) im Knochenmark und werden durch ihre
Féhigkeit zur Antikorperproduktion der humoralen Immunantwort des adaptiven Immunsystems
zugeordnet. Im Gegensatz zu T-Zellen sind B-Zellen in der Lage, 16slich vorliegende Antigene
direkt iiber ihren membranstéindigen B-Zell-Rezeptor (BZR) zu binden. Dabei kann die B-Zelle
in Abhéngigkeit von dem vorliegenden Antigen in einer T-Zell-abhdngigen oder T-Zell-
unabhingigen Weise aktiviert werden. Um die Unterstiitzung einer T-Helferzelle zu erhalten,
nimmt die B-Zelle den Antigen-BZR-Komplex auf und prisentiert Bestandteile des Pathogens
mittels MHC-Klasse-1I-Komplexen auf ihrer Zelloberflache. So kann die T-Helferzelle an den
MHC-Komplex binden und schiittet ihrerseits Zytokine aus, welche eine Vermehrung — eine sog.
klonale Expansion — und eine Differenzierung in antikorperproduzierende Plasmazellen
unterstiitzen. Die Antikdrper weisen dabei eine dhnliche Y-formige Gestalt auf wie der BZR.
Durch ihre zwei identischen Enden konnen Antikdrper an Pathogene binden und dadurch sowohl
die Neutralisierung und Opsonierung der Pathogene unterstiitzen als auch den Abbau iiber die
Aktivierung der Komplementkaskade durch den Fc-Teil des Antikorpers veranlassen. Die
Antikorper der B-Zelle weisen dabei dieselbe Spezifitit auf wie ihr B-Zell-Rezeptor. Zusétzliche
Mutationen der Antikorper-Gene bewirken eine verbesserte Affinitit zum Antigen, was als

somatische Hypermutation bezeichnet wird (Murphy et al. 2009).
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1.1.5 Das ZNS im Steady State

Entgegen der friiheren Annahme, das ZNS sei ein abgeschlossenes, immunologisch privilegiertes
System, welches isoliert vom Immunsystem vorldge, kann man heutzutage davon ausgehen, dass
eine immunologische Uberwachung wie auch ein Austausch mit dem peripheren Immunsystem
permanent besteht. Die wichtigste Struktur, die dabei einem libermiBigen Austausch an Stoffen

und Zellen entgegenwirkt, ist die sog. Blut-Hirn-Schranke (BHS).

Unter Steady-State-Bedingungen exprimieren Endothelzellen der Blutgefdle im Gehirn nur ein
sehr geringes Niveau an sog. vaskuldren Zelladhdsionsmolekiilen (VCAM) wie VCAM-1 auf
threr Oberfldche, welche eine Leukozytenimmigration liber die Bindung der very-late-antigen-4
(VLA-4)-Oberflichenmolekiile auf Leukozyten unterstiitzen. Parazelluldrer Transport wird
durch Adhisions-Schlussleisten, sog. tight junctions, einen komplizierten Komplex aus
Transmembranproteinen zwischen Endothelzellen, verhindert. Zusammen mit Astrozyten,
Perizyten, Neuronen und der extrazelluldren Matrix bildet die BHS eine neurovaskulére Einheit,

welche fiir die Funktion und Unversehrtheit des Immunsystems verantwortlich ist.

Trotz dieser effektiven Abschirmung sind unter physiologischen Bedingungen aktivierte T-
Zellen in der Lage, das Gehirn zu durchwandern und auf ihr spezifisches Antigen hin zu
begutachten. Dabei scheinen aktivierte T-Zellen das ZNS nicht gezielt, sondern willkiirlich auf
der Suche nach ihrem spezifischen Antigen aufzusuchen (Hickey 1999). Naive T-Zellen, welche
noch keine Antigen-Aktivierung erfahren haben, sind nicht in der Lage, die BHS zu penetrieren

(Engelhardt and Ransohoff 2005).

Eine weitere Besonderheit des ZNS ist das Fehlen von Lymphgefdf3en. Heute weill man, dass die
Drainage des Gehirns durch das Passieren der zirkulierenden Riickenmarksfliissigkeit
gewihrleistet wird und tiber den Virchow-Robin-Raum kraniale Spinalnervenwurzeln erreicht
werden konnen (Kida et al. 1995). Uber diesen Weg finden Antigene von Gehirnstrukturen ihren
Weg in die Peripherie, wo sie iiber APZ in sekundir lymphatischen Geweben présentiert werden
konnen. Dendritische Zellen sind unter normalen Umstdnden selten im ZNS-Gewebe
aufzufinden, konnen aber v. a. in gefdBreichen Gebieten, wie den Meningen und dem Plexus
Choroideus, gefunden werden (Zozulya et al. 2010). Mikrogliazellen, Astrozyten, Makrophagen,
B-Zellen, aber v. a. perivaskuldre dendritische Zellen sind zur Antigenprésentation iiber MHC-
II-Molekiile im ZNS befdhigt. Zudem sind auch Neurone unter bestimmten Bedingungen in der

Lage, MHC-Molekiile auf ihrer Oberfldche zu exprimieren (Hoftberger et al. 2004).
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Durch Infektionen, andauernde Inflammation oder sogar durch Zelluntergang bei ischdmischen
Bedingungen verdndert sich das Milieu des ZNZ in eine proinflammatorische Lage. Die
Migration von T-Zellen erhoht sich durch vermehrte Expression von Adhdsionsmolekiilen auf
Endothelzellen. Zytokine wie TNF-a bewirken zum Einen eine vermehrte Permeabilitit, zum
Anderen kommt es zu einer erhdhten Passage von Molekiilen aus dem ZNS in die Peripherie

(Dickstein et al. 2000).

1.2 Multiple Sklerose als Autoimmunerkrankung

Der wohl fritheste beschriebene Fall der Multiplen Sklerose (MS) stammt aus dem 14.
Jahrhundert. Saint Ludwina von Schiedam wies im Alter von 16 Jahren Paresen der
Beinmuskulatur, verbunden mit Koordinations- sowie Gleichgewichtsstorungen, auf, welche
zusammen mit visuellen Einschrinkungen auftraten und nach einiger Zeit wieder verschwanden.
Nach dieser ersten Beschreibung folgten Verdffentlichungen u.a. von Carswells und
Cruveilhiers, welche Léasionen in Teilen des Riickenmarkes von Patienten mit dhnlichen
neurologischen Symptomen beschrieben. 1868 lieferte dann Charcot die erste umfassende
Beschreibung der histologischen und klinischen Befunde und gab der Erkrankung den Namen
,,sclérose en plaques* (Charcot JM 1868). Heutzutage gilt die Multiple Sklerose als die
hiufigste chronisch-inflammatorische Erkrankung des ZNS in der westlichen Welt (Siffrin et al.
2007).

Histologische Untersuchungen zeigen in Biopsieproben aus Gehirnen von MS-Patienten
multiple, scharf abgrenzbare Plaques in der weilen Substanz des ZNS mit Pridilektionsstellen
im Sehnerven, der periventrikuldren weillen Substanz, im Hirnstamm sowie in der weillen
Substanz im Riickenmark (Trapp et al. 1998). Die degenerativen Prozesse umfassen dabei den
Verlust von Axonen in Lésionen, diffuse Beschddigungen der weiflen Substanz, welche unter
Umstidnden entfernt aullerhalb der Lasionsgrenzen mit typischer Histopathologie liegen, sowie

die Involvierung der tiefen und kortikalen grauen Substanz (McFarland and Martin 2007).

Das Zellprofil der inflammatorischen Lésionen weist dabei unterschiedlichste Zellen auf wie:
perivaskulire CD4'- und CD8"-T-Zellen, Monozyten, B-Zellen, Plasmazellen sowie Antikdrper
und Komplementsystemablagerungen. Zudem konnen Lymphozyten in Bereichen der weillen
Substanz auflerhalb von Lésionen aufgefunden werden, welche keine typischen Merkmale
aufzeigen. Dabei wurden insgesamt vier verschiedene Kategoriestadien der Pathologie
beschrieben, welche sich in folgenden Merkmalen voneinander abgrenzen: Ausmall der

Demyelinisierung, Umfang und Ort des Plaqueaufkommens, Art der Oligodendrozyten-
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zerstorung sowie im unterschiedlichen Zellautkommen und in der Komplementaktivierung
(Hafler 2004). Die Ursachen, die dabei zum Ausbruch der Erkrankung fiihren, sind bis heute
nicht genau geklart. Mittlerweile wurde eine Reihe von Einflussfaktoren bestimmt, bei denen
sowohl der genetische Hintergrund bei bestimmten humanen Leukozytenantigen-Typen (HLA)

als auch Umweltfaktoren eine gro3e Rolle spielen (Hemmer et al. 2002).

1.2.1 Pathogenese der Multiplen Sklerose

Obwohl tiber die Jahre immer wieder infektiose Pathogene, wie das Epstein-Barr-Virus oder das
Chlamydia-pneumoniae-Bakterium, als mogliche Ausloser der Multiplen Sklerose in Betracht
gezogen wurden, geht man heute davon aus, dass in genetisch suszeptiblen Individuen
autoreaktive T-Zellen, welche Antigenstrukturen auf Myelinscheiden im ZNS erkennen,
verantwortlich fiir den Ausbruch der Erkrankung sind. Innerhalb des normalen T- und B-Zell-
Repertoires kommen Zellen vor, welche eigene Antigene erkennen und bekdmpfen konnen.
Diese autoreaktiven Zellen unterliegen unter normalen Umstinden bestimmten Regulierungen,
welche eine sog. Immuntoleranz gegeniiber korpereigenen Zellen bewirken, zugleich jedoch eine
effektive Abwehr gegeniiber Pathogenen sicherstellen. Die Aktivierung dieser autoreaktiven
Zellen und damit die Auslosung einer Autoimmunreaktion ist — neben dem Differenzierungsgrad
der antigenprisentierenden dendritischen Zelle — von der Expression kostimulatorischer bzw.
koinhibitorischer Oberflaichenmolekiile sowie dem Niveau proinflammatorischer Zytokine, wie

Tumornekrosefaktor (TNF)-o und IL-6, abhéngig (Lutz and Schuler 2002b; Zozulya et al. 2010).

Nach Aktivierung sind T-Zellen im Gegensatz zu naiven T-Lymphozyten in der Lage, die Blut-
Hirn-Schranke zu penetrieren und mit antigenprisentierenden Zellen des ZNS in Kontakt zu
treten (Engelhardt and Ransohoff 2005). Werden dann die TZR-spezifischen Antigenstrukturen
im ZNS von den T-Zellen aufgefunden, sezernieren diese Zytokine wie TNF-a, welche eine
inflammatorische Kaskade initiieren. Dabei kommt es u. a. durch aktivierte Mikrogliazellen und
Makrophagen zur Ausschiittung von Sauerstoffradikalen wie dem Stickstoffmonoxid (NO). Als
freies Radikal ist NO am Zelluntergang der oligodendrozytischen Zellen beteiligt. Von B-Zellen
sezernierte Antikorper leiten Komplementkaskaden ein und vervollstindigen die Bandbreite der

Immunantwort (Steinman 2001).
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1.2.1.1 Mechanismen der auf- und abbauenden Prozesse
Das komplexe Zusammenspiel von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Komplementkaskade und
Zytokinen bewirkt durch Demyelinisierung sowie den Untergang von Axonen eine

Beeinflussung der elektronischen Leitfahigkeit der Nerven und miindet in neuronale Ausfille.

Durch den Verlust der schiitzenden Myelinscheide beim Oligodendrozytenuntergang zeigen
Axone Zeichen von Apoptose. In Lésionen akuter Demyelinisierung konnten zudem
ausgedehnte Bereiche beeintrachtigter Axone mit axonaler Unterbrechung nachgewiesen werden
(Trapp et al. 1998). Doch nicht nur Axone scheinen von der Demyelinisierung betroffen zu sein.
Zusitzlich zur Demyelinisierung und dem axonalen Zelluntergang konnten ein neuronaler
Untergang und Unterbrechungen von Neuriten im Kortex von MS-Patienten detektiert werden

(Peterson et al. 2001).

Magnetresonanztomographie (MRT)-gestiitzte Auswertungen der auftretenden Gehirnatrophien
deuten zudem auf eine progressive Degeneration von Strukturen der grauen Substanz in frithen
Phasen der MS hin (Dalton et al. 2004). Zipp et al. beschrieben neben dem axonalen Untergang
die Auswirkung T-Zell-vermittelten neuronalen Untergangs durch sog. Todesliganden wie
TRAIL (Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand), welcher auf CD4'-
eingewanderten T-Zellen exprimiert wird. Ein zusitzlicher Faktor, der zum Untergang von
Neuronen beitragt, ist 7-Ketocholesterol, welches ein Abbauprodukt der Myelinscheide darstellt
und einen neurotoxischen Phinotyp in Mikrogliazellen hervorruft (Zipp and Aktas 2006).

Abhédngig vom jeweiligen Zeitpunkt der Erkrankung sowie vom Krankheitsverlauf treten
Demyelinisierungen im Kortex und in den Kernen der grauen Substanz sowie diffuse
Verletzungen der normal erscheinenden weilen Substanz auf und zeigen dabei unterschiedliche
Ausprigungen bei verschiedenen Patienten (Lassmann et al. 2007).

Uberraschenderweise laufen Reparaturmechanismen bereits in friiheren Phasen der MS ab.
Remyelinisierung konnte in rdumlicher Ndhe zur aktiven Zerstérung von Myelinscheiden durch
T-Zellen und Makrophagen gesehen werden. Zwar sind neue Myelinscheiden im Vergleich zu
den vorherigen diinner und die Myelinisierungen liegen in kiirzeren Intervallen vor, eine

vollstindige Remyelinisierung kann jedoch erreicht werden (Stadelmann and Briick 2008).

1.2.2  Klinik und Symptome der Multiplen Sklerose

In Abhingigkeit von Ort und AusmaBl der Schiddigung in Gehirn, Nervus Opticus und
Riickenmark ist das klinische Bild der Multiplen Sklerose mit Symptomen wie Taubheitsgefiihl,
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Missempfindungen und Muskelschwiche in den Extremititen, Ataxie, unscharfem Sehen und
schmerzhaften Augenbewegungen, Blasen- und Darmdysfunktionen sowie Abgeschlagenheit
sehr variabel und von Patient zu Patient verschieden. Im Alter zwischen 20 — 40 Jahren kommt
es meist zum Auftreten erster Symptome (McFarlin and McFarland 1982a, 1982b). In 85 —-90 %
der Fille erleiden die Patienten voneinander abgrenzbare Schiibe, in denen Symptome auftreten,
welche sich anfinglich vollstdndig oder unvollstindig wieder zuriickbilden konnen. Diese Form
wird als schubformig-remittierender Verlauf bezeichnet und miindet iiber Jahre hinweg héufig in
einer sog. sekundir-progressiven Form, in der es zu einer langsamen Zunahme der
neurologischen Dysfunktionen kommt. Pathologisch werden im Besonderen fokal-
inflammatorische demyelinisierte Lésionen in der weillen Substanz detektiert. Abzugrenzen sind
hiervon ca. 10 — 15 % der Patienten mit einer schleichenden Progression von Beginn an, ohne
Riickbildung der neurologischen Defizite; diese Form wird als primér progrediente MS
bezeichnet und weist eher eine globale Beeintrdchtigung des Gehirns mit diffusem axonalem
Schaden in normal erscheinender weiller Substanz sowie Demyelinisierung im Kortex der
grauen Substanz auf (Gold et al. 2006). Unklar ist bis heute, welche Faktoren die jeweilige
Verlaufsform begiinstigen und wie die morphologischen und histopathologischen Unterschiede
erklart werden kénnen. Man geht jedoch davon aus, dass genetische Faktoren, welche die
immungesteuerte Inflammation beeinflussen, aber auch neuronales Uberleben einen

wesentlichen Einfluss in der Modulierung der Erkrankung aufweisen (Compston and Coles

2008).

1.2.3  Aktuelle Therapieoptionen
Die aktuell angewendeten Therapiestrategien richten sich in erster Linie auf die Modulierung der
Immunreaktion wéhrend der inflammatorischen Phasen der MS. Hierbei werden verschiedene
Ansidtze verfolgt, um auf das Immunsystem Einfluss zu nehmen: a) Ausschalten spezifischer
Immunzellpopulationen, b) Blockierung der T-Zell-Migration ins ZNS und c) ein sog. Neustart
des Immunsystems, wodurch das bestehende Immunzellrepertoire geloscht wird. Wéhrend
akuter Schiibe werden zur Remissionsinduzierung intravends hoch dosierte Steroide appliziert.
Zur Langzeittherapie werden sog. Immunmodulatoren wie Interferon-f und Glatirameracetat

(GA) eingesetzt.

Der Effekt des Interferon-f zeigt sich durch die Reduzierung der Riickfille sowie das
verlangsamte  Voranschreiten des Behinderungsgrades. Die verminderte Expression

kostimulatorischer Molekiile sowie die Hemmung der MHC-Klasse-1I-Antigenprisentation fiihrt
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iiber eine gehemmte Aktivierung zu einer verminderten T-Zell-Antwort. Des Weiteren kommt es
durch die unterdriickte Th1-Zell-Antwort zu einem antiproinflammatorischen Shift hin zum Th2-
Phéanotyp. Der wohl wichtigste Effekt liegt jedoch in der Reduktion der Sekretion von Matrix-
Metalloproteasen und der Reduktion der Expression von VLA-4 auf T-Zellen, was zu einer

verminderten T-Zell-Migration in das ZNS fiihrt (Hartung et al. 2004).

Der genaue Wirkmechanismus des Glatirameracetates ist momentan noch nicht eindeutig
geklirt. In-vitro-Experimente deuten jedoch auf eine durch strukturelle Ahnlichkeit bedingte
Konkurrenz zwischen GA und einem Protein der Myelinscheide um die Bindung an MHC-
Molekiile hin. Zudem konnte in MS-Patienten ein Wechsel der GA-reaktiven T-Zell-Population
vom Thl- zum Th2-Phénotyp gezeigt werden. Aufgrund ihres hohen Nebenwirkungspotentiales
werden die Arzneistoffe Mitoxantron und Natalizumab nur zur Eskalationstherapie bei besonders

aggressiven Formen der schubformig verlaufenden MS eingesetzt.

Mitoxantrone rufen iiber die Interkalierung mit der DNA Quervernetzungen sowie
Doppelstrangbriiche hervor. Dadurch werden zum Einen T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen
in ihrer Proliferation gehemmt, zum Anderen werden die Antigenprdsentation wie auch die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine beeinflusst. Dabei tritt die zytotoxische Wirkung
sowohl bei ruhenden als auch bei sich teilenden Zellen auf und ist somit vom Zellzyklus
unabhingig. Neben der Knochenmarkstoxizitit wurden zudem Félle von toxischer

Kardiomyopathie berichtet (Fox 2004).

Natalizumab ist ein monoklonaler Antikdrper gegen das VLA-4-Adhédsionsmolekiil auf T-Zellen,
welcher die Bindung zum VCAM auf Endothelzellen behindert und damit die Penetration der
Blut-Hirn-Schranke durch Lymphozyten limitiert. Wihrend Phase-III-Studien an Patienten kam
es jedoch zu Fillen von Progressiver Multifokaler Leukoenzephalopathie (PML), die durch die

Reaktivierung bzw. Neuinfektion von Oligodendrozyten mit dem JC-Virus hervorgerufen wird.

Neue Therapieoptionen beziehen sich vorwiegend auf zellspezifische Angriffsmechanismen.
Neben Fingolimod (FTY720), welches als Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptorblocker fungiert und
die Lymphozytenmigration ins ZNS herabsetzt (Khatri et al. 2011), werden auch Daclizumab
(Antikorper gegen IL-2-Rezeptorkette (CD25), verhindert Expansion und Reifung aktivierter T-
Zellen) sowie Alemtuzumab (Campath-1-monoklonaler — Antikdrper gegen CDS52-
Oberflichenmolekiile auf Lymphozyten und Monozyten, welcher zu einer generellen

Lymphopenie fiihrt) erprobt.

Das Zytostatikum Cladribin, ein chloriertes Purin-Nukleosid-Analogon, wie auch HMG-CoA-
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Reduktasehemmer, sog. Statine, zeigten in ersten Studien Erfolge.

1.3 Multiple Sklerose im Tiermodell

Der Gedanke, die Komplexitit der Pathogenese und die vielfdltigen Ausprdgungen klinischer
Krankheitszeichen der Multiplen Sklerose besser verstehen und erforschen zu kdnnen, reicht bis
ins 19. Jahrhundert zuriick. Pasteurs Versuche zur Entwicklung einer Impfung gegen das
Tollwutvirus lieferten 1885 den Anfang fiir die Entstehung des Konzeptes {iber die Triggerung
einer autoreaktiven Immunreaktion in der Peripherie, welche sich bis in das Zentrale
Nervensystem fortsetzt. Nachdem es in den folgenden Jahren zu vermehrten Fillen von
sporadischen Lahmungserscheinungen bei Patienten nach Tollwutimpfung gekommen war,
lieferten immer neu hinzukommende Félle den Ansto3 zu umfassenderen Forschungen (Baxter
2007). Schweinburg sowie Stuart und Krikorian sahen in ihren Versuchen, dass die wiederholte
Inokulation von menschlichem Riickenmark oder Schafsgehirnen in Ratten eine Art Paralyse
hervorrief. In Versuchen an Rhesusaffen, welche Injektionen mit Suspensionen von
Rattengehirnpartikeln erhalten hatten, konnte Rivers histologisch perivaskulére Infiltrate sowie
Zeichen von Demyelinisierung nachweisen (Rivers et al. 1933). Paterson zeigte, dass durch die
Ubertragung von Lymphknotenzellen aus Tieren, welche zuvor mit Riickenmarkspartikeln
immunisiert worden waren, in naiven Tieren eine Enzephalomyelitis ausgelost werden konnte,

was in der Folge als passive Induktion bezeichnet wurde (Paterson 1960).

Die Assoziation zwischen ZNS-spezifischen Antikdrpern und der resultierenden Pathologie lie3
vermuten, dass die Demyelinisierung auf eine spezifische Immunreaktion zuriickzufiihren sei.
Durch die 1942 von Freund eingefiihrte Emulsion mit Mycobacterium tuberculosis und
Paraffin6l war es nun moglich, die als Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)
bezeichnete Erkrankung in Tieren hervorzurufen (Freund et al. 1947); sie wurde erstmals 1949
von Olitsky gezielt in Mdusen induziert (Olitsky and Yager 1949). Seit diesen ersten Versuchen
wurde die EAE in einer weiten Bandbreite an Tieren, u. a. Meerschweinchen, Ratten, Ziegen,
Maiusen, Kaninchen, Hamstern, Hunden, Schafen, Seidenaffen und Hiihnern, ausgelost (Gold et
al. 2006). Obwohl mittlerweile mehrere verschiedene Modelle von demyelinisierenden
Erkrankungen im ZNS existieren, gilt die EAE nicht nur als das am héufigsten verwendete
Tiermodell der MS (Ercolini and Miller 2006; Zamvil and Steinman 1990), sondern zudem als
das als erstes identifizierte und am besten charakterisierte Tiermodell bei

Autoimmunerkrankungen im Menschen (Steinman and Zamvil 2006a).
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1.3.1 Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
In den vergangenen Jahren wurden Protokolle zur EAE-Induzierung immer weiter prézisiert.
Durch die zusitzliche Applikation des Toxins des Bordetella-pertussis-Bakteriums konnte eine
weitere Verbesserung in der Effizienz zur EAE-Induktion erreicht werden (Levine and Sowinski
1973). Die Identifizierung spezifischer enzephalitogener Myelinantigene, wie des Myelin-
Basischen-Proteins (MBP), Myelin-oligodendrozytischen-Proteins (MOG) wund Proteo-
lipidischen-Proteins (PLP), fiihrte dazu, dass diese heute in gereinigter rekombinanter sowie
synthetischer Form zur Induktion aktiver EAEs angewendet werden konnen (Stromnes and
Goverman 2006a). Zusitzliche Untersuchungen zeigten, dass durch die Ubertragung spezieller
MHC-II-spezifischer T-Zellen eine passive EAE ausgelost werden kann (Zamvil et al. 1985).
Das Prinzip der aktiven und passiven EAE-Induktion beruht im Wesentlichen auf der
Aktivierung der in der Peripherie zirkulierenden myelinspezifischen CD4 " -T-Zellen, welche der
positiven Selektion des Immunsystems entkommen sind. Werden diese Zellen aktiviert,
penetrieren sie die Blut-Hirn-Schranke und werden dort durch antigenprésentierende Zellen iiber
den MHC-II-Komplex sowie liber kostimulatorische Molekiile aktiviert (McMahon et al. 2005;
Tompkins et al. 2002). Nach Aktivierung dieser myelinspezifischen CD4"-T-Zellen liuft eine
Vielzahl unterschiedlicher Ereignisse parallel ab, welche in der Beschiddigung von Hirngewebe

mindet.

Mittlerweile gibt es eine breite Variation an Protokollen dariiber, wie sowohl aktive als auch
passive EAEs induziert werden kdnnen (Stromnes and Goverman 2006a, b; Furlan et al. 2009).
Pathologie, Ablauf der Erkrankungsphase und die klinische Ausprigung der Demyelinisierung
bzw. der Krankheitszeichen hdngen dabei von der Strategie der Induzierung, dem genetischen
Hintergrund der jeweiligen Spezies und Zucht sowie von den Eigenschaften des verwendeten
Immunogens ab. Wéhrend die klassischen Zeichen der akuten EAE vorwiegend perivaskuldre
Infiltration von CD4'- und CDS8'-T-Lymphozyten sowie Makrophagen im Riickenmark der
Tiere beinhalten, zeigen atypische EAE-Modelle eine erhdhte Inflammation im Gehirn der Tiere

(Furlan et al. 2009; Stromnes and Goverman 2006a).

Neben der unterschiedlichen histologischen Ausprigung zeigen Tiere mit atypischer EAE
vermehrte Zeichen von Kleinhirnbeeintrachtigung, wie propriozeptive Einschrinkungen,
Hypersensitivitit, Spastizitit und Ataxie. Abhingig vom verwendeten Antigen, der Spezies und
dem Applikationsschema konnen somit verschiedene Verlaufsformen simuliert werden, welche

in vergleichbarer Weise in der MS auftreten. Zudem koénnen in der EAE Zeichen der
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inflammatorischen Infiltrate, bestehend aus T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen, sowie fokale
demyelinisierende Plaques im ZNS nachgewiesen werden, welche fiir neurologische Defizite
verantwortlich sind und auch in der MS detektiert werden kdnnen. Somit bietet die Anwendung
des EAE-Modells die Mboglichkeit, die Mechanismen, die zur autoimmungesteuerten
Inflammation, Demyelinisierung sowie axonalen Schddigung im ZNS fiihren, genauer zu
untersuchen und therapeutische Ansitze sowie Behandlungsstrategien abzuleiten. So konnten in
der Vergangenheit drei in der EAE untersuchte Medikamente erfolgreich in die klinische
Behandlung von MS-Patienten eingefithrt werden: Glatirameracetat, Mitoxantron und

Natalizumab (Steinman and Zamvil 2006a).

1.3.2 Das CD11c¢-DTR-GFP-Mausmodell

Um den Einfluss dendritischer Zellen auf den Krankheitsverlauf wihrend der EAE studieren zu
konnen, wurde das von Jung et al. entwickelte transgene Mausmodell ((B6.FVB-Tg(Itgax-
DTR/EGFP)57Lan/])) verwendet, welches die bedingte Depletion dendritischer Zellen nach
Diphtherietoxin (DTx)-Anwendung erlaubt (Jung et al. 2002). Das Diphtherietoxin ist eines der
am besten erforschten bakteriellen Exotoxine (Holmes 2000) und wurde von Saito et al. durch
die Generierung DT-Rezeptor-transgener Mduse im Jahr 2001 zur gezielten Depletion von
Hepatozyten verwendet (Saito et al. 2001). Das Diphtherietoxin wird vom Corynebacterium
diphtheriae als sog. Exotoxin produziert und hemmt in eukaryoten Zellen durch Blockierung der
Translation wéhrend der Elongationsphase die Proteinbiosynthese. Es besteht aus den
Untereinheiten A (DT-A) und B (DT-B), welche iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind (Greenfield et al. 1983). Das DTx wird durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zelle
transportiert. Dabei bindet DT-B mit dem zelluldren Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR), einem
Heparin-bindenden epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) dhnlichen Wachstumsfaktor (hbEGF)
(Naglich et al. 1992). Wihrend der spédten Phase der Endozytose bewirkt das saure Milieu des
Endosoms die Entlassung der DT-A-Untereinheit ins Zytosol (Sandvig and Olsnes 1980), wo es
die ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors 2 katalysiert, was in der Inhibition der
Proteinbiosynthese miindet (Honjo et al. 1968). Die Hemmung der Proteinbiosynthese fiihrt
dazu, dass sowohl mitotisch als auch entdifferenzierte Zellen den programmierten Zelltod
(Apoptose) initiieren (Miyake et al. 2007). Apoptotische Zellen induzieren keine
proinflammatorische Immunreaktion, so dass die durch DTx ausgeldste Depletion der Zellen das
Steady State des Immunsystems nicht beeintrdchtigen (Bennett et al. 2005). Dabei reicht ein

einziges Molekiil der Untereinheit A im Zytoplasma aus, um eine eukaryote Zelle zu zerstdren
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(Yamaizumi et al. 1978). Die Resistenz muriner Zellen gegeniiber dem DTx im Kontrast zu
humanen Zellen ist durch die schwichere Affinitdt des Nager-hbEGF gegeniiber dem DTx zu
begriinden, welche bei Nagern 10°-mal geringer ist. Diese weisen einen Unterschied in der
Abfolge der Aminosduren in der extrazelluldren Region des DTR auf, welcher die DT-B bindet
(Pappenheimer et al. 1982). Das von Jung entwickelte transgene Mausmodell beruht auf einem
vom Affen stammenden transgenkodierenden DTR-GFP (griines fluoreszierendes Protein)-
Fusionsprotein, welches unter der Kontrolle des murinen CD11c-Promoters steht (Brocker et al.

1997).

CD11¢ promoter

-

Abb. 2:  CDll1c-Promoter sowie das transgenkodierende DTR-GFP-Fusionsprotein (Jung et al. 2002)

Diese Fusion fiihrt zu einer Kopplung der Genexpression des CD11c-Oberfldchenmolekiiles und
dem DTR-GFP. Durch diese Kopplung wird nun sowohl der Diphtherietoxin-Rezeptor als auch
das GFP-Molekiil bei Expression des CD11c-Oberflaichenmolekiils exprimiert.

a) primate ODB( b) C)
Al
hbEGF R) /\ R’ ﬂ ﬂ INEaF
U U U
/ active / active 2
DTx A DTx A ‘
Death Death /
primate cells transgenic rodent cells rodent cells
DTx sensitive DTx sensitive DTx resistant

Abb. 3:  Darstellung der unterschiedlichen DTx-Sensibilitit in Abhédngigkeit vom Rezeptor der Zelle
(Sapoznikov and Jung 2008)

a) normale Primatenzelle mit hbEGF-Rezeptor, der die Sensitivitit der Zellen gegeniiber DTx hervorruft

b) durch Gentransfer verdnderte murine Zelle, welche durch transgenen DTR bei DT-Applikation die Apoptose
initiiert

c) hbEGF-Rezeptor einer unverdnderten murinen Zelle, welche durch Abwesenheit/Fehlen hochaffiner DTR eine

natiirliche Resistenz gegeniiber dem DTx aufweist

Die Toxizitdt des DTx ist somit genauestens auf die Rezeptor-vermittelte Endozytose limitiert,
so dass eine zellspezifische Depletion der Zellen ermdglicht wird, die den transgenen DTR
negative-low_

tragen und bei DTx-Applikation in die Apoptose libergehen. Ausgenommen die CD11c

epidermalen Langerhanszellen, welche die Hochregulierung erst bei der Reifung durchfiihren,
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exprimieren alle murinen Untergruppen dendritischer Zellen das CD11c-Molekiil (Jung et al.
2002). FACS- und Immunhistochemische-Analysen zeigen EGFP-Expression und DTx-

abhingige Depletion CD11¢"¢"

-dendritischer Zellen in Milz, Lymphknoten, Lunge, Leber und in
der Lamina propria sowie in speziellen Makrophagenpopulationen der Alveolen, metallophilen
Makrophagen und Marginalzonenmakrophagen der Milz (Jung et al. 2002; Probst et al. 2005;
van Rijt et al. 2005; Bar-On and Jung 2010). Die murine CD1lc-Expression ist dabei
weitestgehend auf dendritische Zellen begrenzt, kommt jedoch auch auf aktivierten
intraepithelialen Lymphozyten und auf CD8'-T-Lymphozyten vor (Huleatt and Lefrancois
1995). Durch die Verwendung der Durchflusszytometrie auf die Zellpopulationen verschiedener

Organsysteme kann die gewiinschte Wirkung der DTx-Applikation sichergestellt und iiberpriift

werden, um die Mdglichkeit von Falschaussagen zu verhindern.

Tab. 1:  Toxinsensitivitit mononuklearer Phagozyten in CD11¢c-DTR-Méusen (modifiziert nach Bar-On and

Jung 2010)

Organ DTx-sensitiv DTx-resistent

Milz Konventionelle/ klassische DZ Plasmazytoide DZ (pDZ) zu 80 %
(cDZ) (inkl. CD4"-, CD8"- und aus Monozyten entstandene
doppelt-negative-cDZ) CD11¢™DC, Makropagen der roten
Metallophile Makrophagen und Pulpa
Marginalzonen Makrophagen

Knochenmark F4/80"-Knochenmark-DZ Perivaskuldre Makrophagen

Lunge CD11c¢'CD11b"-DZ, CDI11c'-

alveolare Makrophagen
Intestinale Lamina propria CD11c""CD11b*-DZ CD11c¢ CD11b"-Makrophagen
CD11c™"CD11b-DZ

Haut Langerhans-Zellen

Jung et al. beschrieben, dass die durch die DTx-induzierte Depletion dendritischer Zellen zwei
Tage anhielt, bevor sich das DZ-Kompartiment wieder regenerierte (Jung et al. 2002). Ahnliches
legte Probst dar, der ansteigende DZ-Zahlen erneut nach 42 Stunden detektieren konnte (Probst
et al. 2005). Nach 66 Stunden war die Zellzahl wieder vergleichbar mit der von nicht
depletierten Tieren. Wihrend eine einmalige DTx-Applikation keine pathologischen Symptome
hervorruft, bewirkt die wiederholte DTx-Applikation ein Sterben der DTR-transgenen Maiuse.
Dies ist vermutlich auf die Expression des DTR auf nicht hdmatogenen, strahlenresistenten
Zellen zuriickzufiihren, da gezeigt werden konnte, dass diese transgenen Maiduse auch nach

Wildtyp-Knochenmarktransfer bei wiederholter DTx-Injektion starben (Probst et al. 2005; Zaft
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et al. 2005). Durch die beschriebene Generierung von CD11c-DTR-Chiméren, bei denen die
CDI11c-DTR-Expression auf hdmatopoetische Zellen limitiert ist, konnen dendritische Zellen
nun sowohl kontinuierlich als auch zeitspezifisch depletiert werden (vgl. 2.3.4.1). Die in den
verschiedenen Fachzeitschriften publizierten Diphtherietoxinkonzentrationen reichten im
Durchschnitt von 4 ng pro Gramm Kdorpergewicht der Méuse bis zu 250 ng pro Maus (entspricht
12,5 ng/g Korpergewicht).

1.4 Ziel der Arbeit

Wihrend zum gegenwirtigen Zeitpunkt umfangreiche Informationen dariiber vorliegen, welche
Autoimmunreaktionen im Endstadium der nervalen Destruktion bei der Multiplen Sklerose
initilert werden, sind die vorausgehenden Mechanismen, welche zur Entstehung und zum

Ausbruch dieser Erkrankung fiihren, weiterhin ungeniigend geklért.

Dabei bietet eine intensivere Erforschung dendritischer Zellen, welche eine herausragende
Bedeutung in der Initiierung wie auch in der Aufrechterhaltung der Immunantwort aufweisen,
nicht nur eine wichtige Grundlage beim Verstindnis der Autoimmunerkrankung, sie konnte
zudem zukiinftige Therapiemdglichkeiten maBgeblich beeinflussen. Derzeit gibt es wichtige
Anbhaltspunkte, welche die Rolle der DZ in der MS beschreiben. Sowohl im Blut als auch in der
Riickenmarksfliissigkeit von MS-Patienten konnten bisher erhohte Werte an dendritischen Zellen
detektiert werden (Huang et al. 1999; Pashenkov et al. 2001). Genauere Uberpriifungen im
Tiermodell offenbarten zudem einen Zusammenhang zwischen der Gegenwart und Aktivitdt
dendritischer Zellen sowohl mit dem Schweregrad der EAE (Greter et al. 2005; Zozulya et al.
2009) als auch der Anzahl an MS-Plaques im Menschen (Serafini et al. 2006). Dabei wird
deutlich, dass nicht nur die unterschiedlichen Aktivititszustinde und ,,Reifegrade™ der Zellen
eine wichtige Rolle spielen, sondern zudem der zeitliche Abschnitt, in welchem sich die

Immunantwort befindet, entscheidenden Einfluss auf die Funktion der DZ ausiibt.

Die Verwendung sog. Knockout-Tiere ermdglichte in den hier aufgefiihrten Versuchen eine
zeitlich gezielte, zellspezifische Depletion verschiedener DZ-Subpopulationen und daraus

folgend eine Einordnung der sich abzeichnenden unterschiedlichen Funktionen.

Ziel dieser Arbeit war es, sowohl den Effekt einer spezifischen, konditionellen Depletion
dendritischer Zellen in einzelnen Phasen der EAE genauer zu untersuchen, um so Riickschliisse

auf die unterschiedlichen Funktionen der Zellen wihrend der Krankheitsphasen gewinnen zu
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konnen, als auch die notwendigen Faktoren der effizienten Kostimulation in der Interaktion

zwischen DZ und T-Zellen zu identifizieren.

Die zentrale Arbeitshypothese dieser Arbeit basiert dabei auf der Annahme, dass — in
Abhéngigkeit zur jeweiligen Phase der Immunantwort — dendritische Zellen iiber die variable
Modulierung der T-Zell-Interaktion den Differenzierungsweg naiver T-Zellen beeinflussen und

somit wesentlichen Einfluss auf den Verlauf der Immunreaktion nehmen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Laborartikel

2.1.1
PBS
FACS-Puffer

Saponin-Puffer
MACS-Puffer

Mausmedium

Waschmedium

Iscove’s Mod Dulbecco’s Medium (IMDM)

Lysis-Puffer

Paraformaldehyd (PFA)

2.1.2 Peptide

MOG35.5yMEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK

OVA13 339 ISQAVHAAHAEINEAGR

2.1.3 Zytokine

Puffer und Lésungen

PBS

0,5 % bovines Serumalbumin (BSA)
PBS

0,5 % BSA

0,5 % Saponin

PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

RPMI 1640

1 % Hepes 1M

10%  fetales  Kéilberserum  (FCS)
hitzeinaktiviert fiir 30 Minuten bei 56 °C
10.000 U Penicillin

10 mg/ml Streptomycin

2 mM L-Glutamin

RPMI 1640

1 % Hepes 1M

5% FCS

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
25 mM Hepes

PBS

1 % KHCO;

8,29 % NH,4C1

37,2 % Na,EDTA

4%,0,1 MPBS,pH 7,2-7,4

Pepceuticals, Nottingham, UK
Pepceuticals, Leicester, UK

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Chiron Therapeutics, Hayward, USA

Name Konzentration = Herkunft
TGF-p human, recombinant 2 ug R & D Systems, Wiesbaden
IL-2 human, recombinant 100.000 U/
IL-6 murin, recombinant S5ug R & D Systems, Wiesbaden
IL-12 murin, recombinant 10 pg/ml R & D Systems, Wiesbaden
IL-23 murin, recombinant 10 pg R & D Systems, Wiesbaden
2.1.4  Antikorper und Sekundérfarbstoffe
Murine FACS Oberflichenantikorper
Name Klon Konzentration Herkunft
a-m-CD4-Biotin / 100 pg/ml Caltag/Invitrogen, Karlsruhe
a-m-CD4-FITC RM4-5 0.5 mg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-CD4 AF 647 / 100 pg/ml Caltag/Invitrogen, Karlsruhe
a-m-CD4 AF 700 RM4-5 0.2 mg/ml BD Bioscience, Heidelberg
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a-m-CD11b APC / 100 pg/ 0.5 ml
a-m-CD11c Biotin HL3 0.5 mg/ml
a-m-CD25 APC PCo1 1 mg/ml
a-m-CD25 Biotin eBio7D4 50 pg/ml
a-m-lab PE 11-5.2 0.2 mg/ml

Caltag/Invitrogen, Karlsruhe
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
eBioscience, San Diego, USA
BD Bioscience, Heidelberg

MACS Antikorper (magnetische Mikropartikel)

Name

o-m-CD90.2 MB
o-m-CD62L MB
CD4"-T-Zell-Isolationskit

Murine FACS Intrazelluléirantikorper

Herkunft

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Name Klon Konzentration Herkunft

a-m-Fcy III/II Rezeptor 2.4G2 5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

(CD16/CD32)

a-m-FoxP3 Fjc-16a 0,2 mg/ml eBioscience, San Diego, USA

a-m-1L10-PE JESS5-16E3 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

a-m-1L10-APC JESS5-16E3 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

a-m-1L17-PE TC11-18H10.1 1 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

a-m-INFy-FITC XMG1.2 5 pg/ml eBioscience, San Diego, USA

a-m-INFy-PE XMG1.2 2 pg/ml Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

PI / 0,25 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

a-m-TNFa-APC MP6-XT22 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

Anti-Maus CD3 SK7 0,5 mg/ml BD Bioscience, Heidelberg

Anti-Maus CD28 37-51 0,5 mg/ml BD Bioscience, Heidelberg

a-m-Perforin APC eBioMAK-D 2 pg/ml eBioscience, San Diego, USA
Sekundirantikorper

Name Klon Konzentration Herkunft

SA-APC / 1 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

SA-PE / 1 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

SA-PerCP / 1 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

2.1.5 Sonstige Reagenzien und Chemikalien

Agarose

Aqua ad injectabila (Wasser fiir Injektionszwecke)
Aqua bidestillata (2-fach destilliertes Wasser)
Brefeldin A

Complete Freund’s Adjuvants (CFA)

DMSO

DNAse

DTx

Enrofloxacin (Baytril®)

Ethanol (70 % zu Desinfektionszwecken)
Glucose (in verschied. Konz.)

Ionomycin

Isofluran

Ketamin

,.Killernarkose* (Rompun 2 % 250 pl, Ketamin 50 mg/ml 5
ml, NaCl 0,9 % 25 ml)

Kollagenase

Mpycobacterium tuberculosis H37Ra

NaCl 0,9 %

Paraformaldehyd (PFA)

Percoll

Pertussistoxin (PTx)

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA)

Saccharose

Trypanblau (0,4 %)

Xylazine (Rompun ® 2 %)

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Difco, Detroit, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
List Biological Lab., Inc., California, USA
Beyer, Leverkusen
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Abbot, Wiesbaden
Curamed, Karlsruhe

Roche, Grenzach-Wyhlen

Difco Laboratories, Detroit, USA

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

List Biological Laboratories, Campell, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Bayer AG, Leverkusen
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2.1.6  Sonstige Materialien

Chirurgiebesteck

Einfriermedium ,,Tissue-Tek O.C.T Compound*
Eindeckldsung ,,Neo-Mount*
Zentrifugenrdhrchen ,, Falcon tubes 15 und 50 ml
Kantilen, Spritzen

Einfrierr6hrchen ,,Kryo tubes

MACS Separationssdulen, Magneten und Sténder
Objekttrager Superfrost Plus

24, 48 und 96 Lochplatten, Petrischalen
Pipettenspitzen

Reaktionsgefille ,,safe lock tubes*

Xylol ,,Neo-Clear*

Zellsieb (70 pm und 100 pm Porengrof3e)

2.1.7 Gerite

Durchflusszytometer BD FACS Canto 11
Eppendorf Zentrifuge 5416 und 5417R
Inkubatoren

Lichtmikroskop

Forschungsmikroskop BX51
Megafuge 1S-R

Neubauerzahlkammer

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetus
Schnellschnitt-Kryostat ,,CM1900*
Sterilbank, BDK

Stickstofftank

Waage (fiir Chemikalien)

Wasserbad

Zahnradpumpe ,,BVP-Z*

2.1.8 Verwendete Software

FACSDiva(TM) Version 6.1.2
FlowJo 9.0

MagnaFire

Graphpad Prism 5

SPSS Statistics

Word, Excel 2007

2.2 Tiermodell

Aesculap, Tuttlingen

Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Niederland
VWR Int. GmbH, Darmstadt

Becton Dickinson, Tuttlingen

Braun, Melsungen

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
Becton Dickinson, Heidelberg

Biozym, Hessisch Oldendorf

Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt

BD Bioscience, Heidelberg

BD Bioscience, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

Binder GmbH, Tuttlingen

Leica, Heidelberg

Olympus, Hamburg

Heraeus Kendro, Langenselbold
Brand, Wertheim

Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgerite, Herrenberg
Leica Microsystems GmbH, Nussloch
BDK Sonnenbiihl-Genkingen

Messer, Sulzbach

Mettler, Gie3en

Medingen, Wiesloch

ISMATEC Laboratoriumstechnik GmbH,
Wertheim-Mondfeld

BD Bioscience, Heidelberg
Tree Star Inc., USA
Olympus, Hamburg
Graphpad Software Inc., USA
SPSS, Chicago, USA
Microsoft, UnterschleiBheim

Alle durchgefiihrten Versuche wurden unter der Genehmigungsnummer filir Tierversuche
G0029/08 und GO0090/09 durchgefithrt und unterlagen den Rahmenbedingungen der
tierschutzrechtlichen Bestimmungen des Landes Berlin. Die Tiere der verschiedenen
Tiermodelle wurden unter pathogenfreien Bedingungen in speziellen klimatisierten
Tierhaltungen mit einem 12:12-Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Diese Tierhaltung unterliegt
den {blichen Standardbedingungen (individuell beliiftete Makrolonkéfige, pelletiertes
Mausfutter, Einstreu und Wasser) des Neurowissenschaftlichen Forschungszentrums an der

Charité zu Berlin und wird dort von gepriiften Versuchstierpflegern betreut.
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2.2.1 C57BL/6

Die Tiere des Mausstammes C57BL/6 wurden von Charles River Sulzfeld in Deutschland
bezogen und dienen im Standard-Tiermodell immunologischen Fragestellungen. Durch die
Ubertragung enzephalitogener T-Zellen (passiv) oder durch die Injektion von Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein  (MOGss.ss-Peptid  MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) in
Losung mit Mykobakterien und Freundschem Adjuvant (Wasser-in-Ol-Emulsion) subkutan an
der Schwanzbasis der Tiere (aktiv) mit anschlieBender intraperitonealer Injektion von
Pertussistoxin zum Zeitpunkt der Immunisierung und 48 Stunden spéter ldsst sich eine
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis im ZNS der Tiere hervorrufen. Das MOGs;s.ss-
Peptid ist ein transmembranes Glykoprotein der Ig-Superfamilie und wird tiberwiegend auf der
Oberfliche der Oligodendrozytenmembran exprimiert. MOG-induzierte EAEs rufen in
C57BL/6-Midusen  einen  chronisch  nicht  remittierenden = EAE-Verlauf  hervor

(Mendel et al. 1995a).

2.2.2  2d2 (C57BL/6-Tg(Tcra2D2,Terb2D2)1Kuch/J)

Die Tiere des 2d2-Mausstammes (Erstbeschreibung durch Bettelli (C57BL/6-
Tg(Tera2D2,Terb2D2)1Kuch/J) mit C57BL/6-Mausstamm-Hintergrund besitzen spezifisch fiir
das MOGss.ss-Peptid transgene T-Zell-Rezeptoren (TZR), welche durch die Valpha3.2- und
Vbetal 1-Expression definiert sind (Bettelli et al. 2003). Die MOG-spezifischen transgenen T-
Zellen werden nicht ausselektiert und sind funktionell kompetent. Die Mehrzahl der Miuse mit
2d2-TZR-Thymozyten exprimieren mittlere bis hohe Werte des transgenen T-Zell-Rezeptors,
was auf eine effiziente positive Selektion der transgenen T-Zellen hinweist. Die Mehrheit der
CD4"-Splenozyten exprimieren den transgenen TZR. Kultivierte Splenozyten erkennen und
reagieren auf das gesamte MOG und die spezielle Sequenz MOGs3s.ss, jedoch nicht auf das
Ovalbumin (OVA). Standard-EAE-Induzierungsprotokolle bewirken eine typische EAE in 2d2-
TZR-Miusen und bieten damit die Moglichkeit, die Rolle der MOG-spezifischen, autoreaktiven
T-Zellen in der EAE zu betrachten.

2.2.3 CDIl11¢-DTR
Dieses Mausmodell (Erstbeschreibung durch Jung) ist bei immunologischen Fragestellungen
hinsichtlich der Funktion dendritischer Zellen von besonderer Bedeutung (Jung et al. 2002). Die
CD11cDTR-GFP-Maus (B6.FVB-Tg(Itgax-DTR/EGFP)57Lan/J) ist ein Maus-Modell, das von
Jung et al. entwickelt wurde, um den Effekt einer systematischen Depletion dendritischer Zellen

zu untersuchen (vgl. 1.3.2).
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2.3 Zellbiologische Methodik

2.3.1 Prinzipien
Grundsitzlich wurde das Arbeiten mit Zellen unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Oberflachen und Materialien, welche mit Zellen in Kontakt kamen, wurden zuvor desinfiziert;
Priparationsbestecke wurden zudem abgekocht und anschlieBend in 70 % Ethanol gelagert. Um
anndhernd keimfreie Bedingungen herzustellen, wurden im Umgang mit Zellen Sterilbdnke
verwendet, welche einem regelméfBigen Reinigungszyklus unterlagen (Desinfektion, UV-Licht-
Bestrahlung). Zellen, welche auflerdem iiber einen bestimmen Zeitraum in Inkubation gehalten
wurden, unterlagen konstanten Bedingungen (37 °C, 95 % Luftfeuchte und einer CO»-

Konzentration von 5 %).

2.3.2 Magnetische Zellsortierung

Die magnetische Zellsortierung (magnetic activated cell sorting, MACS) der Firma Miltenyi
Biotech beruht im Allgemeinen auf der spezifischen Antikorper-Antigen-Bindung (Miltenyi et
al. 1990). Hierzu werden kleine magnetische Partikel an einen bestimmten Antikérpertyp
gekoppelt, welcher Antigenstrukturen auf den Oberflichen der Zielzellen erkennt. Somit gehen
magnetisch markierte Antikdrper nur Bindungen mit den Zellen ein, welche die erforderlichen
Oberflachenstrukturen bzw. die entsprechenden Antigene aufweisen. Wird nun die Zelllosung
mit unmarkierten und markierten Zellen iiber eine Sdule gegeben, die einem starken Magnetfeld
ausgesetzt ist, verbleiben nur die magnetisch markierten Zellen in dieser Sdule, wéhrend
ungebundene Zellen die Sdule ungehindert passieren. Sobald dieser Sdule das magnetische Feld
entzogen wird, kann die Fraktion der Zellen, die den Antikdrper gebunden hat, separat gewonnen

werden.

2.3.3  Durchflusszytometrie

2.3.3.1 Prinzip
Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) bietet die Moglichkeit,
anhand der Ermittlung der von Laserstrahlen hervorgerufenen Absorption und Reflexion
Informationen iiber Zellart, Expression von Oberflichenmolekiilen sowie deren intrazelluldre
Zytokinexpression zu gewinnen. Dabei wird eine Zellsuspension durch eine Kapillare gesaugt,
so dass einzelne Zellen perlschnurartig nacheinander gereiht im Sensormodul des
Durchflusszytometers einen Laserstrahl passieren. Aufgrund ihrer heterogenen Struktur

verursachen Zellen unterschiedliche Streuungen des Lichtes, anhand derer man auf die Grof3e
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bzw. das Volumen der Zellen sowie auf ihre Granularitét schlieBen kann. Diese hdngt neben der
GroBe und Struktur des Zellkerns auch von der Menge der intrazelluldr gelagerten Vesikel ab.
Gleichzeitig bietet die Durchflusszytometrie die Moglichkeit, Oberflichenmolekiile (z. B.
Molekiile der CD-Klassifizierung) sowie intrazelluldr vorliegende Zytokine oder Proteine zu
markieren. Die darzustellenden Strukturen werden entweder direkt oder indirekt durch
fluoreszierende Antikdrper markiert, welche durch ihre Lichtemission detektiert werden kdnnen.
Die Intensitit des emittierenden Lichtes ist dabei proportional zur Menge der angeregten
Fluorochrommolekiile und damit proportional zur Expression der durch die Fluorochrome
markierten zelluliren Molekiile. Durch die Verwendung von Filtern und verschiedenfarbigen
Lasern konnen die Emissionsbereiche der verwendeten Fluorochrome unterschieden werden, so
dass mehrere Fluorochrome mit unterschiedlichen Wellenldngenabsorptionsmaxima verwendet

werden konnen.

585/42 780/60
530430 695740

100 488nm

80 A
60
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40 A

20 1

- T T — - - —
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 300 350 900
Wavelength (nm)

Abb. 4:  Mogliche Fluorochrome der Firma BD mit ihren zugehorigen Absorptionsmaxima (BD Fluorescence
Spectrum Viewer)

2.3.3.2 Oberfldchenfdrbung
Fiir die Oberflichenfirbung wurde eine Zellzahl von 1-3x10° Zellen in ein 2-ml-
Eppendorfgefd3 iiberfiihrt, das verbleibende Restvolumen mit FACS-Puffer aufgefiillt und fiir
fiinf Minuten bei 550 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen,
das Zellpellet am Boden des Reaktionsgefdfies in 50 pul FACS-Puffer aufgenommen und anhand

des im Folgenden dargestellten Fiarbeschemas die Oberflichen- sowie die Intrazelluldrfarbung

durchgefiihrt:

Das Gesamtfarbevolumen von 100 pl ergab sich aus folgenden Volumina:
1. 10 pul Zellsuspension + 50 ul FACS-Puffer + 20 pl Block (verdiinnt) + 20 ul 1. Antikdrper (verdiinnt)

2. 10 pul Zellsuspension + 70 ul FACS-Puffer + 20 pl 2. Antikorper (verdiinnt)

Abb.5: FACS-Firbeschema
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Durch Hinzugabe von 20 pl Block, bestehend aus 0,75 pg/ml o-m-Fc-Fragment, wurde
sichergestellt, dass die unspezifischen Antikorper-Bindungsstellen blockiert wurden und nur
zielgerichtete Bindungen erfolgten. Dieser Mix wurde dann bei 4 °C fiir zehn Minuten im
Dunkeln inkubiert. Ohne einen erneuten Waschschritt wurden 20 ul des 1.-Antikdrper-Mix
hinzugegeben und wieder fiir zehn Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Falls die Farbung mit
einem 2. Antikdrper erforderlich war, wurde der Mix mit FACS-Puffer aufgefiillt, zentrifugiert,
in 70 pl FACS-Puffer aufgenommen und 20 pl des Sekundérantikdrpermix hinzugegeben,
inkubiert und gewaschen, um dann in 300 pl Puffer aufgenommen zu werden. Bei den
verwendeten Fluorophoren wurden unterschiedliche Konzentrationen verwendet, wobei

vorwiegend eine 1:200- oder 1:400-Verdiinnung zum Einsatz kam.

2.3.3.3  Intrazelluldirfirbung
Die normale Zytokinproduktion der Zellen ist je nach Aktivierungsgrad der Zelle unterschiedlich
und unter Umstédnden schwer zu messen. Um eine ausreichende Konzentration an intrazelluldren
Zytokinen zu erhalten, wurde ein Stimulus mit den Endkonzentrationen Anti CD3 3 ug/ml/Anti-
CD28 2,5 ug/ml mit sterilem PBS angesetzt, auf einer 48- oder 96-Lochplatte ausplattiert und im
Kiihlschrank iiber Nacht aufbewahrt. Dieser Stimulus regt die Zellen zur Zytokinproduktion an
und bewirkt somit ein erhdhtes Zytokinaufkommen im Zellinnern. Am kommenden Morgen
wurden dann sowohl 2—3x 10° Zellen in eine Vertiefung mit Stimulus als auch in eine
Vertiefung ohne Stimulus geben und anschlieBend fiir vier Stunden inkubiert. Nach Ablauf von
zwei Stunden wurde in jede Vertiefung mit Zellen 50 ul eines Brefeldin-A-Mixes hinzugegeben.
Dieser enthielt 1 ul Brefeldin A, welches in 50 ul sterilem PBS verdiinnt worden war. Brefeldin
A blockiert den intrazelluldren Transport vom Golgi-Apparat zur Zellmembran und fiihrt so zu
einer Anreicherung der sonst sezernierten Zytokine im Zellinnern. Im Anschluss an die
Inkubation wurden die Zellen in 1,5-ml-Eppendorfgefde iiberfiihrt, eine Oberflachenfiarbung
durchgefiihrt und abschlieBend mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Um die Durchldssigkeit der
Zellen fiir die anschlieBende Intrazellulirfirbung zu erhalten, wurden die Zellen in
Saponinldsung gewaschen, welches die Zellmembran permeabilisiert. Zur Aufrechterhaltung der
Permeabilitit wihrend der weiteren Farbeschritte wurden alle folgenden Firbeschritte ebenso in
Saponinpuffer durchgefiihrt. Um eine Bindung der Antikorper an unspezifische Antigene zu
unterbinden, war eine erneute Blockierung mit 0,75 pg/ml a-m-Fc-Rezeptor notwendig. Daran

anschlieBend wurden die gewiinschten Farbeschritte identisch zur Oberflachenfiarbung
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durchgefiihrt. Die Inkubation wéhrend der Firbeschritte wurde hier jedoch fiir insgesamt 20
Minuten durchgefiihrt.

2.3.3.4 Lebend-Tod-Firbung durch Propidiumjodid
Zu Zwecken der Differenzierung zwischen vitalen und toten Zellen wurde die Lebend-Tod-
Féarbung durch Propidiumjodid durchgefiihrt. Im Gegensatz zu lebenden Zellen, welche eine
intakte Zellmembran aufweisen, besitzen zu Grunde gegangene Zellen keine Barriere mehr
gegen zum Beispiel kationische Farbstoffe wie Propidiumjodid (PI) oder Trypanblau und sind
fiir diese durchlédssig. Im Rahmen des Zellunterganges wird die Zellmembran so stark zerstort,
dass PI passieren kann und an doppelstringigen Strukturen wie DNA und rRNA bindet.
Entscheidend ist hierbei die kurze Anfarbedauer, in der PI sich in toten Zellen anzureichern
beginnt. So kann im Durchflusszytometer eine Differenzierung zwischen vitalen und toten
Zellen erreicht werden. PI absorbiert Energie des Lichtes der Wellenlinge 488 nm des

Argonlasers.

2.3.3.5 FACS-Auswertung

Bei der Auswertung der FACS-Daten wurde das Durchflusszytometeranalyseprogramm FlowJo
der Firma Tree Star Inc. verwendet. Je nach Fragestellung wurden die Zielzellen aus dem
gesamten Zellpool durch sog. gating anhand der Oberflaichenmolekiilexpression selektiert und
ausgewdhlt betrachtet, um zum Beispiel Aussagen zum prozentualen Anteil an der
Gesamtzellpopulation, der absoluten Zellzahl oder der Expressionsbreite bestimmter Molekiile

innerhalb der Gruppe treffen zu konnen.

2.3.4  Generierung der Chimiren

2.3.4.1 CDIIc-DTR-GFP
Um langfristige Versuche an DZ-depletierten Méiusen durchfiihren zu kénnen, wurden CD11c-
DTR-GFP-Chiméren generiert (Jung et al. 2002; Bar-On and Jung 2010). Empfangertiere mit
dem C57BL/6J-Hintergrund wurden zweifach fiir jeweils fiinf Minuten mit einer subletalen
Strahlendosis von 10.50 Gray bestrahlt, um nach Ablauf von sechs bis acht Stunden Ruhezeit
iber einen Zelltransfer Knochenmarkzellen von entsprechenden Spendertieren (1. CD11c-DTR
und 2. C57BL/6J (Wildtypkontrolle)) zu erhalten. Das hierfiir verwendete Priparationsbesteck
wurde fiir flinf Minuten im kochenden Wasser sterilisiert und in Alkohollosung wihrend der
Praparation autbewahrt. Die Versuchstiere wurden durch zervikale Dislokation getdtet, mit

Ethanol desinfiziert und auf einer Unterlage fixiert. Anschlielend wurde das Bauchfell durch
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einen medianen Schnitt erdffnet und durch zwei weitere Schnitte — ausgehend von der
Inguinalregion bis hin zur Pfote — die Haut iiber den Hinterbeinen freigelegt. Dabei wurde mit
besonderer Sorgfalt die Penetration der Bauchhohle vermieden, um das Risiko -einer
Kontamination zu minimieren. Das gesamte Fell der Beinregion von Hiifte bis Pfote wurde
entfernt, der Femurkopf an der Articulatio coxae luxiert und durch Durchtrennung der
Hiiftmuskulatur aus der Hiiftpfanne geldst. Nach der gelenknahen Abtrennung der Pfoten folgte
die Uberfiihrung der Hinterbeine in eine frische Petrischale unter der sterilen Arbeitsbank. Fiir
die folgenden Schritte wurde frisch sterilisiertes Praparationsbesteck verwendet.

Die Muskulatur wurde vollstindig vom Knochen entfernt und der Femur an der Articulatio
genus von der Tibia getrennt. Die Femur- bzw. Tibiaknochen wurden fiir die ndchsten Schritte in
frische Petrischalen {iiberfiihrt. Die Knochenmarkshohlen der einzelnen Knochen wurden
metaphysennah eréffnet und mit PBS-Ldsung aus einer 5-ml-Spritze durchspiilt. Dieser Schritt
wurde so hdufig wiederholt, bis sich die Rotfirbung des Knochenmarkraumes authellte und
keine weiteren roten Partikel mehr ausgespiilt werden konnten. Die Petrischale wurde mit kaltem
MACS-Puffer ausgespiilt, die Knochenmarkszellen resuspendiert und in ein 50-ml-
Falconrdhrchen iiberfiihrt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das
Zellpellet aufgelockert, das Falconrdohrchen abermals mit 50 ml MACS-Puffer aufgefiillt, erneut
zentrifugiert (im Folgenden als ,,waschen* bezeichnet) und die Zellen gezahlt. Hierzu wurde das
Pellet je nach erwarteter Zellzahl in 10 -30 ml MACS-Puffer aufgenommen, 10 pl der
Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau gemischt (im Verhdltnis 1:10) und auf eine
Neubauerzdhlkammer aufgetragen. Unter dem Lichtmikroskop konnten dann nur die lebenden
Zellen, also Zellen, welche kein Trypanblau aufgenommen hatten, in 16 Feldern eines Quadrats
ausgezéhlt werden (n).

Zur Berechnung der Gesamtzellzahl wurde die gezédhlte Zellzahl mit dem Verdiinnungsfaktor,
dem Volumen, in dem sich die Zellsuspension befand, sowie dem Kammerfaktor 10*
multipliziert (Gesamtzahl = n x Verdiinnungsfaktor x Volumen x 10%).

Die Zellen, die wihrend der Spiilung der Knochenmarkshohle gewonnen werden konnten, sind
Teil der Entwicklungsreihen der Erythropoese, Granulopoese, Lymphopoese, Thrombozytopoese
und Monozytopoese. Die Verwendung des MACS-Zellsortierungssystems der Firma Miltenyi
Biotech ermdglicht dabei eine Separation der unterschiedlichen Zelltypen voneinander. In
diesem Fall wurde eine CD90.2-Depletion durchgefiihrt, um eine sogenannte grafi-versus-host-

Krankheit (Transplantat-Wirt-Reaktion) zu unterbinden. Das Oberfldchenantigen CD90.2 wird
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auf Thymozyten, peripheren T-Zellen und zu geringem Teil auch auf frithen hdmatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark exprimiert.

Die Zellen wurden nach dem Zéhlen in eiskaltem MACS-Puffer aufgenommen und gewaschen.
AnschlieBend wurde das Zellpellet in 90 pul MACS-Puffer pro 10’ Zellen aufgenommen und 10
1l CD90.2 Mikropartikel pro 10’ Zellen hinzugegeben. Diese Losung wurde 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Falconrdhrchen mit MACS-Puffer auf 50 ml
aufgefiillt und gewaschen. Zur Vorbereitung wurden die Sdulen mit jeweils 3 ml Puffer
dquilibriert. Das Zellpellet wurde mit 500 ul Puffer pro 10° Zellen resuspendiert und
anschlieBend wurden bis zu maximal 300 x 10° Zellen iiber eine Siule gegeben. Der Durchfluss
wurde in 15 ml auf Eis gelagerten Falconrohrchen aufgefangen und mit Puffer gewaschen. Die
Zellen, welche den magnetischen Antikdrper gebunden hatten, wurden verworfen. Es folgten ein
Zellzéhlschritt und abermaliges Waschen mit Mausmedium. Die Zellen wurden dann in
Mausmedium aufgenommen und bis zum Zeitpunkt des Zelltransfers bei 4 °C aufbewahrt.

Pro Empfingertier wurde ein Volumen von 150 pl, welches zwischen 12 — 20 x 10° Zellen der
Spendertiere enthielt, intravends in eine der drei Schwanzvenen der Maus injiziert. Nach dem
Zelltransfer wurden die Tiere in frisch desinfizierten Makrolonkéfigen untergebracht, welche
zuvor mit autoklaviertem Streu ausgelegt worden waren. Von diesem Zeitpunkt an bekamen die
Mause iiber einen Zeitraum von mindestens vier Wochen mit 0,01 % Enrofloxacin (Baytril®)
versetztes Trinkwasser. Nach Ablauf von insgesamt sieben Wochen wurden die Tiere in die

verschiedenen Versuche eingefiihrt.

2.3.4.2 CD80/86" - und MHC IT"-Knockout-Chimdiren
Zur Generierung der Knockout (K.o., '/')—Chiméiren wurden die Zellen aus den Hinterldufen der
Mausgruppen a) MHC-II"" sowie der Gruppe b) CD80/86™, wie unter 2.3.4.1 beschrieben,
gewonnen und durch das MACS-Verfahren isoliert. Hier bekamen die Empfangertiere 50 %
CDI11c-DTR-GFP-Zellen sowie a) 50 % der isolierten MHC II"-Zellen oder b) 50 % der
isolierten CD80/86™-Zellen. Die totale Zellzahl entsprach der, die bei den reinen CD11c-DTR-
GFP-Chimiren transferiert wurde (12-20 x 10°).

2.3.4.3 Wildtyp-Kontrolle

Um eventuell auftretende artifizielle Alterationen durch die DTx-Applikation leichter zu
detektieren, wurden zusidtzlich Wildtyp (WT)-Chiméren generiert. Hierzu wurde das

Knochenmark normaler C57BL/6-Tiere nach dem unter 2.3.4.1 beschriebenen Verfahren isoliert
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und in Tiere gleichen Hintergrundes transferiert. Auch hier lag die Zellzahl zwischen 12 —

20 x 10° Zellen.

2.3.5 Verfahren zur Zellgewinnung

2.3.5.1 Antigenprdsentierende Zellen aus der Milz

Die durch zervikale Dislokation getdteten Méuse wurden mit Ethanol desinfiziert, auf einer
Unterlage fixiert und im Anschluss mittels eines medianen Langsschnittes am Bauchfell das
Peritoneum freigelegt. Durch einen diagonalen Schnitt — ausgehend von der Sternumspitze
entlang dem Rippenbogen — wurde die Bauchhohle erdffnet, die Milz freiprépariert, entnommen
und in 15 ml Waschmedium aufbewabhrt.

Die im weiteren Verlauf durchgefiihrten Arbeiten wurden unter der sterilen Arbeitsbank und bei
4 °C durchgefiihrt. Um die Zellen aus dem Milzgewebe gewinnen zu koénnen, wurde mit Hilfe
der Riickseite eines Spritzenstempels die Milz durch ein 100 pm-maschiges Nylonsieb gerieben.
Die dadurch entstandene Einzelzellsuspension wurde in 50 ml Medium aufgenommen, bei 550 g
fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das entstandene Zellpellet
resuspendiert (im Folgenden als Waschschritt bezeichnet). Um eine reine Leukozytensuspension
zu generieren, wurde das Zellpellet in 10 ml hypoosmolarem Lysispuffer resuspendiert, mit 5 ml
Waschmedium aufgefiillt und umgehend zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und abermals ein Waschgang durchgefiihrt. Aufgrund der geringeren osmolaren
Stabilitit der Erythrozyten im Vergleich zu Leukozyten werden die roten Blutkorperchen
zerstort, wihrend weille Blutkorperchen intakt bleiben. Nach dem Zéhlen der Zellen wurden

diese in MACS-Puffer gewaschen und eine CD90.2-MACS-Sortierung durchgefiihrt (vgl. 2.3.4).

2.3.5.2 Antigenprdsentierende Zellen aus den Lymphknoten
Je nach Fragestellung wurden Lymphknoten aus den verschiedenen Regionen (inguinal,
mesenterial und/oder axial) freipripariert und entnommen. Mit Ausnahme der
vernachlédssigbaren Zelllyse unterschied sich der weitere Ablauf der Zellgewinnung aus den
Lymphknoten gegeniiber dem bei der Milz nicht. Sowohl bei der Gewinnung der APZ aus der
Milz als auch aus den Lymphknoten wurden die Tiere, deren APZ spiter in In-vitro-
Experimenten Verwendung fanden, in Gruppen (PBS-Vehikel vs. DTx-Vehikel) eingeteilt. Den
Tieren der DTx-Gruppe wurde 18 Stunden vor Entnahme der jeweiligen Organe 360 ng DTx
(gelost in 200 ul PBS) intraperitoneal appliziert. Mause der PBS-Gruppe hingegen bekamen das

gleiche Volumen an reiner PBS-Ldsung injiziert. Nach Isolierung der antigenprisentierenden
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Zellen folgte eine Bestrahlung mit insgesamt 30 Gray. Diese Bestrahlung hat zur Folge, dass die

Zellteilung der kultivierten Zellen nicht mehr vollzogen wird.

2.3.5.3 Naive T-Zell-Sortierung
Die Arbeitsschritte zur Gewinnung naiver T-Zellen erfolgten bis zum Punkt der MACS-
Sortierung nach dem gleichen Schema, welches auch zur Gewinnung der APZ eingesetzt wurde.
Hierbei wurden Milz und/oder Lymphknoten verwendet. An Stelle der CD90.2-Sortierung findet
jedoch bei der Gewinnung von naiven T-Zellen eine CD4'-T-Zell-Sortierung statt. Dieses
Verfahren fiihrt zu einer sog. negativen Selektion durch Depletion aller nicht CD4'-Zellen,
welche durch die Bindung magnetischer Antikorper in der magnetischen Séule verbleiben.
Hierzu werden die Zellen in einem Volumen von 40 ul MACS-Puffer pro 10’ Zellen
aufgenommen und 10 ul Biotin-Antikorper-Cocktail pro 107 Zellen hinzugefiigt. Dieser Cocktail
beinhaltet Biotin-konjugierte monoklonale Antikérper gegen CD8a, CD11b, CD45R, DXS5 und
Ter-119. Nachdem durch leichtes Schwenken der Losung eine gute Durchmischung
sichergestellt worden war, wurden die Zellen fiir 10 Minuten im Kiihlschrank inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurden 30 ul Puffer sowie 20 ul der Anti-Biotin-Mikropartikel pro 10’ Zellen
hinzugegeben. Wieder wurde die Losung geschwenkt und dann fiir 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Die weiteren Schritte zur Trennung der Zellen mit und ohne Antikorperbindung
erfolgten wie unter Punkt 2.3.3 beschrieben. Auch hier befanden sich die Zielzellen, welche
keinen Antikdrper gebunden hatten, in der Zellsuspension, die ungehindert die magnetische
Sédule passieren konnte. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet Zellzahl-unabhingig in 960 ul
MACS-Puffer gelost, 40 ul CD62L Mikropartikel hinzugegeben und fiir 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Das L-Selectin-Oberflichenmolekiil (CD62L) wird v.a. von naiven T-Zellen
exprimiert (Hengel et al. 2003). Nach abgeschlossener Inkubation wurde das Falconréhrchen mit
MACS-Puffer aufgefiillt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das
Zellpellet in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen und iiber eine Siule gegeben. Um die CD62L"-
der CD4"-T-Zellen, welche sich nun in der Siaule befanden, zu erhalten, wurden 2 x 5 ml MACS-
Puffer durch die Sdule gepresst und in einem 15-ml-Falconr6hrchen aufgefangen. Es folgte ein
weiterer Zihlschritt sowie die Uberpriifung des Reinheitsgehaltes per FACS-Farbung (vgl.
2.3.3.2). Bestand eine Reinheit von mehr als 97 %, wurde mit den Zellen weiterverfahren. Traf

dies nicht zu, wurde die Zellsuspension iiber eine weitere Siule gegeben.
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2.3.5.4 ZNS-Verdau

Um Verunreinigung mit Erythrozyten bei der Gewinnung von Lymphozyten aus dem ZNS zu
vermeiden, wurde die Blutbahn der Tiere mit PBS ausgespiilt. Zu diesem Zweck wurde den
Tieren gewichtsbezogen eine todliche Narkoselosung (sog. Killernarkose) injiziert. Sobald das
Tier keine Schmerzreflexe mehr zeigte, wurde es mit Ethanol bespriiht, auf einer Unterlage
fixiert und mit Hilfe einer desinfizierten Schere ein medianer Bauchschnitt vollzogen, welcher
die Bauchhohle eroffnete. Weitere Schnitte an Rippenbogen und Zwerchfell ermdglichten den
Zugang zur Thoraxhohle und das Herz konnte freiprépariert werden. Anschlieend wurde eine
Spritzenkaniile in den linken Ventrikel eingefiihrt und mit einer Klemme fixiert. An diese Nadel
war ein Pumpsystem angeschlossen, welches mit einer konstanten Geschwindigkeit von 35
Umdrehungen pro Minute (U/min) ein Fliissigkeitsvolumen von 15 ml pumpte. Es folgten die
Eroffnung des rechten Vorhofs und die Spiilung des gesamten Korperkreislaufes mit 20 ml PBS-
Losung. Als Kontrolle einer erfolgreichen Perfusion diente die Entfarbung der Leber, die sich
visuell gut darstellen lieB. Nach Abschluss der Perfusion folgte sowohl das Freipriparieren der
Zielstrukturen als auch die Eréffnung von Schéddelhohle und Wirbelkdrperkanal. Danach fand
die Entnahme von Riickenmark und Gehirn mit Uberfiihrung in 5 ml IMDM, vorliegend in 15-
ml-Falconrdhrchen, und die abermalige Uberfiihrung der Strukturen in Petrischalen statt, wo sie
mit einem Skalpell zerkleinert wurden. Die Gewebspartikel wurden dann in 5 ml IMDM in 15-
ml-Falconréhrchen iiberfithrt und fiir fiinf Minuten im Wasserbad bei 37 °C vorgewédrmt. Im
Anschluss daran wurden 50 pl Kollagenase (5 mg/50 pl, 363 U/mg), 50 ul DNase (1000 U/50
ul) sowie 50 pl Kollagenase/Dispase (1 mg/ml) hinzugeben. Um optimale Bedingungen fiir die
Enzymaktivitit zu gewihrleisten, wurden die Rohrchen in einem zuvor desinfizierten Rotator fiir
25 Minuten auf hochster Stufe im Inkubator untergebracht. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Suspension durch ein Nylonsieb gerieben, mit frischem IMDM-Medium gewaschen, in 50-ml-
Falconr6hrchen tiberfiihrt und bei 550 g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. In 15-ml-Falconréhrchen
wurden 5 ml einer 70 % Percollldsung vorgelegt, wihrend die gewaschenen Zellen in einer 40 %
Percolllésung aufgenommen wurden. Danach folgte die vorsichtige Uberschichtung der 70 %
Percolllosung mit der 40 % Percolllosung. Die R6hrchen wurden nun fiir 30 Minuten bei 700 g
ohne Bremse zentrifugiert. Die Lymphozyten, die sich aufgrund ihrer GroBe im
Dichtegradienten in der Interphase wiederfinden, wurden abpipettiert, in Waschmedium
gewaschen, gezdhlt und dann in Mausmedium aufgenommen. AnschlieBend folgte die zuvor

beschriebene Stimulation der Zellen sowie Oberflachen- und Intrazelluldrfarbungen.
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2.3.5.5 Milz-Verdau

Der Milzverdau mit Kollagenase ermoglichte es, die dendritischen Zellen aus der
Extrazelluldrmatrix zu ldsen. Hierzu wurde den Tieren vor einer PBS-Spiilung der Gefdle (s. 0.)
die Milz entfernt, in ein 15-ml-Falconréhrchen mit 5 ml IMDM-Medium iberfithrt und fiir
einige Minuten im Wasserbad erwdrmt, um eine optimale Wirkungstemperatur des Enzyms zu
gewdhrleisten. Milz und Medium wurden anschlieend in eine Petrischale iiberfiihrt und 50 pl
Kollagenase (5 mg/50 pL; 363 U/mg) unter Zuhilfenahme von 1-ml-Insulinspritzen in die Milz
injiziert. Bei korrekter Injektion wurde eine leichte VergroBerung sowie Entfirbung der Milz
sichtbar. Durch mehrmaliges Nachspritzen mit dem IMDM-Medium und der Kollagenase aus
der Petrischale wurde eine bessere Wirkung des Enzyms am Wirkort gewihrleistet. Daran
anschlieBend erfolgte die Zerkleinerung der Milz sowie die Uberfiihrung der Suspension in die
urspriinglichen Rohrchen. Diese wurden dann bei laufendem Rotator im Inkubator fiir 25
Minuten inkubiert. Es schloss sich die oben aufgefiihrte Zellgewinnung mit Hilfe von Lyse und
Sieb an. Auch hier wurde nach erfolgter Isolierung der Zellen eine Stimulation sowie

Oberfldachen- und Intrazelluldrfarbung durchgefiihrt.

2.3.6 Zellkultur

2.3.6.1 Induktion von Thl7-Zellen
Ziel dieser Zellkultur war es, 2d2-spezifische Th17-Zellen zu generieren. Hierzu wurden naive
T-Zellen (vgl. 2.3.5.3) mit zuvor inkubierten APZ, welche mit dem spezifischen MOG 3s.ss)-
Peptid beladen worden waren, im Verhéltnis von 1:5 — 1:10 in Kultur genommen. APZ
wurden mit dem MOGj3s.ss-Peptid in einer Konzentration von 12,5 pg/ml auf einer 24-Lochplatte
ausplattiert und fiir 30 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die naiven T-Zellen mit 3
ng/ml huTGFp, 20 ng/ml IL-23 und 20 ng/ml IL-6 in Lésung genommen und nach Ablauf der
Zeit auf die vorliegenden APZ-Lochplatten pipettiert, wodurch eine Zellsuspension mit 6 x 10°
Zellen auf 2 ml pro Vertiefung entstand. Diese Lochplatten wurden von nun an im Inkubator
gelagert und die Proliferationsfortschritte der Zellkultur regelméBig unter dem Mikroskop
verfolgt. In Abhéngigkeit von dem sich entwickelnden Zellrasen am Boden der Vertiefungen
wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage in frischem Mausmedium neu aufgeteilt. Dabei
wurden 10 ng/mL IL-23 und 50 U IL-2 zugefiigt, wobei versucht wurde, die IL-2-Konzentration
niedrig zu halten. Zwischen Tag vier —sieben erfolgte eine Kontrolle der adédquaten
Zytokinproduktion, um den Differenzierungsprozess der Th17-Linie zu verfolgen (vgl. 2.3.3.3).

An den Tagen 7 und 14 erfolgte die 1. bzw. 2. Restimulation. Hierzu wurden die Zellen der
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Lochplatten geerntet, gewaschen und dann gezihlt. Wieder wurden neue APZ aus Miusemilzen
gewonnen, bestrahlt, mit MOGs;s.ss-Peptid prainkubiert und im Verhéltnis von 3 : 1 — 5 : 1 mit T-
Zellen in Kultur genommen. Den T-Zellen waren zuvor IL-23 (in der oben genannten
Konzentration), 10 ng/ml IL-6 und 0,75 ng/ml TGF-B hinzugegeben worden. Die 2.
Restimulation unterschied sich von der 1. lediglich in ihrer Zytokinkonzentration: Die 10 ng/ml
IL-23-Konzentration wurde beibehalten, wahrend nur 5 ng/ml IL-6 verwendet wurden. TGF-f3
wurde nicht mehr hinzugegeben. Drei Tage nach der 2. Restimulation wurden die Zellen wieder
geerntet, wobei 1 ml der Zellsuspension vorsichtig abgenommen und verworfen wurde, bevor
der restliche Milliliter gut resuspendiert und in ein 50-ml-Falconréhrchen iiberfiihrt wurde. In
dem zuvor abgenommenen Milliliter befanden sich vorwiegend tote Zellen und Zellfragmente,
die bei dem folgenden Zelltransfer gestort hédtten. Um eine hohe Reinheit an lebenden Zellen zu
gewihrleisten, wurde zusédtzlich ein Gradient mit Histopaque durchgefiihrt. Pro Gradient wurde
eine maximale Zellzahl von 100 x 10° Zellen verwendet. Hierzu wurden 5 ml der zuvor auf
Raumtemperatur gebrachten Histopaquelosung in 15-ml-Falconrohrchen iiberfiihrt und
anschlieend mit 5 ml der gewaschenen Th17-Zellsuspension langsam {iiberschichtet. Es folgte
eine bei Raumtemperatur ablaufende 20-miniitige Zentrifugation mit 700 g ohne Abbremsen
nach Ablauf der Zentrifugation, welche einen klar abzugrenzenden Zellring zwischen den beiden
Losungen hervorrief. Dieser Zellring représentierte die lebenden Zellen, wohingegen die toten
Zellen als Zellpellet am Boden des Rohrchens abgesunken waren. Die lebenden Zellen wurden
vorsichtig abpipettiert, in Waschmedium gewaschen und so lange kiihl gelagert, bis sie nach
einem weiteren Waschschritt in PBS in PBS-Medium aufgenommen werden konnten. Bei dem
anschlieBenden Zelltransfer wurde eine maximale Zellzahl von 30 x 10° Zellen in einem

Volumen von 150 ul sterilem PBS pro Empféngertier injiziert (2.3.7.2).

2.3.6.2 Induktion von regulatorischen T-Zellen
T-Zellen und APZ wurden wie zuvor erldutert gewonnen und kokultiviert. Um nun eine FoxP3"-
Treg-Kultur in vitro zu generieren, wurde TGF-f3 in den Konzentrationen 0 ng/ml, 0,3 ng/ml
oder 3 ng/ml den Zellkulturen mit der jeweiligen Zellsuspension hinzugegeben. Zellen wurden
an Tag 3, 6 und 9 geerntet und durch die oben beschriebene Zytokinfiarbung (vgl. 2.3.3.3) die

intrazellulare Zytokinproduktion kontrolliert.

2.3.7 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Um eine EAE in den Versuchstieren hervorzurufen, wurden in dieser Arbeit zwei

unterschiedliche Verfahren angewandt:
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2.3.7.1 Aktive EAE
Den Tieren wurden zu beiden Seiten der Schwanzbasis insgesamt 200 ul des Immunisats
injiziert. Dieses Immunisat beinhaltete pro Maus 150 ug MOGs3s.ssPeptid, welches mit 500 ug
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) in CFA (Volumenanteil 50 %) und PBS (Volumenanteil
25 %) gelost war. Zudem erhielten die Tiere im Anschluss an die Immunisierung sowie 48
Stunden spéter eine intraperitoneale Injektion des Pertussistoxins (200 ng geldst in 200 ul PBS).
In Méusen des Mausstammes C57Bl/6 kommt es in der Regel zwischen 11 bis 15 Tagen nach
Immunisierung mit MOGss.ss zu  einem chronischen, nicht remittierenden, sekundér
progredienten EAE-Krankheitsverlauf, der in einem dhnlichen Ausmaf in spdten Phasen der MS

zu sehen ist. Die klinischen Krankheitszeichen sind dabei von Tier zu Tier dieses Mausstammes

reproduzierbar (Mendel et al. 1995b).

2.3.7.2 Passive EAE

Eine passive EAE wurde durch Ubertragung enzephalitogener T-Zellen ausgeldst, welche zuvor
in einer Kultur durch regelmédBige Restimulation generiert wurden (vgl. 2.3.6.1). Im Anschluss
wurden den Rezipienten ca. 30 x 10° Zellen in 150 ul Zellsuspension in eine der drei
Schwanzvenen injiziert. Auch hier wurde den Tieren zum Zeitpunkt des Zelltransfers sowie 48

Stunden spéter Pertussistoxin intraperitoneal appliziert.

2.3.7.3 DTx-Applikationsschema

Abhédngig vom Versuchsdesign des jeweiligen Experimentes wurden den Tieren 12,5 ng
Diphtherietoxin pro g Korpergewicht in 200 ul PBS in einem 48-Stunden-Intervall
intraperitoneal appliziert, um eine Rekonstituierung des dendritischen Zellpools zu unterbinden.

Dabei wurde zwischen den folgenden Applikationsformen unterschieden:
a) von Beginn (einen Tag vor Immunisierung) bis Ende,

b) von Beginn (einen Tag vor Immunisierung) bis Peak (Krankheitsh6hepunkt wird hier als peak

bezeichnet) sowie

¢) vom Krankheitspeak (ab einem Score von 1,5 — 2) bis zum Ende der EAE

2.3.7.4 Bewertung des Krankheitsgrades
Um den Krankheitsverlauf der Versuchstiere bestimmen zu kénnen, wurden diese tdglich auf
ithre klinischen Symptome hin kontrolliert (sog. Scoren) und wie folgt numerologisch bewertet.

Die hier fiir die klassische EAE verwendete Bewertungsskala steht im Einklang mit zuvor
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publizierten Skalen (Ruddle et al. 1990; Kassiotis et al. 1999) und wurde, um genauere
Krankheitsstadien voneinander zu unterscheiden, durch Unterpunkten erweitert (Stromnes and

Goverman 2006a).

Die Bewertung atypischer Tiere wurde in Anlehnung an das Protokoll von Stromnes et al. wie

folgt durchgefiihrt (Stromnes and Goverman 2006b).

Tab.2:  Klinische Bewertung des Krankheitsgrades von Mausen mit Zeichen einer klassischen EAE

0 Keine detektierbaren Zeichen einer EAE

0,5 Parese des Mausschwanzes
1 Komplette Paralyse des Mausschwanzes

1,5 Komplette Paralyse des Mausschwanzes sowie eingeschriankter Drehreflex
2 Parese der Hinterldufe

2,5 Einseitige Paralyse eines Hinterlaufes
3 Vollstindige Paralyse der Hinterldufe

3,5 Vollstindige Paralyse der Hinterldufe sowie Vorderlaufparese *
4 Vollstindige Paralyse der Hinter- wie auch Vorderldufe

4,5 Moribund
5 Tod

Tab. 3:  Klinische Bewertung des Krankheitsgrades von Mausen mit Zeichen einer atypischen EAE

Komplette Paralyse des Mausschwanzes, gekriimmtes Erscheinungsbild

Ataxie, ungepflegtes Fell

Schiefe Kopfposition, hypersensitives Verhalten, spastische Bewegungsabliufe

Massive propriozeptive Einschrinkungen®

N[N

Moribund/Tod

* Zusatz: Mduse, welche einen Krankheitsgrad von 3,5 oder hoher aufwiesen, wurden aus dem Experiment
entfernt und unter Beriicksichtigung des Tierschutzes getotet

2.3.8 Wirksamkeit des transgenen CD11c-DTR-Modells

Um den depletierenden Effekt des Diphtherietoxins auf dendritische Zellen in den generierten
transgenen Chimiren zu iiberpriifen, wurden am 9., 15. und 22. Tag stichprobenartig die Milzen
einiger Versuchstiere entnommen, Zellen isoliert und diese einer FACS-Analyse unterzogen.
Hierbei wurde sowohl die CD11c-Expression als auch die GFP-Emission der Zellen kontrolliert.
Dabei konnte an den Testtagen ein depletierender Effekt des DTx auf CD11c'GFP'-Zellen der
Splenozyten detektiert werden, wihrend Tiere mit der PBS-Behandlung keinen Effekt zeigten.
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PBS DTX

day 9

day 15

day 22

CD11c GFP _

Abb. 6*: Tiere, die die DTx-Applikation einen Tag vor Immunisierung erhielten, wiesen wihrend der gesamten
Zeit des Versuches vernachlissigbare Werte an CD11c GFP'-Zellen auf (Tag 9 = 0,028, Tag 15 = 0,024 sowie Tag
22= 0,086). In Tieren mit PBS-Behandlung hingegen konnten an allen drei Tagen CDI1lc GFP'-Zellen
nachgewiesen werden (Tag 9 = 0,94, Tag 15 = 2,22, Tag 22 = 2,35) (*mit freundlicher Genehmigung von J. Werr).

Zusiétzlich wurde der Effekt der DTx-Behandlung auf die Zellpopulation im Gehirn der
Versuchstiere Uberpriift. Hierzu wurden am 15. Tag nach Immunisierung zusétzliche FACS-
Analysen an Zellen von Gehirnen behandelter Versuchstiere durchgefiihrt. Auch hier wiesen
Tiere der PBS-Gruppe anniihernd 5 % CD11c GFP'-Zellen an der Gesamtzellzahl auf, wiihrend
Tiere der DTx-Gruppe unter 1% blieben. Neben den CD11c-DTR-Chiméiren wurden zur
Kontrolle auch C57BL/6-Chimédren verwendet, um etwaige Alterationen des Chimédrenmodells

sowie der DTx-Applikation ausschlieen zu kdnnen.

8-
74 23 cD11c-DTR- C57BLI6 PBS

o B CD11¢c-DTR— C57BL/6 DTX
54 Il C57BL/6— C57BL/6 DTX

4
2.0
1.59
1.09
0.5
0.0

% CD11c* GFP*

Milz Tag 9 Milz Tag 15 Gehirn Tag 15

Abb. 7*: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils sowie SEM der CDIlc'GFP'-Zellen an der
Gesamtzellpopulation in der Milz an Tag 9 und 15 sowie im Gehirn an Tag 15 der Gruppen CD11¢c-DTR DTx-,
CDI11¢c-DTR PBS-Tiere und C57BL/6 DTx-Wildtyp-Kontrolle (n= 6 Tiere pro Gruppe) (*mit freundlicher

Genehmigung von J. Werr).
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Um den in anderen Publikationen beschriebenen Effekt der Depletion durch DTx an
CD11¢'CD11b"- und CD11¢"CD8"-Zellen zu iiberpriifen (Sapoznikov et al. 2007), wurden in
behandelten Tieren FACS-Analysen durchgefiihrt. Hier zeigte sich die Wirksamkeit der
Depletion neben CD11c"-dendritischen Zellen sowohl bei CD11¢"CD11b"-Zellen als auch bei
CD11c'CD8"-Zellen.

PBS DTX

Abb. 8%: Zellpopulationen (CD11¢'CD11b" sowie CD11¢'CD8") der PBS-Tiere sind klar erkennbar; DTx-

behandelte Tiere hingegen wiesen diese Zellpopulation nicht auf (*mit freundlicher Genehmigung von J. Werr).

24 Histologie

2.4.1 Generierung von Gewebeschnitten
Mause, die fiir histologische Zwecke verwendet werden sollten, wurden nach dem beschriebenen
Verfahren mit PBS perfundiert und anschlieend 120 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA) durch den
groBBen Korperkreislauf gespiilt (vgl. 2.3.5.4). Nachfolgend wurde der Kopf vom Rumpf getrennt
und die Schéddelhohle mit zwei temporalen Schnitten durch das Os occipitale und Os parietale,
beginnend am Foramen magnum, erdffnet und vorsichtig das Gehirn entnommen. Am Rumpf
wurde dorsal das Fell entfernt und die Muskelfaszie iiber der Wirbelsdule eroffnet. Seitlich
wurden die Arcus vertebrae beidseits iliber die gesamte Wirbelsdulenldnge erdffnet, das
Riickenmark freipriapariert und entnommen. Die entnommenen Organe wurden fiir 24 Stunden in
4% PFA im Kiihlschrank gelagert. AnschlieBend wurden die Prédparate eine Stunde im
flieBenden Wasser gespiilt und iiber Nacht in PBS eingelegt. An den folgenden Tagen wurden
die Organe mittels aufsteigender Glukosereihe (15—30 %) entwéssert. Darauf folgte die

Einbettung der Organe in Einfriermedium (,, Tissue-Tek ) sowie die langsame Schockgefrierung
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in fliissigem Stickstoff. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Organe bei -80°C im
Tiefkiihlschrank gelagert. Vor einer anstehenden Férbung der Organe wurden im
Schnellschnittkryostat Gewebeschnitte mit einer Schichtdicke von 10 pum hergestellt, durch
Adhisionskraft auf Glasobjekttriger iibertragen und fiir mindestens zwei Stunden luftgetrocknet.
Anschliefend folgte entweder die Farbung der Gewebeschnitte oder die Lagerung im

Tiefkihlschrank.

2.4.2 Férbungen

2.4.2.1 Hdmatoxylin-Eosin-Fdarbung
Zur besseren Differenzierung der verschiedenen Gewebestrukturen im mikroskopischen Bild
wurde die Hé&matoxylin-Eosin (HE)-Farbung durchgefiihrt. Aufgrund seiner chemischen
Eigenschaften fiarbt das Hématoxylin/Hdmalaun (basischer Hidmateinlack) alle sauren,
basophilen Strukturen blau, was vor allem Zellkerne mit der darin enthaltenen
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und das raue endoplasmatische Retikulum (rER) betrifft. Das
Eosin ist ein synthetischer saurer Farbstoff, der alle azidophilen/basischen (eosinophilen)
Strukturen rot farbt. Dies betrifft in erster Linie Zellplasmaproteine. Nachdem die Objekttriager
mit den gefrorenen Gewebeschnitten 30 Minuten lang luftgetrocknet worden waren, folgte eine
10-miniitige Inkubation in eiskaltem Methanol. Daran schlossen sich ein Waschschritt in
destilliertem Wasser, ein 10-miniitiger Férbeschritt in Himatoxylin sowie ein erneuter
Waschschritt fiir zwei Minuten an. Nachdem die Objekttrdger in einer Losung aus 1-prozentiger
Salzsdure (HCL) und 70-prozentigem Ethanol eingetaucht worden waren, folgten ein erneuter
Waschschritt bei laufendem Leitungswasser und eine 0,5- bis 1-miniitige Eosinfdrbung. In der
Folge wurde der Waschschritt unter flieBendem Leitungswasser wiederholt und eine Spiilreihe in
aufsteigender Ethanolkonzentration (70 %, 96 % und 99 %) durchgefiihrt. AbschlieBend wurden
die Objekttriger in Xylol (Dimethylbenzene) getaucht und die Eindeckelung mit sog.
Eindeckelldsung (,, Neo-Mount ‘) durchgefiihrt.

2.4.2.2 Luxol Fast Blue
Die Luxol-Fast-Blue-Fiarbung dient der Charakterisierung von Myelin unter dem
Lichtmikroskop. Dabei weist das Luxol eine spezifische Affinitit zu dem Lipoprotein
Neurokeratin des Myelins auf, das die Markscheide in einem starken Blau erscheinen ldsst. Die
dquilibrierten Gewebe/Objekttrager wurden fiir drei Stunden in der vorgefertigten Luxol-Fast-
Blue-Losung bei konstanten 60 °C erwdrmt. Daran anschlieBend folgte eine kurze Spiilung in

95 % Ethanol sowie in destilliertem Wasser. Nach abschlieBender Fixierung in einer 0,05 %
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Lithium-Karbonat-Losung fiir fiinf Sekunden wurde durch vorsichtiges Schwenken in 70 %
Ethanol eine leichte Entfiarbung erzielt, welche durch Eintauchen der Objekttriger in aqua
bidestillata (aquabidest., 2-fach destilliertes Wasser) unterbrochen werden konnte. Diese
Schritte, beginnend mit der Fixierung in Lithium bis zur Entfirbung, wurden so lange
ausgefiihrt, bis sich ein eindeutiger Kontrast zwischen der blau erscheinenden Substantia alba
und der farblos bis violett erscheinenden Substantia grisea einstellte. Im Anschluss fand eine 1-
miniitige Gegenfarbung mit Hamatoxylin statt sowie ein weiterer Waschschritt unter flieBendem
Leitungswasser und aquabidest. Auch hier wurden abschlieBend die oben beschriebene
aufsteigende Ethanolreihe und das Eindeckeln mit Eindeckellosung durchgefiihrt. Die gefarbten
Gewebeschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop auf Zeichen der Zellinfiltration und
Demyelinisierung untersucht. Fotografische Aufnahmen wurden im Anschluss daran bei
Verwendung verschiedener VergroBerungen an einem Olympus Forschungsmikroskop BX51 mit

Hilfe der MagnaFire-Software angefertigt.

2.5 Statistische Datenanalyse

Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse der unterschiedlichen Versuche wurden durch die
Verwendung sich wiederholender, vergleichbar durchgefiihrter statistischer Analyseverfahren
generiert. Der Einfachheit halber wird von einer genauen Beschreibung der statistischen
Auswertung jedes einzelnen Versuches abgesehen und stattdessen werden die Prinzipien im
Allgemeinen erldutert.

Die Skala, die zur Bewertung der Krankheitsgrade in der EAE angewendet wird, ist eine
Ordinalskala und weist demnach keine Gauf3’sche Normalverteilung auf. Adéquate statistische
Analyseverfahren sind folglich parameterfreie statistische Tests. Es kann zwar eine Aufstellung
der Rangordnung mit Informationen iiber die Reihung bzw. Ordnung der Variablenwerte
vorgenommen sowie der Median bestimmt werden, eine Aussage liber die Abstdnde zwischen
den Krankheitswerten ist jedoch nicht moglich, so dass theoretisch kein Durchschnittswert
errechnet werden kann.

In dieser Arbeit werden fiir die Rangwerte der EAE dennoch ,,Durchschnittswerte* — wie fiir den
mittleren maximalen Krankheitswert — angegeben. Es handelt sich hierbei jedoch nicht um einen
Durchschnitt im Sinne des arithmetischen Mittels. Vielmehr dient die Wiedergabe dieser Werte
in der Durchschnittsanzeige bei Gruppenvergleichen innerhalb der ordinalen EAE-Skala dem

Versuch, einen Differenzierungstrend sichtbar zu machen.
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Um den Krankheitsverlauf der verschiedenen Gruppen in der EAE zu verdeutlichen, wurden die
Mittelwerte sowie der Mittelwert des Standardfehlers der EAE-Scores (y-Achse) der Tiere
innerhalb einer Gruppe gebildet und iiber den Zeitraum (x-Achse) des Versuches im Vergleich
zueinander abgebildet. Im Rahmen der Varianzanalyse wurden die Mediane der Gruppen iiber
den Zeitraum entweder im Mann-Whitney-U-Test (bei dem Vergleich zweier Gruppen an einem
Tag miteinander) oder im Kruskal-Wallis-Test (bei dem Vergleich mehrerer Gruppen an einem
Tag miteinander) verglichen.

Der Mann-Whitney-U-Test ist ein parameterfreies Verfahren, in welchem verglichen wird,
inwieweit sich zwei unabhingige Stichproben hinsichtlich ihrer ordinalskalierten Variablen in
ihrem Erwartungswert unterscheiden. Ahnlich dem Mann-Whitney-U-Test basiert der Kruskal-
Wallis-Test auf der Ordinalskala, ermdglicht jedoch den Vergleich von mehr als zwei Gruppen.
Von einem signifikanten Unterschied wurde ab einem p-Wert von 0,05 und kleiner gesprochen
und im weiteren Verlauf wie folgt abgekiirzt:

p > 0,05 nicht signifikant (ns), p=0,01 —0,05 einfach signifikant *, p=0,001 — 0,01 hoch
signifikant ** und p < 0,001 hochst signifikant ***. P-Werte wurden hierbei bis auf die 3. Stelle
nach dem Komma gerundet.

Die Inzidenzen zweier Gruppen wurden unter Verwendung des Exakten-Tests nach Fisher
(exakter Chi-Quadrat-Test) verglichen. Dieser tiberpriift die Unabhédngigkeit des gemeinsamen
Auftretens zweier Merkmale.

Beim Vergleich des mean max. scores der Gruppen (mittlerer maximaler Krankheitswert)
wurden nur die Scores erkrankter Tiere verwendet, wihrend beim Vergleich des mean scores
(mittlerer Krankheitswert) tiber die Zeit alle Tiere innerhalb dieser Gruppe integriert wurden.
Auch hier kam der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung.

Um die kumulative Krankheitsaktivitit der Tiere innerhalb einer Gruppe im Gruppenvergleich
zu untersuchen, wurde die Fliche unter dem Kurvenverlauf (area under the curve, AUC) der
Tiere einer Gruppe bestimmt und der Mittelwert gebildet. Dieses Verfahren ermdglicht es, eine
Aussage iiber den Unterschied iiber den gesamten Zeitverlauf zu treffen. Im Vergleich der AUC
zweier oder mehr Gruppen wurde der t-Test oder die einfaktorielle Varianzanalysen (ANOVA)
verwendet.

Der t-Test erlaubt die Uberpriifung der Annahmen iiber Erwartungswerte einer oder zweier
Stichproben aus normalverteilter Grundgesamtheit mit unbekannter Standardabweichung. Im
Anschluss daran bietet die ANOVA die Moglichkeit, diese Uberpriifung anhand mehrerer

Gruppen durchzufiihren.
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Bei der Betrachtung der Zeit bis zum Krankheitsausbruch der Tiere (time to disease onset) wurde
der Krankheitsausbruch als ein Score von > 1 gewertet. Hier, wie auch bei der Betrachtung des
Uberlebens der Tiere iiber die Zeit, wurde bei dem Vergleich zweier Gruppen die
Ereigniszeitanalyse (Survival-Analyse) mit dem Log-Rang (Mantel-Cox)-Test durchgefiihrt.

Der Log-Rang-Test stellt das Standardverfahren in der Uberlebenszeitanalyse fiir

Gruppenvergleiche dar und gehort zu den parameterfreien Analyseverfahren.

Um prozentuale Anteile von Zellen bzw. absolute Zellzahlen miteinander zu vergleichen, kam
erneut der t-Test (Betrachtung zweier Gruppen) bzw. die einfaktorielle Varianzanalyse
(Betrachtung mehrerer Gruppen) zur Anwendung. Zur Berechnung des Unterschiedes zwischen
sich verdndernder TGF-B Konzentration in Abhingigkeit zweier unterschiedlicher Gruppen
wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA) eingesetzt. Die 2-way-ANOVA
erlaubt den Vergleich mehrerer Gruppen mit unterschiedlichen Merkmalen (hier variierende

Zytokinkonzentration) untereinander.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Depletion dendritischer Zellen wiahrend der aktiven EAE

Die Rolle der dendritischen Zellen innerhalb antigenprédsentierender Zellen ist einzigartig
hinsichtlich ihrer Fahigkeit des T-Zell-Primings naiver Zellen sowie in der Kreuzprisentation
endozytischer Peptide auf MHC-Klasse-I- und -II-Oberflaichenmolekiilen. DZ sind {iber ihre T-
Zell-Interaktion in der Lage, eine Immunantwort zu initiieren sowie unter bestimmten
Umstidnden zu unterdriicken bzw. abzuschwidchen (Banchereau and Steinman 1998a; Menges
and Rossner et al. 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass der Schweregrad der EAE mit der
Gegenwart sowie mit dem funktionellen Status der dendritischen Zellen korreliert (Greter et al.
2005). Dabei zeigen dendritische Zellen sowohl die Fahigkeit, die Differenzierung in TH17-

Zellen als auch in regulatorische T-Zellen zu unterstiitzen.

Ausgehend von der Arbeitshypothese dieser Arbeit, dass dendritische Zellen — in Abhéngigkeit
des vorliegenden Stadiums der Immunantwort — den Weg der T-Zell-Differenzierung wesentlich
beeinflussen und somit einen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der Immunreaktion
nehmen konnen, stellt sich die Frage, zu welchem Zeitpunkt DZ einen eher protektiven Effekt

auf den Verlauf der EAE zeigen und wann eher einen proinflammatorischen.

3.1.1 Kontinuierliche Depletion DZ wihrend der aktiven EAE

J. Werr untersuchte in seiner Doktorarbeit den Einfluss der DZ auf den Verlauf der aktiven EAE
durch die kontinuierliche Depletion dendritischer Zellen, welche einen Tag vor Immunisierung
mit MOGss.ss-Peptid begonnen wurde (unverdffentlichte Daten aus Voss, Siffrin, Werr et al.).
Werr konnte dabei zeigen, dass im Gegensatz zur Kontrollgruppe durch die kontinuierliche
Depletion dendritischer Zellen eine hdhere Krankheitsinzidenz, ein vorzeitiges Einsetzen der
Krankheitssymptome sowie ein fulminanterer Verlauf hervorgerufen wurden. Werr konnte
zudem demonstrieren, dass die histologisch detektierten Léasionen im ZNS qualitative
Ahnlichkeiten in beiden Gruppen aufwiesen und die fiir die EAE charakteristischen Zeichen der
perivaskuldren Zellinfiltrationen und -akkumulation sowie Demyelinisierung vorlagen.
Interessanterweise konnte durch die FACS-Analysen des ZNS im Hohepunkt des
Krankheitsverlaufes der mit DTx behandelten Tiere eine erhohte Zellzahl an TH1- sowie TH17-
Zellen nachgewiesen werden, wihrend die Zellzahl der FoxP3"-Zellen reduziert war. Tiere, die

nach der Immunisierung mit dem MOG-Peptid durch die PBS-Behandlung ein intaktes DZ-
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Kompartiment aufwiesen, zeigten diese Verdnderungen nicht und schienen im Gegenteil einen
gewissen protektiven Effekt durch die dendritischen Zellen zu beziehen. Werr schlussfolgerte
daraus, dass dieser so genannte proinflammatorische Ubergang (Shift) durch die Depletion der
dendritischen Zellen ausgelost worden war und demnach eine mdgliche Ursache fiir den
fulminanteren Verlauf der mit DTx behandelten Tiere darstellen konnte.

Diese Hypothese bildete sowohl den Anstof3 als auch die Grundlage fiir diese Dissertation.

Zur Kontrolle der aufgefiihrten Ergebnisse wurde der folgende Versuch in kleinerem Umfang
wiederholt und stellt demnach den Ausgangspunkt der anschlieenden Versuchsreihen dar (n =7

PBS-Tiere, 6 DTx-Tiere, 7 WT-Tiere).

4 *%
*%
= CD11c-DTR (DTx)
-©- WT->WT (DTx)
-= CD11c¢c-DTR (PBS)
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o
o
a
©
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Tage nach Immunisierung

Abb. 9:  Depletion dendritischer Zellen wihrend des gesamten Versuchszeitraumes in den Versuchsgruppen
CDI11¢c-DTR DTx (n=6), CD11c-DTR PBS (n=7) und der C57BL/6 DTx-Wildtyp-Kontrolle (n=7). Der
Vergleich CD11c-DTR DTx- vs. PBS-Gruppe im Mann-Whitney-U-Test ergab an den markierten Tagen folgende
Signifikanzen: * p < 0,05, ** p<0,01

Die aktive EAE wurde in 13 CD11c-DTR—C57BL/6 -Chiméren und in sieben Wildtyp-
Chimaéren zur Kontrolle induziert (vgl. 2.3.7.1), welche einen Tag vor Immunisierung (Tag -1)
bis zum letzten Tag (Tag 16) der EAE alle 48 Stunden behandelt und auf klinische
Krankheitszeichen hin kontrolliert wurden. Der durchschnittliche Krankheitswert (mean clinical
score) mit Standardfehler des Mittelwertes (= SEM) zeigte einen fritheren Beginn sowie einen
fulminanteren Verlauf der EAE in der DTx- (CD11c-DTR— CD57BL/6 n = 6) im Vergleich zur
PBS-Behandlungsgruppe (CD11c-DTR— CDS57BL/6 n=7) und Wildtyp-Kontrollgruppe
(CD57BL/6— CDS57BL/6 n=7). Ab dem 12. Tag nach Immunisierung konnte bis zum

Versuchsende am Tag 16 im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den

57



Ergebnisse

Krankheitswerten = SEM der DTx- und der PBS-Behandlungsgruppe nachgewiesen werden.
Von einem Vergleich zwischen der Wildtyp-Kontrollgruppe und der DTx-Gruppe wurde
aufgrund der Tatsache abgesehen, dass kein Unterschied zwischen PBS- und Wildtyp-

Kontrollgruppe detektiert werden konnte (p = 0,956).

Tab. 4: p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests an den aufgefiihrten Tagen der aktiven EAE im Vergleich
zwischen der CD11¢c-DTR DTx- (n = 6) vs. CD11c-DTR PBS-Gruppe (n = 7)
Tag 12 13 14 15 16
p-Wert 0,026 0,003 0,004 0,004 0,006
Tab.5:  Weitere Informationen zur EAE ,,Behandlung von Beginn bis Ende*
Mause Klinische EAE

Antigen | Behand- | Inzidenz median day of | mean max. | mean score

lung onset* score* #

CD11¢-DTR— C57BL/6 | MOGss.ss | DTx 6/6" (100 %) 12,5 (10; 14) 3,08 £ 1,56 | 0,72 = 0,39
CD11¢-DTR— C57BL/6 | MOGss.ss | PBS 3/7" (42,9 %) | 16 (14;16) 1,5+0,87 | 0,08 +0,15
C57BL/6— C57BL/6 MOGss.s5 | DTx 2/7" (28,6 %) | 14,5 (14; 16) 2,50 0,10 £ 0,17

* beinhaltet nur erkrankte Tiere # beinhaltet alle Tiere des Experimentes n Anzahl der Tiere

Die Inzidenz der CD11c-DTR DTx-Gruppe liegt mit 100 % wesentlich hoher als die der PBS-
Gruppe mit 42,9 % und der Wildtyp-Kontrolle mit 28,6 %, sie zeigte jedoch im Exakten-Test
nach Fisher keinen signifikanten Unterschied zwischen der DC11c-DTR PBS- und DTx-Gruppe
(p =0,07). Der Median in der Kategorie ,,Tag des Krankheitsausbruches* (median day of onset,
ab einem Score von > 1) liegt in der DTx-Behandlungsgruppe am Tag 12,5 und somit frither im
Vergleich zur PBS-Kontrolle am Tag 16. Hier konnte im Log-Rang-Test ein signifikanter
Unterschied im Vergleich ,,Zeitpunkt des Krankheitsausbruches* beider Gruppen festgestellt
werden (p =0,001). Weiter konnte ein hoherer Mittelwert des maximalen Krankheitswertes
(mean max. score) sowie ein hoherer mittlerer Krankheitswert (mean score) bei DZ-depletierten
Miusen im EAE Verlauf nachgewiesen werden. Die PBS- sowie Wildtyp-Kontrollgruppe
zeigten hingegen vergleichbare Werte auf. Hinsichtlich des Uberlebens der Tiere im
Gruppenvergleich zwischen Tieren der CD11¢c-DTR DTx- (66 %) und PBS-Gruppe (100 %)
konnte ein Unterschied nachgewiesen werden, welcher sich jedoch im Log-Rang-Test als nicht

signifikant herausstellte.
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Abb. 10: Median der kumulativen Krankheitsaktivitit im Verlauf der EAE (Gruppen: CD11¢-DTR DTx (n = 6),
PBS (n=7) und WT (n=7)). Dabei konnte in der einfaktoriellen Varianzanalyse eine signifikant hoéhere
Krankheitsaktivitat bei DTx-Tieren (n = 6) im Vergleich zur PBS-Gruppe (n=7) (p <0,001) sowie im Vergleich
zur WT-Gruppe (n=7) (p <0,001) detektiert werden (nicht dargestellt). PBS- und WT-Gruppe zeigten im direkten
Vergleich keinen signifikanten Unterschied (p = 0.36).
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Abb. 11: Zeitraum bis zum Krankheitsausbruch der beiden Gruppen CD11¢c-DTR DTx (n = 6) und PBS (n =7) in

Prozent. Im Log-Rang (Mantel-Cox)-Test konnte ein p-Wert von 0,001 ermittelt werden. Hier wird zudem der

frithere Anstieg sowie die 100-prozentige Inzidenz der DTx- im Vergleich zur PBS-Gruppe (42,9 %) deutlich.
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Abb. 12: Uberleben der Tiere im Verlauf des Versuches. 100 % der CD11c-DTR PBS- (n = 7) sowie 66 % der
CD11c-DTR DTx-Tiere (n = 6) waren am Tag 16 noch am Leben. Der p-Wert des Log-Rang (Mantel-Cox)-Tests
lag bei p =0,111.
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Zusammenfassend konnten die oben aufgefiihrten Ergebnisse beziiglich der klinischen Daten
reproduziert und bestétigt werden. Tiere mit intaktem dendritischem Zellkompartiment wiesen
einen protektiven Effekt im Verlauf der EAE auf.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Zeitraum des protektiven Effektes dendritischer Zellen wéhrend der
aktiven EAE genauer zu untersuchen sowie besser einzugrenzen. Hierzu wurde eine Unterteilung

der EAE in zwei Phasen vorgenommen:

1. Phase ist die sog. Initialisierungs- oder auch Primingphase, in der APZ durch Antigen-
prisentation in Lymphknoten naive B- und T-Lymphozyten stimulieren und eine Immunreaktion
initiieren. Durch Stimulation sind gereifte Lymphozyten darauthin in der Lage, die
Bluthirnschranke zu iiberwinden. Diese Phase umfasst grob den Zeitraum vom Tag der

Immunisierung bis kurz vor dem Auftreten der ersten klinischen Krankheitszeichen.

2. Phase ist die sog. Effektorphase, in welcher gereifte T-Zellen im Zielorgan zu finden sind und
thren unterschiedlichen Funktionen in Abhédngigkeit des vorliegenden T-Zell-Subtyps
nachkommen. Diese Phase umfasst grob den Zeitraum ab dem Auftreten der ersten

Krankheitszeichen der EAE.

3.1.2  Depletion DZ wihrend der Initialisierungsphase der aktiven EAE

Um den protektiven Effekt dendritischer Zellen wihrend der EAE genauer lberpriifen zu
konnen, wurde die Depletion einen Tag vor Immunisierung begonnen und bis zum Ausbruch der
Erkrankung fortgesetzt. Hierzu wurden CD11c-DTR-Chimiren per Zufall in Gruppen
randomisiert und 24 Stunden nach Behandlung — mit entweder DTx oder PBS — immunisiert.

Als Ausbruch der EAE wurde ein Krankheitswert der Tiere zwischen einem Score von 1,5 —2
gewertet. Dieser Auftakt konnte hier am Tag 15 der EAE identifiziert werden, worauthin die
Behandlung unterbrochen wurde. Das tigliche Uberpriifen auf klinische Krankheitszeichen
wurde weiterverfolgt.

Dieser Versuchsablauf ermdoglicht es, die Funktion der dendritischen Zellen wihrend der
Anfangsphase der Immunantwort zu unterbinden, um sie dann zum Zeitpunkt der Effektorphase

wieder entstehen zu lassen.
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Abb. 13: Graphische Darstellung der DZ-Depletion von Beginn bis zum Krankheitsausbruch am Tag 15 der
Versuchsgruppen CD11¢c-DTR DTx (n= 16) und CD11¢c-DTR PBS (n = 16). Der Vergleich CD11¢c-DTR DTx- vs.
PBS-Gruppe im Mann-Whitney-U-Test ergab an den markierten Tagen folgende Signifikanzen:

* p<0,05 ** p< 0,01 **% p<0,001

Die aktive EAE wurde in 32 CD11¢-DTR—C57BL/6-Chiméren induziert, welche einen Tag vor
Immunisierung (Tag -1) bis zum Ende der EAE (Tag 15) alle 48 Stunden behandelt wurden. Der
durchschnittliche Krankheitswert = SEM umfasst die Daten zweier gleich abgelaufener,
unabhéngiger Experimente und zeigte einen fritheren Beginn sowie einen fulminanteren Verlauf
der EAE in der DTx-Behandlungsgruppe (CD11¢-DTR—C57BL/6 DTx n = 16) im Vergleich zu
Tieren der PBS-Kontrollgruppe (CD11c-DTR—C57BL/6 PBS n = 16). Tiere der DTx-Gruppe
zeigten einen Median in der Kategorie ,,Tag des Krankheitsausbruches* von 10,5 und damit
einen vier Tage frilheren Beginn der Erkrankungsphase im Vergleich zur PBS-

Behandlungsgruppe (Median am Tag 14,5).

Hinsichtlich der Inzidenz konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden.
Der durchschnittliche Krankheitswert der DTx-Tiere (1,81 = 0,80) lag im Gesamtverlauf der
EAE wesentlich hoher als der der PBS-Gruppe (0,97 + 0,40). Im Mann-Whitney-U-Test konnte
beim Vergleich der Krankheitswerte + SEM der DTx- gegeniiber der PBS-Behandlungsgruppe

ab dem 6. Tag nach Immunisierung ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
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Tab. 6:  p-Werte an den aufgefiihrten Tagen der aktiven EAE im Vergleich der Behandlungsgruppen CD11c-
DTR DTx (n=16) vs. CD11c-DTR PBS (n = 16) im Mann-Whitney-U-Test
Tag 6 7 8 9 10-14 15 16 17 18 19 20
p- 0,004 0,009 | 0,008 0,042 | <0,0001 | 0,001 | 0,003 | 0,005 | 0,013 |0,021 | 0,025
Wert
Tab.7:  Weitere Informationen zur EAE ,,Behandlung von Beginn bis Ausbruch®
Mause Klinische EAE

Antigen | Behand- | Inzidenz median day of | mean max. | mean score

lung onset* score* #

CD11¢c-DTR—C57BL/6 | MOG;ss.ss | DTx 16/16" (100 %) | 10,5 (9; 15) 4,44 +1,03 | 1,81 0,80
CD11¢c-DTR—C57BL/6 | MOGjs.ss | PBS 16/16" (100 %) | 14,5 (13;19) 4,03+ 1,30 | 0,97 = 0,40

* beinhaltet nur erkrankte Tiere # beinhaltet alle Tiere des Experimentes n Anzahl der Tiere

p =0,001
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Abb. 14: Graphische Darstellung des Medians der kumulativen Krankheitsaktivitit beider Behandlungsgruppen
(CD11¢-DTR DTx n= 16, CD11¢c-DTR PBS n=16) im Verlauf der EAE. Wie schon im Kurvenverlauf kann hier
ein erhohter Gesamt-Krankheitswert im t-Test in der DTx- im Vergleich zur PBS-Gruppe gezeigt werden

(p = 0,001).

62




Ergebnisse

p <0,0001
1004

Inzidenz in %

—— CD11¢-DTR (DTx)
—— CD11¢-DTR (PBS)

L I B |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tag nach Immunisierung

Abb. 15: Vergleich beider Behandlungsgruppen (CD11¢-DTR DTx n= 16, CD11¢-DTR PBS n = 16) in der Zeit

bis zum Krankheitsausbruch iiber den Zeitraum der EAE. Hierbei stellt sich ein signifikant frilherer Anstieg im
Kurvenverlauf der DTx- gegeniiber der PBS-Gruppe dar. Der im Log-Rang (Mantel-Cox)-Test ermittelte p-Wert
betrug p < 0,0001.
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ADbb. 16: Graphische Darstellung des Uberlebens der Gruppen (CD11c-DTR DTx n= 16, CD11c-DTR PBS
n=16) in Prozent im Verlauf des Versuches. 100 % der PBS-Tiere sowie 75 % der DTx-Tiere waren am Tag 15

noch am Leben. Der p-Wert des Log-Rang (Mantel-Cox)-Tests lag bei p = 0,035.

3.1.2.1 Histologische Untersuchung der Versuchstiere

Um beweisen zu konnen, dass die aufgezeigten Unterschiede nicht auf eine andersartige
Pathogenese zuriickzufithren waren, wurden neben der statistischen Auswertung Hédmatoxylin-
Eosin (HE)-Farbungen sowie Luxol-Fast-Blue (LFB)-Farbungen von den angefertigten
Gewebeschnitten der Méuse beider Versuchsgruppen dieser EAE durchgefiihrt (vgl. 2.4). Bei der
histopathologischen Kontrolle und Bewertung reprisentativer HE- und LFB-gefarbter Schnitte
aus der lumbalen Riickenmarksregion (transversale Schnittfithrung) zeigten DTx- und PBS-Tiere
qualitativ dhnliche Merkmale. Dabei wurden in der weilen Substanz Zeichen von Zellinfiltration
und -akkumulation in der HE-Férbung sowie Zeichen von Demyelinisierung in der LFB-Féarbung

sichtbar.
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Abb. 17: HE-geférbter Schnitt von einer mit PBS

behandelten Maus in 10-facher Vergroflerung. Der
Pfeil ist auf die violett erscheinende Zellinfiltration
gerichtet, welche sich von der hell erscheinenden
abhebt

weillen  Substanz

(Transversalebene,

lumbale Riickenmarksregion).

Abb. 19: LFP-gefirbter Schnitt von einer mit
PBS Dbehandelten Maus in 20-facher Ver-

groBerung. Die Pfeile zeigen hier auf die sich
graulich  darstellende  Demyelinisierungszone,
welche mit Zellen durchsetzt vorliegt und sich von
der blau erscheinenden weiflen Substanz abhebt

(Transversalebene, lumbale Riickenmarksregion).

Abb. 18: HE-gefirbter Schnitt von einer mit DTx
behandelten Maus in 10-facher VergroBerung. Der
Pfeil ist auf die violett erscheinende Zellinfiltration
gerichtet, welche sich von der hell erscheinenden
Substanz  abhebt

weillen (Transversalebene,

lumbale Riickenmarksregion).

Abb. 20: LFP-gefirbter Schnitt von einer mit
DTx behandelten Maus in 20-facher Ver-
groferung. Die Pfeile zeigen hier auf die sich
graulich  darstellende  Demyelinisierungszone,
welche sich von der blau erscheinenden weiflen
abhebt lumbale

Substanz (Transversalebene,

Riickenmarksregion).
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3.1.3 Depletion DZ wihrend der Effektorphase der aktiven EAE
Der protektive Effekt durch die Dendritischen Zellen wihrend der Primingphase konnte in den

zuvor beschriebenen Versuchen gesehen werden. Welchen Effekt wiirde jedoch eine Depletion

wihrend der Effektorphase hervorrufen?

Die Depletion nach abgelaufener Initialisierungsphase der Immunantwort ermdoglicht es, die
Auswirkung dendritischer Zellen nach dem T-Zell-Priming — in der Effektorphase (Phase 2) — zu
untersuchen. Hierfiir wurden die Tiere bei aufkommenden Krankheitswerten zwischen 1,5 — 2 in
Gruppen mit entweder DTx- oder PBS-Behandlung randomisiert eingeteilt und zeitgleich alle 48
Stunden bis zum Versuchsabbruch behandelt.
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—»— CD11c-DTR (PBS) *

4 —=— WT->WT (DTx)

—— WT->WT (PBS)
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Abb. 21: Graphischer Verlauf der DZ-Depletion nach Ausbruch bis zum Ende der Erkrankung der
Versuchsgruppen: CD11¢c-DTR DTx (n = 16) und PBS (n=16) sowie der C57BL/6-Kontrollgruppe DTx (n = 5) und
PBS (n=5). Zur besseren Ubersicht wurden die Mittelwerte = SEM der Gruppe WT—WT DTx um -0,1 und der
Gruppe WT—WT PBS um -0,2 verschoben. An den markierten Tagen wurde im Mann-Whitney-U-Test folgende

Signifikanz nachgewiesen: * p < 0,05

Die aktive EAE wurde in 32 CD11c-DTR—C57BL/6-Chiméren und zur Kontrolle in zehn
Wildtyp-Chimdren C57BL/6—C57BL/6 induziert. Zum Zeitpunkt des Auftretens klinischer
Krankheitszeichen (Tag 13) wurden die Méduse anhand ihres Krankheitsgrades randomisiert in
die Behandlungsgruppen CD11¢c-DTR DTx (n = 16), CD11c-DTR PBS (n = 16) sowie C57BL/6
DTX (n=5) und C57BL/6 PBS (n =5) eingeteilt und von diesem Zeitpunkt an alle 48 Stunden
behandelt sowie auf klinische Krankheitszeichen untersucht. Der mittlere Krankheitswert (mean

clinical score) = SEM umfasst die Daten zweier gleich abgelaufener, unabhédngiger Experimente
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und zeigt einen zeitgleichen Krankheitsausbruch bei allen Behandlungsgruppen sowie einen

vergleichbar steilen Anstieg der Verlaufsgraphen. Ab Tag 17 konnte bis zum Versuchsende am

Tag 21 im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied zwischen mit DTx und PBS
behandelten CD11c-DTR-Chiméren gezeigt werden (p < 0,05).

Bei den CD11c-DTR-Chimédren der DTx-Behandlungsgruppe kam es ab Tag 16 zu einer

Unterbrechung der Progression im Verlauf der Erkrankung. In einzelnen Individuen der DTx-

Behandlungsgruppe konnte sogar eine Verbesserung der klinischen Symptome detektiert

werden. Am Tag 18 wurden jeweils drei Tiere der CDI11c-DTR DTx- sowie der PBS-

Behandlungsgruppe mit dhnlichem Krankheitsgrad aus dem Experiment entfernt und einer

FACS-Zellanalyse unterzogen.

Tab. 8:  Errechnete p-Werte an den jeweiligen Tagen der aktiven EAE
Tag

17 18 19 20 21
p-Wert 0,036 0,013 0,015 0,013 0,013
Tab. 9: Weitere Informationen zur EAE ,,Behandlung ab Ausbruch bis zum Ende*
Mause Klinische EAE

Antigen Behand- | Inzidenz median day | mean max. | mean score
lung of onset * score * #

CD11¢-DTR—CS57BL/6 | MOGss.ss | DTx 14/16" (87,5 %) | 13 (7; 20) 281+0,9 | 1,00,56
CD11¢-DTR—=C57BL/6 | MOGs3sss | PBS 14/16" (87,5 %) | 13 (11; 15) 4,32 +1,06 | 1,31 £0,72
C57BL/6—~C57BL/6 MOGs;sss | DTx 4/5" (80 %) 10,5 (10;20) | 5+0 1,39 £ 0,78
C57BL/6—~C57BL/6 MOGs;s.ss | PBS 4/5" (80 %) 11 (11; 16) 4,1+0,89 | 1,33+0,77

* beinhaltet nur erkrankte Tiere

# beinhaltet alle Tiere des Experimentes

n Anzahl der Tiere
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Abb. 22: Graphische Darstellung spiegelt den Median der kumulativen Krankheitsaktivitdt der
Behandlungsgruppen CD11¢c-DTR DTx (n = 16) und PBS (n = 16) sowie der WT DTx (n=5) und PBS (n =5) im
Verlauf der EAE wider. Dabei zeigt sich ein leichter, in der einfaktoriellen Varianzanalyse jedoch nicht signifikanter
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen, wobei die CD11¢c-DTR DTx-Behandlungsgruppe den niedrigsten

Wert aufweist.

p =0,957
1004

~
a
1

a
o
1

Inzidenz in %

—— CD11¢-DTR (DTx)
—— CD11¢-DTR (PBS)

N
3]
1

0.

| B S S S B SSNSL I B E p
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tag nach Immunisierung

Abb. 23: Graphischer Verlauf des Zeitraums bis zum Krankheitsausbruch der CD11¢-DTR DTx-(n = 16) und
PBS-(n = 16) Behandlungsgruppen. Hier wird sowohl ein vergleichbarer Anstieg als auch die gleiche Inzidenz in

beiden Gruppen deutlich. Der Log-Rang (Mantel-Cox)-Test ergab einen Wert von p = 0,957.
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ADbb. 24: Uberleben der beiden Behandlungsgruppen withrend der EAE ,,Behandlung ab Ausbruch bis Ende* in
Prozent. Dabei lag das Uberleben in der DTx-Gruppe bei 100 %, wihrend Tiere der PBS-Gruppe nur zu 38,46 %
iiberlebten. Der im Log-Rang (Mantel-Cox)-Test ermittelte p-Wert betrug 0,0003.
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Die Depletion der dendritischen Zellen wihrend der Effektorphase fiihrte also zu einem milderen
EAE-Verlauf in der DTx-Behandlungsgruppe der CDI11c-DTR-Chimédren. Doch welchen

Einfluss iibt diese Depletion auf das Vorkommen anderer Zellen im Gehirn aus?

3.1.3.1 Durchflusszytometrische Analyse inflammatorischer ZNS-Infiltrate

Werr konnte in FACS-Analysen von Immunzellen aus inflammatorischen Infiltraten des ZNS
wihrend des Hohepunktes in der EAE ,,Behandlung von Beginn bis Ende” eine &hnliche
Verteilung an CD45™-, CD8'- sowie CD4'-T-Zellen in Gegenwart sowie in Abwesenheit
dendritischer Zellen aufzeigen. Bei Betrachtung des Differenzierungsstatus aus dem ZNS
isolierter CD4'-T-Zellen konnte durch die IFN-y- und IL17-Expressionsanalyse ein erhdhtes
Aufkommen an TH1- und TH17-Effektor-T-Zellen detektiert werden. In Verbindung mit der
reduzierten regulatorischen FoxP3"-T-Zell-Zahl sprach Werr bei der Verschiebung der T-Zell-
Differenzierung von einem proinflammatorischen Ubergang, welcher fiir den fulminanteren

Verlauf verantwortlich zu seien schien.

Um nun den milderen Verlauf der EAE nach Depletion dendritischer Zellen wihrend der
Effektorphase erklidren zu konnen, wurden neben der Analyse der Krankheitswerte zusétzliche
Analysen zur Differenzierung der inflammatorischen Zellinfiltration im ZNS durchgefiihrt.
Hierzu wurden Méusen (n =3 pro Gruppe) das Riickenmark sowie das Gehirn entnommen und
durch Aufbereitungsverfahren Immunzellen isoliert (vgl. 2.3.5.4). Durch FACS-Analysen
konnten die unterschiedlichen Zellpopulationen voneinander differenziert betrachtet werden.
Dabei fiel auf, dass weder eine Differenz in der Anzahl der CD4"-Zellen noch der CD4"-FoxP3"-
Treg-Zellen im Gehirn nachgewiesen werden konnte. Sowohl die PBS- als auch die DTx-
Behandlungsgruppe zeigte dhnliche Gesamtzellzahlen, so dass kein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 25: Prozentualer Anteil (links) der CD4"-(DTx: 34.13 + 1.534, PBS: 34.50 + 4.857) sowie (rechts) der
CD4 FoxP3"-(re.: DTx: 8.537 + 1.345, PBS: 9.953 + 1.519) Zellen an der gesamten isolierten Zellzahl aus dem
aufbereiteten ZNS dreier Versuchstiere pro Gruppe. Aufgrund der geringen Anzahl an untersuchten Versuchstieren

wurde hier auf weitere statistische Analysen verzichtet.
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Bei der Betrachtung der IL17"- sowie der FoxP3"-Population beider Behandlungsgruppen in der
Milz konnte eine leichte, nicht signifikante Erhéhung beider Populationen in den mit PBS

behandelten Tieren aufgezeigt werden.
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Abb. 26: Prozentualer Anteil an (links) IL17"-Zellen (PBS-Gruppe 2.890 + 0.7182, DTx-Gruppe 2.003 + 0.1586)
sowie (rechts) prozentualer Anteil der FoxP3'-Zellen an den CD4"-Zellen (PBS-Gruppe 2.613 = 0.7360, DTx-

Gruppe 1.450 + 0.2248), welche aus den Milzen dreier Tiere pro Gruppe gewonnen wurden.

Zudem war die GroBe der TH17 " -Zellpopulation der mit PBS behandelten Tiere im Vergleich zu
den mit DTx behandelten Tieren bei der Untersuchung der ZNS-Immunzellen vergleichbar. Des
Weiteren konnten in keiner der beiden Behandlungsgruppen IL-10-produzierende Zellen
nachgewiesen werden.
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Abb. 27: FACS-Analyse IL-17A- sowie IL-10-produzierender Zellen im ZNS von drei Tieren beider Gruppen.
Dabei betrdgt der prozentuale Anteil der IL-17-produzierenden Zellen in der DTx-Gruppe 29.6 %, in der PBS-

Gruppe 28.5 %. IL-10-produzierende Zellen konnten in keiner Behandlungsgruppe (n = 3) detektiert werden.

Da sowohl die protektiven Treg-Zellen als auch die schidlichen TH17'-Zellen in beiden
Behandlungsgruppen &hnlich stark vertreten waren, lag der Verdacht nahe, dass der
unterschiedliche klinische Verlauf bei den Versuchstieren beider Gruppen durch eine ungleiche
DZ-Population innerhalb des ZNS zu erkliren sei. Bei der FACS-Analyse der CD11c-GFP'-

Zellen konnte eine Ungleichverteilung der dendritischen Zellen bestitigt werden. Tiere der PBS-
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Gruppe wiesen im Durchschnitt einen siebenmal hoheren prozentualen Anteil an dendritischen

Zellen im ZNS auf (8,52 %) als Tiere der DTx-Gruppe (1,17 %).

10000 o

CD11c GFP
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Abb. 28: FACS-Analyse von ZNS-Zellen der Behandlungsgruppen. Dabei wurde die Granularitit der Zellen
gegen die CD11c-GFP-Expression aufgetragen. Hier konnte ein Unterschied zwischen der PBS-Gruppe (n= 3,
8.52 %) im Vergleich zur DTx-Gruppe (n = 3, 1.17 %) aufgezeigt werden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus der passiven EAE, welche von J.
Werr erzielt wurden. Durch den Transfer zuvor in vitro geprimter enzephalitogener T-Zellen
konnte der Einfluss dendritischer Zellen auf sekundéir lymphatische Organe wihrend der
Primingphase untersucht werden. Die enzephalitogenen T-Zellen (vgl. 2.3.6.1 sowie 2.3.7.2)
wurden CD11c-DTR-Empfangerchiméaren mittels venoser Injektion iibertragen. Beginnend einen
Tag vor Zelltransfer bis Versuchsende, wurden die Tiere wie in der aktiven EAE mit entweder
DTx oder PBS behandelt und der vorliegende Krankheitsgrad klinisch iiberpriift.

Werr konnte hier zeigen, dass es in Abwesenheit dendritischer Zellen in den mit DTx
behandelten Tieren zu einer verringerten Krankheitsinzidenz sowie einem durchschnittlich
verminderten Krankheitswert kam. FACS-Analysen zeigten hier, dass eine hohere Anzahl der
transferierten TH17-Zellen in den Tieren nachgewiesen werden konnte, die ein intaktes DZ-
Kompartiment aufwiesen. Zusitzlich konnten erhohte Zellzahlen von regulatorischen T-Zellen in

Gehirnen von Versuchstieren detektiert werden, welche DZ-Depletion aufwiesen.

3.1.3.2 Histologische Untersuchung der Versuchstiere
Um ausschlieBen zu koénnen, dass die aufgezeigten Unterschiede auf eine andersartige
Pathogenese zuriickzufiihren sind, wurden auch hier Himatoxylin-Eosin (HE)-Féarbungen sowie
Luxol-Fast-Blue (LFB)-Fiarbungen von den angefertigten Gewebeschnitten durchgefiihrt (vgl.
2.4). Bei der histopathologischen Kontrolle und Bewertung reprdsentativer HE- und LFB-
gefarbter Schnitte aus der lumbalen Riickenmarksregion (transversale Schnittfithrung) zeigten

DTx- und PBS-Tiere qualitativ dhnliche Merkmale. Dabei wurden Zeichen von Zellinfiltration
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und -akkumulation in der HE-Féarbung sowie Zeichen von Demyelinisierung in der LFP-Farbung

in der weillen Substanz sichtbar.

Abb. 29: HE-gefirbter Schnitt einer mit PBS
behandelten Maus in 10-facher VergroBerung. Der
Pfeil ist auf die violett erscheinende Zellinfiltration
gerichtet, welche sich von der hell erscheinenden
Substanz ~ abhebt

weillen (Transversalebene,

lumbale Riickenmarksregion).

Abb. 30: HE-geférbter Schnitt von einer mit DTx
behandelten Maus in 20-facher VergroBerung. Der
Pfeil ist auf die violett erscheinende Zellinfiltration
gerichtet, welche sich von der hell erscheinenden
Substanz ~ abhebt

weillen (Transversalebene,

lumbale Riickenmarksregion).

Abb. 31: LFP-gefarbter Schnitt von einer mit

PBS behandelten Maus in 10-facher

Vergroflerung. Der Pfeil zeigt hier auf die sich

graulich  darstellende  Demyelinisierungszone,

welche sich von der blau erscheinenden weillen
abhebt lumbale

Substanz (Transversalebene,

Riickenmarksregion).

Abb. 32: LFP-gefarbter Schnitt von einer mit
DTx  behandelten = Maus in 10-facher
Vergroflerung. Der Pfeil zeigt hier auf die sich
graulich  darstellende  Demyelinisierungszone,
welche sich von der blau erscheinenden weillen
abhebt lumbale

Substanz (Transversalebene,

Riickenmarksregion).
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3.2 Krankheitsverlauf der Knockout-Chimiren bei ausbleibender

CD80/86-Kostimulation in der aktiven EAE

Anhand der Ergebnisse der aktiven EAEs konnte eine Verschlechterung der klinischen
Krankheitszeichen bei Depletion dendritischer Zellen in der sog. Primingphase festgestellt
werden, wéhrend die Depletion nach Krankheitsausbruch einen milderen EAE-Verlauf
hervorrief. Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen ist durch einen
umfassenden Komplex an Rezeptoren und Komolekiilen gekennzeichnet, welche diese Zellen in
eine einzigartige wechselseitige Beziehung zueinander stellt (Hubert et al. 2007). Neben den
MHC-Klasse-Molekiilen exprimieren dendritische Zellen u. a. B7-1 (CD80)- und B7-2 (CD86)-
Molekiile auf ihrer Zelloberflaiche, welche mit CD28- oder CTLA-4-Oberflichenmolekiilen auf
T-Zellen interagieren und somit zum Beispiel Einfluss auf die Induzierung von Effektor- oder

Suppressorfunktionen in T-Zellen nehmen konnen.

Interessant war hierbei, ob der protektive Effekt der dendritischen Zellen in der Frithphase der
Immunantwort auf einem antigenspezifischen Mechanismus beruhte oder durch
kostimulatorische Molekiile hervorgerufen wurde. Um diesen Mechanismus ndher untersuchen

zu kénnen, wurden MHC-IT"- sowie CD80/86™""-Knockout-Chiméren generiert (2.3.4.2).

Durch die DTx-Applikation bei diesen Knockout-Chiméren konnten dendritische Zellen
generiert werden, welche das normale CD11c-Oberflaichenmolekiilrepertoire exprimierten,

ausgenommen
a) CD80/86-kostimulatorische Molekiile (50 % CD11c-DTR+ 50 % CD80/86"-Chiméren)
oder

b) MHC-II-antigenspezifische Molekiile (50 % CD11c-DTR+ 50 % MHC-II""-Chimiren).

Hierzu wurden die verschiedenen Gruppen wie zuvor beschrieben, beginnend einen Tag vor
Immunisierung bis zum Ende der EAE, alle 48 Stunden mit DTx oder PBS behandelt sowie auf

klinische Krankheitszeichen hin untersucht.
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Abb. 33: Graphischer Verlauf der Knockout-Chimdren nach Immunisierung sowie DZ-Depletion der
Behandlungsgruppen wihrend des Gesamtverlaufes der EAE: CD11c-DTR DTx (n = 14), CD11c-DTR PBS (n=
15), CD11¢-DTR//CD80/86™ DTx (n= 11) und CD11¢-DTR//MHC-II" DTx (n = 13). Ein Teil der Tiere wurde an
Tag 16 aufgearbeitet (siche Pfeil —).

Aktive EAE wurde in insgesamt 63 Chiméren induziert, von denen 29 reine CDllc-
DTR—C57BL/6-Chimédren waren (n= 14 CDI11¢c-DTR DTx, n=15 CD11c-DTR PBS), 10
Wildtyp-Kontroll-Chiméren C57BL/6—C57BL/6 (n=5 DTx, n= PBS) sowie 24 Knockout-
Chimiren (n= 11 CD11¢-DTR//CD80/86™, n =13 CD11c-DTR/MHC-II""). Hierbei wurde auf
die Darstellung der Wildtyp-Kontrolle aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Die mittleren klinischen Krankheitswerte (mean clinical scores) =+ SEM umfassen die Daten
dreier gleich abgelaufener, unabhidngiger Experimente und zeigen einen fritheren
Krankheitsausbruch der CD11¢c-DTR-Chiméren, welche unter DTx-Behandlung standen (Tag
10), wihrend die anderen Behandlungsgruppen zu einem vergleichbaren Zeitpunkt erste
klinische Krankheitssymptome sowie einen dhnlichen Anstieg der Kurven zeigten.
Beeindruckenderweise demonstrierten Tiere der MHC-II-Knockout-Gruppe sowie Tiere der
CDI11c-DTR PBS-Gruppe mit PBS einen dhnlichen Kurvenverlauf. Hier kam es in beiden

Behandlungsgruppen im Versuchsverlauf zu einer Progression der Krankheitsdynamik.

Diese Tatsache deutet auf einen nicht antigenspezifischen protektiven Effekt der dendritischen
Zellen hin. Bemerkenswerterweise beeintridchtigte die konditionelle Depletion der
kostimulatorischen Molekiile CD80/86 aus dem Kompartiment der dendritischen Zellen deren

Féhigkeit, den Krankheitsausbruch zu verhindern.
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In der Anfangsphase zeigten diese Tiere einen im Vergleich zu den CD11c-DTR (DTx)-
Chimaren milderen Krankheitsverlauf, der sich aber bei voranschreitender Versuchsdauer an die
Krankheitskurve der CD11¢c-DTR DTx-Tiere anglich.

Dieser leichte Unterschied kann auf die Expression der CD80/86

*_Oberflichenmolekiile

anderer APZ zuriickgefiihrt werden, welche in der Primingphase verminderte Zellzahlen
aufwiesen. Interessanterweise konnte im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied
nicht nur zwischen der CD11c-DTR DTx- und der PBS-Gruppe nachgewiesen werden, sondern

auch zwischen den CD11¢-DTR//CD80/86” DTx- und CD11c-DTR PBS-Tieren.

Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der CD11c-DTR DTx- und PBS-
Gruppe tliber den gesamten Verlauf des Versuches (differierend dabei iiber den Zeitverlauf, vgl.
Tab. 10), wihrend bei dem Vergleich zwischen der CD11¢c-DTR//CD80/86” DTx- und CD11c-
DTR PBS-Behandlungsgruppe signifikante Unterschiede nur tempordr detektiert werden
konnten (vgl. Tab.11).

Tab. 10: p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests der CD11¢-DTR DTx- (n = 14) verglichen mit der CD11¢c-DTR
PBS-Behandlungsgruppe (n = 15) an den aufgefiihrten Tagen:

Tag 12 13-15 16 17 18 19 20 21 22 23

p-Wert 0,0003 <0,0001 0,001 0,002 0,011 0,014 0,018 0,018 0,013 0,009

Tab. 11: p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests CD11¢-DTR//CD80/86” DTx- (n= 11) verglichen mit CD11c-
DTR PBS-Behandlungsgruppe (n = 15) an den aufgefiihrten Tagen:

Tag 12 13 14 15 19 22 23

p-Wert 0,048 0,001 0,002 0,009 0,049 0,013 0,001
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Tab. 12: Weitere Informationen zur EAE ,,Knockout-Chiméren*

Mause Klinische EAE
Behand- median day | mean max.
Antigen Inzidenz mean
lung of onset* score* score #
CD11¢-DTR—C57BL/6 | MOG;js.55 | DTx 13/14" (92,86 %) 12 (10; 17) 4121 1,70 £ 0,77
CD11¢-DTR—C57BL/6 | MOGss.ss | PBS 11/15" (73,32 %) | 16 (14; 20) 2,05+0,72 | 0,25 +0,40
CD11¢-DTR//CD80/86" | MOG;s.55 | DTx 10/11" (90,1 %) 16,5 (13;20) | 3,75+1,32 | 1,05+0,52
—C57BL/6
CD11¢-DTR/MHC-II" | MOG;s.55 | DTx 9/13" (69,23 %) 18(12;23) |2=1 0,37 £ 0,49
—C57BL/6
C57BL/6—~C57BL/6 MOGss.s5 | DTx 6/10" (60 %) 14,5 (13;18) | 2,83+ 1,81 | 0,74 0,79
* beinhaltet nur erkrankte Tiere # beinhaltet alle Tiere des Experimentes n Anzahl der Tiere
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Abb. 34: Zeitraum bis zum Krankheitsausbruch der Gruppen CD11¢-DTR DTx (n = 14) und PBS (n = 15) sowie
CD11¢-DTR//CD80/86” (n = 11) und CD11¢-DTR/MHC-II"" (n = 13) iiber den Zeitraum der EAE. Hier zeigte sich
ein fritherer Krankheitsausbruch der mit DTx behandelten CD11¢c-DTR-Chiméren, welcher im Vergleich zu allen
anderen Gruppen eine Signifikanz aufwies (vgl. Tab. 13). Vom Vergleich der iibrigen Gruppen untereinander wurde

aufgrund der Tatsache abgesehen, dass diese Gruppen Uberschneidungen im Graphenverlauf aufzeigten.
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Tab. 13: p-Werte des Log-Rank-Testes bei der Betrachtung des Zeitraumes bis zum Krankheitsausbruch iiber

den Zeitraum der EAE. Im Gesamtvergleich aller Gruppen konnte eine Signifikanz von p 0,0016 nachgewiesen

werden.
Gruppen im Vergleich p-Wert
CD11¢-DTR (DTx) vs. CD11¢-DTR (PBS) 0,005
CD11¢-DTR (DTx) vs. CD11¢c-DTR/MHC-IT" 0,002
CD11¢-DTR (DTx) vs. CD11¢-DTR//CD80/86™ 0,025
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Abb. 35: Graphische Darstellung spiegelt den Median der kumulativen Krankheitsaktivitit der Gruppen: CD1 I c-
DTR DTx (n = 14) und PBS (n = 15) sowie CD11¢-DTR//CD80/86™ (n=11) und CD11¢-DTR/MHC-II"" (n = 13)
im Verlauf der EAE wider. Dabei zeigen sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse signifikante Unterschiede
zwischen den CD11c-DTR DTx- und PBS-Tieren (*** p <0,001) sowie den MHC-II""-Tieren (** p <0,01). Im
Vergleich der CD80/86™"- und CD11c¢DTR DTx-Gruppe wurde kein signifikanter Unterschied gesehen.
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ADbb. 36: Uberleben in Prozent der Behandlungsgruppen CD11c-DTR DTx (n=14) und PBS (n=15) sowie
CD11¢-DTR//CD80/86” (n=11) und CD11¢-DTR/MHC-II"" (n = 13) in der EAE. Von weiteren Berechnungen

wurde hier abgesehen, da Tiere wiahrend des Verlaufs der EAE zur Durchfiithrung von Zellanalysen entfernt wurden.
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3.2.1 Verminderte FoxP3"'CD4"-Zellen in Milz und ZNS bei CD80/86""

Die Bewertung der Krankheitswerte der unterschiedlichen Behandlungsgruppen zeigte einen
protektiven  Effekt dendritischer Zellen, welcher durch die kostimulatorischen
Oberflachenmolekiile CD80 und CD86 vermittelt zu sein schien. Um diesen Verdacht weiter zu
untersuchen, wurden die IL17"- und FoxP3'-T-Zell-Zahlen in Milzen sowie innerhalb des ZNS
der Versuchstiere bestimmt. Hierfliir wurden am Tag 15 nach Immunisierung die Milz, das
Gehirn sowie das Riickenmark randomisierter Versuchstiere entnommen und auf ihre
FoxP3'CD4"-Zellen untersucht.

Interessanterweise wiesen Versuchstiere der CD80/86”-Gruppe eine beeintrichtigte
FoxP3"CD4"-Zellpopulation in der Milz auf, wihrend Tiere der MHC-IT""-Gruppe — die wihrend
der EAE einen dhnlichen protektiven Effekt der dendritischen Zellen gezeigt hatten wie die PBS-
Behandlungsgruppe — hier nun vergleichbare Treg-Zellzahlen aufwiesen, wie mit PBS
behandelte CD11c-DTR-Chiméren. Diese Ergebnisse weisen auf eine protektive Bedeutung der
kostimulatorischen Molekiile bei der Stimulation regulatorischer T-Zellen durch dendritische

Zellen wihrend der Primingphase in der aktiven EAE hin.

% der FoxP3+ CD4+ Zellen

Gruppe

Abb. 37: FACS-Analysedaten des prozentualen Anteils der FoxP3'CD4 -Zellen aus Milzen (n= 6 pro Gruppe
aus zwei gleich abgelaufenen, unabhéngigen Experimenten) der Versuchstiere am Tag 16 nach Immunisierung.
Dabei weisen Tiere der PBS-Gruppe dhnliche Werte wie Tiere der MHC-II""-Gruppe auf, wihrend die CD11c-DTR
DTx- und die CD80/86"-Gruppe verminderte Werte zeigen. In der einfaktoriellen Varianzanalyse konnte jedoch

keine Signifikanz im Vergleich der Behandlungsgruppen festgestellt werden.
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Abb. 38: FACS-Analysedaten des prozentualen Anteils der IL17°CD4"-Zellen aus Milzen (n = 6 pro Gruppe aus
zwei gleich abgelaufenen, unabhingigen Experimenten) der Versuchstiere am Tag 16 nach Immunisierung. Dabei
konnte zwischen den Behandlungsgruppen in der einfaktoriellen Varianzanalyse kein Unterschied detektiert werden.
Bei der Untersuchung der Zellzahlen innerhalb des ZNS wiesen Tiere der MHC-IT""-Gruppe eine
erhdhte FoxP3'CD4 " -Zellpopulation im Vergleich zu allen anderen Gruppen auf. Jedoch wiesen
Tiere der PBS-Behandlungsgruppe unerwarteterweise wie Tiere der CD11c-DTR DTx- sowie
der CD80/86” DTx-Gruppe eine verringerte FoxP3'CD4"-Zellzahl auf, was in Beziehung zur

geringen Anzahl der untersuchten Tiere gestellt werden sollte.

% der FoxP3+ CD4+ Zellen

Gruppe

Abb. 39: FACS-Analysedaten des prozentualen Anteils der FoxP3 ' CD4 -Zellen aus dem ZNS der Versuchstiere
am Tag 16 nach Immunisierung (n=4 pro Gruppe aus zwei gleich abgelaufenen, unabhéngigen Experimenten;
aufgrund zu geringer Zellzahlen wurde die Zellsuspension dreier Tiere jeweils zusammengefiigt/gepoolt und flief3t
jetzt als n=1 in die Gesamtanzahl mit ein). Dabei konnte beim Vergleich der Behandlungsgruppen eine erhdhte

FoxP3'-Zellzahl detektiert werden, welche jedoch im Gesamtvergleich der einfaktoriellen Varianzanalyse keinen

signifikanten Unterschied zeigte p = 0,0552.
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Abb. 40: FACS-Analysedaten des prozentualen Anteils der IL17 CD4"-Zellen aus dem ZNS (n =4 pro Gruppe

aus zwei gleich abgelaufenen, unabhingigen Experimenten) der Versuchstiere am Tag 16 nach Immunisierung.

Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der einfaktoriellen Varianzanalyse, jedoch eine leichte Erh6hung der

TH17"-Zellen in CD11¢-DTR DTx- sowie CD80/86™-Gruppe gezeigt werden.

3.2.2 Histologische Untersuchung der Versuchstiere

Um ausschlieBen zu koénnen, dass die aufgezeigten Unterschiede auf eine andersartige

Pathogenese zuriickzufiihren sind, wurden auch hier HE-Farbungen von den angefertigten

Gewebeschnitte durchgefiihrt (vgl. 2.4). Bei der histopathologischen Kontrolle und Bewertung

reprisentativer Schnitte konnten in beiden DTx-Gruppen (CD80/86” und MHC-II"" ) Zeichen

von Zellinfiltration und -akkumulation in der HE-Farbung detektiert werden.

Abb. 41: HE gefdrbter Schnitt von einer mit
DTx-behandelten CD11c-DTR//CD80/86”-Maus
in 10-facher VergroBerung. Die Pfeile sind auf die
violett erscheinenden Zellinfiltrationen gerichtet,
welche sich von der hell erscheinenden weillen
Substanz abheben (Transversalebene, Ilumbale

Riickenmarksregion).

Abb. 42: HE gefdrbter Schnitt von einer mit
DTx-behandelten CD11¢-DTR/MHC-II""-Maus in
10-facher VergroBerung. Die Pfeile sind auf die
violett erscheinenden Zellinfiltrationen gerichtet,
welche sich von der hell erscheinenden weillen
Substanz abheben (Transversalebene, Ilumbale

Riickenmarksregion).

79



Ergebnisse

3.3 In-vitro-FoxP3"-Generierungspotenzial dendritischer Zellen

In vivo konnten Hinweise auf eine protektive Bedeutung der kostimulatorischen Molekiile bei
der Stimulation regulatorischer T-Zellen durch dendritische Zellen wihrend der Primingphase in
der aktiven EAE detektiert werden. Eine wesentliche Bedeutung in der Expansion FoxP3"-Zellen
konnte in verschiedenen Verdffentlichungen dem Zytokin TGF-f nachgewiesen werden (Chen et

al. 2003; Wahl and Wanjun 2005; Korn et al. 2007).

3.3.1 Erhohte Treg-Induktionsrate bei steigender TGF-B-Konzentration
In den folgenden Versuchen sollte die FoxP3'-Zell-Expansion in Abhingigkeit der TGF-pB-

Konzentration untersucht werden. Hierfir wurde die Kapazitit unterschiedlicher APZ-
Populationen mit bzw. ohne dendritischen Zellanteil zur Induzierung FoxP3 -induzierter Treg-
Zellen in Abhéngigkeit von unterschiedlichen TGF-B-Konzentrationen miteinander verglichen.
Wie unter 2.3.6.3 beschrieben, wurde der Zellsuspension — bestehend aus T-Zellen und APZ aus
der Milz — eine TGF-B-Konzentration von a) 0 ng/ml, b) 0,3 ng/ml oder c) 3 ng/ml zugegeben
und inkubiert. Hierbei wurde deutlich, dass in der PBS-Behandlungsgruppe (APZ aus der Milz
mit intakter DZ-Population) eine Steigerung in der FoxP3'/CD25 -Expressionsrate bei
zunehmender TGF-B-Konzentration erfolgte, welche in der DTx-Behandlungsgruppe nicht
auftrat (DZ-depletierte APZ) (vgl. Abb. 43).

0,3 ng/ml TGF-R 3 ng/ml TGF-B

DTX

Abb. 43: FACS-Analysedaten zeigen den prozentualen Anteil der FoxP3- sowie die CD25-Expression der CD4"-
Zellen bei steigender TGF-B-Konzentration in der DTx- und PBS-Behandlungsgruppe (prozentualer Anteil
FoxP3"/CD25-Zellen in der PBS-Gruppe bei 0 ng/ml TGF-B = 1,62 %, 0,3 ng/ml TGF-B = 7,83 % und 3 ng/ml
TGF-B = 29,7 %; prozentualer Anteil FoxP3'/CD25-Zellen in der DTx-Gruppe bei 0 ng/ml TGF-B = 3,55 %, 0,3
ng/ml TGF-B = 8,27 % und 3 ng/ml TGF-B = 7,42 %).
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Dendritische Zellen wiesen in der Umgebung mit zunehmender TGF-B-Konzentration ein
erhohtes Potential auf, FoxP3'-regulatorische-T-Zellen zu generieren. Der gleiche
Versuchsaufbau wurde fiir die Untersuchung der TGF-B-abhéngigen Treg-Induktion durch APZ
aus Lymphknoten verwendet. Auch hier wurden der Zellsuspension aus T-Zellen und APZ
unterschiedliche Zytokinkonzentrationen zugesetzt, um darauthin die Zellen auf ihre FoxP3'-
Expression zu untersuchen. Interessanterweise konnte kein Unterschied beim Vergleich der
Treg-Induktionsrate unter zunehmender TGF-B-Konzentration bei der Verwendung von APZ aus

Lymphknoten der Tiere der DTx- und der PBS-Behandlungsgruppe detektiert werden.

Milz Lymphknoten
501 507

HN PBS
| = NoIrq

$

"
3

% iTreg Induktion

% iTreg Induktion

3

0,3 ng/ml TGF-B 3 ng/ml TGF-R 0.3 ng/ml TGF-B 3 ng/ml TGF-R
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Abb. 44: Darstellung des prozentualen Anteils der FoxP3"-Zellen an CD4"-Zellen bei 0,3 ng/ml TGF-p und 3
ng/ml TGF-B aus APZ; Milz (links) und Lymphknoten (rechts).

3.3.2 Kostimulatorisch vermittelter protektiver Effekt dendritischer Zellen

bei der FoxP3-Generierung

Um den Effekt der Treg-Induktion ndher untersuchen zu koénnen, wurde das Potential
dendritischer Zellen mit entweder MHC-1I"" oder CD80/86”" daraufhin untersucht, in wie weit

aktivierte FoxP3'CD4"-Zellen in vitro generiert werden konnten.

Hierzu erhielten die Tiere der reinen CD11c-DTR-Chiméren die Behandlung mit entweder DTx
oder PBS einen Tag vor der Organentnahme. Am folgenden Tag fand die Entnahme der Milz
statt, um durch die Zellisolation eine regulatorische T-Zell-Linie in Kultur zu generieren (vgl.
2.3.6.2). Hierbei wurden die verschiedenen Zellsuspensionen (CD11c-DTR DTx sowie PBS,
CD80/86” und MHC-II") hergestellt. Daran anschlieBend erfolgte die Herstellung eines
Gemisches folgender Gruppen:

1. Gruppe: CD11¢-DTR (DTx), 2. Gruppe: CD11¢-DTR (DTx) + CD80/86” und CD11¢-DTR
(PBS) + CD80/86™, 3. Gruppe: CD11¢c-DTR (DTx) + MHC-II"" und CD11¢-DTR (PBS) +
MHC-II"" sowie 4. Gruppe: CD11¢-DTR (PBS).
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Dabei wurde in den verschiedenen Gruppen jeweils die TGF-B-Konzentration zwischen 0 ng/ml,
0,3 ng/ml und 3 ng/ml variiert und die im Vorherigen beschriebene Zellgesamtzahl pro
Vertiefung eingehalten. Nach drei Tagen in Kultur wurden die Zellen geerntet und einer FACS-

Analyse unterzogen.

Wie erwartet konnten in allen Gruppen, welche die CD11c-DTR PBS-Zellen beinhalteten und
somit intakte dendritische Zellen aufwiesen, bei ansteigender TGF-B-Konzentration hdhere
Konzentrationen an FoxP3'CD25'CD4"-Zellen nachgewiesen werden. In Zellsuspensionen, in
denen CD11c-DTR (DTx)-Zellen enthalten waren und die mit Zellen aus den Knockout-Tieren
vermischt wurden, kam der Knockout auf der Oberfliche dendritischer Zellen zum Tragen. Bei
der Betrachtung der Gruppen, welche CDI11c-DTR (DTx)-Zellen beinhalteten, gab es
Unterschiede sowohl im Vergleich innerhalb der DTx-Gruppen als auch im Vergleich zur PBS-

Gruppe.
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Abb. 45: Gegeniiberstellung der unterschiedlichen Knockout-Gruppen

Teil A: FACS-Analysedaten des prozentualen Anteils der FoxP3'CD25'CD4"-Zellen in Abhingigkeit von der
TGF-B-Konzentration in den CD11¢c-DTR-Chiméiren mit DTx- und PBS-Behandlung. Hier konnte bei 3 ng/ml TGF-
B ein signifikanter Unterschied zwischen DTx- und PBS-Gruppe nachgewiesen werden (p < 0,01). Teil B: FACS-
Analysedaten des prozentualen Anteils der FoxP3'CD25'CD4'-Zellen in Abhiingigkeit von der TGF-p-
Konzentration in den CDI11c-DTR/CD80/86”-Chiméren. Hier konnte bei 3 ng/ml TGF-B ein signifikanter
Unterschied zwischen DTx- und PBS-Gruppe nachgewiesen werden (p < 0,001). Teil C: FACS-Analysedaten des
prozentualen Anteils der FoxP3'CD25'CD4"-Zellen in Abhiingigkeit von der TGF-B Konzentration in den CD11c-
DTR//MHC-II""-Chiméren. Hier konnte bei 3 ng/ml TGF-B ein signifikanter Unterschied zwischen DTx- und PBS-
Gruppe detektiert werden (p < 0,001).

Bei der Betrachtung der reinen CDI11c-DTR-Chimiren mit entweder PBS- oder DTx-
Behandlung konnte in der DTx-Gruppe nur ein minimaler Anstieg der FoxP3'CD25'CD4 -
Zellen bei ansteigender TGF-B-Konzentration gesehen werden, wihrend beim Vorkommen

dendritischer Zellen in der PBS-Gruppe ein starker Anstieg beobachtet wurde.
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In der Zellsuspension, in welcher dendritische Zellen keine CD80/86-Oberflichenmolekiile
exprimierten (CD11c-DTR//CD80/86™ DTx), konnte abermals nur ein geringer Anstieg bei
steigender TGF-B-Konzentration gesehen werden im Vergleich zur Zellsuspension, welche

intakte dendritische Zellen aufwies (CD11c-DTR//CD80/86” PBS).

Interessanterweise trat dieser Unterschied zwischen DTx- und PBS-Behandlung in der MHC-IT"-
Zellsuspension nicht so eindriicklich in Erscheinung wie in den Gruppen zuvor. Hier konnte trotz
fehlender MHC-Klasse-II-Molekiile auf dendritischen Zellen (CD11¢-DTR/MHC-II"-DTx) ein
Ansteigen der FoxP3'CD25'CD4"-Zellen detektiert werden, welcher jedoch schwicher im
Vergleich zur Kontrolle mit intakten dendritischen Zellen (CD1 1c-DTR//MHC-II""-PBS) ausfiel.
Zwar liegt der hier beschriebene In-vitro-Effekt nicht in vergleichbarer Ausprigung vor wie in
den vorausgegangenen In-vivo-Daten; insgesamt konnen die Daten jedoch dhnlich eingeordnet
werden und weisen dabei auf einen kostimulatorisch vermittelten protektiven Effekt

dendritischer Zellen bei der FoxP3-Generierung hin.
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4 DISKUSSION

Tiere der verschiedenen Mausmodelle, in denen die EAE induziert wird, weisen — dhnlich wie
Patienten, die an einer MS erkranken — ein weites Spektrum an Heterogenitét auf, in Bezug auf
die Auspriagung klinischer Symptome, den Verlauf der Erkrankung und auch auf die Sensibilitét,
auf bestimmte Therapieschemata anzusprechen. In einer komplexen FErkrankung wie der
Multiplen Sklerose, in der sowohl die Ursachen als auch die Pathogenese bis heute noch nicht
vollkommen verstanden sind, ist es umso wichtiger, sich einer Bandbreite an Moglichkeiten zu
bedienen, um die Fortschritte, welche in den vergangenen 20 Jahren in der Therapieentwicklung
verzeichnet werden konnten, weiter auszubauen. Den Erkenntnissen aus EAE-Studien ist es
letztendlich zu verdanken, dass den MS-Patienten seit 1996 die Medikamente Glatirameracetat,

Mitoxantron und Natalizumab fiir die therapeutische Interventionen zur Verfiigung stehen (Gold

et al. 2006; Steinman and Zamvil 2006a).

Uber die Modulation der unterschiedlichen T-Zell-Aktivierungszustinde sind dendritische Zellen
in der Lage, sowohl iiber protektive als auch inflammatorische Wirkungsweisen erheblichen
Einfluss auf den Verlauf einer Immunreaktion zu nehmen. Doch inwieweit wird dieser Einfluss
nur in bestimmten Phasen der Immunantwort ausgeiibt? Die Untersuchung der Funktion
dendritischer Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten des EAE-Krankheitsverlaufs stellt im
Wesentlichen das zentrale Ziel dieser Arbeit dar. Durch ein besseres Verstindnis grundlegender
neuroimmunologischer Zusammenhidnge im Tiermodell sollte ein kleiner Beitrag zur

Entwicklung neuer klinisch-orientierter Therapien geleistet werden.

Die Aktivierung enzephalitogener, myelinreaktiver T-Zellen, welche eine weite Bandbreite an
inflammatorischen Kaskadereaktionen auslost und letztendlich in einer Demyelinisierung und in
einem axonalen Zellverlust von Nervenfasern miinden kann, wird als einer der wichtigsten
Ausgangspunkte in der Entwicklung der Multiplen Sklerose angesehen. Dendritische Zellen
nehmen dabei sowohl im Menschen als auch in Tiermodellen, wie der EAE, eine Schiisselrolle
in der Initiierung, der Aufrechterhaltung sowie in der Modulation der neuroinflammatorischen
Kaskade ein und stellen einen wichtigen therapeutischen Angriffspunkt in der Behandlung der
MS dar (Zozulya et al. 2010). Die Bedeutung antigenpréisentierender Zellen in der Regulierung
neuroinflammatorischer Prozesse im ZNS konnte wu.a. durch Erkenntnisse zum
Wirkungsmechanismus zweier flir die Therapie der Multiplen Sklerose zugelassener

Medikamente (Glatirameracetat und Interferon-f) gezeigt werden (Weber et al. 2007; Prinz et al.
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2008). Die Autoren belegen in den genannten Verdffentlichungen, dass die beiden Medikamente
iiber die Beeinflussung myeloider Zellen (Monozyten und Makrophagen) zu einer Modulation

der inflammatorischen Autoimmunreaktion fiihren.

4.1 Funktion dendritischer Zellen in Autoimmunerkrankungen

Die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wird normalerweise durch bestimmte
Schutzmechanismen verhindert. Zum Einen werden potentiell gefdhrliche T-Zellen im Thymus
durch die Hilfe antigenpridsentierender DZ aussortiert. Zum Anderen wird sowohl die
Aufrechterhaltung der sog. peripheren Selbst-Toleranz als auch die Kontrolle der
organspezifischen Autoimmunitit durch die Suppression und Deletion autoreaktiver T-Zellen
iber die Interaktion dendritischer Zellen mit regulatorischen T-Zellen gewdhrleistet (Steinman
and Nussenzweig 2002; Sakaguchi 2005). Durch Arbeiten an Tiermodellen konnte gezeigt
werden, dass eine Storung dieses sensiblen Systems zum Ausbruch systemischer
Autoimmunerkrankungen fithren kann (Sakaguchi et al. 1985). Auch in der Multiplen Sklerose
beim Menschen wurde ein Zusammenhang zwischen einer gestorten Treg-Balance und dem
Krankheitsausbruch beschrieben (Viglietta et al. 2004). Das wechselseitige System, in welchem
Toleranz fordernde regulatorische T-Zellen und proinflammatorische Th17-Zellen auf die
gegenseitige Differenzierung Einfluss nehmen und somit den Schutz oder den Untergang von
Zellen bewirken, verdeutlicht die Notwendigkeit eines besseren Verstindnisses dieses sensiblen

Gleichgewichts (Bettelli et al. 2006; Langrish et al. 2005).

Inwieweit die Interaktionen zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen in Abhédngigkeit zum
Phinotyp der dendritischen Zellen stehen, ist gegenwértig umstritten. Bisher war man der
Ansicht, dass dendritische Zellen vor allem durch das Potenzial zur Induktion verschiedener T-
Zellpopulationen in Abhdngigkeit ihres Reifezustandes gekennzeichnet wiren. Steinman und
Nussenzweig gehen zu Beginn des 21. Jahrhunderts davon aus, dass unreife DZ im Steady State
des Immunsystems — in der Abwesenheit Pathogen-assoziierter molekularer Muster (PAMP),
welche auf einem breiten Spektrum an Mikroorganismen exprimiert werden — das kdrpereigene
»Selbst” immunologisch definieren und somit die Induktion einer Autoimmunantwort durch
periphere Toleranzentwicklung verhindern bzw. unterdriicken wiirden. Dies konnte durch die
Deletion autoreaktiver Lymphozyten in der Peripherie oder wéhrend der Thymusselektion, aber
auch durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen durch DZ gewéhrleistet werden. DZ-
Reifung geschieht nicht nur unter infektiosen Bedingungen, sondern kann auch bei nicht-

infektidsen Schadigungen wie zum Beispiel nach einem Trauma nachgewiesen werden.
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Gegenwirtig werden auch sog. damage-associated molecular patterns (DAMPs) — wie endogene
intrazellulare Molekiile und extrazelluldre Matrixmolekiile —, welche die Aktivierung von TLR
hervorrufen, fiir die Induzierung einer inflammatorischen Genexpression verantwortlich
gemacht. Sie informieren das Immunsystem sowohl iiber Gewebeschidden durch ,,sterile®
Verletzungen, z. B. bei einem Schlaganfall, oder auch iiber Gewebeldsionen, welche in

Verbindung mit Entziindungsreaktionen entstehen (Piccinini and Midwood 2010).

Im Kontext von leicht-/geringgradigen bzw. nicht infektiosen Schidigungen des Korpers sind
DZ in der Lage — abhingig vom betreffenden Organ —, die Immunantworten zu supprimieren.
Diese DZ iiben dabei eine regulatorische Modulationsfunktion aus und sind phinotypisch von
unreifen DZ abzugrenzen (Zozulya et al. 2010). Sie exprimieren eine ausgepragte Kombination
an kostimulatorischen und koinhibitorischen Oberflaichenmolekiilen, welche zur peripheren

Toleranz- und regulatorischen T-Zell-Entwicklung beitragen (Menges et al. 2002).

Von einer klaren Abgrenzung zwischen den Funktionen bei der Reifeentwicklung dendritischer
Zellen wird zum gegenwértigen Zeitpunkt jedoch Abstand genommen. Mittlerweile wird die
Dichotomie des Reifungsprozesses dendritischer Zellen nicht mehr als Wandel von
,»Toleranzinduktion* zu ,,proinflammatorischer Immunreaktion* gesehen, wie es von Reis e
Sousa beschrieben wurde (Reis e Sousa 2006). Albert und Mitarbeiter verdeutlichten zum
Beispiel, dass DZ, welche funktionell wie auch phénotypisch ,reifen” DZ &dhnelten, fiir die

Toleranzentwicklung von CD8"-T-Zellen verantwortlich seien (Albert et al. 2001).

Unklar ist zudem, wann und wie weit dendritische Zellen eher protektiv oder destruierend auf
den Verlauf der Neuroinflammation im ZNS einwirken. Zum Einen konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Heftigkeit der EAE als auch die Anzahl der Plaques in Lisionen von MS-Patienten
mit dem Auftreten und dem funktionellen Status der dendritischen Zellen korreliert (Greter et al.
2005; Pashenkov et al. 2001). Gleichzeitig verdffentlichte die Gruppe um Hawinger Ergebnisse
aus Studien, in denen dendritische Zellen, die in vivo mit dem MOG-Peptid beladen wurden,
eine Form der peripheren T-Zell-Toleranz hervorriefen und somit den Ausbruch der EAE
verhinderten (Hawiger et al. 2004). Laouar et al. beschrieben zudem eine Verstirkung der EAE-
assoziierten T-Zell-Antwort bei Inaktivierung des TGF-B-Signalweges in dendritischen Zellen
mit verstirkter inflammatorischer Reaktion im ZNS, erhdhten Zahlen an proinflammatorischen
T-Zellen sowie dem Ausbleiben der typischen Remissionsphasen (Laouar et al. 2008). Die
Inaktivierung dieses Signalweges hitte eine empfindliche Storung der Treg-DZ-Interaktion zur

Folge, wodurch die beschriebene Verstarkung des EAE-Verlaufs erkldrt werden konnte.
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Ex-vivo-Untersuchungen konnen bei der Untersuchung komplexer Zusammenhdnge im
Organismus nur limitierte Aussagen Uber die vielschichtigen immunpathologischen
Interaktionen liefern. Durch die Verwendung des CDI11c-DTR-GFP-Modells in C57BL/6-
Maiusen konnte in dieser Arbeit jedoch eine konditionelle Depletion dendritischer Zellen
wiahrend unterschiedlicher Stadien des Krankheitsverlaufes der aktiven EAE in vivo
durchgefiihrt werden, um die daraus resultierenden Auswirkungen zu verdeutlichen und besser

verstehen zu konnen.

4.2 Auswirkung der DZ-Depletion

Die Antigenprésentation dendritischer Zellen im Steady State bewahrt die Toleranz gegeniiber
dem eigenen Organismus durch die Uberfiihrung autoreaktiver T-Zellen in die Apoptose, die
Induzierung des anergischen Zustandes oder durch die Expansion antigenspezifischer
regulatorischer T-Zellen (Yamazaki et al. 2003). Kommt es jedoch zur Aktivierung dendritischer
Zellen bei der Konfrontation mit immunreaktiven Komponenten wie TLR, Fc-Rezeptor-Signalen
oder inflammatorischen Zytokinen wird eine Immunantwort als Abwehrreaktion eingeleitet
(Steinman and Nussenzweig 2002). Die wichtige Funktion dendritischer Zellen in der Initiierung
einer Abwehrreaktion gegeniiber feindlichen Pathogenen wiirde die Vermutung begriinden, ein

Verlust dendritischer Zellen hitte ein Fehlen von Immunreaktionen zur Folge.

Im Jahr 2008 vero6ffentlichte die Gruppe um Jung die Ergebnisse einer Versuchsreihe mit
Maiusen, welche kongenital einen Mangel an klassischen dendritischen Zellen (¢cDZ) aufwiesen.
Uberraschenderweise waren das T-Zell-Kompartment, die T-Zell-Homdostase, die negative
Selektion im Thymus sowie die Generierung von natiirlichen regulatorischen T-Zellen durch das
kongenitale Fehlen der DZ nicht beeintriichtigt. Uberraschend war zudem, dass durch das Defizit
an dendritischen Zellen ein myeloproliferatives Syndrom in den Tieren hervorgerufen wurde, das
mit einem Ubergang in Richtung myeloider Zellvermehrung mit zusétzlichen Zeichen der
Zellinfiltration in nicht lymphoiden Organen — wie Nieren und Leber — sowie einer
Lymphadenopathie einherging (Birnberg et al. 2008). Ohnmacht et al., welche einen &hnlichen
Versuchsablauf durchgefiihrt hatten, beschrieben hingegen eine durch die fortwihrende
Depletion dendritischer Zellen hervorgerufene Zisur in der CD4 -vermittelten T-Zell-
Toleranzentwicklung, welche die Entwicklung spontaner Autoimmunreaktionen hervorrief
(Ohnmacht et al. 2009). Ein Fehlen dendritischer Zellen von Geburt an wiirde demnach eine

ganz andere Auswirkung auf das Immunsystem haben als anfdnglich vermutet. Doch welche
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Auswirkung hat eine zeitlich begrenzte Depletion dendritischer Zellen wihrend einer EAE auf

einen Organismus ohne kongenitale Verdnderungen?

4.2.1 Verlust der immunregulatorischen Funktion dendritischer Zellen zu

Beginn der aktiven EAE

Interessanterweise konnte in unserer Arbeitsgruppe in aktiven durch MOGss.ss-Peptid
induzierten EAE-Versuchen gezeigt werden, dass es durch die Depletion dendritischer Zellen
wihrend der Initiierungs- bzw. Pragungsphase der autoreaktiven T-Zellen zu einer einseitigen
Beeintrachtigung in der Generierung von induzierten Treg-Zellen kommt, wéhrend die Th17-
Zellpopoluation unbeeinflusst vorlag (unverdffentlichte Daten aus Voss, Siffrin, Werr et al.).
Hier konnte ein Fehlen des sonst so charakteristischen Anstieges der induzierten Treg-Zahl in
der Milz und nachfolgend im ZNS detektiert werden. Die konditionelle Depletion dendritischer
Zellen wihrend der durch MOGss_ss-Peptide induzierten aktiven EAEs verdeutlicht eine wichtige
regulatorische Rolle dendritischer Zellen in vivo in der Generierung regulatorischer T-Zellen in
der Peripherie, welche unter 3.1.1 bestétigt werden konnte. Durch die zielgerichtete Wirkung des
DTx auf Zellen, welche das Oberflaichenmolekiil CD11c in erhohtem Malle exprimieren, kann
der protektive Effekt den klassischen DZ zugeschrieben werden. Plasmazytoide DZ, welche
CDl11c-Oberflichenmolekiile nur in relativ geringer Konzentration exprimieren, blieben

demnach von der Depletion zum groBten Teil verschont (vgl. 1.3.2, Tab. 1).

In der EAE, wie auch in der Multiplen Sklerose, korreliert der Schweregrad bzw. die Gradation
der Erkrankung mit dem AusmaB sowie dem Differenzierungsgrad der CD4 -T-Zellen. Gerade
die als #uBerst proinflammatorisch beschriecbenen Th17'-T-Zellen werden fiir die
immunologische Neuroinflammation verantwortlich gemacht (Hofstetter et al. 2007; McFarland
and Martin 2007). Die Verschiebung im Treg-T-Effektorzellgleichgewicht zu Gunsten der
proinflammatorischen Th17-Zellen im ZNS fiihrte in Versuchen dieser Arbeit, wie auch bei J.
Werr, zu einer fulminanteren Schidigung von neuronalen Strukturen im ZNS und resultierte in

einem ausgeprigten Krankheitsverlauf mit erhohter Mortalitét.

Diese neuen Erkenntnisse finden dabei Angliederung an das Verstéindnis, dass DZ in der Lage
sind, regulatorische T-Zellen in vitro zu stimulieren und dadurch die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen inhibieren zu kénnen (Tarbell et al. 2006). Yamazaki et al. konnten in
verschiedenen Versuchsreihen die ausgeprigte Bedeutung dendritischer Zellen bei der

Entstehung regulatorischer T-Zellen verdeutlichen. Das Wachstum CD25'CD4 -regulatorischer
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T-Zellen ist dabei neben dem Vorhandensein von IL-2 auf die DZ-T-Interaktion angewiesen und
mafgeblich bestimmt (Yamazaki et al. 2003). Bemerkenswerterweise zeigten sowohl unreife als
auch reife DZ in vitro die Fahigkeit, aus FoxP3"-Vorlduferzellen unter der Zugabe von TGF-f3

antigenspezifische FoxP3" regulatorische T-Zellen zu generieren (Yamazaki et al. 2007).

Interessanterweise belegt die Arbeit von Werr einen vorzeitigen Krankheitsausbruch bei Tieren
mit kontinuierlicher DZ-Depletion, welcher auch unter 3.1.1 beschrieben wurde. Diese
vorzeitige Reaktion des Immunsystems kann als Hinweis auf eine Rolle fiir die
immunregulatorische Funktion von dendritischen Zellen, im Speziellen wéhrend der
Pragungsphase naiver T-Zellen, sowie wihrend des Differenzierungsprozesses in sekundér
lymphatischen Organen gewertet werden. Eine Storung wihrend dieser sensiblen Phase der
Immunreaktion mit daraus resultierender Verschiebung des Gleichgewichtes von Toleranz
fordernden Einfliissen in Richtung einer proinflammatorischen Immunreaktion wiirde sowohl
eine erhohte Inflammation durch Th17'-T-Zellen begriinden als auch den fulminanteren
Krankheitsverlauf erkldren. Unsere Ergebnisse stehen dabei im Einklang mit der Arbeit von
Darrasse-Jeze, der in Tiermodellen fiir chronische Darmerkrankungen und Diabetes mellitus
Typ 1 ebenfalls die konditionelle Depletion von dendritischen Zellen untersuchte (Darrasse-Jéze
et al. 2009). In In-vivo-Versuchen mit dem DTx-Modell konnte gezeigt werden, dass die
Depletion dendritischer Zellen zu einer Reduktion von regulatorischen T-Zellen fiihrte und
dadurch das Auftreten von Autoimmunerkrankungen induzierte. Die Arbeitsgruppe erklirte sich
diesen Verlust an regulatorischen T-Zellen nicht durch eine verminderte Treg-Produktion im
Thymus, sondern vielmehr durch den Verlust an Interaktionen mit den fehlenden dendritischen
Zellen in der Milz sowie den Lymphknoten. Im Gegenzug konnte iiber die Erhohung der DZ-
Zahl eine Zunahme in der Treg-Zellzahl detektiert werden. Diese Zunahme der Treg-Zellen,
welche iiber DZ-Expansion hervorgerufen wurde und eine MHC-II-Expression auf DZ
erforderte, konnte die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes verhindern (Darrasse-Jéze et al. 2009).
In weiteren Versuchen dieser Arbeitsgruppe konnte durch den DZ-abhingigen Riickgang an
Treg-Zellen eine Steigerung in der Anzahl der proinflammatorischen T-Zellen — im Besonderen
Interferon-y- sowie Interleukin-17-produzierende T-Zellen — nachgewiesen werden, was auch in

unseren Versuchen der Fall war.

Aufschlussreich waren zudem die Versuche von Isaksson zum FEinfluss plasmazytoider
dendritischer Zellen wihrend der aktiven EAE. Diese Subpopulation dendritischer Zellen wurde

in unseren Versuchen bei der Depletion ausgespart und primdr die Funktion der
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klassischen/konventionellen dendritischen Zellen (cDZ) analysiert. Die Gruppe um Isaksson
depletierte die pDZ durch Antikorperapplikation mit anti-pDC-Ag-1 (anti-PDCA1)-mAb vor
Immunisierung und Auslosung einer aktiven EAE mit dem MOG-Peptid in C57BL/6-Mdusen.
Tiere ohne pDZ entwickelten mildere klinische Krankheitssymptome mit zusitzlich geringeren
Th17-Zellzahlen in der Milz und zeigten zudem leichtere histopathologische EAE-Merkmale im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (Isaksson et al. 2009). Isaksson schrieb darauthin den pDZ
eine wichtige Auslibung ihrer Funktion wéhrend der Initialisierungsphase der EAE zu.
Interessanterweise resultierte aus der Depletion eine Woche nach der MOG-Immunisierung ein
fulminanteres Krankheitsgeschehen, was auf einen fordernden Effekt von pDZ in der MOG-
induzierten Th17-Zellantwort wihrend der EAE hindeutet.

Diese Beobachtung wiirde demnach auf einen gegenldufigen Effekt von cDZ und pDZ in den
Anfangsphasen der EAE hinweisen. Wihrend die Depletion der klassischen DZ in der Phase der
Immunisierung mit MOG einen fulminanteren EAE-Krankheitsverlauf bewirkt und erst eine
Depletion in der Phase des Krankheitsausbruches zu einer Verbesserung bzw. einer
Verlangsamung in der Progression fiihrt, scheint eine Depletion der pDZ in der Anfangsphase
einen milderen Krankheitsverlauf hervorzurufen und die spétere Depletion eine

Verschlechterung zur Folge zu haben.

4.2.2 Abbruch in der DZ-Depletion wihrend des Krankheitsausbruches

ohne protektive Auswirkung
Die Depletion DZ von Beginn einer aktiven EAE-Induzierung an verdeutlicht die Funktion
dendritischer Zellen in der aktiven Regulierung des Treg-Th17-Gleichgewichtes wéhrend frither
Stadien der T-Zell-Differenzierung. In der Pragungsphase enzephalitogener T-Zellen wihrend
aufkommender Neuroinflammation zeigen dendritische Zellen in sekundidr lymphatischen
Geweben eine Beteiligung in der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz. Interessant war hierbei
zu sehen, ob eine Unterbrechung in der Depletion dendritischer Zellen zu einem Zeitpunkt nach
abgeschlossener T-Zell-Prigungsphase den anfianglich fulminanteren Effekt im EAE-

Krankheitsverlauf revidieren wiirde.

Die Depletion vom Beginn der EAE-Induzierung bis zum Krankheitsausbruch bei einem
durchschnittlichen Krankheitswert von 1,5—2 hatte vergleichbare Auswirkungen wie die
Depletion DZ im gesamten EAE-Verlauf (vgl. 3.1.2). Es konnte hier sowohl ein verfriihter

Krankheitsausbruch als auch ein hoherer Durchschnittswert im maximalen Krankheitsgrad und
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im Gesamtkrankheitsgrad sowie eine erhohte kumulative Krankheitsaktivitit detektiert werden.
Eine Revidierung des fulminanten Verlaufes bzw. eine Abschwichung in der Krankheitsaktivitit
iiber den restlichen EAE-Verlauf konnte nicht nachgewiesen werden. Zwar verkleinert sich die
Signifikanz im Vergleich des durchschnittlichen Krankheitswertes beider Gruppen an den
unterschiedlichen Tagen v.a. im letzten Abschnitt des Versuches, dies ist jedoch auf eine
verstirkte Krankheitsaktivitdt in der PBS-Behandlungsgruppe zuriickzufiihren, welche einen
spateren Krankheitsausbruch verzeichnete. Die Entwicklung der EAE-Verlaufskurven der beiden
Behandlungsgruppen (DTx vs. PBS) deutet dabei auf einen nicht revidierbaren Effekt durch die
frithe Depletion dendritischer Zellen hin. Demnach ist der Eingriff in das Gleichgewicht
zwischen Th17- und Treg-Zellen zu groB, als dass ein Wiederkehren dendritischer Zellen die mit
aller Wahrscheinlichkeit nach erhohten Thl17-Zellzahl inhibieren konnte. Die wichtige
Bedeutung in der Kontrolle autoaggressiver T-Zellen durch regulatorische T-Zellen konnte
schon durch die Versuche von Lafaille beschrieben werden. Diese zeigten, dass trotz alleinigen
Vorkommens transgener myelinspezifischer TZR ein spontaner Ausbruch der EAE durch die
natiirlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen verhindert wurde. Sobald jedoch die
physiologischen Kontrollmechanismen der T-Zell-Homoostase gestort wiirden, konnte es zum
Ausbruch einer Autoimmunreaktion kommen (Lafaille et al. 1994). Der protektive Effekt, der
durch die Induzierung antiinflammatorischer regulatorischer T-Zell-Typen iiber die Interaktion
mit dendritischen Zellen entsteht und gerade zu Beginn einer Immunreaktion fiir die Regulierung
und Modulierung der Zellantwort duflerst wichtig ist, bleibt nach DZ-Depletion aus. Somit
wiirden die hochgradig proinflammatorisch wirkenden Thl17-Zellen keine Inhibition mehr
erfahren und dementsprechend wirken konnen. Durch die starke klinische Manifestation der
ZNS-Schiadigung musste der Versuch am 21. Tag unter Beriicksichtigung der

tierschutzrechtlichen Bestimmungen abgebrochen werden.

Ob eine eventuell frithere Unterbrechung in der DTx-Applikation eine divergente Auswirkung
hinsichtlich des Krankheitsverlaufes mit sich bringen wiirde ist fraglich. Tischner et al.
untersuchten in vivo die Interaktion regulatorischer T-Zellen mit enzephalitogenen T-Zellen im
konfokalen Mikroskop und konnten dabei einen Zusammenhang zwischen dem Einfluss einer
polyklonalen Expansion regulatorischer T-Zellen in sekundir lymphatischen Geweben und der
Migration proinflammatorischer Zellen ins ZNS identifizieren. Nach Tischer liefert die
Expansion der Treg-Zellen in sekunddr lymphatischen Geweben einen wichtigen préventiven
Beitrag beziiglich der Migration enzephalitogener Zellen ins ZNS (Tischner et al. 2006). Diese

Aussage wiirde unsere eigenen Beobachtungen teilweise erkliren.
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Wiirde die Interaktion dendritischer Zellen und regulatorischer T-Zellen wihrend der
Pragungsphase beeintrichtigt, hitte dies negative Auswirkung auf die Expansionsrate der Treg-
Zellen, was eine Zunahme in der ZNS-Migrationsrate durch proinflammatorische Zellen zur
Folge hitte. Eine Unterbrechung der Depletion wihrend der Effektorphase wiirde demnach fatale
Auswirkungen nach sich ziehen, da nun wieder aufkommende DZ im ZNS in ihrer
Antigenprédsentation gegeniiber enzephalitogenen Zellen durch die unterbrochene DTx-
Applikation nicht mehr behindert wiirden und somit eine autoaggressive Reaktion

proinflammatorischer T-Zellen beglinstigt werden konnte.

Fir die Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion innerhalb des ZNS bedarf es einer
Restimulation enzephalitogener T-Zellen durch antigenprédsentierende Zellen. Denn auch zuvor
aktivierte und expandierte T-Zellen sind nicht in der Lage, native Proteinzielstrukturen
eigenstindig zu erkennen (Slavin et al. 2001). Greter et al. konnten in Versuchen verdeutlichen,
dass Mikroglia- und Astrozytenzellen, welche im ZNS als lokal vorkommende APZ fungieren,
nicht unbedingt fiir die Entwicklung einer EAE notwendig sind. In Experimenten, in denen die
MHC-Klasse-II-Expression auf CD11c'-DZ limitiert wurde, zeigte sich, dass die CD11c¢"-DZ
alleine fiir die Antigenprisentation autoreaktiver T-Zellen verantwortlich waren und so die ZNS-
Inflammation und den klinischen Krankheitsausbruch steuerten (Greter et al. 2005). Eine
Unterbrechung in der DTx-Applikation wéhrend der Effektorphase, also in der Phase, in der
autoreaktive T-Zellen in das ZNS einwandern, wiirde zur Folge haben, dass dendritische Zellen
wieder vermehrt auftreten, fiir die Antigenprisentation zur Verfligung stehen und damit die
neuroinflammatorischen Reaktionen beglinstigen bzw. sogar verstirken konnten. Diese
Hypothese findet Unterstiitzung in den Ergebnissen von Heppner et al. aus Versuchen an
unterdriickter Mikrogliaaktivitdt, welche eine Repression in der Entwicklung einer EAE zur
Folge hatte (Heppner et al. 2005). Auch hier kdnnten diese Ergebnisse durch eine verminderte
Antigenprésentation und damit abgeschwidchte Stimulation aggressiver Immunzellen erklért

werden.

Ahnliches kann auch aus Versuchen der Gruppe um Whartenby abgeleitet werden. Diese
beschreiben eine Abschwichung im EAE-Krankheitsverlauf von Miusen, in denen wéhrend der
Effektorphase des EAE-Verlaufs der FLT3-Signalweg unterbunden wurde (Whartenby et al.
2005). Die Stimulation himatopoetischer Vorlauferzellen — welche den FLT3-Rezeptor (CD135)
exprimieren — via FLT3-Ligand fiihrt in vitro wie auch in vivo zu einer Expansion und

Differenzierung dieser Vorlduferzellen in Richtung des DZ-Phénotypen. Die Inhibierung dieses

92



Diskussion

Signalweges wihrend der Effektorphase der Immunreaktion, in der migrierte enzephalitogene T-
Zellen im ZNS Strukturen angreifen und zerstoren, fithrt zu einer abgeschwiéchten Entstehung
dendritischer Zellen, was eine eingeschrinkte Antigenpridsentation im ZNS und damit einen

milderen EAE-Krankheitsverlauf erklaren konnte.

Um voneinander abweichende Pathomechanismen als mogliche Ursache fiir die Andersartigkeit
der EAE-Verldufe in den unterschiedlichen Versuchsgruppen auszuschlieBen, wurden sowohl
von Tieren der PBS- als auch von Tieren der DTx-Behandlungsgruppe HE- und LFB-Féarbungen
der lumbalen Anteile der Medulla spinalis angefertigt und hinsichtlich der Merkmale
Zellinfiltration und Demyelinisierung miteinander verglichen (Berard et al. 2010). Hierbei
wurden Versuchstiere mit dhnlich stark ausgeprégten klinischen Symptomen ausgewahlt, welche
einen Krankheitswert zwischen zwei bis drei aufwiesen. In beiden Behandlungsgruppen wurden
die allgemeinen Zeichen der Zellinfiltration vergleichbar stark ausgeprigt parameningeal
vorgefunden. Zusitzlich konnten durch die LFB-Féarbung demyelinisierte Bereiche v. a. in der

Nihe des Hinterhorns identifiziert werden.

4.2.3 Auswirkung der DZ-Depletion im Krankheitsausbruch auf die

Progression des Krankheitsverlaufs

Wihrend in der Prigungsphase die ausschlaggebenden Mechanismen der Immunreaktion in
sekunddr lymphatischen Geweben ablaufen, ist in der Effektorphase die Restimulation
autoreaktiver Zellen im ZNS durch erneute Prdsentation der Antigenstrukturen durch APZ
entscheidend. Klinische Symptome in der EAE bildeten sich erst dann aus, wenn T-Zellen,
welche in der Lage sind, die BHS zu penetrieren, hinreichend durch APZ im ZNS reaktiviert
werden (Kawakami et al. 2005). In Gegenwart differenzierter, enzephalitogener T-Zellen
fungieren dendritische Zellen im ZNS (ZNS-DZ) unter proinflammatorischen Bedingungen im
perivaskulidren Raum als potente antigenprisentierende Zellen (Greter et al. 2005; Bailey et al.
2007). Greter et al. konnten in Versuchen nachweisen, dass eine Erhohung der Anzahl
dendritischer Zellen via FLT3-Antikorper-Verwendung in einer Zunahme des Schweregrades in
der EAE resultierte und damit die Bedeutung DZ hinsichtlich ihres Potentials zur
Antigenprésentation im ZNS hervorheben (Greter et al. 2005). Die Erkenntnis von Whartenby,
dass tiber die Inhibierung des FLT-3-Signalweges eine Verbesserung im EAE-Krankheitsverlauf
zu erreichen ist, deutet zusitzlich auf eine kritische Beteiligung myeloider dendritischer Zellen

wihrend der Antigenprésentation im ZNS hin.
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Wie wiirde sich demnach eine Depletion dendritischer Zellen in der akuten Phase des
Krankheitsausbruches — in der Phase, in der aktivierte und expandierte autoreaktive T-Zellen die

Zielstrukturen im Gehirn aufsuchen — verhalten?

Interessanterweise konnte nach DTx-Applikation zum Zeitpunkt des Ausbruchs der Erkrankung
in der CDI11c-DTR-DTx-Gruppe eine leichte Stagnation in der Progression des EAE-
Krankheitsverlaufs festgestellt werden (vgl. 3.1.3). Die Depletion dendritischer Zellen ab Tag 13
rief eine Abflachung des Verlaufsgraphen der DTx-Gruppe hervor, die sich nach vier Tagen
signifikant von den Verlaufsgraphen der Kontrollgruppen unterschied. Tiere der DTx-
Behandlungsgruppe wiesen nach Abbruch des Versuches ein 100-prozentiges Uberleben auf,
welches sich im Vergleich zur PBS-Behandlungsgruppe mit knapp 39 % signifikant unterschied
(p = 0,0003). Bemerkenswert war jedoch, dass es nicht nur zu einer Verlangsamung in der
Progression der Krankheitssymptomatik kam, sondern gleichzeitig eine Verbesserung der
klinischen Symptome in einigen Tieren beobachtet werden konnte. Diese zeigten vor DTx-
Behandlung klare Zeichen einer Hinterbeinparese, welche jedoch nach einigen Tagen vollstindig

remittiert zu sein schien, da die zuvor geldhmten Hinterbeine wieder bewegt werden konnten.

Interessant war nun, durch welche Verdanderung in der Immunreaktion diese Abschwéchung des

EAE-Verlaufs hervorgerufen wurde.

Bei der Analyse der verschiedenen Zellpopulationen in der Milz sowie im ZNS fiel auf, dass
sowohl in der Milz als auch im ZNS minimale Abweichungen im prozentualen Anteil der
Zellverteilung von CD4'-Treg- und -Th17-Zellen nachgewiesen werden konnten, diese jedoch
zu geringgradig erschienen, als dass sie fiir die Verdnderung im EAE-Verlauf verantwortlich
sein konnten. In beiden Organen lag eine minimale Erhéhung der Th17- und Treg-
Zellpopulation in der PBS-Behandlungsgruppe vor. Der einzige Unterschied, der bei den FACS-
Analysen auffiel, war eine ausgeprigte Zunahme an ZNS-DZ in der PBS-Gruppe. Diese
Zunahme deutet darauf hin, dass in etablierten neuroinflammatorischen Vorgingen dendritische
Zellen einen direkten Beitrag zur Progression der klinischen Symptome leisten wiirden. Auch
hier konnen die Versuche Greters und Whartenbys als mogliche Erkldrung herangezogen

werden.

In Anlehnung an die zuvor erdrterten Verdffentlichungen (Greter et al. 2005; Bailey et al. 2007;
Whartenby et al. 2005) wiirde die Reduktion dendritischer Zellen im ZNS der Tiere der DTx-
Behandlungsgruppe eine Erklarung fiir den milderen EAE-Verlauf bzw. die Verlangsamung der
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EAE-Progression liefern. Mdgliche Griinde fiir eine abgeschwichte Neuroinflammation wéren
hier eine verringerte Antigenprasentation und Restimulation der migrierten enzephalitogenen T-
Zellen durch dendritische Zellen im ZNS. Wihrend in der PBS-Behandlungsgruppe somit ein
physiologisches Vorkommen an ZNS-DZ vorliegt und fiir die Antigenpridsentation
proinflammatorischer Zellen zur Verfiigung stehen wiirde, zeigen Tiere der DTx-
Behandlungsgruppe verringerte Zellzahlen an ZNS-DZ, was eine Abschwichung in der

Antigenprésentation zur Folge haben diirfte.

Um auch hier voneinander abweichende Pathomechanismen als mogliche Ursache fiir die
Andersartigkeit der EAE-Verldufe in den unterschiedlichen Versuchsgruppen auszuschlief3en,
wurden von Tieren der PBS- sowie von Tieren der DTx-Behandlungsgruppe HE- und LFB-
Féarbungen der lumbalen Anteile der Medulla Spinalis angefertigt und hinsichtlich der Merkmale
Zellinfiltration und Demyelinisierung miteinander verglichen (Berard et al. 2010). In beiden
Behandlungsgruppen wurden die allgemeinen Zeichen der Zellinfiltration vergleichbar stark
ausgeprdgt parameningeal vorgefunden. Zusitzlich konnten durch die LFB-Firbung

demyelinisierte Bereiche v. a. in der Ndhe des Hinterhorns identifiziert werden.

Diese Erkldrung findet Unterstiitzung in den Ergebnissen aus passiven EAE-Versuchen, welche
in unserer Arbeitsgruppe erzielt wurden. J. Werr umging das Priming enzephalitogener T-Zellen
zu Beginn einer Immunreaktion durch den Transfer zuvor in vitro stimulierter und expandierter
enzephalitogener T-Zellen (unverdffentlichte Daten aus Voss, Siffrin, Werr et al.). Die
enzephalitogenen T-Zellen (vgl. 2.3.6.1 sowie 2.3.7.2) wurden CD11c-DTR-Empfangerchiméren
mittels vendser Injektion libertragen. Beginnend einen Tag vor Zelltransfer bis Versuchsende
wurden die Tiere, wie in der aktiven EAE, mit DTx bzw. PBS behandelt und der vorliegende

Krankheitsgrad klinisch iiberpriift.

Werr konnte hier zeigen, dass es in Abwesenheit dendritischer Zellen bei mit DTx behandelten
Tieren zu einer verringerten Krankheitsinzidenz sowie einem durchschnittlich verminderten
Krankheitswert kam. FACS-Analysen zeigten zudem, dass eine erhhte Anzahl der transferierten
TH17-Zellen in den Tieren nachgewiesen werden konnte, die ein intaktes DZ-Kompartiment
aufwiesen (PBS-Behandlungsgruppe). Zusidtzlich konnten erhdhte Zellzahlen von
regulatorischen T-Zellen in Gehirnen von Versuchstieren detektiert werden, welche DZ-
Depletion aufwiesen (DTx-Behandlungsgruppe). Insgesamt scheint sich die Anwesenheit

dendritischer Zellen in der Effektorphase der Immunreaktion, in der primér die Funktion zur
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Antigenprésentation im ZNS im Vordergrund steht, negativ auf den klinischen Krankheitsverlauf

in der EAE auszuwirken.

4.3 Rolle der Kkostimulatorischen B7-Familie in der DZ-T-Zell-

Interaktion

Die Folgen der Depletion dendritischer Zellen in der Initiierungsphase der Immunantwort zeigen
sich in einer Storung der unter normalen Umstinden ablaufenden Erhéhung regulatorischer T-
Zellen und damit einer Beschleunigung der Progression des Krankheitsverlaufes der EAE. Doch
iiber welchen Mechanismus kann die Verschlechterung der klinischen Symptome in DZ-
depletierten Tieren erklirt werden? Spielen hierbei primir die antigenspezifischen MHC-Klasse-

II-Komplexe oder eher kostimulatorische Faktoren der B7-Familie eine Rolle?

Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen ist durch einen umfassenden
Komplex an Rezeptoren und Komolekiilen gekennzeichnet, welcher diese Zellen in eine
einzigartige wechselseitige Beziehung zueinander stellt (Hubert et al. 2007). Neben den MHC-
Klasse-Molekiilen stellen u. a. B7-1 (CD80)- und B7-2 (CD86)-Molekiile auf der Zelloberflache
dendritischer Zellen, welche mit CD28- oder CTLA-4-Oberflichenmolekiilen auf T-Zellen
interagieren, eine Moglichkeit dar, Einfluss auf die Induzierung von Effektor- oder
Suppressorfunktionen in T-Zellen zu nehmen (Banchereau and Steinman 1998a; Zamvil and
Steinman 1990). Dabei unterscheiden sich die Auswirkungen der beiden Oberflaichenmarker auf
T-Zellen nach Stimulation. Wihrend die Bindung des CTLA-4-Oberfldchenmolekiils durch B7-
Molekiile dendritischer Zellen ein inhibierendes Signal vermittelt, welches eine entscheidende
Funktion in der Herabregulierung der Immunantwort spielt, vermittelt die Bindung des CD28-
Oberflachenmolekiils eher ein stimulierendes Signal, welches z. B. eine wichtige Rolle bei der

Initiierung der Autoimmunreaktion in der EAE darstellt (Racke et al. 2000).

Die Bedeutung der Regulierung kostimulatorischer Molekiile dendritischer Zellen auf den
Einfluss der Initiierung primdrer T-Zell-Antworten wurde Ende der 80er Jahre beschrieben.
Durch die Blockierung der B7-CTLA-4-Verbindung zwischen DZ und T-Zellen konnte die
Gruppe um Larsen eine Inhibierung der DZ-induzierten T-Zell-Proliferation detektieren (Larsen
et al. 1992). Interessanterweise zeigte die Gruppe um Chang in Versuchen mit B7-1- und B7-2-
defizitiren Maiusen die wichtige Bedeutung der B7-Kostimulation sowohl in der initialen
Aktivierung und Expansion MOG-reaktiver T-Zellen als auch in der Effektorphase

enzephalitogener T-Zell-Aktivierung im ZNS. In diesen Versuchen zeigten Tiere, welche keine
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CD80/86-Oberflaichenmolekiile exprimierten, keine oder nur geringgradige klinische Symptome
verbunden mit reduzierten inflammatorischen Infiltraten in Gehirn und Riickenmark (Chen et al.

2003; Chang et al. 1999).

Kuchroo et al. war es moglich, durch die Verwendung gezielter Antikorper gegen entweder
B7-1- oder B7-2-Oberflichenmolekiile differenzierte Aussagen beziiglich der Auswirkung des
EAE-Verlaufs in Méusen zu treffen. Hier zeigte sich ein unterschiedlicher Effekt bei der
Anwendung von Anti-B7-1-Antikorpern, welche die Krankheitsinzidenz durch vermehrte Th2-
Zell-Expansion verringerte, zu Anti-B7-2-Antikorpern, welche durch Thl-Induktion den
Schweregrad des EAE-Ausmales verstiarkten (Kuchroo et al. 1995).

Die Gruppe um Salomon hingegen konnte in Versuchen an Diabetes-Méusen eine fulminante
Verschlechterung in der Spontanentwicklung der Autoimmunerkrankung sowie eine Abnahme
der immunregulatorischen CD4 CD25 T-Zellen in B7-1- und B7-2-Knockout-Tieren sichtbar
machen. Diese Ergebnisse deuteten auf eine essentielle Beteiligung des CD28-B7-Signalweges
in der Entwicklung und Homdostase regulatorischer T-Zellen bei der Kontrolle sich spontan
entwickelnder Autoimmunerkrankungen hin (Salomon et al. 2000). Auch die Gruppe um Zeng
konnte in Abwesenheit der B7-1- und B7-2-Oberfldchenmolekiile einen dramatischen Riickgang
in der Frequenz regulatorischer T-Zellen sowohl im Thymus als auch in Geweben in der
Peripherie nachweisen. Weder B7-1- noch B7-2-Expression alleine waren ausreichend, um eine
Entwicklung von regulatorischen T-Zellen zu unterstiitzen oder die periphere Homdoostase
regulatorischer T-Zellen hervorzurufen (Zeng et al. 2009). Eine mdgliche Erklarung hierfiir liegt
in einer eingeschrinkten Aktivierung konventioneller T-Zellen und damit ihrer IL-2-Produktion
aufgrund eines CD28- oder B7-Mangels bzw. einer -Blockade, welche in der Konsequenz eine
Reduzierung natiirlicher Treg-Zellen aufgrund des IL-2-Mangels zur Folge hétte, wie in

Versuchen von Setoguchi deutlich wurde (Setoguchi et al. 2005).

Aufschlussreich ist zudem, dass in In-vitro-Versuchen die Molekiile der B7-Kostimulation neben
der Beeinflussung regulatorischer T-Zellen einen negativ regulierenden Effekt in der
Entwicklung von Th17'-T-Zellen aufwiesen. Die CD28-Kostimulation reduzierte in vitro die

Frequenz in der Proliferation IL-17-produzierender Zellen (Bouguermoubh et al. 2009).

Die Rolle der kostimulatorischen Molekiile der B7-Familie in der Beeinflussung des EAE-
Verlaufs vermittelt bisher jedoch kein einheitliches Bild und wird insgesamt kontrovers

diskutiert. So konnte in mehreren Studien eine Verbesserung der klinischen Symptome nach
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Ausschalten des kostimulatorischen Verlaufs wéhrend des Krankheitsausbruches detektiert
werden (Salomon and Bluestone 2001). Salomon et al. erklédrten sich diesen Effekt durch den
Unterschied zwischen autoreaktiven und ,,normalen” T-Zellen. Im Gegensatz zu T-Zellen,
welche auf konventionelle korperfremde Pathogene reagieren, weist der T-Zell-Rezeptor
autoreaktiver T-Zellen eine verminderte bzw. abgeschwiéchte Affinitdt gegeniiber seinem
Liganden auf. So wiirde eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen vermehrt von einer B7-CD28-
Kostimualtion abhéngig sein, im Gegensatz zur Aktivierung von T-Zellen gegeniiber fremden

Pathogenen (Salomon and Bluestone 2001).

In einigen der genannten Versuche wurden Knockout-Modelle verwendet, in denen die gesamte
CD80/86-Expression auf Zellen ausgeschaltet war. So wurden in den Versuchen von Chang et
al. Tiere mit einem WT-B7-17"B7-2"-Hintergrund verwendet. Eine Aussage beziiglich der
antigenspezifischen bzw. kostimulatorischen Stimulation, limitiert auf dendritische Zellen, war

somit bisher problematisch.

4.3.1 Effekt dendritischer Zellen durch Kostimulation {iber B7-Molekiile
Um den Einfluss des antigenspezifischen MHC-Klasse-II- und des kostimulatorischen CD80/86-

Effektes auf dendritische Zellen in vivo zu iiberpriifen, wurden in dieser Arbeit spezielle MHC-
II"- und CD80/86"-Knockouts auf dendritischen Zellen durch die Verwendung des CD11lc-
DTR-Modells in Mdusen generiert. So konnte durch DTx-Applikation ein selektiv induziertes

Defizit an
a) MHC-Klasse-II- bzw.
b) CD80/86-Molekiilen

auf dendritischen Zellen hergestellt werden (vgl. 2.3.4.2). In der EAE zeigten die reinen CD11c-
DTR-Chimiren der DTx- und PBS-Behandlungsgruppe einen bis dato typischen EAE-Verlauf
mit friihem und fulminantem Krankheitsausbruch sowie eine verstirkt ausgeprigte kumulative
Krankheitsaktivitdt in Tieren, welche durch DTx-Applikation keine dendritischen Zellen mehr
aufwiesen. Tiere der PBS-Gruppe zeigten einen milderen Krankheitsverlauf, verbunden mit einer
geringeren kumulativen Krankheitsaktivitit sowie einem 100-prozentigen Uberleben. Im
Vergleich der Zeitdauer bis zum Krankheitsausbruch zeigte sich, dass die DTx-
Behandlungsgruppe der reinen CD11c-DTR-Chiméren einen signifikanten Unterschied sowohl
zur PBS-Kontrollgruppe als auch zu den mit DTx-behandelten MHC-II"-Tieren aufwies.

Bemerkenswerterweise zeigten bei der Analyse der EAE-Verldufe Tiere mit selektivem
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MHC-II"-Knockout ~auf der dendritischen Zellpopulation eine #hnliche klinische
Krankheitsprogression wie CD11c-DTR-Chiméren, welche mit PBS behandelt worden waren.

Dies wiirde auf einen nicht antigenspezifischen und folglich TZR-unabhédngigen Effekt in der
protektiven Wirkung dendritischer Zellen hinweisen. Eindrucksvoll war hierbei, dass im
Gegenzug durch die konditionelle Ablation der kostimulatorischen Molekiile CD80/86 aus dem
DZ-Kompartiment offensichtlich die Fihigkeit dendritischer Zellen beeintrichtigt wurde, die
Entstehung bzw. den Ausbruch der Erkrankung zu verzdgern oder sogar zu verhindern. Bei
genauer Betrachtung zeigten Tiere dieser Gruppe einen im Vergleich zur CD11c-DTR-DTx-
Behandlungsgruppe insgesamt milderen Verlauf, besonders wihrend der Ausbruchsphase der
Erkrankung, welcher sich jedoch zum Versuchsende hin der CD11-DTR-DTx-Gruppe anglich.
Ein Erkldrungsansatz fiir diese Verzogerung in der Verschlechterung der klinischen Symptome
liegt in der insgesamt reduzierten Anzahl an CD80/86-exprimierenden kompetenten APZ, da

durch die Chiméirengenerierung nur 50 % der normalerweise vorkommenden APZ vorlagen.

Die In-vivo-Ergebnisse stehen damit in Ubereinstimmung mit der zuvor beschriebenen
Veroffentlichung von Salomon et al. und wiirden den protektiven Effekt dendritischer Zellen
wiahrend der Pridgungsphase durch eine antigenunspezifische, kostimulatorische Stimulation
dendritischer Zellen erkldren. Die Arbeitsgruppe um Lin konnte durch die Verwendung eines
CD28-spezifischen monoklonalen Antikorpers die besondere Bedeutung in der Expansion von
Treg-Zellen verdeutlichen. Hier zeigte sich bei der Verwendung des CD28-spezifischen
Antikorpers eine zum Teil 10-fache Verstirkung der in vivo wie auch in vitro ablaufenden

Expansion regulatorischer T-Zellen (Lin and Hiinig 2003).

4.3.2 Selektiver CD80/86-Knockout und verminderte FoxP3 ' CD4"-Zellen
in Milz und ZNS

Zusitzlich zu den hier in vivo durchgefiihrten Versuchen wurde durch Ex-vivo-FACS-Analysen
die prozentuale Verteilung von FoxP3'- und IL17"-Zellen an der CD4-Zellpopulation in der
Milz sowie im Gehirn von reprédsentativen Tieren bestimmt. Dabei sollten die erhobenen Werte
aufgrund der geringen Anzahl an aufgearbeiteten Tieren und damit der verminderten
Gesamtzellzahl kritisch und nur richtungsweisend betrachtet werden.

In der Milz wird deutlich, dass durch den selektiven Knockout der CD80/86-
Oberflichenmolekiile auf dendritischen Zellen der prozentuale Anteil von FoxP3'-Zellen an

CD4"-Zellen beeintrichtigt wurde. Der MHC-Klasse-1I-Knockout auf dendritischen Zellen
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hingegen fiihrte zu dhnlich hohen Werten, wie sie in der CD11c-DTR-PBS-Kontrollgruppe
detektiert wurden (vgl. 3.2). Ein vergleichbares Bild liegt bei der Beschreibung dieser
Zellverteilung im ZNS vor. Hier zeigten sich die hochsten prozentualen Werte von FoxP3'-
Zellen an CD4"-Zellen in der MHC-Klasse-II"-Gruppe, wihrend die PBS-Gruppe allem
Anschein nach aufgrund zu geringer Zellzahlen vergleichbare Werte wie die CD11¢-DTR-DTx-
und die CD80/86™-Gruppe aufwies. Die Uberpriifung des Anteils IL17"- an CD4"-Zellen zeigte
weder in der Milz noch im ZNS der Tiere starke Abweichungen zwischen den Gruppen. Dies
steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass der iiber kostimulatorische Molekiile vermittelte
protektive FEinfluss dendritischer Zellen den Pragungsprozess schiitzender induzierter
regulatorischer T-Zellen beeinflusst, wihrend die Thl7-Zellpopulation weitestgehend

unbeeinflusst vorliegt.

43.3 (CD80/86-abhingige Generierung FoxP3"-Zellen in vitro
In den unter 3.3.1 aufgefiihrten Versuchen konnte die zuvor beschriebene FoxP3"-Zellexpansion
in Abhéngigkeit von der TGF-B-Konzentration bestdtigt werden (Chen et al. 2003). In den In-
vitro-Versuchen wurde hier die Kapazitdt unterschiedlicher APZ-Populationen mit bzw. ohne
dendritischen Zellanteil zur Induzierung FoxP3'-induzierter Treg-Zellen in Abhingigkeit von
unterschiedlichen TGF-B-Konzentrationen (0, 0,3 und 3 ng/ml) untersucht. Hierbei wurde
deutlich, dass APZ aus der Milz mit intakten dendritischen Zellen (PBS-Behandlungsgruppe) bei
steigender TGF-B-Konzentrationen zu einer hoheren Treg-Induktion fdahig waren als DZ-
depletierte APZ aus der Milz von DTx-Behandlungstieren. Eine Erkldrung fiir die verminderte
Treg-Induktion in Tieren ohne funktionsfdhige dendritische Zellen konnte die Arbeitsgruppe um
Travis leisten. In ihren Versuchen fiihrte der konditionelle Mangel an TGF-B-aktivierendem
Integrin alpha(v)8 auf dendritischen Zellen zu einer Autoimmunitit in Mé&usen. Dieses
Phidnomen fiihrten Travis et al. auf das Versagen dendritischer Zellen ohne Integrin alpha(v)8

auf ihrer Oberfliache zuriick, regulatorische T-Zellen zu induzieren (Travis et al. 2007).

Ahnliche In-vitro-Versuche fiihrte Werr hinsichtlich der Th17-Zellinduktion durch. Dabei stellte
sich heraus, dass, unabhingig von dem Vorkommen dendritischer Zellen, die Induktionsrate in
den DZ-depletierten und DZ-undepletierten Gruppen vergleichbar war (unverdffentlichte Daten
aus Voss, Siffrin, Werr et al.). Um nun auszuschlieen, dass die beschriebenen Effekte auf eine
andere Untergruppe als die der klassischen dendritischen Zellen zuriickzufiihren seien,
verwendete Werr In-vitro-Kulturen, in denen DZ-depletierte APZ vorlagen, und verglich diese

mit DZ-depletierten APZ-Kulturen, welche mit pDZ kiinstlich angereichert worden waren. Dabei
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wiesen die Kulturen unabhingig von der pDZ-Konzentration dhnliche Ergebnisse auf, so dass
eine Begriindung fiir die Beeinflussung der Treg-Thl7-Balance durch pDZ unwahrscheinlich

sein durfte.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass — wihrend die Differenzierung in
proinflammatorische Th17-Zellen unter DZ-Ablation weitestgehend unbeeinflusst bleibt — die

Induktion regulatorischer T-Zellen sowohl in vivo als auch in vitro eingeschriankt wird.

In der vorliegenden Arbeit konnten durch In-vivo-Versuche Hinweise auf eine protektive
Bedeutung der kostimulatorischen Molekiile bei der Stimulation regulatorischer T-Zellen durch
dendritische Zellen wihrend der Primingphase in der aktiven EAE verdeutlicht werden. Um
diesen Effekt ndher untersuchen zu konnen, wurde das Potential dendritischer Zellen sowohl mit
MHC-II"" als auch CD80/86"" daraufhin untersucht, inwieweit aktivierte FoxP3"CD4"-Zellen in

vitro generiert werden konnten.

Bei der Betrachtung der reinen CD11c-DTR-Chimiren konnten die zuvor erhobenen Ergebnisse
die Erkenntnis tiber eine DZ-abhédngige FoxP3-Generierung bestétigen (vgl. 3.3.1). Wihrend es
bei einem Fehlen dendritischer Zellen zu keiner erwidhnenswerten Steigerung im prozentualen
Anteil von FoxP3™- an CD4'-Zellen bei steigender TGF-B-Konzentration kam, konnte eine
deutlich Steigerung zwischen den einzelnen Steigerungsschritten bei vorliegendem DZ-
Kompartiment verdeutlicht werden. Ein dhnliches Ergebnis konnte in der CD80/86™-Gruppe
nachgewiesen werden. Auch hier bewirkte eine Zunahme der TGF-B-Konzentration bei
gleichzeitiger Abwesenheit dendritischer Zellen eine geringfiigige Anhebung im FoxP3"-Anteil
an CD4"-Zellen. Bemerkenswerterweise hatte der Mangel an DZ in der MHC-Klasse-II""-
Gruppe eine abweichende Auswirkung. In diesem Fall konnte nicht nur unter dem Einfluss
dendritischer Zellen, sondern auch in deren Abwesenheit eine Steigerung im Anteil von FoxP3"-
an CD4"-Zellen bei steigender TGF-B-Konzentration nachgewiesen werden. Zwar war diese
Zunahme nur leicht ausgeprégt, sie weist dennoch mit den in vivo gewonnenen Erkenntnissen

auf eine kostimulatorisch abhédngige Beeinflussung der Treg-Zellpopulation hin.

4.4 Klinischer Ausblick und Relevanz

Die Bedeutung dendritischer Zellen in Abhéngigkeit von ihrem eigenen Entwicklungsstatus,
threm Ursprung aus einer Progenitorzelle, ihrer Gegenwart in unterschiedlichen Zytokinmilieus
sowie ihrem Auftreten in verschiedenen Geweben innerhalb des Organismus ist unter

neuroinflammatorischen Gesichtspunkten duferst interessant.
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Dendritische Zellen stellen eine heterogene Gruppe an Zellen dar, welche gegenwirtig in
mehrere Subpopulationen mit unterschiedlicher Beschaffenheit an Oberfldchenrezeptoren und
verschiedenen Variationen in der Funktion unterteilt werden (Merad and Ginhoux 2007). Als
LHunreife” Zellen iiberwachen sie die unterschiedlichsten Gewebe des Korpers, um nach der
Aufnahme von korperfremden Pathogenen in sekunddr lymphatische Organe einzuwandern und
naive T-Zellen zu aktivieren. Gleichzeitig sorgen sie iiber die Pridsentation korpereigener
Antigene sowohl im Thymus als auch in der Peripherie fiir einen Zustand, der als Toleranz
gegeniiber dem ,,Selbst bezeichnet wird. Durch ihre Fahigkeit, Einfluss auf den Weg der
Differenzierung naiver T-Zellen in Richtung proinflammatorische wie auch regulatorische T-
Zellen zu nehmen, bilden sie eine wichtige Schaltstelle in der Initiierung und Aufrechterhaltung
einer Immunantwort. ZNS-DZ weisen in Gegenwart differenzierter, enzephalitogener T-Zellen
sowie im proinflammatorischen Milieu/Umfeld perivaskuldrer Gewebe die Fihigkeit auf, als
hochpotente antigenprisentierende Zellen zu fungieren und dabei FEinfluss auf das

Krankheitsgeschehen der EAE zu nehmen (Greter et al. 2005; Bailey et al. 2007).

In der aktiven EAE laufen bedeutende Schritte jedoch schon im Voraus in den sekundér
lymphatischen Geweben ab, bevor die eigentliche Effektorphase mit gezielter Immunantwort im
Zielorgan eingeleitet wird. Die Initiierung einer wirksamen T-Zell-Antwort spiegelt dabei einen
der wichtigsten Schritte der nachfolgenden Prozesse wider. Die Ergebnisse der beschriebenen
Versuche deuten dabei sowohl auf eine wandlungsfihige, divergierende Funktion dendritischer
Zellen in Abhdngigkeit vom Organ — sekundér lymphatisch versus Zielgewebe — als auch von
der momentanen Phase, in welcher sich die Immunantwort befindet — Prédgungs- versus
Effektorphase — hin. Wéhrend dendritische Zellen bei aufkommender Neuroinflammation
wesentlich an der Aufrechterhaltung der immunologisch bedeutsamen ,,Selbst-Toleranz** durch
die Induktion der Expression regulatorischer T-Zellen beteiligt sind, initiieren und unterstiitzen
ZNS-DZ durch Reaktivierung vollstindig ausgebildeter autoaggressiver T-Zellen das Einsetzen
bzw. den Ausbruch der Autoimmunreaktion. Dabei kann nicht nur zwischen dem Einfluss
dendritischer Zellen aus lymphatischem Gewebe und Zielgewebe unterschieden werden. Die
Arbeitsgruppe um Mosayebi konnte einen Unterschied in der Wirkung dendritischer Zellen aus
der Leber im Vergleich zu DZ aus der Milz nachweisen. Tiere, in denen eine aktive EAE
ausgelost wurde und die zuvor mit MOG-Peptide beladene DZ aus Méuselebern erhalten hatten,
zeigten einen verzogerten Krankheitsausbruch sowie einen milderen Krankheitsverlauf im

Vergleich zu Tieren, welche DZ aus Méusemilzen erhalten hatten (Mosayebi and Moazzeni

2011).
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Anhand der hier durchgefiihrten Versuche konnte ein wichtiger Beitrag zum Verstdndnis der
janusdhnlichen Funktion dendritischer Zellen wéhrend einer Immunreaktion geleistet werden.
Dendritische Zellen weisen eine kostimulatorisch abhingige protektive Wirkungsweise in den
sekundér lymphatischen Organen auf, welche einen entscheidenden Einfluss auf die Regulierung
des Gleichgewichtes zwischen regulatorischen T-Zellen und T-Effektorzellen in den Phasen der

Autoimmunreaktion ausiibt, in denen die neuronale Immunantwort im ZNS initiiert wird.

Die Versuche am EAE-Modell fiihrten zum FEinen zu einem besseren Verstdndnis der
genetischen Suszeptibilitdt in Autoimmunerkrankungen, zum Anderen zeigten sie wichtige
Prozesse wie zum Beispiel der Lymphozytenwanderung in spezifische Gewebe auf (Steinman
and Zamvil 2006b). Einerseits weisen genetisch hervorgerufene Verdnderungen im Tiermodell —
beispielsweise durch die Anwendung subletaler Strahlen zum Zweck eines
Knochenmarktransfers — einen umfassenden Eingriff in die Physiologie des Organismus eines
Lebewesens auf und konnen Verdnderungen hervorrufen, die einzig auf die genetische
Aberration zuriickzufiihren sind. Andererseits liefert die Modulierung bestimmter Gene, die in
der Immunantwort eine Rolle spielen, durch Knockout- bzw. Knockin-Modelle die Moglichkeit,
bestimmte komplexe Abldufe, wie die Regulierung des Zytokin-Chemokin-Gleichgewichts, die
pathophysiologischen Abldufe einer Immunreaktion sowie den axonalen Untergang und die
Regeneration so zu beeinflussen, dass eine Untersuchung einfacher umzusetzen ist. Die
umsichtige und bedachte Anwendung des EAE-Modells stellt ein durchaus wertvolles
Hilfsmittel bei der Entwicklung eines besseren und umfassenderen Verstindnisses von

immunpathologischen Abldaufen und Optionen zu therapeutischen Interventionen bei der MS dar.

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse liefern wichtige Hinweise darauf, inwieweit
dendritische Zellen durch die Induktion der unterschiedlichen T-Zell-Subtypen Einfluss ausiiben
und dadurch den Verlauf der Immunreaktion entscheidend beeinflussen konnen. Sie
verdeutlichen damit einerseits die variable und wandlungsfdhige Funktionsausiibung
dendritischer Zellen zu unterschiedlichen Augenblicken im Ablauf von Immunreaktionen und
vermitteln andererseits die Komplexitit der Rolle, welche dendritische Zellen in Erkrankungen
wie der Multiplen Sklerose oder ihrem Pendant im Tiermodell — der EAE — einnehmen. Diese
Erkenntnisse gilt es weiter zu erforschen, um kiinftig in der Lage zu sein, die protektive Rolle
dendritischer Zellen im Kampf gegen Autoimmunerkrankungen, wie der Multiplen Sklerose,

sinnvoll und effektiv zu nutzen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose (MS) wird als eine heterogene, progressive Autoimmunerkrankung
gesehen, welche durch die Beeintrichtigung axonaler und neuronaler Strukturen des Zentralen
Nervensystems (ZNS) besonders bei jungen Erwachsenen eine wichtige Ursache fiir
persistierende neurologische Defizite darstellt. Entwicklung und Ausbruch der MS wie auch ihr
Pendant im Tiermodell, die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), stehen im
Zusammenhang mit dem Vorkommen aktivierter, autoreaktiver myelinspezifischer T-Zellen. Die
Komplexitit dendritischer Zellen (DZ) — als hochwirksame antigenprisentierende Zellen (APZ)
— zeigt sich in ihrer Funktion, naive wie auch ausdifferenzierte T-Zellen zu aktivieren sowie in
threr Wirkungsweise zu modulieren und dadurch den Verlauf einer Immunantwort wesentlich zu
beeinflussen. Das Ziel dieser Arbeit war es, die scheinbar widerspriichliche dichotome
Moglichkeit DZ zur Aktivierung sowohl Toleranz fordernder regulatorischer T-Zellen als auch
Toleranz hemmender proinflammatorischer TH17-Zellen wéhrend unterschiedlicher Phasen der
Immunreaktion ndher zu analysieren. Durch die Verwendung generierter CDllc-
DTR—CD57BL/6-Knochenmarkchiméren — basierend auf dem transgenen CD11c-DTR-Modell
der Maus — konnte hier durch Diphtherietoxin-Applikation der Einfluss der zeitlich gezielten
konditionellen Depletion DZ auf den Krankheitsverlauf der EAE in vivo in Abhédngigkeit zum
Stadium der Immunantwort verdeutlicht werden. Die Depletion DZ wihrend der Pragungsphase
naiver T-Zellen fiihrte zu einem verfriihten Einsetzen klinischer Symptome und in der Folge zu
einem fulminanteren Krankheitsverlauf mit erh6hter Mortalitdt. Diese Verdnderung konnte durch
die Abnahme in der Induzierung regulatorischer T-Zellen (Treg) erkldrt werden, welche sich in
Abhingigkeit zur CD80/86-Expression auf peripheren DZ darstellte. Die Depletion DZ in der
Effektorphase filihrte hingegen zu einer positiven Beeinflussung der Krankheitsprogression, unter
der es in einigen Individuen sogar zu einer Remission urspriinglich aufgetretender Paresen kam.
Bei gleichzeitig unverinderter Zellpopulation regulatorischer wie auch proinflammatorischer T-
Zellen konnte dieser mildere Krankheitsverlauf auf eine Reduktion in der Population DZ im
ZNS und eine daraus resultierende verminderte Antigenprisentation gegeniiber
proinflammatorischen TH17-Zellen zuriickgefiihrt werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
Vielfiltigkeit in der Funktion dendritischer Zellen, wéhrend unterschiedlicher Stadien der
Immunreaktion die T-Zell-Antwort divergent zu modulieren und damit die Immunreaktion

mafgeblich zu beeinflussen.

Schlagworter: EAE, Multiple Sklerose, dendritische Zellen
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6 ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a heterogeneous, progressive autoimmune disease, which affects
axonal and neuronal structures of the central nervous system (CNS). It occurs predominantly in
young adults and is considered an important cause of persistent neurological deficits within this
age group. The outbreak and development of MS as well as its correlating animal-model —
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) — are both associated with activated auto-
reactive myelin-specific T-cells. The complex function of dendritic cells (DC) as highly effective
antigen-presenting cells (APC) is illustrated by their ability to activate naive and differentiated
T-cells, as well as to substantially modulate these cells in their functionality. Consequently, they
affect the development of the ensuing immune reaction. This study investigates the apparent
dichotomous capacity of DC to activate both tolerance-inducing regulatory T-cells, as well as
pro-inflammatory Th17 cells during the various phases of the inflammatory process. The
application of Diphtheria toxin in CD11c-DTR—CDS57BL/6 bone marrow chimeras, based on a
transgenic CD11c-DTR mouse-model, demonstrates the effect of precise DC depletion on the
progression of EAE in vivo in correlation with the respective stage of the inflammatory process.
The depletion of DC during the formative phase of naive T-cells resulted in a premature onset of
clinical symptoms, in a more severe course of the disease and in increased mortality rates. This
effect was proven to be caused by a markedly reduced induction of regulatory T-cells, in close
correlation with CD80/86 expression on peripheral DC. A depletion of DC during the effector
phase, however, had a positive influence on the disease’s progress, in some mice it even resulted
in a remission of paralysis. A milder course of EAE and constant regulatory and pro-
inflammatory T-cell populations were associated with reduced DC populations in the CNS, and
subsequently decreased antigen presentation to pro-inflammatory TH17 cells. The results
presented in this study will elucidate the capacity of DC to divergently modulate the T-cell

response, and thus substantially influence different stages of the immune reaction.

Keywords: EAE, multiple sclerosis, dendritic cells
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