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Abkurzungsverzeichnis

2PM Zwei Photonen Mikroskopie

7AAD 7-Aminoactinomycin D

ACSF engl.: artifcial cerebrospinal fluid - kiinstlicher Liquor

AIDS engl.: acquired immunodeficency syndrome - erworbenes Immundefektsyndrom
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CMTMR 5-(und-6)-(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamin
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DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE experimentelle autoimmune Enzephalitis

FACS engl.: fluorescence activated cell sorting - Durchflusszytometrie
FCS Fetales Kélber Serum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC engl.: forward scatter - Vorwartsstreulicht

g Gravitationskraft

GA Glatiramerazetat

G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

GFP engl.: green fluorescent protein - griin fluoreszierendes Protein
HLA Humanes Leukozyten Antigen

HIV Humanes Immunodefizienz Virus

[RY2 Intravends

IFN Interferon



Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

IMDM Iscove’s Mod Dulbecco’s Medium

m murin

MB magnetische Mikropartikel

MHC engl.: major histocompatibility complex - Hauptgewebevertraglichkeitskomplex
MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

N Anzahl

NA Numerische Apertur

NaCl Natriumchlorid

NF-kB Nuklearer Faktor kB

oT Mausstamm mit fir Ovalbumin transgenem T-Zellrezeptor
OVA Ovalbumin
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PE Phycoerithrin

PerCp Peridin Chlorophyl Protein

PFA Paraformaldehyd
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PLP Proteolipid Protein
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RPMI Rosewell Park Memorial Institute Medium
S Sekunde

SEB Staphylokokken Enterotoxin B
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SPF speziell pathogen frei

SSC engl.: side scatter - Seitwartsstreulicht
TCR T-Zellrezeptor
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TNF
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Tumornekrosefaktor

Regulatorische T-Zelle

Supressorische T-Zelle
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Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Grundzuge des Immunsystems

1.1.1 Angeborene und Adaptive Immunitat

Lebewesen kommen in ihrer Umwelt sténdig mit schadigenden Viren, Bakterien, Pilzen oder Parasiten
in Kontakt, dennoch sind sie nicht permanent krank. Ein Abwehrsystem, das Immunsystem, sollte
pathogene von harmlosen Einflissen unterscheiden kénnen. Es wird in zwei gro3e Bereiche unterg-
liedert, die angeborene und die adaptive Immunitat, die sich an den verschiedenen Beriihrungspunk-

ten beeinflussen.

Evolutionsgeschichtlich gesehen entstand die so genannte angeborene Immunitat zuerst, sie ist un-
mittelbar und relativ unspezifisch. Ein Hauptmechanismus ist die Beseitigung von Pathogenen im Kor-
per durch Fresszellen (Makrophagen und Granulozyten). Fresszellen kdnnen durch Phagozytose eine

Vielzahl unterschiedlicher Krankheitserreger aufnehmen und eliminieren.

Bei Wirbeltieren sind Zellen entstanden- Lymphozyten- die Gefahren wie Infektionen, Pathogene oder
Verletzungen fur den Korper erkennen und entsprechende antigenspezifische Zellen aktivieren kon-
nen. Das Besondere der Antigenerkennung ist, dass jeder Lymphozyt einen spezifischen Rezeptor
exprimiert, der ein spezifisches Antigen erkennt. Diese Rezeptor-Spezifitdt kommt durch eine zufallige
Rekombination bestimmter Genabschnitte in den Zellen zustande und bewirkt, dass jede Zelle einen
einzigartigen Antigen-Rezeptor besitzt. Die adaptive Immunitét ist unglaublich vielfaltig und préazise.
Eine herausragende Eigenschaft der adaptiven Immunantwort ist das immunologische Gedé&chtnis,
welches beim néchsten Kontakt mit dem gleichen Antigen eine schnellere und effektivere Immunant-

wort ermdglicht.
1.1.2 Antigen préasentierende Zellen

Alle kernhaltigen Zellen zeigen MHC-Molekile (MHC, major histocompatibility complex), welche die
Abbauprodukte des kompletten zellularen Proteinkatabolismus in Form von Peptiden prasentieren.
Professionell Antigen présentierende Zellen, dazu zéhlen klassischerweise dendritische Zellen, Mak-
rophagen und B-Zellen, werden durch Gefahrensignale aktiviert. Die Peptide werden gleichzeitig mit
kostimulierenden Molekilen wie CD80 und CD86 prasentiert. Naive T-Zellen erkennen die in diesem

Kontext prasentierten Molekile, werden aktiviert und entwickeln sich zu Effektorzellen.

Lange wurde die Funktion der Antigen prasentierenden Zellen, wie der Name schon sagt, Uberwie-
gend in der effektiven Prasentation von Antigenen gesehen. In letzter Zeit schreibt man ihnen jedoch

auch ein suppressorisches Potential beztiglich der T-Zell-Aktivitdt und Immunantwort zu.
1.1.2.1 Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)

MHC Klasse I-Molekile konnen in der Regel Peptide von 8 bis 10 Aminosduren Lénge binden. Es gibt
in einer Population viele verschiedene MHC-I-Molekiile und somit viele verschiedene Peptidbindung-

staschen, in denen jeweils unterschiedliche Peptide bevorzugt gebunden werden. Molekiile des eben-
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Einleitung und Zielstellung

falls klassischen, also polymorphen und peptidbindenden MHC-Il kommen nur auf der Oberflache von
Antigen prasentierenden Zellen vor. Sie konnen Peptide binden, die Gber 20 Aminosauren lang sind

[Janeway et al., 2007].

Der so genannte MHC-I-Wegq ist fiir die Prasentation von zytosolischen Antigenen und die Stimulation
von CD8+ T-Zellen verantwortlich, der so genannte MHC-Klasse [I-Weg vermittelt die Prasentation
von exogenen Antigenen und die Stimulation von CD4+ T-Zellen [Janeway et al., 2007]. Die beiden
klassischen Prasentationswege sind aber nicht exklusiv, denn in Antigen prasentierenden Zellen wur-
de auch die Prasentation von exogenen Antigenen Uber den MHC-I abhéngigen Weg beobachtet.

Dieser Prozess wird als Kreuzprasentation bezeichnet [Heath and Carbone, 2001].
1.1.3 Die Rolle der B-Zellen

B-Zellen reifen im Knochenmark. Sie sind als einzige Zellen in der Lage, Antikdrper zu bilden. Sie
tragen einen Rezeptor, der ihnen erlaubt Antigene aufzunehmen, die zur Spezifitdit des Rezeptors
passen. Nach der Aktivierung durch das spezifische Antigen Uber den B-Zell-Rezeptor kann die B-
Zelle sich entweder zur antikérperproduzierenden Plasmazelle oder zur Gedachtniszelle entwickeln.
Antikorper sind l6sliche Molekiile, die in ihrer Spezifitat mit der des B-Zell-Rezeptors tibereinstimmen.
Antikérper kdnnen vereinfacht als losliche Form des B-Zell-Rezeptors gesehen werden, sie werden
sezerniert und kdnnen mit Korperflissigkeiten fortbewegt werden. Daher bezeichnet man die B-Zell
vermittelte Immunreaktion auch als humorale Immunantwort. Antikérper haben eine Y-férmige Gestalt,
sie besitzen zwei identische Antigen-Bindungsstellen und kénnen durch Bindung an pathogene Orga-

nismen oder Substanzen deren Phagozytose oder Lyse erleichtern oder sogar erst ermdglichen.
1.1.4 Die Rolle der T-Zellen

T-Zellen entstehen auch im Knochenmark, ihre eigentliche Entwicklung und Reifung findet allerdings
im Thymus statt. Klassische T-Zellen sind nach ihrer Ausbildung und Selektion im Thymus zur Erken-
nung von korperfremden Peptiden féhig. Sie tragen einen spezifischen T-Zell-Rezeptor, der aus zwei
Uber eine Disulfidbriicke verbundenen Polypeptidketten besteht (a- und B-Kette bei ap-T-Zellen). T-
Zellen kénnen aber im Gegensatz zu B-Zellen kein freies Antigen erkennen, sondern nur Antigene, die
Uber MHC-I oder MHC-II auf der Oberflache von Kérperzellen prasentiert werden. Aufgrund der Ex-
pression von Kofaktoren kénnen T-Zellen in die Gruppe der CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxi-
schen T-Zellen unterteilt werden. Dabei besteht die Hauptaufgabe der T-Helferzellen in der Modulation
der Immunantwort durch Ausschiittung von Zytokinen und bei den CD8+ T-Zellen darin, dass sie Zel-

len téten, die Peptide prasentieren, welche zu ihrer Aktivierung gefiihrt haben [Janeway et al., 2007].
1.1.4.1 Naive T-Zellen

Naive T-Zellen zirkulieren im Koérper durch das Blut nachdem sie im Thymus mehrere Selektionsschrit-
te durchlaufen haben. Sie wandern in den so genannten postkapillaren Venolen mit hohem Endothel
in die Lymphknoten aus. Hier treten sie mit Antigen prasentierenden Zellen in Kontakt und treten Uber
die efferenten Lymphbahnen wieder in den Blutkreislauf aus. Bei ihrem permanenten Pendeln zwi-

schen Lymphorganen und Blutkreislauf kdnnen sie auf der Oberflache von Antigen prasentierenden
11
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Zellen viele MHC-Peptid-Komplexe durchmustern. Uber den T-Zellrezeptor kénnen sie ein bestimm-
tes, mit einem spezifischen Peptid beladenes MHC-Molekil erkennen. Die Dauer einer kompletten
Zirkulation dauert 12 bis 18 Stunden [Sprent and Basten, 1973].

Naive T-Zellen sind durch die Expression von verschiedenen Oberflachenmarkern charakterisiert. Fir
das Auffinden der Lymphknoten sind z.B. L-Selektin (CD62L) und der CC-Chemokinrezeptor 7 (CCR-
7) verantwortlich. Sie zeigen keinerlei Aktivierungsmarker, wie z.B. CD69, ein Lektin, very early activa-
tion antigen, CD25, die a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors und CD95L (Fas-Ligand), sowie das Feh-
len von Wanderungsmarkern, wie z.B. CD44, ein Zelladhasionsmolekdl [Bradley et al., 1994; Janeway
et al,, 2007]. Naive T-Zellen exprimieren die CD45RO Variante wahrend Gedachtniszellen die

CD45RA Form exprimieren.
1.1.4.2 Aktivierung von T-Zellen

Die gleichzeitige Bindung des T-Zell-Rezeptors einer T-Zelle an den passenden MHC-Peptid-Komplex
und von CD28 an B7-Molekile |6st die Aktivierung einer naiven T-Zelle aus. Diese koordinierte Wech-
selwirkung ist bereits nach wenigen Stunden ausreichend, um die Proliferation und Programmierung
zu einer Effektorzelle auszulésen [Janeway et al., 2007]. Die Dichte des T-Zellrezeptors auf der Zell-
oberflache wird reduziert, indem er vermehrt intrazellular zuriickgehalten wird [Liu et al., 2000]. Die T-
Zelle tritt in die G1-Phase des Zellzyklus ein und gleichzeitig wird die Synthese von Interleukin-2, so-
wie der a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors induziert. Interleukin-2 wirkt autokrin und l6st zwei bis drei
Zellteilungen pro Tag Uber eine Dauer von mehreren Tagen aus. Ruhende T-Zellen besitzen einen nur
aus B- und y-Ketten bestehenden, nieder affinen Interleukin-2-Rezeptor. Durch zusatzliche Verbindung
mit der neu synthetisierten a- Kette bildet sich ein hoch affiner Interleukin-2-Rezeptor, wodurch die
Zellen auf sehr geringe Interleukin-2 Konzentrationen ansprechen kénnen. Die Zellteilungen sind
wichtig fur die Generierung von vielen Tochterzellen mit einem identischen T-Zellrezeptor und die wei-
tere Differenzierung zu Effektorzellen. Vier bis finf Tage nach Aktivierung differenzieren sich die
Nachkommen der aktivierten T-Zelle zu Effektorzellen. Sie zeigen dabei veranderte Expression von
Oberflachenmolekilen. Sie exprimieren nun CTLA-4 (CTL activation associated protein 4), verwandt
mit CD28. CTLA-4 bindet ebenfalls an B7-Molekile und liefert ein negatives Signal an zuvor aktivierte
T-Zellen und begrenzt somit ihre Proliferation [Walunas et al., 1994]. Des Weiteren werden viele Zell-
adhasionsmolekile nun anders reguliert und die Glykosylierung vieler Oberflachenproteine &ndert
sich. Damit wird erreicht, dass die Zellen aufhdren durch die Lymphknoten zu wandern und zu den
Entziindungsherden gelangen [Janeway et al., 2007]. Bei einem Zusammentreffen mit ihrem spezifi-
schen Antigen ist bei Effektorzellen keine Kostimulierung mehr erforderlich, denn verglichen mit naiven
T-Zellen reicht ein wesentlich geringerer Schwellenwert bezlglich der Antigendichte und -menge aus

die Zellen zu aktivieren.
1.1.4.3 CD8+ T-Zellen

CD8+ Effektorzellen werden auch zytotoxische T-Zellen genannt. Sie erkennen ihr Antigen im Kontext
der Prasentation durch MHC-I Molekile. Kommt es zu einer Infektion der Zelle mit intrazellularen Er-

regern oder entartet eine Zelle, werden Peptide des Erregers oder der entarteten Zelle auf der Ober-
12
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flache im MHC-1 Kontext prasentiert. Wenn CD8+ T-Zellen ihr Antigen dort erkennen werden sie akti-
viert und sezernieren zytotoxische Molekiile, die die infizierte Zelle in den programmierten Zelltod
treibt. Dies kann uber verschiedene Wege geschehen. Perforine bilden Lécher in der Membran der
Zielzelle. Granzyme gelangen durch diese Poren in die Zielzelle und l6sen tber Caspase-Aktivierung
Apoptose aus. Uber die Bindung des Fas-Liganden (CD95L), der auf aktivierten CD8+ T-Zellen und
auch auf Th1l-Zellen exprimiert ist, an Fas (CD95) auf den Zielzellen kommt es ebenfalls zur Caspase-
Aktivierung und Ausldsung von Apoptose in den Zielzellen. Auch Uber die Freisetzung von Zytokinen,
z.B. Interferon-y, TNF-a und TNF-B, kénnen CD8+ T-Zellen Effektorfunktion austben. Interferon-y
hemmt direkt die virale Replikation und fihrt zu einer gesteigerten Expression von Molekilen, welche
an der Peptidbeladung von MHC-I Molekilen von virusinfizierten Zellen beteiligt sind. Eine kleine Un-
tergruppe der zytotoxischen CD8+ T-Zellen, so genannte Tc2-Zellen produziert weniger Interferon-y
und mehr, wie fir Th2 Zellen typisch (siehe 1.1.4.4.2), Interleukin-4 [Maggi et al., 1994] wodurch auch

in einer durch Th2-Zellen vermittelten Immunantwort mit Antikérpern Zytotoxizitat maglich ist.

Uber CD8+ T-Zellen mit suppressorischer Wirkung (Ts-Zellen) weil? man bisher noch wenig. Im Unter-
schied zu den regulatorischen CD4+ T-Zellen sind sie antigenspezifisch [Smith and Kumar, 2008]. Ein
Hauptmechanismus ihrer suppressorischen Wirkung ist Zellkontakt abhéngig. Einige kénnen Interfe-
ron-y und Interleukin-10 produzieren [Noble et al., 2006].

CD8+ T-Zellen teilen sich nach der Aktivierung mindestens fiunf bis neun Mal. Eine aktivierte CD8+ T-
Zelle kann viele infizierte Zellen téten, die Starke der Immunantwort wird also potenziert. Die Aktivie-
rung von CD8+ T-Zellen ist stark reguliert. CD8+ T-Zellen brauchen direkte oder indirekte Hilfe von T-

Helfer-Zellen.
1.1.4.4 CD4+ T- Zellen

T-Helfer-Zellen unterscheiden sich phanotypisch von CD8+ T-Zellen, indem sie anstelle des CD8 das
CD4 Molekule als Korezeptor des T-Zellrezeptors exprimieren. CD4+ T-Zellen erkennen mit ihrem T-
Zellrezeptor nur Antigene, die im MHC-II Kontext prasentiert werden. Die Expression von MHC-II ist
nicht ubiquitar, sondern auf professionelle Antigen prasentierende Zellen beschrankt (siehe Abschnitt
1.1.3). Eine Hauptaufgabe der T-Helfer- Zellen ist es, andere Zellen des Immunsystems so zu dirigie-
ren, dass eine effektive und wohl abgestimmte Immunantwort ausgelost wird. Die T-Helferzellen ha-
ben die unterschiedlichsten Wirkungsweisen. Anhand der von ihnen produzierten Zytokine lassen sie
sich in mehrere Gruppen einteilen. Wichtiger molekularer Mechanismus ist hierbei ein jeweils fur die
Untergruppe spezifischer Transkriptionsfaktor. Lange Zeit unterschied man die so genannten Th1 und
Th2 Zellen [Mosmann et al., 1986], heute werden aber auch die Th1l7 Zellen als eigenstandige Un-
tergruppe gezahlt [Harrington et al., 2005], ebenso die CD4+ regulatorischen T-Zellen (siehe Abb.1).
In Abhangigkeit von der immunologischen Umgebung zu diesem Zeitpunkt entscheidet sich, in welche
Richtung die Differenzierung geht. Zum einen ist es das Zytokinprofil, die Menge und genaue Sequenz
des antigenen Peptides, welches die Reaktion ausldst, zum anderen die Starke der Wechselwirkung
zwischen T-Zellrezeptor und MHC-Peptid-Komplex [Janeway et al., 2007].
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Die unterschiedlichen Wirkungsweisen von Thl- und Th2-Zytokinen sind fiir die Bekdmpfung unter-
schiedlicher Erregertypen notwendig. Intrazellulare Erreger, wie z.B. Leishmania major, werden effek-
tiv durch eine Thl-Antwort bekampft [Scott et al., 1988]. Fur die Immunantwort gegen Parasiten, wie
zum Beispiel Wirmer, ist eine Th2-Antwort notwendig [Urban, Jr. et al., 1991]. In der Regel findet man

bei Infektionen eine gemischte Antwort, je nach Erregertyp mit einer Th1l- oder einer Th2-Dominanz.
1.1.4.4.1 Thl

Durch die Ausschittung von Zytokinen wie Interferon-y, TNFa und Interleukin-2 steuern Thl-Zellen die
Immunantwort in eine zellular betonte Richtung. Es werden Makrophagen aktiviert und die Antigen-
prasentation nimmt zu. Zytotoxische-T-Zellen werden zur Proliferation und B-Zellen zum Klassen-
wechsel angeregt, was dazu fihrt, dass Makrophagen die durch die Immunglobulin G (1gG) Antikor-
per markierten Objekte besser fressen konnen. Die Rolle des Zytokins Interferon-y in der
Immunregulation ist sehr komplex. Von Thl-Zellen sekretierte Zytokine werden aufgrund ihrer entziin-
dungsinduzierenden Wirkung auch als proinflammatorische Zytokine bezeichnet und dienen der Be-

kéampfung von intrazelluldaren Bakterien und Virusinfektionen.

Durch von Makrophagen und dendritischen Zellen produziertes Interleukin-12, sowie von natirlichen
Killerzellen und CD8+ T-Zellen sekretiertes Interferon-y wird die Differenzierung der naiven T-Zelle in
die Thl Richtung dirigiert [Seder et al., 1993]. Kennzeichen der Th1l-Zellen ist der Transkriptionsfaktor
T-bet [Szabo et al., 2000]. Sowohl Thl- als auch Th2-Zellen inhibieren die Differenzierung des jeweils
anderen Subtyps [Fernandez-Botran et al., 1988]. Interleukin-12 und Interferon-y inhibieren also die

Differenzierung von Th2-Zellen, wahrend Interleukin-4 die Differenzierung von Thl-Zellen inhibiert.
1.1.4.4.2 Th2

Th2-Zellen steuern die Immunantwort in eine humoral betonte Richtung und sie sind charakterisiert
durch die Produktion von Zytokinen wie TNF-B, Interleukin-4, Interleukin-5, Interleukin-10 und Inter-
leukin-13. Der Transkriptionsfaktor GATA-3 bewirkt die Differenzierung in Th2 Zellen [Hofer et al.,
2002]. Sie kdnnen B-Zellen sehr stark anregen. Interleukin-4 sorgt bei der Aktivierung von B-Zellen vor
allem fir die Bildung von neutralisierenden Antikérperklassen, d.h. einen Klassenwechsel zu IgA, IgG
oder IgE. Interleukin-10 stimuliert B-Zellen, steuert ihre Differenzierung und ist fur sie ein wichtiger
Uberlebensfaktor [Rousset et al., 1992]. Wenn bei der Aktivierung von CD4+ T-Zellen Interleukin-4
vorhanden ist, entsteht eine Th2-Antwort, welche durch Interleukin-6 verstarkt werden kann.

1.1.4.4.3 Thl7

Th17-Zellen sind durch die Produktion des Zytokins Interleukin-17 charakterisiert. Ahnlich wie Thi-
Zellen werden sie generell als proinflammatorische Zellen betrachtet. Beschrieben ist ihre Prasenz vor
allem in chronischen Entziindungen [Infante-Duarte et al., 2000; Chabaud et al., 1999]. Interleukin-17-
produzierende Zellen werden durch das Zytokin Interleukin-23 induziert [Aggarwal et al., 2003]. Inter-
leukin-23 ist ein heterodimeres Zytokin aus einer p19-Untereinheit und einer p40-Untereinheit, die es
mit Interleukin-12 gemeinsam hat. Interleukin-23 wird von aktivierten dendritischen Zellen und Makro-

phagen sezerniert. Im Gegensatz zu Interleukin-12 induziert Interleukin-23 keine Interferon-y produ-
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zierenden Zellen, sondern expandiert Interleukin-17-sekretierende CD4+ T-Zellen [Langrish et al.,
2005]. Seit der Entdeckung des Transkriptionsfaktors RORyT werden Th17 Zellen als eigenstandige
Untergruppe gezahlt [lvanov et al., 2006]. Harrington und Kollegen zeigten, dass Interferon-y und
Interleukin-4, klassische Thl- bzw. Th2-Zytokine, die Entwicklung von Th17-Zellen inhibieren, wéah-
rend beide Zytokine auf bereits differenzierte Th1l7-Zellen keinen Effekt haben [Harrington et al.,
2005]. Veldhoen und Kollegen zeigten, dass auch TGFB und auch Interleukin-6 wichtig fir die Ent-
wicklung dieses Zelltyps sind [Veldhoen et al., 2006].
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Abb. 1: Darstellung der unterschiedlichen T-Zellsubtypen und der Faktoren, die den Phanotyp be-
stimmen so wie einige der Effektormolekile der einzelnen Zelltypen. Th= T-Helferzelle,

Treg=regulatorische T-Zelle, Tc=zytotoxische T-Zelle, Ts=suppressorische T-Zelle
1.1.5 Gedachtniszellen

Neben den erwdhnten Effektorfunktionen der B- und T-Zellen besitzt das adaptive Immunsystem ein
Gedachtnis, welches mit langlebigen Gedéachtniszellen bei einem sekundaren Kontakt mit dem Anti-
gen fir eine schnellere und wirksamere Immunantwort sorgt. Im Gegensatz zu naiven Zellen sind sie
sofort nach Antigenkontakt fahig, Effektormolekile zu sekretieren. Welche Mechanismen zur Ausbil-

dung des immunologischen Gedéachtnisses fihren ist weitgehend unklar.

Bei B-Zellen geht man davon aus, dass sie aktiviert zu kurzlebigen Plasmazellen oder zu Keimzent-
rumszellen werden. Letztere kdnnen dann zu kurz- oder langlebigen B-Gedéchtniszellen oder aber

langlebigen Plasmazellen werden [Dorner and Radbruch, 2005; Manz et al., 1997].

Nach Elimination des Pathogens sterben die meisten der spezifischen T-Zellen in einem Prozess, der
aktivierungsinduzierter Zelltod genannt wird. Der Zellabbau findet dabei gré3tenteils in der Leber und
auch in der Milz statt [Baumann et al., 2002]. Die uberlebenden spezifischen Zellen bilden das so ge-
nannte T-Zellgedé&chtnis [Sallusto and Lanzavecchia, 2001]. Gedachtniszellen kdnnen sich aus Effek-
torzellen entwickeln [Lohning et al., 2008]. Die T-Gedéchtniszellen zirkulieren vor allem durch die peri-

pheren Organe; ein kleiner Teil ist weiterhin in den lymphatischen Organen =zu finden.
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Gedachtniszellen unterscheiden sich in einer ganzen Reihe von Oberflachenmarkern von naiven T-

Zellen, haben aber viele Oberflachenmarker mit Effektorzellen gemeinsam.

1.2 Mechanismen der Immunuberwachung des zentralen Ner-

vensystems

Die Uberwachung des ZNS durch das Immunsystem ist ein unverzichtbarer Vorgang, um gefahrliche
schadigende Einfliisse zligig zu limitieren und die Regeneration zu fordern, ohne jedoch die fir die
einwandfreie Funktion der Nervenzellen essentielle empfindliche Homdostase des ZNS zu stéren.
Durch jede Immunreaktion kénnen erhebliche Kollateralschaden entstehen, da das ZNS ein Ort mit
hochgradig differenziertem Gewebe aus schlecht regenerationsfahigen, postmitotischen Zellen ist und

durch die Schadelkalotte nur wenig Raum fir eine Schwellung des Gewebes ist.
1.2.1 Das intakte ZNS

Vor allem drei physiologische und anatomische Aspekte spielen bei der Sonderstellung des ZNS bei
der Immuniberwachung eine wichtige Rolle. Anders als die meisten Organe ist das ZNS durch eine
von Paul Ehrlich 1885 erstmalig beobachtete, selektive, quasi impermeable Barriere fir Makromolekii-
le und Zellen - der Blut-Hirn-Schranke - von dem standig wechselnden Milieu der Peripherie getrennt
[Ehrlich, 1885]. Im Normalzustand sind die hoch spezialisierten Endothelzellen hier sehr eng mit ei-
nander Uber tight junctions verbunden [Hickey, 2001]. Als weitere Besonderheit fehlen klassische lym-
phatische Gefale, Giber die Antigene und Antigen prasentierende Zellen zu den Lymphknoten trans-
portiert werden. Der dritte wichtige Aspekt war, dass man friiher davon ausging, dass es im ZNS
Parenchym sogar bei dendritischen Zellen nahezu keine MHC-Molekile, weder MHC-I noch MHC-II
gabe [Piehl and Lidman, 2001]. Demzufolge ging man davon aus, dass das ZNS hinter der Blut-Hirn-
Schranke ,versteckt" sei, und dass es keinen Zugang zu den peripheren immunologischen Organen
habe. Die entstehenden T- und B-Zellen wirden sich ohne einen méglichen Kontakt mit ZNS Struktu-
ren entwickeln und die dabei denkbaren autoreaktiven Zellen wiirden aufgrund der Blut-Hirn-Schranke

und des Mangels an MHC-Molekiilen das Gehirn nicht erreichen.

Diese Ansicht wird jedoch nicht mehr vertreten, da mittlerweile gezeigt werden konnte, dass trotz die-
ser Besonderheiten die Verbindungen von Nerven- und Immunsystem sehr zahlreich sind. Auch im
Normalzustand kénnen Immunzellen das ZNS patrouillieren ohne es zu schadigen [Hickey et al.,
1991; Wekerle et al., 1986; Smorodchenko et al., 2007]. Zur Zeit werden drei Wege fir den Eintritt der
Lymphozyten in das ZNS beschrieben: die Lymphozyten treten entweder tber den Plexus choroideus
in den Liquor oder Uber den subarachnoidalen Raum und Uber perivaskulare Rdume des ZNS ein
[Engelhardt and Ransohoff, 2005].

Mit den peripheren lymphatischen Organen ist trotz fehlender klassischer Lymphdrainagewege das
zentrale Nervensystem zum Beispiel Uber die Hirnnerven verbunden [Cserr et al., 1992; Goldmann et

al., 2006], so dass der Austausch von Antigenen und Zellen zwar maoglich ist, aber auf ein Minimum
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reduziert wird. Man vermutet, dass die klassischen LymphgeféaRe zur Entwicklung l6sliche Faktoren
brauchen, die vor allem im Rahmen von entzindlichen Prozessen oder Immunreaktionen produziert

werden [Saharinen et al., 2004] und modifiziert im zentralen Nervensystem ablaufen.

Antigen prasentierende Zellen des ZNS sind vor allem Mikrogliazellen und Astrozyten, aber auch Mak-
rophagen, B-Zellen und insbesondere perivaskular dendritische Zellen [Hickey, 2001]. Diese Zellen
kénnen alle MHC-II Molekile exprimieren und T-Zellen aktivieren. Des Weiteren konnte gezeigt wer-

den, dass Neurone MHC-Molekiile in vivo prasentieren [Boulanger and Shatz, 2004].

In einer Vielzahl von Situationen verandert sich das Milieu des ZNS in eine fiur das Immunsystem
glnstigere Lage. Bei Infektionen, Neoplasien, Neurodegeneration und Ischamien kommt es zu Im-
munantworten und entziindlichen Reaktionen. In diesem Rahmen kénnen an der Blut-Hirn-Schranke
Adhesionsmolekiile und Chemokinexpression induziert und MHC- Molekile im ZNS gebildet werden.
Interessanterweise scheinen im Normalzustand Neurone aktiv die Expression von MHC-Molekiilen zu
hemmen, die dann bei gestorter neuronaler Funktion auf den Gliazellen exprimiert werden [Neumann
et al., 1996; Neumann and Wekerle, 1998]. Als Konsequenz dieser veranderten Umgebung kann es
einerseits zu einer vermehrten Transmigration durch die Blut-Hirn-Schranke und anderseits zu einer
massiven Infiltration mit Entzindungszellen vor allem perivaskulér und auch im ZNS Parenchym

kommen.

1.3 Multiple Sklerose und Konzepte zur Autoimmunitat im

zentralen Nervensystem

Von Autoimmunreaktionen spricht man, wenn das adaptive Immunsystem sich gegen koérpereigene,
gesunde Zellen richtet. Den genauen Mechanismus, wie das Immunsystem ,Selbst von ,Fremd" diffe-
renziert und wie es zu den fehlgerichteten Immunreaktionen kommt, ist bisher nicht vollstandig ver-
standen, so dass sich die meisten der zur Zeit verfugbaren Therapien der Autoimmunerkrankungen
zum Grof3teil auf eine unspezifische Suppression des Immunsystems beschranken [Feldmann and
Steinman, 2005]. Multiple Sklerose ist die haufigste neurologische Erkrankung im jungen Erwachse-

nenalter, die als Autoimmunerkrankung angesehen wird.
1.3.1 Pathogenese der Multiplen Sklerose

Histologisch findet man als charakteristisches neuropathologisches Kennzeichen in Biopsien und Au-
topsien disseminiert auftretende Entziindungsherde mit Gberwiegend T-Zellen, B-Zellen und Makro-
phagen um mittelgro3e GeféalRe. Bestimmte Regionen des ZNS sind bevorzugt betroffen: Der Sehnery,
die periventrikulare weil3e Substanz, das Kleinhirn, der Hirnstamm und die weie Substanz des Ruick-
enmarkes. Die Erstbeschreibung der pathologischen Lasionen im zentralen Nervensystem [Carswell
R., 1838; Cruveilhier J., 1842] war dreiRig Jahre vor der ersten umfassenden histologischen und klini-
schen Beschreibung durch Charcot 1868. Er nannte die Erkrankung sclérose en plaque [Charcot JM:
1868].
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Man geht davon aus, dass die disseminierten Demyelinisierungs- und Entziindungsherde in genetisch
suszeptiblen Individuen aufgrund einer fehlgeleiteten Reaktion des Immunsystems durch autoreaktive,
gegen ZNS-Antigene gerichtete T-Zellen vermittelt werden. Diese Annahme wird durch folgende Hin-
weise gestitzt: (a) autoreaktive CD4+ T-Zellen gegen Myelin sind nur im Liquor von Multiple Sklerose
Patienten zu finden [Zhang et al., 1994], (b) immunmodulatorische Therapien, die auf die T-Zellen
wirken wie Interferon-B, Glatiramerazetat und Natalizumab reduzieren die Krankheitsaktivitat, (c) das
Risiko Multiple Sklerose zu entwickeln steigt bei bestimmten MHC II- Allelen und (d) im Tiermodell
lasst sich die Erkrankung durch syngene autoreaktive T-Zellen gegen Myelin Ubertragen. Dennoch
fehlt der direkte Nachweis der autoimmunen Genese, da man bisher keinen Autoantikérper oder auto-
reaktive T-Zellen bei Patienten gefunden hat, die die Erkrankung dann im Tier auslésen kénnen, wie

z.B. bei Myasthenia gravis.
1.3.1.1 Der Schritt von Autoreaktiv zu Autoaggressiv

Die Prasenz von autoreaktiven T-Zellen ist ein haufiges Phdnomen. Jedes Individuum hat autoreaktive
Immunzellen, die jedoch normalerweise durch ein komplexes Netzwerk reguliert werden. Man geht
davon aus, dass diese autoreaktiven Zellen nicht aktiviert werden, solange nicht eine Schwelle an
Antigenmenge uberschritten, kostimulatorischen Molekile fehlen oder sie durch regulatorischen Zel-
len und Molekile gehemmt werden [Kamradt and Mitchison, 2001]. Die Prasentation von ZNS Autoan-
tigene im Immunsystem selbst, z.B. im Thymus, soll hierbei die Bildung von autoreaktiven Zellen be-
einflussen [Anderson et al., 2000; Pribyl et al., 1993].

1.3.1.2 Die Einwanderung von T-Zellen in das Gewebe des zentralen Nerven-

systems

Vor einem Krankheitsschub erfolgt nach heutiger Erkenntnis eine Aktivierung und Expansion auf3er-
halb des ZNS. Das Genexpressionsmuster der aktivierten autoreaktiven T-Zellen &ndert sich im peri-
pheren Immunsystem [Butcher and Picker, 1996], so dass es ihnen mdglich ist, die Blut-Hirn-Schranke
zu Uberwinden und perivaskular in Kontakt mit den lokalen Antigen prasentierenden Zellen zu treten
[Wekerle et al., 1986; Greter et al., 2005].

Hier kdnnen autoreaktive T-Zellen ihren spezifischen Zielstrukturen begegnen - meist Antigenen aus
der Myelinscheide - werden reaktiviert und initiieren eine gegen das Myelin gerichtete Immunreaktion,
die mit der Rekrutierung weiterer Immunzellen einhergeht. Eine wichtige Rolle spielen dabei aktivierte
Plasmazellen, die myelinreaktive Antikdrper sezernieren und damit die immunologische Attacke un-
terstiitzen [Hemmer et al., 2002], sowie aktivierte, aus dem peripheren Blut stammende Makrophagen

und Mikrogliazellen aus dem ZNS. Als Folge kommt es zur inflammatorischen Demyelinisierung.
1.3.1.3 Degenerative Prozesse

Entziindliche Prozesse scheinen aber nicht alleine eine Rolle bei der Pathogenese zu spielen. Neben
dem Verlust von Myelin und Oligodendrozyten kommt es zu einem neuronalen und axonalen Scha-
den, der auch eine degenerative Komponente hat [Zipp and Aktas, 2006]. Abgesehen von der Schadi-

gung der Axone in der weiRen Substanz [Trapp et al., 1998] konnte auch der apoptotische Untergang
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von Neuronen im Cortex gezeigt werden [Peterson et al., 2001]. Hinweis auf eine direkte, primare
neuronale Stoérung ist die bei MS Patienten bereits in der Anfangsphase der Erkrankung auftretende
Reduktion des neuronalen Markers N-Azetyl-Aspartat in der so genannten normal appearing gray
matter (von klassischen MS-Lé&sionen verschonte Bereiche) in der Magnetresonanz Spektroskopie

[Inglese et al., 2004].
1.3.2 Klinische Zeichen der Multiple Sklerose

Aufgrund der disseminierten Lasionen koénnen die klinischen Zeichen der Multiplen Sklerose sehr viel-
schichtig sein von fokal neurologischen Ausfallen bis zu kognitiven Dysfunktionen. Die ersten Symp-
tome treten meist zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr auf [McFarlin and McFarland, 1982a; McFar-
lin and McFarland, 1982b]. Der Krankheitsverlauf ist auch vielféltig im Hinblick auf die Haufigkeit des
Auftretens der Symptome. Gemeinsam ist den meisten Verlaufen jedoch, dass sich die subakut auf-
getretenen Symptome zu Beginn wieder zurtick bilden. Man spricht dann von einem schubférmig re-
mittierenden Verlauf, der dann meist tUber die Zeit in einen sekundar chronisch progredienten Verlauf
Ubergeht. Fraglich ist, ob eine Untergruppe der Erkrankung, die von Beginn an auch ohne Schiibe
verlaufen kann, eine andere Pathogenese hat, oder ob die Verlaufsformen zu ein und derselben
Krankheit gehoren. Zurzeit spricht man jedoch von einer primar chronisch progredienten Verlaufsform

der Multiplen Sklerose, wenn die neurologischen Defizite immer mehr zunehmen.
1.3.3 Aktuelle Therapiemdéglichkeiten

Die Therapie der Multiplen Sklerose richtet sich zurzeit vor allem nach der Verlaufsform. Die unter-
schiedlichen Therapiemdglichkeiten haben als Gemeinsamkeit, dass sie alle die inflammatorische
Phase der Multiplen Sklerose beeinflussen. Die Schubhaufigkeit wird reduziert, aber die Progression

der Behinderung kaum therapeutisch beeinflusst.

Die so genannten Immunmodulatoren sind Interferon-f und Glatiramerazetat (GA). Die Wirkung von
Interferon-f (Betaferon®, Rebif®, Avonex®) wird auf die Hemmung der Proliferation der Leukozyten,
Hemmung der MHC Il Antigenprasentation und die Reduzierung von Thl Zytokinproduktion zurlickge-
fuhrt. Desweitern wird die T-Zellwanderung durch die Blut-Hirn-Schranke gehemmt durch Reduktion
der Sekretion von Metalloproteinase-9 und die Reduktion der Expression von VLA-4 auf T-Zellen [Har-
tung et al., 2004].

Uber die Wirkung von Glatiramerazetat (Copaxone®) ist noch wenig bekannt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass GA reaktive Zellen einen Th2 Phanotyp annehmen und durch die Ahnlichkeit zu MBP es

MHC Il gebunden die Bindung von MBP spezifischen T-Zellen stort.

Bei aggressiver schubférmiger Verlaufsform werden Mitoxantron (Ralenova®) und Natalizumab (Ty-
sabri®) zur Eskalationtherapie eingesetzt. Diese Therapien haben einerseits eine starkere Wirkung
auf die Schubhaufigkeit, jedoch andererseits im Vergleich zu den Interferonen und Glatiramerazetat
ein erheblich schwereres Nebenwirkungsprofil. Mitoxantron wirkt immunosuppressiv Uber eine DNA-
Interkalierung wodurch es die Proliferation von B-Zellen, T-Zellen und Makrophagen hemmt, und aber

ebenfalls das Risiko fur sekundare Leukamien erhéht. Darliber hinaus ist es auch kardiotoxisch [Fox,
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2004]. Natalizumab ist der erste monoklonale Antikdrper der zur Therapie der schubférmigen Multiplen
Sklerose zugelassen ist und wirkt Gber eine Hemmung von VLA-4 und reduziert so die Migration der
T-Zellen durch die Blut Hirn-Schranke. Bei einer latenten JC-Virus Infektion kann es nicht nur bei im-
munsuppressiv vorbehandelten Patienten zu einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie

kommen.

In Entwicklung sind zahlreiche andere Therapien wie Alemtuzumab (Campath-1), Fingolimod (FTY-
720), Cladribin und autologe Stammzelltransplantation, die jedoch alle ein potenziell héheres Risiko

als Interferon- und Glatiramerazetat aufweisen.
1.4 Ziel der Arbeit

Im Gegensatz zur der verbesserten Beurteilung der Multiplen Sklerose durch MRT-Bildgebung und
Liquordiagnostik ist das Versténdnis des grundlegenden Charakters der Erkrankung sehr begrenzt. So
ist eine wirkliche Kontrolle der Erkrankung und die Reparatur des durch sie entstanden Schadens
zurzeit noch nicht moéglich. Zentraler Angriffspunkt aller zurzeit zur Verfugung stehenden Therapien ist
die Reduktion von Immunzellen, vor allem autoaggressiver T-Zellen im ZNS. Es scheint ein vielver-
sprechender Ansatz zu sein, in die Mobilitat der T-Zellen einzugreifen, um so die Zellen von ihren

Zielzellen fernzuhalten und dadurch ihre Funktion zu blockieren.

Ziel der Arbeit war zur Entwicklung neuer Therapiemdéglichkeiten beizutragen durch die Gewinnung
von Informationen, wie sich T-Zellen im Gehirn orientieren. Daher wurden die Mechanismen des Ver-

haltens unterschiedlicher T-Zellsubtypen im zentralen Nervensystem untersucht.

Uber das Schicksal der Immunzellen nach Infiltration des ZNS ist noch vieles unklar. Welche Faktoren
und Mechanismen beeinflussen das Verhalten der unterschiedlichen T-Zellsubtypen im gesunden wie
im kranken ZNS? Wie wird Immunitéat und Toleranz im zentralen Nervensystem aufrecht erhalten? Und

welche Faktoren filhren zu autoimmunen Prozessen, wie zum Beispiel bei der Multiplen Sklerose?
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2 Material und Methoden

2.1 Laborartikel

2.1.1 Puffer, Losungen, Zellkultur- und Hirnschnittkulturmedien

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
FACS Puffer

Saponin Puffer

MACS Puffer

Zellkulturmedium (CM) fir murine Zellen

Waschmedium

Iscove’s Mod Dulbecco’'s Medium (IMDM)

Hirnschnittpraparations- und Perfusions-
medium (ACSF)

Lysis-Puffer

2.1.2 Interleukine

PBS

0,5% bovines Serumalbumin
0,5% Natriumazid (NaNs)
PBS

0,5% BSA

0,5% Saponin

PBS

0,5% BSA

EDTA (Ethylendianetetraacetic Acid)
RPMI 1640

1% Hepes 1M

10% Fetales Kéalberserum (FCS) hitze-
inaktiviert fir 30 Minuten bei 56°C
100U/ml Penicillin

100pg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin

RPMI 1640

1% Hepes 1M

100U/ml Penicillin

100ug/ml Streptomycin

2 mM L-Glutamin

25 mM Hepes

124 mM NacCl,

1,25 mM NaH2PO4s*H,0

10 mM Glucose*H>0

1,8 mM MgSO4

1,6 mM CaCl,*2H,0

1,6 mM KClI

3,0 mM NaHCO3

PBS

1% KHCO3

8,29%NH,Cl
37,2%Na,EDTA

Name Konzentration Herkunft

IL-2 human, rekombinant 100 U/

Gibco In vitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco In vitrogen, Karlsruhe
Gibco In vitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Gibco In vitrogen, Karlsruhe
Gibco In vitrogen, Karlsruhe

Gibco In vitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

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

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Chiron Therapeutics, Hayward, USA

21



Material und Methoden

IL-4 murin, rekombinant 200 U/I
IL-12 murin, rekombinant 2,5 ng/ml
2.1.3 Peptide

MOGa40-5aYRSPFSRVVHLYRNG

OVA257.264 SIINFEKL

OVA323.339 ISQAVHAAHAEINEAGR
PLP139.151 HSLGKWLGHPDKF

R & D Systems, Wiesbaden
R & D Systems, Wiesbaden

Activotec, Cambridge, UK

Pepceuticals, Leicester, UK

Pepceuticals, Leicester, UK

Pepceuticals, Leicester, UK

2.1.4 Fluorochrome flr die Zwei Photonen Mikroskopie

5-(und-6)-(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamin)

CMTMR

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-Dextran

Molecular Probes In vitrogen, Eugene, USA

Molecular Probes In vitrogen, Eugene, USA

2.1.5 Antikorper und Sekundarfarbstoffe

Tab. 1: neutralisierende murine Zellkultur Antikdrper und Blockierende Substanzen

Name

a-m-IL-4
a-m-IL-12
a-m-Interferon-y
a-a4-Integrin
AMD3100

Klon

11B11
C17.8
AN18.17.24
R1-2

/

Tab. 2: Murine Oberflachenantikorper

Name
a-m-CD4-Biotin
a-m-CD4-FITC
a-m-CD8 FITC
a-m-CD25 APC
a-m-CD69 PE
a-INFy gekoppelt an
a-m-CD45

a-IL4 gekoppelt an
a-m-CD45

a-1L10 gekoppelt an
a-m-CD45

Klon

GK1.5

GK1.5

53-6.7

PC61

H1.2F3

alFN- 4SB3/
aCD45 5B1
a-1L-4 1A6-10/
a-CDA45 5B1
a-1L10 JES5-16E3/
a-CD45 5B1

Konzentration Herkunft
5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
5 pg/mi BD Bioscience, Heidelberg
S5ug/mi BD Bioscience, Heidelberg
20 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
10pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

Konzentration Herkunft

5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

1 pg/mi BD Bioscience, Heidelberg

2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Tab. 3: Antikdrper gekoppelt an magnetische Mikropartikel (MB)

Name

a-m-CD4 MB
a-m-CD8 MB
a-m-CD90 MB

CD4 Isolierungssatz

Herkunft

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotech , Bergisch Gladbach
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CD8 Isolierungssatz
a-PE MB

Miltenyi Biotech , Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech , Bergisch Gladbach

Tab. 4: Murine intrazellulare Antikdrper

Name Klon Konzentration Herkunft

a-m-IL4-APC 11B11 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-IL4-PE 11B11 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-1L10-PE JES5-16E3 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-1L10-APC JES5-16E3 2 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-IL17-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
a-m-Perforin APC eBioMAK-D 2 pg/ml eBioscience, San Diego, USA
a-m-TNFa-APC MP6-XT22 2 pg/mi BD Bioscience, Heidelberg

Tab. 5: Sekundarantikérper, Isotypenkontrollen und Sonstige

Name Klon Konzentration Herkunft

APC Isotyp 1gG1 2,5 ug/ml BD Bioscience, Heidelberg
FITC Isotyp 1gG> 5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
PE Isotyp 1gG: R3-34 BD Bioscience, Heidelberg
PE Isotyp IgG2a rat R35-95 BD Bioscience, Heidelberg
Ratten IgG / 20 pg/ml Sigma-Aldrich , Steinheim
SA-APC / 1lug/ml BD Bioscience, Heidelberg
SA-PerCP / 1lpg/ml BD Bioscience, Heidelberg
a-m-Fcy /Il Rezeptor (CD16/CD32)  2.4G2 5 pg/ml BD Bioscience, Heidelberg
7-AAD / 0,25 pgltest BD Bioscience, Heidelberg

2.1.6 Sonstige Reagenzien und Chemikalien

Agarose

Agua ad injectabila
Brefeldin A

Complete Freud's Adjuvants (CFA)
DMSO

DNAse

Ethanol

Glucose 20%
lonomycin

Isofluran

Ketamin

Kollagenase

NacCl 0,9%
Paraformaldehyd (PFA)
Percoll

Pertussistoxin (PTX)

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich , Steinheim
Difco, Detroit, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich , Steinheim
Abbot, Wiesbaden
Curamed, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen
Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

List Biological Laboratories, Campell, USA
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Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Saccarose Merck, Darmstadt

Trypanblau (0,4%) Biochrom, Berlin
Xylazinhydrochlorid 2% Bayer, Leverkusen, Deutschland

2.1.7 Kunststoffartikel und sonstige Materialien

24, 48 und 96 Loch Platten, Petrischalen Becton Dickinson, Heidelberg
Chirurgiebesteck Aesculap, Tuttlingen

Kanulen, Spritzen Braun, Melsungen

Kryo-Tubes Nunc, Roskilde,Danemark

MACS Separationssaulen, Magneten und Stéander Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Pipettenspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf

Reaktionsgefalie (safe lock tubes) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, Falcon
Zellsieb ( 70um Porengrofie) BD Bioscience, Heidelberg

2.1.8 Verwendete Software

CellQuest BD Bioscience, Heidelberg
Graphpad Prism 4 Graphpad Software Inc., USA
SPSS SPSS, Miinchen
Volocity Improvison, Tubingen

2.1.9 Gerate
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Bioscience, Heidelberg
Eppendorf Centrifuge 5416 und 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Inkubatoren Heraeus Kendro, Langenselbold
Lichtmikroskop Leica, Heidelberg, Deutschland
Magnet fur Zellsortierung Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Megafuge 1.0R Heraeus Kendro, Langenselbold
Neubauerzahlkammer Brand, Wertheim
Pipetten BD Bioscience, Heidelberg
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeréte , Herrenberg
Sterilbank, Herasafe Heraeus Kendro, Langenselbold
Stickstofftank Messer, Sulzbach
Vibratom “NVSLM1" Shandon Pittsburgh, USA
Waage (fur Chemikalien) Mettler Gief3en Deutschland
Wasserbad Medingen, Wiesloch

2.2 Tiermodelle

Die Tiere wurden in speziellen Tierhaltungsraumen (klimatisiert, 12:12-Hell-Dunkel-Rhythmus) unter
Standardbedingungen (individuell belufteten Makrolonkéfige, pelletiertes Mausalleinfutter, Holzgranu-

lat-Einstreu und taglich frisches Wasser) im Tierstall des Neurowissenschaftlichen Forschungszent-
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rums an der Charité Berlin gehalten und dort von gepriften Versuchstierpflegern betreut. Die Versu-

che wurden alle im Rahmen der tierschutzrechtlichen Bestimmungen des Landes Berlin durchgefihrt.
2.2.1 C57BL/6

Der Mausstamm C57BL/6 ist ein Standardtiermodell fir immunologische Fragestellungen. Die Tiere
wurden von Charles River Sulzfeld, Deutschland, bezogen. Durch subkutane Injektion von 150 pg
Myelooligodendrozytenglycoprotein (MOG), emulsiert mit CFA und Mykobakterium sowie intraperito-
nealer Injektion von 200 ng Pertussistoxin zum Zeitpunkt der Immunisation und 48 Stunden spater
wurden enzephalitogene Zellen generiert, die zu einer Multiple Sklerose ahnlichen chronischen ent-

zundlichen Erkrankung des ZNS der Mause fihrte.
2.2.2 SJL

Der Mausstamm SJL wurde von Charles River Sulzfeld, Deutschland bezogen. Die Entziindungsreak-
tion, die in diesem Mausstamm analog zum C57BL/6 Modell, jedoch durch Proteolipoprotein Peptid
(PLP) anstatt MOG induziert wird, ist im Gegensatz zur chronischen Erkrankung bei C57BL/6 eher
schubférmig [Gold et al., 2006] und fast ausschlieRlich CD4+ T-Zell vermittelt.

2.2.3 Ovalbumin als Modellantigen

Da sich MOG als Modellantigen fur die funktionellen Analysen als nur bedingt geeignet erwiesen hat-
te, fiel die Wahl fir die weitere Bearbeitung des Projektes auf den Einsatz von Ovalbumin als Modell-
system, welches als Schwerpunkt der Arbeit eingesetzt wurde. Ovalbumin ist ein 42 kDa grof3es Pro-
tein aus Huhnereiweil3 und gehdort zu der Gruppe der Serpine (Serinproteaseinhibitoren) [Nisbet et al.,
1981].

2.2.3.1 OT1

In der Sequenz von Ovalbumin gibt es von Position Aminosaure (AS) 257 bis 264 ein 8 AS langes
immundominantes MHC-I-Epitop, welches H-2Kb restringiert ist; seine Sequenz lautet SIINFEKL
[Rotzschke et al., 1991]. Die Identifizierung eines solchen Epitops macht Ovalbumin zu einem geeig-
neten Modellantigen fur die Induktion einer CD8+ T-Zellantwort. Die so genannte OT-1 Maus stellt ein
transgenes Mausmodell fir den passenden spezifischen T-Zell-Rezeptor dar, welcher den SIINFEKL-
H-2Kb-Komplex erkennt. Der T-Zellrezeptor besitzt die Vo2 und V5 variablen Regionen. Die Mause

stellen eine grof3e Anzahl an spezifischen CD8+ T-Zellen bereit [Hogquist et al., 1994].
2.2.3.2 0OT2

Fur die Untersuchung einer CD4+ T-Zellantwort wird Ovalbumin ebenfalls haufig eingesetzt. Von Posi-
tion Aminosaure 323 bis 339 (ISQAVHAAHAEINEAGR) wurde in der Ovalbumin-Sequenz ein CD4+
T-Zell-Epitop identifiziert, welches |-Ad restringiert ist [Sette et al., 1987]. Analog zur OT-1 Maus wurde
das Mausmodell der OT-2 Maus generiert, die transgen fir den passenden spezifischen T-

Zellrezeptor ist und den OVA3,3.330-MHC-II-Komplex erkennt [Barnden et al., 1998].
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2.3 T-Zell-Hirnschnitt Kokultur

2.3.1 Prinzip

Um die Bewegungsweise von Immunzellen im ZNS zu untersuchen wurde eine T-Zell-Hirnschnitt Ko-
kultur verwendet [Nitsch et al., 2004]. In diesem System wurden in vitro generierte OVA-spezifische
und myelinspezifische CD4+ T-Zell Subpopulationen sowie CD8+ T-Zellen mit zerebralem Mausgewe-
be in kiinstlichem Liquor (ACSF) koinkubiert. Diese ZNS Schnitte entwickeln eine mittlere Schicht von
intaktem ZNS Gewebe, das dem in vivo ahnelt [Nitsch et al., 2000].

2.3.2 Hippokampus Schnitte

Zehn bis zwolf Tage alten Mausen wurde, nachdem sie durch die Inhalation von Isofluran narkotisiert
wurden, auf einer gekuhlten Metallplatte der Thorax eroffnet. Dann wurde in den linken Ventrikel intra-
kardial 300 pl FITC-Dextran (8ug/300ml NaCl) injiziert. AnschlieRend wurde die Maus dekapitiert, der
Schadel er6ffnet und das Gehirn entnommen und mit Hilfe eines Vibratoms 400um dicke transversale
hippokampale Schnitte angefertigt. Aus diesen wird mit einem Skalpell die Region des Hippokampus
herausgeschnitten und auf eine Membran in die abgedunkelte Inkubationskammer tbertragen in wel-
cher die Schnitte mindestens 60 Minuten bei Raumtemperatur verblieben. Das Gehirn muss umge-
hend nach der Extraktion immer von einer mit 95% O, und 5% CO, begasten FlUssigkeit umgeben
sein, die Elektrolyte und Glukose enthalt und als artificial cerebrospinal fluid (ACSF) bezeichnet wird.
Wahrend der Herstellung der Schnitte wurde das Gehirn in einer Umgebungstemperatur ca. 4°C ge-

halten.
2.3.3 Zellbiologische Methoden

2.3.3.1 Allgemein

Alle Materialen, die in Kontakt mit Zellen kamen, wurden sterilisiert. Die bei der Sektion der Tiere ver-
wendeten Instrumente wurden mit 70% Ethanol desinfiziert. Beim Umgang mit den Zellen wurde unter
der Sterilbank gearbeitet, die regelmafiig mit Ethanol desinfiziert und UV- Licht bestrahlt wurde. Die
Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchte von 95% und einer CO, Konzentration

von 5% inkubiert.
2.3.3.2 Zellgewinnung

2.3.3.2.1 Milz

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getdtet und mit 70% Ethanol desinfiziert. Im Anschluss
wurde mit eines medianen Langsschnittes am Bauch das Peritoneum freigelegt, welches durch einen
Schnitt entlang des linken Rippenbogens erbffnet wurde. Die Milz wurde mit einer desinfizierten Pin-
zette geldst und in Waschmedium aufgenommen. Alle folgenden Schritte wurden unter der Sterilbank

und auf Eis bzw. bei 4°C ausgefihrt.

Die Milz wurde in einem Nylonsieb mit Hilfe eines Spritzenstempels zerkleinert. Die daraus entstande-

ne Zellsuspension wurde mit 50 ml Waschmedium gewaschen. Alle Waschschritte wurden wie folgt
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durchgefiihrt: Die Zellen wurden in 50 ml Volumen in einem 50 ml Reaktionsgefafld aufgenommen und
mit 500 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet

resuspendiert.

Die in der Milz vorhandenen Erythrozyten wurden mit Hilfe eines hypoosmolaren Puffers lysiert. Da
sie eine geringere osmolare Stabilitat als die Leukozyten aufweisen, werden diese nicht zerstort. Fir
die Erythrozytolyse wurde das Pellet in 10 ml Lysispuffer resuspendiert und 5 ml Waschmedium hin-
zugegeben, sofort abzentrifugiert und der Uberstand verworfen und erneut gewaschen. Danach wur-
den die Zellen in 10 ml Waschmedium aufgenommen und gezéahlt, dazu wurde im Verhaltnis 1:1 10 pl
der Zellsuspension mit Trypanblau gemischt und auf eine Neubauerzédhlkammer aufgetragen. Unter
dem Lichtmikroskop wurden dann die vitalen Zellen in 16 Feldern eines Quadrats ausgezahlt (N), die
vitalen Zellen zeichneten sich dadurch aus, dass sie kein Trypanblau aufgenommen hatten. Die Ge-
samtzahl der Zellen ergibt sich wie folgt: Gesamtzahl = N x 2 (Verdiinnungsfaktor) x 10 (Volumen) x
10* Nach einem letzten Waschschritt wurden die Zellen in Kulturmedium in einer Konzentration 2,5 - 3

x 10° Zellen pro ml aufgenommen.

2.3.3.2.2 Lymphknoten

Die Lymphknoten wurden an der Mesenterialwurzel bzw. im Bereich der Inguinalregion dargestellt und
entfernt. Alle folgenden Schritte waren identisch zur Aufarbeitung der Milzzellen, nur dass keine Eryth-

rozytolyse notwendig watr.

2.3.3.2.3 Gehirn und Riuckenmark

Zur Gewinnung der Lymphozyten aus dem zentralen Nervensystem musste zundchst das gesamte
Blut aus dem Gefal3system entfernt werden. Hierzu wurden den Tieren entsprechend ihres Gewichtes
eine todliche Menge einer Narkoseldsung aus 0,25 ml Xylazinhydrochlorid 2%, 5 ml Ketamin und
19,75 ml PBS intraperitoneal injiziert. Nach Erldschen des "Hinterpfoten Reflexes" in tiefer Analgesie
wurde die Maus nach Besprihen mit 70% Ethanol mit einer desinfizierten Schere entlang der media-
nen Bauchlinie er6ffnet. Die Rippen wurden seitlich eingeschnitten um durch Hochklappen des Brust-
korbes einen freien Zugang zu Herzen zu erreichen. In den linken Ventrikel wurde eine Kandile injiziert
und durch einen kleinen Schnitt der rechte Vorhof erdffnet. 20 ml PBS wurden langsam uber den lin-

ken Ventrikel appliziert. Der Erfolg der Perfusion war durch Entfarbung der Leber festzustellen.

AnschlieBend wurden der Schédel und die Wirbelsdule vom umliegenden Gewebe befreit und mit
Hilfe einer Schere gedffnet. Das Gehirn wurde mit Hilfe eines Spatel entnommen, das Rickenmark mit
einer Pinzette gelést und entnommen. In einer Petrischale wurde das Gewebe mit einem Skalpell
zerkleinert und in 10ml IMDM Medium, das bereits DNAse und Kollagenase enthielt, mit einer 10 ml
Pipette in ein 50 ml Reaktionsgefa® tUberfiihrt. Dieses Gemisch wurde 25-30 Minuten in einem 37°C
warmen Wasserbad inkubiert und alle 5 Minuten sanft geschiittelt. Anschliel3end wurde die Suspensi-
on durch ein Nylonsieb gegeben und mit 50 ml IMDM Medium gewaschen. Danach wurde das Pellet
in 6ml IMDM Medium resuspendiert und tber 6 ml Percoll vorsichtig geschichtet. Die Lymphozyten

finden sich aufgrund ihrer Gréf3e im Dichtegradienten in der Interphase wieder, dazu wurde bei Raum-
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temperatur fir 30 Minuten bei 700 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Abnahme der Interphase

wurden die Zellen einmal mit WM gewaschen und dann in Kulturmedium aufgenommen.

2.3.3.3 Zellkultur

2.3.3.3.1 MOG-Zelllinien

Durch einen begrenzten Verdiinnungsansatz, genannt ,limiting dilution“ [Cohen et al., 1987], wurde
versucht, MOG spezifische Zellklone zu isolieren. Von mit MOGa3s.s, immunisierten C57BL/6 Mausen
wurden zwischen Tag 40 und 50 die Milzzellen isoliert. Von diesen wurden die CD8+ Zellen mit mag-
netischer Zellsortierung (MACS) depletiert und mit 50 pg/ml MOGa3s.54 sowie 2,5 ng/ml Interleukin-12
restimuliert, um CD4+ Th1l-Zellkulturen zu erhalten. Nach acht Tagen wurden die toten Zellen mit Fi-
collgradient entfernt und neu in Kultur genommen. Diesmal wurden die Zellen so verdinnt, dass nach
Aussaat auf eine 96 Lochplatte im Durchschnitt 100 Zellen pro Loch vorhanden waren. Als Antigen
prasentierende Zellen (APC) wurden mit 30 Gy bestrahlte, CD90 (MACS) depletierte, syngene, naive
Milzzellen verwendet. Uber weitere 14 Tage wurden die Zellen mit 50 pg/ml Peptid inkubiert. Das Me-
dium wurde regelméaRig gewechselt und alle zwei Tage 100 U/l Interleukin-2 hinzugefugt. Proliferie-
rende Kulturen wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops identifiziert und weiter expandiert durch wo-
chentliche Restimulation mit syngenen APC und entsprechendem Antigen unter regularen
Kulturbedingungen.

2.3.3.3.2 Generierung von OVA spezifischen T Zellsubtypen

Die Zellen von OT1 Méausen wurden mit 25 nM OVA;s57.064, die Zellen von OT2 mit 0,3 UM OVAgzz3.339
inkubiert. Die Differenzierung von OT2 Zellen in Richtung eines Thl Phenotypes wurde mit Zugabe
von 2,5 ng/ml Interleukin-12 und 5 pg/ml a-Interleukin-4 eingeleitet, eines Th2 Phenotypes durch Zu-
gabe von 200U/l Interleukin-4, 5 pg/ml a-Interleukin-12 und a-Interferon-y. Alle Zellen wurden in Kul-
turmedium (CM) mit Interleukin-2 gehalten. Zur Restimulation wurden mit 30 Gy bestrahlte, CD90
(MACS) depletierte, syngene, naive Milzzellen in einem Verhaltnis T-Zellen zu APC 1:3 und entspre-
chendes Antigen verwendet. Die jeweilige Zytokinproduktion wurde an Tag vier bis sieben durchfluss-

zytometrisch nach PMA/lonomycin Stimulation kontrolliert.

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die Zellen nach drei bis sieben Tagen fiir die Kokultur Experimen-

te verwendet.
2.3.3.4 Blockierung oder Stimulation von Signalwegen

Bei einigen Versuchen war es notwendig die Zellen vor der Verwendung noch weiter zu behandeln.
Sie wurden entweder jeweils vier Stunden mit 50 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin beziehung-
sweise 10 pg/ml SEB stimuliert oder es wurde 24 Stunden vor Verwendung der Zellen 20 pg/ml anti-
a4-Integrin hinzugefugt. Fir die Blockierung von CXCR4 wurden die Zellen drei Stunden lang mit
10pg/ml AMD 3100 inkubiert.
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2.3.4 Magnetische Zellsortierung

2.3.4.1 Prinzip

Zur Isolierung bestimmter Lymphozytenpopulationen wurde das MACS- Zellsortierungssystem (High-
Gradient Magnetic Cell Sorting) von Miltenyi verwendet [Miltenyi et al., 1990]. Wie bei der Durchfluss-
zytometrie beruht dieses System auf der spezifischen Bindung von Antikérpern, diese sind im Unter-
schied zur Durchflusszytometrie nicht fluoreszenzmarkiert, sondern mit kleinen magnetischen Parti-
keln (MB) beladen. Die Zellen, die Antikérper gebunden haben, werden bei Uberfilhrung in eine
magnetische Saule zuriickgehalten, wahrend unmarkierte Zellen die S&ule ungehindert passieren.
Wird die Saule entmagnetisiert, kann die Fraktion der Zellen, die Antikdrper gebunden hat, eluiert

werden.
2.3.4.2 CD4+ und CD8+ Sortierung

Vor den jeweiligen Experimenten wurden die Zelllinien mit a-m-CD4 MB bzw. a-m-CD8 MB inkubiert,
um eine Reinheit von mehr als 95% sicherzustellen. Die Reinheit wurde mit Durchflusszytometrie be-
stimmt.

2.3.4.3 Zytokinsekretionsassay

Nach dem oben erlauterten Prinzip lassen sich jedoch Zellen nur aufgrund ihrer Oberflachenmolekiile
sortieren. Bei einigen Fragestellungen im Rahmen dieser Arbeit war es jedoch notwendig, Zellen auf-
grund der von ihnen sezernierten Zytokine zu sortieren, wozu der Zytokinsekretionsassay von Miltenyi
verwendet wurde [Manz et al., 1995; Brosterhus et al., 1999]. Anders als oben beschrieben wurden
die Zellen erst sechs Stunden mit Antigen stimuliert und dann mit einem bivalenten Antikorper, der
einerseits Uber CD45 auf allen Leukozyten bindet und andererseits eine Bindungsstelle fur das ent-
sprechende Zytokin aufweist, bei Kulturbedingungen 45 Minuten inkubiert, so dass die Zellen ihre
Zytokine weiter sezernierten. So waren die Zytokine nach Bindung an den an der Oberflache der Zelle
gebundenen Antikdrper auf3en an der Zelle fur einen zweiten Antikérper zuganglich. Dieser war fluo-
reszent markiert, um den Anteil der Zytokin produzierenden Zellen anschlieend durchflusszytomet-
risch zu bestimmen. Dann folgte ein dritter Antikérper, der gegen das Fluorochrom gerichtet war, und

mit magnetischen Partikeln beladen war.
2.3.5 Farbung

Fur die anschlieBende Messung mit dem Zwei Photonen Mikroskop mussten alle Zellen gefarbt wer-
den. Dabei sollte die Oberflachenstruktur der Zelle mdglichst nicht verandert werden und die Zelle
sollte in ihrer Vitalitat wenig einschranken. CMTMR ist ein fluoreszierendes Chloromethylderivat, wel-
ches frei durch die Zellmembran lebender Zellen diffundiert. Innerhalb der Zelle wird daraus unter
anderem durch eine Glutathion S-Transferase vermittelte Reaktion ein nicht mehr membrangangiger
Farbstoff. Die Zellen sind in ihrer Funktion und Vitalitat nicht beeintréchtigt [Ruiz et al., 1996].
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Die Zellen wurden in RPMI mit 2,5 uM CMTMR unter Kulturbedingungen 30 Minuten gefarbt und dann
zweimal mit Waschmedium gewaschen. Bis zur Messung wurden die Zellen dann in Zellkulturmedium

unter Kulturbedingungen gehalten.
2.3.6 Durchflusszytometrie

2.3.6.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie wurde dazu verwendet, die Expression von Oberflachenmolekilen, intrazel-
lularen Zytokinen und Zytokinsekretion von Zellpopulationen zu bestimmen. Zum einen schlief3t man
anhand der Streuung eines Laserstrahls an den Strukturen der Zellen auf deren Grof3e und Granulari-
tat, zum anderen kann durch die Nutzung des Prinzips der Fluoreszenz auf die Expression bestimmter
Molekile von der Zelle zuriick geschlossen werden. Die darzustellenden Molekiile werden durch spe-
zifische Antikorper, an die direkt oder indirekt tUber einen zweiten Antikdrper ein Fluorochrom gekop-
pelt ist, markiert. Die Intensitat des emittierenden Lichtes ist proportional zur Menge der angeregten
Fluorochrommolekile und damit proportional zur Expression der durch die Fluorochrome markierten
zellularen Molekile. Die Emissonsbereiche der verwendeten Fluorochrome uberlappen sich nur ge-
ring, so dass Mehrfachfarbungen maoglich sind und die Expression verschiedener zellularer Molekile

in Beziehung gesetzt werden kann.

Zur Messung der Streuung und Fluoreszenz wurde ein FACSCalibur Gerat verwendet. Die Zellen
werden einzeln in einem Flussigkeitsstrom an zwei Lasern vorbeigeleitet und das gestreute und emit-
tierte Licht wird durch Photodetektoren in elektrische Signale verwandelt, welche dann mit Hilfe eines

Computers graphisch und statistisch ausgewertet werden kénnen.
2.3.6.2 Oberflachenfarbung

Etwa 10° Zellen wurden in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und in FACS-Puffer gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ul FACS Puffer resuspendiert und mit 20 pg/ml Rat-
ten IgG und 0,75 pg/ml a-m-Fc-Fragment fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert um unspezifische Antikdrper
Bindungsstellen zu blockieren.

Nach einem erneuten Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die Primarantikérper dazu gegeben und
fur 10 Minuten in den angegeben Konzentrationen mit den Zellen in einem Volumen von 100 pl inku-
biert. Nach einem Waschschritt folgte die eventuelle Farbung mit einem Sekundarantikdrper. Vor der
Messung mussen die Zellen noch einmal mit 1ml FACS-Puffer gewaschen werden um dann in ca.
300p! Puffer aufgenommen zu werden.

2.3.6.3 Intrazellulare Farbung

Um die Expression von Zytokinen zu induzieren, wurden ca. 10° T-Zellen einer Kultur vier Stunden mit
PMA und lonomycin stimuliert. Nach zwei Stunden wurde 5 pg/ml Brefeldin A hinzugefiigt, um die
Sekretion zu inhibieren und die intrazellulare Konzentration zu maximieren. Die Zellen wurden fir
weitere zwei Stunden inkubiert. Brefeldin A blockiert den intrazellularen Transport vom Golgi-Apparat

zur Zellmembran und fiihrt so zu einer Anreicherung der sonst sezernierten Zytokine.
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Um die intrazellularen Zytokine anzufarben missen die Antikérper die Zellmembran durchdringen
konnen. Deshalb ist eine Fixierung vor der intrazellularen Farbung notwendig um die Zellmembran zu
permeabilisieren [Assenmacher et al., 1994]. Dazu wurden die Zellen nach der Oberflachenfarbung in
PBS gewaschen und dann in 1 ml 2% PFA aufgenommen und fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Da-
nach folgte ein erneuter Waschschritt mit PBS. AnschlieBend konnte die Zellmembran manipuliert
werden ohne die Zellstruktur zu zerstdren. Mit Hilfe eines 0,5 % Saponinpuffer wurde die Zellmembran
perforiert und somit zuganglich fur die farbenden Antikorper. Alle folgenden Farbe- und Waschschritte
wurden in Saponinpuffer durchgefuhrt. Vor der eigentlichen Farbung waren ein Waschschritt und eine
erneute Blockierung mit 20ug Ratten IgG und 0,75ug/ml A-m-Fc-Rezeptor notwendig, um unspezifi-
sche Bindungsstellen zu blockieren. Der folgende Farbeschritt war identisch zur Oberflachenfarbung.
Die unspezifische Bindung bei intrazellular farbenden Antikérpern wurde mit Hilfe von Isotypen Kont-
rollen bertcksichtigt. Dazu wurde ein Antikérper der gleichen Klasse mit dem gleichen Fluorochromen
verwendet, der spezifisch fiir ein nicht bei der Zelle vorkommendes Antigen war. Ebenso kann die
Analyse von Zellen, die nicht mit PMA/lonomycin stimuliert aber mit Brefeldin A behandelt wurden, zu

diesem Zweck herangezogen werden.
2.3.6.4 Lebend -Tod Farbung

Mit der Lebend-Tod Féarbung wurde der Anteil der wahrend des Versuchsablaufes zu Grunde gegan-
genen Zellen mit der Substanz 7-Aminoactinomycin D nachgewiesen. 7-Aminoactinomycin D ist ein
von sich aus fluoreszierender DNA Farbstoff, der mit der DNA der Zellen einen Komplex bildet und
selektiv die Guanin-Cytosin Regionen der DNA bindet. 7-Aminoactinomycin D dringt sehr langsam in
gesunde Zellen ein. Eine intakte Zellmembran verhindert die schnelle Diffusion des 7-
Aminoactinomycin D. Sind die Zellen jedoch geschadigt oder getdtet, so verliert die Zellmembran ihre
Funktion als Schutzbarriere und das 7-Aminoactinomycin D diffundiert schnell in die Zelle hinein. Dort
gelangt es schlieRlich in den Zellkern und an die DNA, mit welcher es interkaliert. Die Zelle wird somit
als ,tot* markiert und kann vom Durchflusszytometer erfasst werden. Wie FITC und PE wird auch 7-
Aminoactinomycin D vom Licht des Argon Lasers mit der Wellenlange von 488nm angeregt. Das
Emissionsspektrum von 7-Aminoactinomycin D liegt mit einem Wellenlangenmaximum dber 610nm
weiter im roten Bereich als FITC (530nm) und PE (570nm).

2.4 Zwei Photonen Mikroskopie

2.4.1 Grundlagen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen bei ihrer Wanderung durch das intakten Gehirngewebe
beobachtet. Die herkdmmliche Lichtmikroskopie stof3t aufgrund starker Streuung und Brechung des
Lichtes an den unterschiedlich dichten Strukturen im Inneren von Gewebe schnell an ihre Grenzen.
Verbesserung brachte die konfokale Mikroskopie. Hier wird ein Laserstrahl auf nur einen Bildpunkt
gerichtet. Nur das von dort zuriickkommende Licht wird detektiert. Durch Verwendung einer Blende
lasst sich fast alles Licht aus der Umgebung ablenken, so dass Streulicht vermindert wird. Man nutzt
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wie bei der Durchflusszytometrie die spezifische Eigenschaft von Fluorochromen das Licht des La-
sers aufzunehmen und nun selbst Licht abzustrahlen. Die Blende beschrénkt jedoch die Lichtausbeu-
te, da nur das Licht eines kleinen Teils aller angeregten Molekile verwendet werden kann. Obwohl nur
aus einer diinnen Schicht Information gewonnen wird, bleicht das ganze Praparat aus und wird photo-
chemisch geschadigt. Fir Beobachtungen in der Tiefe von intaktem vitalem Gewebe, wie bei den
nachfolgenden Experimenten, ist daher eine schonendere Methode wie die Zwei Photonen Mikrosko-
pie notwendig.

Die theoretischen Grundlagen der Anregung durch zwei Photonen wurden bereits in den 30iger Jah-
ren unseres Jahrhunderts von Maria Goppert-Mayer beschrieben [Goeppert-Mayer, 1930]. Jedoch
konnten erst in den 60iger Jahren Experimente folgen, die die mdgliche Anregung durch zwei Photo-
nen zeigten, da hierzu die Entwicklung des Lasers Voraussetzung war, um die hohen notwendigen
Lichtintensitaten zu erzeugen [Kaiser and Garrett, 1961]. Bedeutung fiir die Biomedizin erlangte diese
Technik wiederum erst ab 1990 seit der Entwicklung der Zwei Photonen Mikroskopie [Denk et al.,
1990]. Sie wird in vielen Bereichen der Biologie und Medizin eingesetzt, zum Bespiel um intakte Ge-
webe wie Gehirn, Lymphknoten oder Tumore zu untersuchen [Helmchen and Denk, 2002; Zipfel et
al., 2003].

Zwei Photonen Mikroskopie basiert auf der anndhernd gleichzeitigen Absorption von zwei Photonen,
die zu einer elektrischen Transition fuhren, fur die normalerweise ein einzelnes Photon mit ungeféahr
der doppelten Energie notig ware (siehe Abb.1). Die Wahrscheinlichkeit fur solch ein Ereignis ist bei
normalen Bedingungen aul3erst gering und steigt erst bei einer sehr hohen Photonendichte, d.h. Licht-
intensitat (im Allgemeinen > 10*" W/m?) in einem ausreichenden MaRe. Normalerweise kénnen solche
Intensitaten nur im Fokus von Linsen mit hoher numerischer Apertur bei Verwendung einer ,mode-
locked" Laserquelle mit Pulsung im Subpikosekundenbereich erreicht werden. Des Weiteren ist ein
Laser erforderlich, der Photonen im Infrarotbereich aussendet, um die Photonen mit der niedrigen

Wellenlange zu erzeugen.

Zwei Photonen Absorption ist auf das Volumen im Fokus begrenzt, nur dort treffen gleichzeitig zwei
Photonen auf einem Fluorophor. Dies ermdglicht im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie, die auf
einer Einzel-Photonen Anregung basiert, den Verzicht auf rAumliche Filter. Beides, die Detektion ge-
streuter Fluoreszenz und die Reduzierung des Streubereichs durch die Verwendung von Photonen im
Infrarotbereich mit niedriger Energie ermdglicht eine hohe Auflésung von Bildern in der Tiefe von le-
bendem Gewebe ohne dieses zu zerstéren (mehrere 100 pm tief). Zuséatzlich wird durch die begrenzte
Anregung in der Fokusebene nicht nur die Detektionseffizienz signifikant gesteigert, sondern es
kommt auch zu keinem Ausbleichen der Fluorophore und Schadigung des Gewebes auf3erhalb der
Fokusebene.
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Eex =’h\,V\P

Eex=hV’\
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Abb. 2: Schema der Zwei Photonen Anregung. Ein Fluorophor im Ruhezustand So wird auf ein in-
stabiles Niveau S. (iber dem dann als S: bezeichneten Anregungsniveau versetzt durch quasi simulta-
ne Absorption von zwei Photonen mit niedriger Energie E.,. Das Fluorophor kehrt durch die spontane
Abgabe von einem energiereichen Photon (Ej,,) von S;in seinen Ausgangszustand Sq zuriick (hvgy, <
2hvey)

2.4.2 Aufbau

Es wurde ein Zwei Photonensystem SP2 von Leica mit einem aufrechten Mikroskop, ausgestattet mit
einem 20 x Wasserimmersionsobjektiv (NA 0,5 Leica) verwendet. Als Lichtquelle dient ein Titan-
Saphirlaser. Dieser besteht aus einem Pumplaser: solid-state cw laser, 532 nm, 5 W (Millennia, Spect-
ra Physics) und einem mode-locked Titan-Saphirlaser (Tsunami, Spectra Physics) durchschnittliche
Leistung > 0,7 W bei 800 nm, Pulslange < 100 fs, Nominale Wiederholungsrate 80 MHz, Messbereich
720 - 850 nm. Die Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran und CMTMR werden simultan bei 840 nm an-

geregt. Die Fluoreszenz wurde aufgenommen durch zwei externe nicht scannende Detektoren (NDD).

Des Weiteren ist eine Perfusionskammer von Bedeutung, die mit Hilfe einer Pumpe standig mit fri-

schem begastem kiinstlichem Liquor (ACSF) durchspilt und auf 33°C temperiert wird.

Ti:Sa Laser
/ Q
= N 8
S =
7 NDD
| 28x |
\ I/
1

Abb. 3: schematische Darstellung des Aufbaus des Mikroskops

2.4.3 Messungen und Auswertungen der Kokulturexperimente

Die mindestens 60 Minuten an Raumtemperatur adaptierten Schnitte wurden aus der Inkubations-
kammer in die auf 37 °C beheizte Luigs & Neumann Perfusionskammer unter das Objektiv transferiert.
Dann wurden 250.000 Zellen in 5ul Medium aufgenommen auf den Schnitt pipettiert, anschliel3end

wurde der Schnitt mit den Zellen durch ein selbstgebautes Nylonnetz am Boden der Kammer fixiert.
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Die Perfusionskammer wurde kontinuierlich langsam mit vorgewarmtem, mit 95% O, und 5% CO,
begastem ACSF durchspiilt. Nach 30 Minuten Adaptation wurde mit den Messungen begonnen. Uber
den Zeitraum mindestens eine Stunde wurde jede Minute wurde meist Gber 60 pum in einem Bereich

von 50-200 um Tiefe alle 1,8 um ein Bild gemacht.

Die erstellten Bildersequenzen wurden mit Hilfe des Programms Volocity vierdimensional rekons-
truiert, so dass man die Zellen tber die Zeit (t) im dreidimensionalen (XYZ) Schnitt verfolgen und Be-
wegungsparameter wie z.B. durchschnittliche Geschwindigkeit bestimmen konnte. Nur Zellen die lan-
ger als 5 Minuten verfolgt werden konnten, wurden in die Auswertung eingeschlossen. Die
herkdbmmlichen Parameter wie Abschweifungsindex und mittlere Entfernungsrate sind entwickelt wor-
den, um das Bewegungsmuster von Lymphozyten, wie gerichtete und ungerichtete Bewegungsform
oder Zellarrest im Lymphknoten zu beschreiben [Sumen et al., 2004]. Aufgrund des Hin und Her
Wanderns der CD4+ T- Zellen entlang der GefalRe waren diese Parameter jedoch fiir die Beschrei-
bung der T-Zellen im Gehirn unzureichend, es zeigt sich keine gezielte Bewegung in nur eine Richtung
und die absolute Entfernungsrate war reduziert, wenn Zellen abrupt in die Richtung aus der sie kom-

men zurlick wandern.

Mit Hilfe des Programms Volocity wurden Bewegungsvektoren, die eine Verbindungslinie von Start
und Endpunkt der Bewegunspfade darstellen, konstruiert. So wurde die Fortbewegung von einzelnen
Zellen demonstriert und als Vektordiagramm angezeigt. Hierbei sind die Vektoren in der gleichen Posi-
tion wie im jeweiligen Hirnschnitt. Des Weiteren wurde die von A. Brandt in unserer Arbeitsgruppe
entwickelte Methode der Winkelbestimmung angewendet [Siffrin et al., 2009]. Hierfir mussten die
Zellbewegungsdaten aus Volocity noch weiter mit dem Programme Matlab® bearbeitet werden. Der
Bewegungsvektor wurde auf die GeféaRachse gespiegelt und der kleinste Winkel zwischen dem Be-
wegungsvektor und dem Referenzvekor im Gefal bestimmt, dies ergab einen nominalen Wert zwi-
schen 0° und 90° fir jeden Bewegungspfad. Nur Bewegungsvektoren, deren Endpunkte maximal 100
pm entfernt in der Projektionsflache des GefaRRreferenzvektors lagen, wurde in die Auswertung einge-
schlossen. Dieser Parameter ist unabhéangig von polarisierter Gerichtetheit und absoluter Entfernung

und macht die Auswertung tangentialer Zellbewegungen entlang einer Achse mdglich.
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3 Ergebnisse

Was geschieht jenseits der Blut-Hirn-Schranke zur Aufrechterhaltung der immunologischen Uberwa-

chung und bei entziindlichen ZNS Erkrankungen im ZNS?

CD4+ T-Zellen konnten bereits mit der Zwei Photonen Mikroskopie bei ihrer Wanderung durch das
dichte Parenchym des Gehirns beobachtet werden [Nitsch et al., 2004; Kawakami et al., 2005]. Aber
Uber das Verhalten von CD8+ T-Zellen im Gehirn ist noch wenig bekannt. Im Zuge der Diskussion um
den unterschiedlichen Einfluss von CD4+ und CD8+ T-Zellen bei der Multiplen Sklerose und der Ex-
perimentellen Autoimmunen Enzephalitis (EAE) [Wucherpfennig et al., 1992; Gold et al., 2006; John-
son et al., 2007; Weiss et al., 2007] war es das Ziel dieser Arbeit, CD4+ und CD8+ Zellpopulationen
zu generieren, die enzephalitogen sind, d.h. in vivo eine EAE auslésen kénnen, und in vitro in leben-
des murines Hirngewebe einwandern, um deren Wanderungsverhalten im Gewebe zu analysieren. Im
ersten Teil der Ergebnisse werden die mit unterschiedlichen Ansatzen gewonnen Zellen naher charak-
terisiert und ihre Migrationsfahigkeit beschrieben. Im zweiten Abschnitt folgt die Analyse des Bewe-

gungsmusters der CD4+ und CD8+ T-Zellen.

Die Daten dieser Arbeit, zusammen mit den humanen Kokulturexperimenten und den intravitalen Da-
ten von CXCR4-/- Mausmodellen, kénnen die histologischen Beobachtung, dass CD4+ und CD8+ T-
Zellen unterschiedlich in entziindlichen ZNS-Lasionen wie bei der Multiplen Sklerose verteilt sind [Gay

et al., 1997] begrinden und zeigen den dynamischen Prozess, der zu dieser Verteilung flhrt.

3.1 Welche Zellen wandern in vitales murines Hirngewebe ein

3.1.1 Restimulation fur 4 Tage mit MOG

Die aus mit MOG immunisierten Mausen gewonnenen und dann in vitro fur 4 Tage restimulierten T-
Zellen sind fast alle bewegungslos und bleiben auf der Oberflache des Schnittes haften, im Gegensatz
zu Modellen in denen PLP oder Ovalbumin stimulierte Zellen verwendet werden. Dort wandern die
CD4+ Th-1-a&hnlichen T-Zelllinien, die Interferon-y und TNFa aber fast kein Interleukin-4 produzieren,
in gut analysierbaren Mengen ein, dabei mussen zwischen 50.000 und 500.000 Lymphozyten pro

Schnitt hinzugegeben werden [Nitsch et al., 2004].

Nach vier Tagen Restimulation mit MOG zeigte sich kein Unterschied zwischen CD4+ und CD8+ T-
Zellen hinsichtlich der Aktivierung und Vitalitat. Von den kultivierten CD4+ waren 3,3% + 0,3% (N=19)
(N=Anzahl der Experimente) und von den CD8+ T-Zellen nur 3,4% + 0,3% (N=17) der Zellen nicht 7-
Aminoactinomycin (7AAD) geférbt. Zellen, die sich mit 7-Aminoactinomycin anférben lassen, haben
eine geschadigte Zellmembran, da der Farbstoff leicht hindurch diffundieren kann und mit der DNA im
Zellkern interkaliert. Dies spricht fiir spatapoptotische oder nekrotische Zellen. Von den 7-
Aminoactinomycin negativen, d.h. vitalen Zellen, waren von den CD4+ T-Zellen 14,6% * 0,8% (N=5)
und von den CD8+ T-Zellen 10,0% + 3,0% (N=3) CD25+. CD25 ist die so genannte Alpha-Kette des

Interleukin-2 Rezeptors, der in voller Funktion zuséatzlich noch aus einer Beta- und Gamma-Kette be-
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steht [Robb et al., 1981]. Der Interleukin-2 Rezeptors auf der Oberflache von T-Lymphozyten wird erst
bei Aktivierung der T-Zellen synthetisiert und weist eine hohe Affinitat fir das von den T-Zellen selbst
sezernierte Interleukin-2 auf, welches seine Wirkung para- oder autokrin vermittelt und fur die Prolife-
ration und Differenzierung der T-Zellen verantwortlich ist [Minami et al., 1993]. Die CD25-Expression
kann somit als einer der Marker fiir den Aktivierungszustand der T-Lymphozyten angesehen werden
und ist wichtig fur die Initiation und Regulation von antigen oder mitogen abh&angigen Immunantwor-
ten. Denn neben der klonalen Expansion und Effektorfunktionsférderung kann der Interleukin-2 Re-
zeptor auch im Gegensatz dazu zur Anergie und Apoptose fiihren [Nelson and Willerford, 1998] und
ist unter anderem auch ein Marker fiir regulatorische T-Zellen, die dann jedoch im Gegensatz zu den

Effektorzellen in vitro anerg sind [Shevach, 2002].

Die Schwierigkeiten, gentigend vitale T-Zellen im Vergleich zu PLP spezifischen T-Zellen bei der SJL
Maus zu generieren ist typisch fir dieses Modell. MOG ist ein Autoantigen, das von wenigen T-Zellen
erkannt wird, die Frequenz von autoreaktiven T-Zellen liegt bei 1/1.000.000. Bei M&usen des Stam-
mes SJL liegt die Vorlauferfrequenz von autoreaktiven T-Zellen gegen PLP jedoch generell héher, bei
ungefahr 1/20.000 [Anderson et al., 2000]. Bei gleichen Immunisierungs- und Kulturbedingungen mit
PLP ist nach vier Tagen bei SIL Mausen dementsprechend die Anzahl an vitalen CD4+ T-Zellen we-
sentlich hoher. In typischen Experimenten waren im Mittel 25,1% + 4,1% (N=3) der CD4+ Zellen 7-
Aminoactinomycin negativ und von diesen 32,2% * 7,7% CD4+ und CD25+. Die seltenere Vorlaufer-
frequenz von MOG spezifischen Zellen kdnnte ein Grund fur die geringe Anzahl an vitalen, aktivierten

Zellen nach vier Tagen Kultur sein.
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Abb. 4: links Vergleich der Haufigkeiten von vitalen CD4+ T-Zellen nach 4 Tagen Stimulation mit
entsprechendem Antigen bei SJL und C57/BL6 Mausen (** P= 0,0074 ; Mann- Whitney- U Test),
rechts Vergleich der Haufigkeiten von CD25+ T-Zellen bei den vitalen Lymphozyten nach 4 Tagen

Restimulation.
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3.1.2 Stimulierung von MOG reaktiven Zellen mit Phorbol 12-Myristat
13-Acetat/lonomycin oder Staphylokokken Enterotoxin B

Die zusatzliche Aktivierung mit Phorbol12-Myristat13-Acetat(PMA)/lonomycin oder Staphylokokken
Enterotoxin B fihrt normalerweise bei T-Zellen nach vier Stunden dazu, dass die Zellen viele Zytokine
produzieren [Suni et al., 2005]. In einem Pilotexperiment wurden die Zellen, die vier Tage mit MOG
stimuliert wurden zusatzlich mit PMA/lonomycin oder Staphylokokken Enterotoxin B fiir vier Stunden
inkubiert. Die Interferon-y Produktion war trotz der Stimulation mit PMA /lonomycin sehr niedrig
(0,64% = 0,11%, N=3). Bei den mit Staphylokokken Enterotoxin B stimulierten Zellen war es &hnlich,
die Interferon-y Produktion war nach vier Stunden bei 0,59% + 0,38% (N=2). Von einer Zellkultur wur-
den vier Schnitte beobachtet, es wanderten jedoch keine Zellen ein und die meisten wurden wegge-
waschen. Vereinzelt einwandernde Zellen bewegen sich auf der Stelle. Daher wurde dieser Ansatz

nicht weiter verfolgt.

Abb. 5: mit CMTMR rot gefarbte CD4+ T-Zellen nach 4 Tagen Restimulation mit MOG und zusatzli-
che Aktivierung fir 4 Stunden mit PMA/lonomycin. Zellen liegen bewegungslos in einer Gewebespalte

des hippokampalen Hirnschnittes.

3.1.3 Anreicherung Interferon-y produzierender Zellen

Werden die Lymphozyten aus der Milz von mit MOG immunisierten Mausen isoliert und mit einem
Interferon-y Sekretionsansatz angereichert, lassen sich vitale, einwandernde myelinspezifische CD4+
T-Zellen beobachten. Es wurden finf unabhangige Experimente durchgefiihrt, pro Ansatz lief3en sich
mehrere Schnitte beobachten. Im Bereich der Lymphozyten im FSC und SSC waren 19% % 1,9%
(N=5) der angereicherten Zellen CD4+, 7% % 1,3% (N=6) Interferon-y-Produzenten und 13% + 1,7%
(N=5) der Lymphozytenpopulation waren CD4- und Interferon-y positiv, so dass 68% der CD4+ Zellen
Interferon-y produzierten. Im Vergleich zu den fiir vier Tage mit Antigen restimulierten T-Zellen ist der
Gesamtanteil der Interferon-y positiven T-Zellen um ein zehnfaches hoéher (siehe 3.1.1). Absolut gese-

hen ist die Zellzahl jedoch mit 20.000 CD4+ T-Zellen zu gering fir quantitative Analysen im Kokultur-
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model, denn wie bereits erlautert, ist bei dieser Methode bedingt durch Wegspiilen mit der Perfusions-
flissigkeit in der Mikroskopierkammer mindestens eine Anzahl von 50.000 Zellen je Schnitt notwendig

[Nitsch et al., 2004].
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Abb. 6: Durchflusszytometrische Bestimmung der Haufigkeit von CD4+ Lymphozyten und Interfe-
ron-y Produktion nach Interferon-y-Sekretionsassay (N= 5), vor der magnetischen Selektion der CD4+
Zellen. 19 £ 1,9% der angereicherten Zellen sind CD4+; 7 £ 1,3% sind Interferon-y-Produzenten und
13 £ 1,7% der Gesamtpopulation sind CD4+ und Interferon-y positiv, Auswahl der Lymphozyten nach

FSC und SSC.

Abb. 7: Ein Beispielexperiment von 5 unabhangigen Experimenten. Die T-Zellen wurden mit
CMTMR rot markiert und magnetisch fir CD4+ T-Zellen selektiert. Links sieht man die zwei einge-
wanderte CD4+ T-Zellen im hippokampalen Schnitt aus der Interferon-y-Produzenten angereicherten

Gruppe, rechts einen Schnitt mit Zellen aus der Fraktion ohne Interferon-y-Produzenten, ohne ein-

wandernde Zellen.
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3.1.4 lIsolierung von T- Zellen aus dem ZNS erkrankter Mause

Unter der Annahme, dass die Zellen, die in vivo die Kapazitdt besitzen ins zentrale Nervensystem
einzudringen, auch ex vivo in die murinen Hirnschnitte einwandern sollten, wurden Lymphozyten aus
den Hirnen an EAE erkrankter C57/BL6 Mé&use isoliert. Diese EAE-Effektorzellen aus dem ZNS er-
krankter Mause wandern sehr tief ins Gewebe ein, aber nach der aufwendigen Isolierung und Sortie-
rung ist auch hier absolut gesehen die Anzahl an Zellen mit 20.000 Zellen pro Schnitt zu gering. Zwei
Wochen nach Immunisierung wurden die Lymphozyten aus den Gehirnen von C57/BL6 Mausen mit
Schwanzlahmung und Hinterbeinschwache isoliert und dann magnetisch CD8+ und CD4+ Lymphozy-
ten aufgereinigt. 41% £ 3% (N=3) der isolierten Zellen sind vitale CD4+ T-Zellen und 42% + 6% (N=3)
CD8+ T-Zellen.

3.1.5 MOG Zelllinien vom Th1l Phanotyp durch Verdinnungsansatz

Wie die vorherigen Ansétze zeigten, lassen sich auf die mit den zuvor erlauterten Methoden nicht
gentgend Effektorzellen aus mit MOG immunisieren Mausen generieren. Deswegen wurde versucht,
gezielt MOG-spezifische Zellen zu expandieren. Mit Hilfe eines ,limiting dilution assays" wurden Zellen
so lange verdiinnt, bis nur noch wenige Zellen pro Schale kultiviert wurden. Zellklone, die aufs Anti-
gen reagierten, wurden weiter kultiviert. Somit ist die Generierung einer MOG spezifischen Thl-
ahnlichen Zelllinie maglich. Die Zellen exprimieren in hohem Maf3e Interferon-y und TNFa aber kein
Interleukin-17, Interleukin-4 oder Interleukin-10. Die Zellen wandern sehr gut in Hirngewebe ein und

eignen sich fir Kokulturexperimente.
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Abb. 8: Ein Beispielexperiment von 5 unabhangigen Experimenten, bei dem MOG spezifische mit
CMTMR rot markierte CD4+ Thl-Zellen im hippokampalen Hirnschnitt sich an Gefa3en (mit FITC-
Dextran griin gefarbt) entlang bewegen. Links eine Aufnahme aus dem Experiment, in der Mitte mit
entsprechenden Bewegungsvektoren der T-Zellen und rechts in der Vektorgraphik deutliche Assoziati-

on der Bewegungsvektoren zum Gefal3.
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Abb. 9: Zytokinsekretionsmuster eines Beispielexperiments im FACS von C57/BL6 CD4+ Zellen
mit Thl Phanotyp nach Verdunnungsansatz: keine Interleukin-4 oder Interleukin-17 Produktion, aber
hohe Interferon-y Produktion (87% der CD4+ Zellen)
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Abb. 10: Darstellung der Zytokinproduktion und Aktivierung der MOG spezifische Zelllinien im
FACS. (Werte sind bezogen auf den Bereich der Lymphozyten im FSC und SSC.)
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Abb. 11: Vergleich der Zytokinproduktion und Aktivierung der myelinspezifischen T-Zellen (B6: T-
Zellen aus C57/BL6 Mausen nach 4 Tagen Restimulation mit MOG; SJL: T-Zellen aus SJL Mausen
nach 4 Tagen Restimulation mit PLP, MOG CL: MOG spezifische Zellen aus C57/BL6 Mausen nach

Verdlnnungsansatz)

3.1.6 Ovalbuminspezifische T-Zellen

Im Vergleich zu den myelinspezifischen Zellen wurde noch ein weiteres System mit antigenspezifi-
schen T-Zellen gegen ein ZNS irrelevantes Antigen gewahlt, da fur die Analyse des Bewegungsmus-
ters von CD4+ und CD8+ T-Zellen das MOG-Modell bisher nur bedingt nutzbar war, da sich keine
CD8+ T-Zelllinie mit Hilfe der Antigenstimulation generieren liel3. Hierflr eignete sich, wie im Folgen-
den gezeigt wird, das Modell des transgenen T-Zellrezeptors fur Ovalbumin in M&usen mit einem
C57/BL6 Hintergrund. Dieses Modell wurde im Rahmen dieser Arbeit in unserem Labor etabliert. Da-
bei gelingt es durch entsprechende Zugabe von Antigen, Zytokinen und Antizytokinen, ausreichend
Ovalbumin-spezifische CD8+, CD4+ Thl oder Th2 Zellen zu generieren, die alle sehr gut in die
Schnitte einwandern. Es wird gezeigt, wie das Zytokinexpressionsmuster und die Verteilung von Akti-

vitdtsmarkern im Verlaufe der Kultivierung der CD4+ und CD8+ T-Zellen aussehen.
3.1.6.1 CD8+ T- Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen direkt nach Isolierung der Lymphozyten aus der Milz einer OT-1 Maus, finden
sich ca. 20 % CD8+ T-Zellen, nach Stimulation mit Ovalbumin in vitro nach 5 Tagen mehr als 80%
[Bleiful3, 2004]. Im Rahmen unserer Experimente fanden sich &hnliche Werte (s. Abb.). Die Zellen
wurden mit Ovalbumin und Interleukin-2 kultiviert. Die Zellen lassen sich mehrmals mit neuen, be-
strahlten, syngenen Antigen-présentierenden Zellen restimulieren. Der Anteil an Interferon-y produzie-
renden CD8+ T-Zellen liegt bei 39% + 6% (N=17) und 26,9% + 10,9% (N=4) produzieren TNFa sowie
92,8 + 1,8% (N=6) exprimieren CD25 zwischen Tag 3 und Tag 7 nach Restimulation.
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Abb. 12: CD8 Expression und Aktivierung von Milzzellen einer OT-1 Maus; links direkt nach der
Isolierung, in der Mitte und rechts nach drei Tagen in Kultur mit Ovalbumin und Interleukin-2. Prozent-

angaben beziehen sich auf den Lymphozytenbereich im FSC und SSC im FACS.
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Abb. 13: Vitalitdt und Zytokinproduktion von Milzzellen einer OT-1 Maus nach 5 Tagen Kultur mit

Ovalbumin und Interleukin-2. Prozentangaben beziehen sich auf den Lymphozytenbereich im FSC
und SSC im FACS.

3.1.6.2 CD4+ Zellen

Direkt nach Isolierung der Lymphozyten aus der Milz einer OT-2 Maus finden sich ca. 20 % CD4+ T-
Zellen, nach Stimulation mit Ovalbumin in vitro nach 3 Tagen 90% und nach fiinf Tagen 97 % CD4+
Zellen und keine CD8+ T-Zellen mehr. Je nachdem mit welchen Zytokin-spezifischen Antikbrpern oder

Zytokinen die jeweilige Population zusatzlich kultiviert wurde, bildete sich ein Thl bzw. Th2 Phénotyp.

3.1.6.2.1 Thl

Diese Zellpopulationen wurden mit Interleukin-12 und anti-Interleukin-4 kultiviert. Die Interferon-y Pro-
duktion liegt drei Tage nach Kultivierung mit Ovalbumin bei 46% + 7,9% (N=12) der Zellen, und 63,5%
*+ 5,3% (N=7) der CD4+ T-Zellen exprimieren den CD25. Zwei von funf der Interferon-y positiven Zel-
len produzieren zusatzlich noch TNFa.

3.1.6.2.2 Th2

Die CD4+ Zellen, die mit anti-Interferon-y, anti-Interleukin-12 und Interleukin-4 inkubiert wurden, zei-
gen die typische Zytokinproduktion flir einen Th2 Phanotyp: keine Interferon-y Produktion (0,2% +
0,2% N=6) aber 29,4% + 5,3% (N=10 Interleukin-4 Produzenten sowie 28,3% + 3,7% (N=6) der CD4+
T-Zellen, die Interleukin-10 produzieren. Auch bei diesem Phanotyp ist nach finf Tagen die CD25 Ex-
pression wie bei den CD4+ T-Zellen des Th1l Phanotypes hoch mit 71,8% + 13,9% (N=2).

IFNg CD25
_ o 100+
: —
£
Iy g
0 < —_—
E E
© ©
@2 »
@ o
O 2- O
< c
Q <]
> s
2 2
c 1 1
CD8+ CD4+ Th1  CD4+ Th2 CDa+

42



Ergebnisse

Abb. 14: Darstellung der FACS Ergebnisse nach PMA/lonoStimulation zur Uberpriifung des T-
Zellphanotypes und der Aktivierung.

3.2 Analyse des Bewegungsmusters von CD4+ und CD8+ T-

Zellen

3.2.1 Migrationsverhallten von CD4+ und CD8+ T Lymphozyten in

nicht-entzindetem Mausgehirn

Nach einer anfanglichen Einwanderungsperiode sammelte sich die Mehrzahl der CD4+ T-Zellen um
mittlere Gefalie, wie hier beispielhaft fir OT2 CD4+ Th1l Zellen gezeigt. Einmal in der Nachbarschaft
eines Gefalies prasentierten MOG CD4+ Thl Zellen, OT2 Thl und Th2 Zellen eine starke Gefal3as-
soziation mit konstanter tangentialer Fortbewegung an der GefaRwand entlang. Die Zellen bewegten
sich auf und ab entlang des GeféaRverlaufes und wechselten, manchmal sehr abrupt, die Richtung.
Dieses Hin und Her dauerte tber die ganze Messperiode an und lasst sich als ein Abrollen des vorde-

ren Zellkdrperrandes entlang des GefalRes mit dem Uropodium beschreiben.

Im Gegensatz zu den CD4+ Zellen bewegten sich die CD8+ Zellen in anderer Weise. Die OT-1 CD8+
T-Zellen wanderten schnell in das Hirngewebe ein und zeigten ein sehr dynamisches Bewegungs-
muster in kompakten ZNS Gewebe. Die Bewegungspfade waren nicht auf gefaBnahe Raume be-
grenzt und kein Innehalten der Zellbewegung konnte beobachtet werden, was darauf hinweist, dass in
der Abwesenheit von entsprechendem Antigen keine stabile Interaktion mit diesen sehr stark aktivier-
ten Zellen auftrat. Die Mehrzahl der OT-1 CD8+ T-Zellen zeigte einen polarisierten Umriss mit einem
anterior ausgebildeten Lamellipodium und posteriorem Uropodium, wie es auch in Lymphknoten ge-

zeigt werden konnte [Hugues et al., 2004].
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1 unit =23 uym

1 unit =23 pm

Abb. 15: Dreidimensionale Rekonstruktion von zwei beispielhaften Kokulturexperimenten und Auf-
nahmen Uber die Zeit. Der weil3e Pfeil markiert eine CD8+ T-Zelle, die sich, wie oben beschrieben,
fortbewegt (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).

3.2.2 Geschwindigkeit

3.2.2.1 Naive T-Zellen

Reife T-Zellen, die ihr entsprechendes Antigen noch nicht gesehen haben, werden als naive T-Zellen
bezeichnet. Im Gegensatz zu den mit ihrem Antigen stimulierten T-Zellen wandern T-Zellen vom nai-
ven Phanotyp kaum in die murinen Hirnschnitte ein. Die T-Zellen, die eingewandert sind, zeigen ein
vollstdndig anderes Bewegungsmuster als die stimulierten Effektor T-Zellen. Die Zellen legen nur we-
nig Strecke im Parenchym zuriick, dies kann man gut an der Kiirze der Bewegungsvektoren erken-
nen. Die Geschwindigkeit ist mit 0,028um/s + 0,004um/s (N=14) so gering, dass die Zellen als statio-
nar angesehen werden [Hugues et al., 2004]. Dies steht im Gegensatz zu den mit Antigen Uber
mindestens drei Tagen stimulierten OT-2 CD4+ T-Zellen (p< 0,0001 Mann-Whitney-U Test), die eine
mittlere Geschwindigkeit hatten von 0,106 pm/s + 0,005um/s (N=118).
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Abb. 16: Vergleich der mittleren Geschwindigkeiten von unstimulierten OT-2 CD4+ T-Zellen mit
naivem Phéanotyp (0,028um/s = 0,004um/s N=14) direkt aus der Maus, und nach mindestens drei Ta-
gen Restimulation mit Ovalbumin (0,106 pm/s £+ 0,005um/s N=118) ***p< 0,0001 Mann-Whitney-U

Test. Bei der Gruppe der stimulierten CD4+ T-Zellen wurden Th1 und Th2 Zellen zusammengefasst.

)

Abb. 17: Ein Beispielexperiment von zwei unabhangigen Experimenten bei dem unstimulierte OT-2
CD4+T-Zellen direkt nach der Isolierung aus der Milz mit CMTMR rot geféarbt wurden. Im hippokampa-
len Hirnschnitt ist fast gar keine Einwanderung dieser Zellen zu erkennen. Links eine Aufnahme aus
dem Experiment, in der Mitte mit entsprechenden wenigen, kurzen Bewegungsvektoren der T-Zellen

und rechts die Vektorgraphik mit kurzen Bewegungsvektoren und stationdrem Bewegungsverhalten
3.2.2.2 Aktivierte T-Zellen

Zur Etablierung des Systems wurde die Geschwindigkeit der T-Zellsubtypen in Abh&ngigkeit von
der Restimulationsdauer mit dem entsprechenden Antigen untersucht. Bei den OT-1 CD8+ T-
Zellen zeigt sich eine Steigerung der Geschwindigkeit mit zunehmender Aktivierung der Zellen.
Einen Tag nach Extraktion aus der Milz mit anschlieBender Stimulation mit ihrem Antigen ist die

Geschwindigkeit mit 0,030 + 0,002 um/s (N=91) sehr viel langsamer als dann drei Tage spater an
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Tag 4 nach Stimulation, hier sind die Zellen am schnellsten mit 0,067 £ 0,007 um/s (N=250). An
Tag 5 und 6 ist die mittlere Geschwindigkeit 0,056 + 0,001 um/s (N=645) kaum langsamer und héalt
sich in diesem Rahmen auch bis kurz vor dem nachsten Restimulationszyklus an Tag 7 mit 0,052
+ 0,001 um/s (N=675).

Die OT-2 CD4+T-Zellen mit einem Th1l Phénotyp bewegen sich hingegen schon am ersten Tag
nach der Extraktion aus der Milz und anschlieBender Stimulation mit Antigen sehr schnell mit
0,102 + 0,009 um/s (N=60). Diese Geschwindigkeit wird Uber den Zeitrahmen eines Restimula-
tionszykluses nicht gehalten, die Zellen werden mit zunehmender Aktivierung leicht langsamer
und gleichen sich der der CD8+ OT-1 Zellen an. An Tag 4 haben sie eine mittlere Geschwindigkeit
von 0,088 + 0,003 um/s (N=351), was geringfiigig schneller ist als die Geschwindigkeit der CD8+
OT-1 Zellen zu diesem Zeitpunkt. Auch an den folgenden Tagen bleibt die Geschwindigkeit leicht
unter dem Wert von Tag 1, an Tag 5 und 6 haben die CD4+ OT-2 Zellen eine mittlere Geschwin-
digkeit von 0,099 £ 0,003 pm/s (N=386) und an Tag 8 unmittelbar vor der erneuten Restimulation
mit Antigen sind es immerhin noch 0,073 + 0,004 pm/s (N=119).
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Abb. 18: Geschwindigkeit von OT-1 Zellen Abb. 19: Geschwindigkeit von OT-2 Thl Zellen

Insgesamt wurden deshalb nur Zellen, die zwischen vier und sieben Tagen mit Antigen stimuliert wur-
den, fur die nachfolgenden Analysen bertcksichtigt. In diesem Zeitraum zeigten die CD4+ und CD8+
T-Zellen nur leicht unterschiedliche Geschwindigkeiten bei der Durchwanderung des Gewebes. OT-1
CD8+ T-Zellen hatten durchschnittlich eine dreidimensionale Geschwindigkeit von 0,0675 — 0,003
pm/s (N=127), &hnlich wie fir OT-1 CD8+ Effektor T-Zellen in vivo im Lymphknoten gezeigt wurde
[Hugues et al., 2004]. OT-2 CD4+ Th1 Zellen, die sich entlang von Gefal3en bewegten waren etwas
schneller (mittlere Geschwindigkeit 0,090 = 0,004 um/s N=96) als intraparenchymatts wandernde
OT-1 CD8+ T-Zellen. Dagegen waren die OT-2 CD4+ Th2 Zellen bedeutend schneller mit einer mittle-
ren Geschwindigkeit von 0,176 — 0,010 um/s (N=22), sie zeigten auch eine extrem deutliche Gefaf-

assoziation im Vergleich zu den anderen CD4+ T-Zellen.
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Ahnlich der OT-2 Th1 Zellen hatten die MOG spezifischen CD4+ Th1l Zellen eine mittlere Geschwin-
digkeit von 0,080 = 0,005 um/s (N=67), ebenso die PLP spezifischen CD4+ Thl Zellen aus SJL
Mausen, deren mittlere Geschwindigkeit bei 0,112 + 0,010 pm/s (N=13) lag. Die CD4+ T-Zellen, die
aus dem ZNS erkrankter C57/BL6 Mause isoliert wurden, hatten eine mittlere Geschwindigkeit von
0,109 + 0,022 pum/s (N=8), d.h. auch in dem Bereich aller anderen CD4+ T-Zellgruppen. Interessan-
terweise kann man bei diesen Zellen im Gegensatz zu anderen Zellgruppen keine Anhaufung um den
Mittelwert erkennen, sondern es bildeten sich zwei unterschiedlich schnelle Gruppen: eine mit einer
ahnlich schnellen Geschwindigkeit wie die OT-2 CD4+ Th2 Zellen, die andere eher langsam im Be-
reich der OT-1 CD8+ Zellen.
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Abb. 20: Geschwindigkeit der untersuchten T-Zellsubtypen im Uberblick. Links Ovalbumin spezifi-
sche T-Zellen, rechts CD4+ T-Zellen aus dem Gehirn erkrankter Mause (MOG BD CDA4+), PLP spezifi-
sche CD4+ T-Zellen aus SJL Mausen sowie MOG spezifische CD4+ Thl-Zellen aus C57/BL6 Mausen.

3.2.3 Bewegungsvektoren und Bewegungsvektor-Gefallwinkel

Da die herkémmlichen Auswertungsmethoden wie Abschweifungsindex (meandering index) oder mitt-
lere Entfernungsrate (mean displacement plot) fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Ergeb-
nisse nicht aussagekréftig genug waren, wurde in unserer Arbeitsgruppe von A. Brandt eine Methode
entwickelt, um die Beziehung der Zellbewegung zu Referenzgefal3en zu beschreiben. Eine ahnliche
Methode wurde von A.Hauser und Kollegen beschrieben, um die intrazonale Zirkulation von B-Zellen

im Keimzentrum des Lymphknotens zu beschreiben [Hauser et al., 2007].
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3.2.3.1 CD4+
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Abb. 21: Ein Beispielexperiment von 25 unabhangigen Experimenten bei dem sich Ovalbumin spe-
zifische mit CMTMR rot markierte CD4+ Th1l Zellen im hippokampalen Hirnschnitt an dem mit FITC-
Dextran grun gefarbten Gefal3 entlang bewegen. Links eine Aufnahme aus dem Experiment, in der
Mitte mit entsprechenden Bewegungsvektoren der T-Zellen und rechts in der Vektorgraphik deutliche

Assoziation der Bewegungsvektoren zum Gefal3 (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).

Es zeigt sich eine Anordnung der Bewegungsvektoren um GeféalRe, hier exemplarisch fir OT-2 Thl T-
Zellen gezeigt. Alle CD4+ T-Zellsubtypen zeigten eine GefalRassoziation. Die Winkel zwischen den

Bewegungsvektoren und dem Referenzvekor in der GefaRRachse waren deutlich kleiner als 45° (32,36°

— 2,56° N=185)

3.2.3.2 CD8+

Ty
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Abb. 22: Ein Beispielexperiment von 30 unabhéngigen Experimenten bei dem sich Ovalbumin
spezifische mit CMTMR rot markierte CD8+ T- Zellen im hippokampalen Hirnschnitt unabhéngig von
den mit FITC-Dextran griin gefarbten Gefal3 bewegen. Links eine Aufnahme aus dem Experiment, in
der Mitte mit entsprechenden Bewegungsvektoren der T-Zellen und rechts in der Vektorgraphik mit

ungerichteten Bewegungsvektoren (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).
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Im Gegensatz zu den CD4+ T-Zellen ist das Muster der Bewegungsvektoren von CD8+ T-Zellen unge-
richtet. Das Diagramm (Abb.22) zeigt weit Uber das gesamte Gewebe verteilte Bewegungsvektoren

mit sehr unterschiedlichen Winkeln beziglich der GefaRachse, welches in einem mittleren Winkel von

ungefahr 45° (44,96° — 2,37° N=127) resultiert.
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Abb. 23: Winkelwerte zwischen Bewegungsvektoren und Gefaldreferenzvektor der unterschiedli-
chen T-Zellsubtypen von Ovalbumin und MOG spezifischen Zellen. OT-1 (N=127), OT-2-Th1 (N=96),
OT-2-Th2 (N=22), MOG-Thl (N=67); *** P < 0,001, * P < 0,05 (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).

3.3 Blockierung von Adhasionsmolekulen

Die Zielsuche der Lymphozyten ist durch ein fein abgestimmtes komplexes System aus Chemokinen
und Adhasionsmolekilen reguliert [Butcher and Picker, 1996], der Einfluss zweier Adhasionsmolekile

wurde getestet.
3.3.1 Inkubation mit Anti-VLA-4

OT-2 CD4+ Thl Zellen wurden Uber 24 Stunden mit einem neutralisierenden Antikdrper, der jedoch
nicht zu einer Depletion der T-Zellen fihrt, gegen das Adhasionsmolekil a4p1-Integrin, auch genannt
VLA-4 (Very-Late-Antigen-4), inkubiert. Dieses Integrin wird normalerweise auf hamatopoetischen
Zellen, wie z.B. Lymphozyten, exprimiert und kann an seine Liganden Fibronectin und VCAM-1 bin-
den, wenn die Zelle durch bestimmte Stimuli aktiviert wird. VLA-4 scheint sowohl ein essentieller Fak-
tor flr T-Zellen zu sein, um in das ZNS eindringen zu kénnen als auch fur enzephalitogenen T-Zellen,

um EAE Ubertragen zu kénnen [Keszthelyi et al., 1996; Yednock et al., 1992].
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Trotz blockierendem Antikérper ist die Geschwindigkeit im Vergleich mit unbehandelten OT-2 CD4+
Thl Zellen fast gleich (0,099 —-0,007 um/s N=62). Der Bewegungsvektor-GefalRwinkel ist ebenso
fast unverandert bei 32,62° — 3,24° N=62)
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Abb. 24: Ein Beispielexperiment von 3 unabhéngigen Experimenten bei dem sich Ovalbumin spezi-
fische mit CMTMR rot markierte CD4+ Thl Zellen - trotz Inkubation mit einem blockierenden Antikor-
per gegen a4-Integrin - im hippokampalen Hirnschnitt an dem mit FITC-Dextran griin gefarbten Gefald
entlang bewegen. Links eine Aufnahme aus dem Experiment, in der Mitte mit entsprechenden Bewe-
gungsvektoren der T-Zellen und rechts in der Vektorgraphik deutliche Assoziation der Bewegungsvek-

toren zum Gefal

3.3.2 CXCR4 Blockade durch AMD3100

Der Chemokinrezeptor CXCR4 von OT-2 CD4+ TH1 Zellen wurde drei Stunden vor den Experimenten
durch Inkubation mit dessen Antagonisten AMD3100 blockiert, einem kleinem Molekul, das initial flr
die HIV-Therapie entwickelt wurde, da CXCR4 fiir manche Virustypen ein Korezeptor darstellt. CXCR4
ist ein a-Chemokinrezeptor spezifisch fir CXCL12, auch genannt SDF-1 (stromal cell derived factor-
1). CXCL12 wird stark an der basolateralen, d.h. der Parenchym zugewandten Seite, exprimiert und
scheint wahrend inflammatorischer Prozesse wie z.B. einer EAE das Ausmal der Entziindung zu

limitieren indem die Lymphozyten perivaskular gehalten werden [McCandless et al., 2006].

Nach Blockade von CXCR4 war die mittlere Geschwindigkeit in den Kokulturexperimenten fast unve-
randert bei 0,074 = 0,003 pum/s (N=105). Der Bewegungsvektor-Gefalwinkel war jedoch deutlich
erhoht bei 42,36° =t 1,99° (N=197) und das Bewegungsmuster glich fast dem der ungerichtet wan-

dernden OT-1 CD8+ Zellen.
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Abb. 25: Ein Beispielexperiment von 6 unabhangigen Experimenten bei dem sich Ovalbumin spezi-
fische mit CMTMR rot markierte CD4+ Thl Zellen, die nach Inkubation mit einem Antagonisten von
CXCR4 (AMD3100), im hippokampalen Hirnschnitt nicht mehr an dem mit FITC-Dextran griin gefarb-
ten Gefal3 entlang bewegen. Links eine Aufnahme aus dem Experiment, in der Mitte mit entsprechen-
den Bewegungsvektoren der T-Zellen und rechts in der Vektorgraphik mit ungerichteten Bewegungs-
vektoren (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).
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Abb. 26: mittlere Geschwindigkeit von OT-2 CD4+ T-Zellen; Die Kontrollgruppe ist unbehandelt, die
beiden anderen Gruppen sind mit anti-VLA-4 bzw. AMD3100 vorinkubiert. Es zeigt sich kein signifikan-

ter Unterschied zwischen den Mittelwerten (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).
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Abb. 27: Die Winkel zwischen Bewegungsvektoren und Geféalreferenzvektor von OT-2 CD4+ T-
Zellen. Die Kontrollgruppe ist unbehandelt, die beiden anderen Gruppen sind mit anti-VLA-4 bzw.
AMD3100 vorinkubiert. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der
AMD3100 und der Kontrollgruppe *** P<0,001 im Gegensatz zu der Gruppe mit anti-VLA4, die keinen
signifikanten Unterschied zeigte. Kontrolle N=96 (modifiziert nach [Siffrin et al., 2009]).
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war die grundlegenden Mechanismen des Verhaltens von Immunzellen im zentralen
Nervensystem (ZNS) fur das allgemeine Verstandnis der Immuniberwachung und der Pathogenese
entziindlicher ZNS-Erkrankungen wie z.B. der Multiplen Sklerose aufzudecken und dadurch neue
Therapiemoglichkeiten zu gewinnen. Hierzu wurden fir Leukozytensubpopulationen die Invasion und
Migration im nichtentziindlichen ZNS mit Hilfe der Zwei Photonen Mikroskopie untersucht, um ers-

tmals die Dynamik dieser Vorgange im vitalen kompakten Hirngewebe mitzuverfolgen.

Zur Analyse des Wanderungsverhaltens in Abhangigkeit vom Aktivierungsgrad, des T-Zellsubtyps und
unterschiedlicher Adhasionsmolekile und Chemokinrezeptoren waren die bisher in der Peripherie
Ublichen Analyseparameter unzureichend, so dass zusatzlich eine in unserer Arbeitsgruppe entwickel-
te Analysemethode Anwendung fand. Diese beschreibt mathematisch den Weg der T-Zelle im Ver-
gleich zu dem néachstliegenden Gefafl? und hilft so, Chemokin abhéngige Unterschiede im Migrations-

verhalten von Zellpopulationen zum Gefalibaum zu quantifizieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Aufschluss Uber das unterschiedliche Wanderungsver-
halten von T-Zellsubtypen im murinen nichtentziindlichen Gehirn. Dazu wurde das oben beschriebene
Modell verwendet, in dem murine T-Zellen auf hippokampale Schnitte gegeben werden. Es wurde
untersucht welche Mechanismen fiir das unterschiedliche Wanderungsverhalten von CD4+ und CD8+
T-Zellen verantwortlich sein kénnten, und wie die Zellen ausgestattet sein missen, um tberhaupt ins
kompakte Gewebe einzuwandern. Es zeigte sich in unseren Experimenten, dass nicht alle Immunzel-
len, die nach intraperitonealem Transfer in vivo im ZNS wieder gefunden werden, oder solche, die
eine hohe Zytokinproduktion in vitro haben, tUber den beobachteten Zeitraum von einigen Stunden ex
vivo in das Hirngewebe eindringen. Im Folgenden sollen die Ergebnisse im Zusammenhang mit der
aktuellen Literatur die Rolle der Aktivierung der Immunzellen fur die migratorische Fahigkeit naher
beleuchten und dann auf das unterschiedliche Wanderungsmuster von CD8+ und CD4+ Effektor T-
Zellen im Kontext mit weiteren T-Zellsubtypen eingegangen werden. Hierbei ist es der Technik der
Zwei Photonen Mikroskopie zu verdanken, dass im Gegensatz zur Immunhistochemie oder konfoka-
len Mikroskopie nicht nur ein statischer Zustand nach Fixierung des Gewebes beobachtet werden
kann, sondern die Dynamik des Migrationsprozesses im lebenden Gewebe mit verfolgt wird. Zum
Abschluss werden die Konsequenzen einer therapeutischen CXCR4-Blockade fir Multiple Sklerose
und anderer Erkrankungen diskutiert. Die CXCL12 vermittelte Kompartmentbildung im ZNS hat wohl
eher eine anti-inflammatorische Wirkung, aufgrund von pro-inflammatorischen Effekten von CXCL12
jenseits der Blut-Hirn-Schranke in der Peripherie, sind die Perspektiven einer therapeutischen CXCR4

Blockade jedoch noch nicht eindeutig.

4.1 Die Rolle von CD4+ und CD8+ T-Zellen bei Multipler Skle-
rose und EAE
Lange Zeit galt das ZNS als eines der immunologisch privilegierten Organe. Diese Vorstellung hatte

ihren Ursprung in der Beobachtung von Sir Peter Medawar, dass Hautlappen eines Hasen, transplan-
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tiert auf das subkutane Gewebe eines anderen Hasen, abgestoRen werden, wahrend Hautlappen
transplantiert auf das Gehirn des Empfangertieres toleriert werden [Medawar, 1948]. Im Gegensatz zu
den meisten Organen ist das ZNS durch eine fast undurchdringliche Barriere fuir Makromolekile und
Zellen vom Immunsystem getrennt, die Blut-Hirn-Schranke, [Hickey, 2001]. Als weitere Besonderheit
fehlen klassische lymphatische Gefal3e. Die starre Trennung von Immunsystem und Nervensystem
lasst sich jedoch spatestens seit den Beobachtungen nicht mehr aufrecht erhalten, dass aktivierte T-
Zellen jederzeit, nicht nur bei Entziindung, die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und durch das ZNS
wandern [Hickey, 1999]. Man vermutet eine immunologisch berwachende Funktion dieser patrouillie-
renden Zellen. Dabei kénnen Zellen des ZNS als Antigen-prasentierende Zellen fir ankommende T-
Zellen fungieren. Dies ist vermutlich die Ursache daflr, dass myelinspezifische T-Zellen nach in vitro
Stimulation im ZNS eine Entziindungsreaktion stimulieren, wéahrend entsprechend aktivierte T-Zellen
mit irrelevanter Spezifitat initial auch im ZNS gefunden werden kénnen, dann aber wieder verschwin-
den [Wekerle et al., 1986; Hickey et al., 1991].

Das unterschiedliche Wanderungsverhalten von CD4+ und CD8+ T-Zellen ist von besonderem Inter-
esse, da der Einfluss von CD4+ und CD8+ T-Zellen bei Erkrankungen wie Multipler Sklerose und EAE
noch nicht vollstandig geklart ist. Bekannt ist, dass die Rolle der CD8+ T-Zellen in der EAE nicht un-
bedingt mit der bei Multipler Sklerose identisch ist. Wahrend bei Multipler Sklerose durchaus eine
aktive Beteiligung bei der neuronalen Schadigung und der Myelinscheiden angenommen wird, [Babbe
et al., 2000] zeigen die meisten Studien zur EAE, dass die Krankheit durch CD4+ T-Zellen ausgeltst
wird [Gold et al., 2006] und den CD8+ T-Zellen eher eine regulatorische Funktion zukommt [Friese
and Fugger, 2005]. Vor diesem Hintergrund gibt das CXCR4 abhéngige Wanderungsverhalten von
CD4+ T-Zellen im Gegensatz zu jenem der CD8+ T-Zellen einen weiteren Hinweis auf die unterschied-
lichen Regulationsmechanismen der beiden T-Zellsubtypen, die man bei einer gezielten Therapie au-

toimmunologischer Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose im Auge behalten muss.

Im nachsten Abschnitt geht es darum, welche Zellen Uberhaupt unabhangig von der Blut—Hirn-
Schranke in das kompakte ZNS Parenchym einwandern kdnnen, was die Grundvoraussetzung im
gesunden und pathologischen Zustand vom Zusammenspiel zwischen Immunzellen und Gehirn ist.
AnschlieRend werden Faktoren, die die Orientierung der T-Zellen im Parenchym beeinflussen, disku-
tiert.

4.1.1 Was beeinflusst die Motilitat der T-Zellen im ZNS?

4.1.1.1 Naive T-Zellen

Das Dilemma, dass in Tieren wie in Menschen, ob gesund oder krank, autoreaktive T-Zellen gegen
ZNS Antigene zu finden sind [Anderson et al., 2000; Tejada-Simon et al., 2001], erklarte man damit,
dass nur nach eben stattgefundener Aktivierung T-Zellen ins ZNS einwandern kénnen [Meyermann et
al., 1986] und somit autoreaktive zu autoaggressiven T-Zellen werden. Was befahigt die T-Zellen in
das kompakte Gewebe des ZNS einzuwandern, wo Axon an Axon ummantelt mit Myelin liegt und jede

Licke zwischen den Strukturen mit Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen ausgefillt ist?
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Der Mechanismus, der den Zellen einen Weg zwischen diesen Strukturen bahnt, muss sehr effizient
sein und ist noch nicht verstanden. Fur die aktivierten T-Zellen ist eine Vielzahl an proteolytischen
Enzymen bekannt, z.B. die Metalloproteinasen, die Disintegrine oder die Granzyme [Opdenakker et

al., 2003], die dazu beitragen kénnten, den Weg durch das dichte Gewebe zu bahnen.

Die reifen T Zellen, die ihr entsprechendes Antigen noch nicht gesehen haben, d.h. naive T-Zellen,
exprimieren diese Molekile hingegen nicht. Sie exprimieren Moleklle, die fur eine Wanderung zu
sekundaren lymphatischen Organen wichtig sind. Das waren im speziellen L-Selektin, LFA-1™ und
CCRY fur CD4+ sowie CD8+ naive T-Zellen. Zusatzlich fehlen naiven T-Zellen die meisten gewebety-
pischen Rezeptoren, so dass man dachte, sie hatten keinen Zugang zu nicht lymphatischem Gewebe
und man davon ausgeht, dass sie zwischen Blut, sekundar lymphatischen Organen und Lymphe zirku-

lieren [Mora and von Andrian, 2006; Butcher and Picker, 1996].

Mittlerweile wurden einige Hinweise gefunden, dass auch nicht aktivierte, ruhende T-Lymphozyten in
das ZNS einwandern kénnen und zum normalen T-Zellrepertoire gehdren [Seabrook et al., 1998; Co-
se et al., 2006], Seabrook und Kollegen fanden im Liquor von gesunden Schafen ruhende Lymphozy-
ten, die zwischen Liquor und zervikalen Lymphknoten zirkulierten. Cose und Kollegen konnten eine
nicht zu vernachlassigende Menge an naiven CD4+ und CD8+ T-Zellen in Pankreas, Gastrointestinalt-
rakt, Lunge, Leber, Niere, Haut, Hoden und Gehirn von Mausen nachweisen. Sie hatten mindestens
einen Anteil von 20% an der gesamt T-Zellpopulationen im entsprechenden Gewebe. Die Zellen waren
nicht nur vom Phanotyp, denn diesen kénnen Gedachtnis T-Zellen imitieren [Tough and Sprent, 1994],
sondern auch funktionell ,naiv* und exprimierten nach Stimulation mit PMA/lonomycin keine Effektor-
zytokine, ebenso wurden Adhasionsmolekile nicht hoch reguliert, wie man es von Effektor und Ge-
dachtnis T-Zellen kennt. Leider machen die Autoren keine Angabe, wie die T-Zellen aus dem ZNS
isoliert wurden. Bei der ublichen Methode der Perfusion des Blutkreislaufes vor Isolierung, um eine
Kontamination mit T-Zellen aus dem Blut zu vermeiden, kann es durch den hohen Druck mit dem der
Blutkreislauf durchspult wird, sicherlich zu Verunreinigungen kommen. Damit wére aber immer noch
nicht der wirklich beachtliche Anteil an naiven T-Zellen im Gehirn der gesunden Tiere erklart. Des Wei-

teren ist immer noch unklar, wie naive T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden.

In einem in vitro Ansatz konnten Woolf und Kollegen zeigen, dass naive T-Zellen in Kammern mit 16sli-
chen vs. matrixgebundenen CCL21, dem Ligand von CCR7 und CXCL12, dem Ligand von CXCR4,
sich nur die naiven T-Zellen mit matrixgebundenen Chemokinen fortbewegen [Woolf et al., 2007]. In
den vorliegenden zwei Pilotexperimenten gehen wir einen Schritt weiter. Es wurden naive T-Zellen im
nichtentzundlichen Hirnschnitt unter Umgehung der Blut-Hirn-Schranke untersucht, da die T-Zellen
direkt auf das Hirngewebe gegeben wurden, so dass auch bei fehlender Fahigkeit, die Blut-Hirn-
Schranke zu tUberwinden, untersucht werden kann, wie die Zellen sich im extralymphatischen Gewe-
be, speziell im Gehirn verhalten. Es wurden CD4+ T-Zellen aus OT-2 Mausen verwendet, d.h. die
Mehrzahl der CD4+ T-Zellen hat einen T-Zellrezeptor fur Ovalbumin. Bei diesen Tieren sollte die akzi-

dentielle Aktivierung der T-Zellen durch umgebende Antigene sehr gering sein. Die meisten experi-
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mentellen Ansatze, die das Verhalten von naiven T-Zellen in vivo untersuchen, haben einen ahnlichen

Ansatz und verwenden das Modell der Ovalbumin transgenen Maus.

Nach der Applikation der naiven CD4+ T-Zellen auf den Hirnschnitt wurde die Mehrzahl mit der Perfu-
sionslésung weggesplilt. Einige wenige jedoch wanderten in das kompakte Gewebe ein, aber mit ei-
ner sehr viel geringeren Geschwindigkeit als die aktivierten T-Zellen. Die mittlere Geschwindigkeit der
einwandernden Zellen war mit 0.028um/s + 0.004um/s so gering, dass man von einem fast aus-
schlie3lich stationéren Verhalten sprechen kann. Bei den Studien zu Lymphozytenbewegungsverhal-
ten in Lymphknoten werden Zellen, die sich mit weniger als 0,03 um/s bewegen als stationar bezeich-
net [Miller et al., 2002; Hugues et al., 2004].

Bei den vorliegenden Daten der Experimente zu CD4+ T-Zellen mit naivem Phé&notyp kann man nach
diesem Gesichtspunkt nur bei vier von 14 T-Zellen von einem wirklichen Migrationsverhalten spre-
chen, aber auch diese T-Zellen waren mit 0,04um/s = 0.01um/s sehr langsam. Im Lymphknoten hin-
gegen zeigen naive T-Zellen intravital gemessen mit Werten um 0,16pum/s eine sechsfach hdhere mitt-
lere Geschwindigkeit als bei unseren Experimenten mit naiven T-Zellen in hippokampalen
Hirnschnitten. Bei den Effektor T-Zellen liegen die mittleren Geschwindigkeiten hingegen im selben
Bereich [Miller et al., 2003]. Wahrscheinlich ist daher die unterschiedliche extrazellulare Matrix fur das
unterschiedliche Verhalten der naiven T-Zellen im ZNS und Lymphknoten verantwortlich. Die Mecha-
nismen, die zu Bewegung von naiven T-Zellen in organotypischer Umgebung fiihren, sind wahrschein-
lich vielféltiger als das alleinige Vorhandensein von den zwei matrixgebundenen Chemokinen CCL21

und CXCL12, die von Woolf und Kollegen identifiziert wurden.

Die Frage welche Rolle die naiven T-Zellen im Gehirn haben, ob es eine alternative Moglichkeit flr
periphere Toleranzentwicklung darstellt, oder die naiven Zellen dort apoptotisch werden, kdnnten nur
Zellverfolgungen in und aus dem Gehirn von nicht T-Zellrezeptor transgenen Mausen in vivo zeigen.
Experimente von Brabb und Kollegen weisen auf eine mogliche Toleranzfunktion hin. In fur MBP
transgenen T-Zellrezeptor Mausen konnten interessante Beobachtungen gemacht werden, auch wenn
man diese nur begrenzt auf Mause mit einem normalen T-Zellrepertoire Ubertragen kann. Naive MBP
spezifische T-Zellen, die aus dem Gehirn isoliert wurden, reagierten anschlief3end in vitro nicht auf ihr
Antigen, im Gegensatz zu nicht ZNS spezifischen T-Zellen. Die MBP spezifischen T-Zellen aus der
Peripherie reagierten hingegen unverandert im Vergleich zu nicht ZNS spezifischen T-Zellen stark auf

eine Stimulation mit ihrem Antigen [Brabb et al., 2000].

4.1.1.2 Aktivierte T-Zellen

4.1.1.2.1 Stimulation mit Antigen

Anders als bei den naiven T-Zellen, wird von den aktivierten Effektor- und Gedachtnis T-Zellen erwar-
tet, dass sie die Fahigkeit besitzen, durch das Hirngewebe zu wandern. Die Ergebnisse der CD4+ und
CD8+ T-Zellen, die mit Antigen in vitro stimuliert wurden und anschlief3end in groRer Zahl in das Pa-

renchym einwanderten, ist im Einklang mit der herkémmlichen Vorstellung, dass die Kontrolle der nicht
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lymphatischen Gewebe durch das Immunsystem Aufgabe eben dieser ist [Mora and von Andrian,
20086].

Bei den myelinspezifischen Zellen ergab sich die Schwierigkeit der niedrigen Frequenz von MOG spe-
zifischen Zellen trotz Immunisierung mit entsprechendem Peptid. Wenn die Lymphozyten stimuliert
wurden, wie fir einen adaptiven Transfer der EAE, sind keine vitalen, einwandernde Zellen im Kokul-
turmodell zu beobachten. Splenozyten aus erkrankten Mausen kénnen nach in vitro Restimulation mit
MOG in naiven syngenen Mausen zu einer Erkrankung fuhren. Die Frequenz an aktivierten Effektor-
oder Gedachtnis T-Zellen muss so niedrig sein, dass in vivo innerhalb von zehn Tagen es zwar zur
Einwanderung ins Gehirn der Mause kommen kann [Lassmann et al., 1988], die Analyse im Kokultur-
modell jedoch nur mdglich ist, wenn uber einen Verdinnungsansatz, MOG spezifische Zelllinien iso-
liert werden kénnen. Diese Zelllinien kédnnen dann zur Proliferation gebracht werden, so dass genu-
gend MOG spezifische T-Zellen zur Verfigung stehen. Oder aber ein fir MOG transgenes T-
Zellrezeptor Mausmodell wird verwendet, welches in unserem Labor zum Zeitpunkt der Experimente

noch nicht zur Verfigung stand und die Nachteile von transgenen Mausmodellen mit sich bringt.

Die elegante Mdéglichkeit antigenspezifische CD4+ T-Zellen direkt Uber die Expression von CD154, mit
Hilfe der magnetischen Zellsortierung, wie sie von M. Frentsch und Kollegen fur Birken Allergen, Cy-
tomegalievirus und Tetanustoxin gezeigt wurde [Frentsch et al., 2005], anzureichern, konnte nicht
genutzt werden. Denn auch fur diese Methode, die gut bei Alloantigenen funktioniert, war die Fre-

quenz der autoreaktiven myelinspezifischen CD4+ T-Zellen zu gering.

Im Verlauf von EAE lassen sich aus dem ZNS erkrankter Mduse CD4+ und CD8+ Lymphozyten ge-
winnen, die vor allem Interferon-y und TNFa produzieren. Ein Teil der CD4+ T-Zellen produziert kein
Interferon-y aber Interleukin-17 [Sonobe et al., 2007]. So lasst sich auch erklaren, dass, wenn man
diese Zellpopulationen mit Hilfe eines Zytokinsekretionsassay anreichert oder die in vivo eingewander-
ten Lymphozyten aus dem ZNS isoliert, die Frequenz der einwandernden Zellen stark ansteigt, abso-
lut gesehen es jedoch immer noch zu wenig Zellen sind. Interessanter Weise zeigte sich jedoch, dass
die Zellen in der Interferon-y negativen Fraktion aus Lymphknoten und Milz funktionell inaktiv waren.
In dieser Population waren niemals einwandernde Zellen zu beobachten, trotz durchflusszytometrisch
vitalem Erscheinen, und ausreichender Anzahl pro Schnitt. Dies passt zu den Ergebnissen mit den
naiven T-Zellen, denn gerade in der Interferon-y negativen Fraktion missten diese ruhenden T-Zellen
zu finden sein. Andererseits mussten nach Immunisierung gerade in dieser Fraktion die Interleukin-17
produzierenden T-Zellen enthalten sein [Kroenke and Segal, 2007]. Musste nicht gerade dieser T-

Zellsubtyp einwandern?

4.1.1.2.2 Stimulierung mit Superantigen

Bei Staphylokokken Enterotoxin B handelt es sich um ein Superantigen, welches oligoklonal die Proli-
feration von naiven und Gedachtnis T-Zellen induziert. Es wird nicht erst als Peptid tber MHC Molekii-
le présentiert, sondern bindet direkt an MHC und T-Zellrezeptor [Janeway et al., 2007]. Nach Staphy-
lokokken Enterotoxin B Stimulation wurde in vitro fir Lymphozyten eine erhdhte Bereitschaft in

Kollagengele einzuwandern beschrieben [Newman and Wilkinson, 1996].
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In den vorliegenden Experimenten wurden die Milzzellen aus mit MOG immunisierten Mausen fir vier
Stunden mit Staphylokokken Enterotoxin B inkubiert, diese Zellen zeigten zwar eine erhdhte Zytokinp-
roduktion, aber keine migratorischen Fahigkeiten. Ob Staphylokokken Enterotoxin B stimulierte Zellen
in Hirnschnittgewebe einwandern, kénnte eine Frage der Dauer der Inkubation sein. Die polyklonal mit
anti-CD3/anti-CD28 behandelten Zellen wurden Gber Nacht inkubiert, die mit Staphylokokken Entero-
toxin B behandelten nur vier Stunden. Auch in den oben genannten Experimenten von Newman und
Kollegen, zeigte sich der migrationsfordernde Effekt erst nach langerer Inkubation (H6hepunkt nach
48 Stunden).

4.1.1.2.3 Antigen unabhangiqg

4.1.1.2.3.1 Kostimulatorische Molekule

Schon lange ist bekannt, dass T-Zellen nicht nur durch Aktivierung mit ihrem Antigen, sondern auch
durch Aktivierung mit dem mitogenen Lektin Concavalin A [Panitch, 1980; Hickey et al., 1991] EAE
auslosen konnen. Hierbei kommt es zu einer Stimulierung des CD3-Rezeptors der T-Zellen, der zu-
sammen mit dem T-Zellrezeptor den T-Zellrezeptorkomplex bildet. Ganz deutlich war in den Kokultu-
rexperimenten zu erkennen, dass natirlich neben der Frequenz der vitalen Zellen in der Zellpopulati-
on und dem Grad der Aktivierung durch das entsprechende Antigen auch kostimulatorische Signale
Uber CD3/CD28 eine Rolle spielen. T- Zellen, die polyklonal uber ihren T-Zellrezeptor direkt mit anti-
CD3/anti-CD28 stimuliert wurden, wandern sehr gut bei den humanen und murinen Kokulturexperi-
menten in das Hirngewebe ein [Siffrin et al., 2009]. Hierbei war es jedoch essentiell, dass die T-Zellen
zusammen mit anderen mononukleéren Zellen aus dem Vollblut inkubiert wurden. T-Zellen ohne Anti-
gen prasentierende Zellen nur mit anti-CD3/anti-CD28 wurden nicht ausreichend aktiviert und wander-
ten nicht ein. Waren jedoch Antigen prasentierende Zellen anwesend, zeigten die auf diese Weise
aktivierten T-Zellen ein ahnliches Verhalten wie die mit Antigen stimulierten T-Zellen. Die mittlere Ge-
schwindigkeit ist in diesem experimentellen Ansatz gleich fir CD4+ und CD8+ T-Zellen aus C75/BL6

M&ausen mit 0,06 pm/s.
4.1.1.2.3.2 PMA/lonomycin

Durch eine Aktivierung mit Phorbol-12 Myristat-13 Acetat (PMA) zuvor immunisierter Mause kam es zu
einer erhdhten Zytokinproduktion, die Lymphozyten waren jedoch nicht fahig, in das Hirngewebe ein-

zuwandern.

PMA ist einer der wohl stérksten bekannten zellaktivierenden Substanzen. Durch Imitation des intra-
zellularen Diacylglycerols wird die Proteinkinase C [Berridge, 1993] aktiviert und NF-kB induziert [Iwa-
saki et al., 1992], der als DNA bindendes Protein auf die Promotorregion zahlreicher Gene wirkt. Uber
diese Wege initiiert PMA viele physiologische Aktivitdten der Zelle, ist aber dennoch wegen der Um-
gehung von G-Protein, Tyrosinkinasen und Phospholipasen assoziierten Wegen ein recht kinstlicher
Stimulus [Ruff et al., 1994]. Fir PMA ist bekannt, dass es neben der Stimulation der Zytokinproduktion
unter anderem das Wanderungsverhalten von konjunktivalen Fibroblasten oder Glioblastomzellen

fordert [Nomura et al., 2007b; Nomura et al., 2007a]. In den Experimenten dieser Arbeit konnte jedoch
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wie bei Astrid Hahner im Rahmen ihrer Untersuchungen mit humanen T-Zellen und humanen Hirn-
schnitten in unserer Arbeitsgruppe keine mit PMA/lonomycin stimulierten Zellen beobachtet werden
die einwandern. Astrid Hahner hat das Genexpressionsmuster verschiedener auf diesem Wege stimu-
lierter T-Zellen mit durch antiCD3/antiCD28 Uber den T-Zellrezeptor aktivierten T-Zellen verglichen.
Hierbei zeigte sich, dass mononukledre Zellen aus Vollblut isoliert und mit PMA/lonomycin stimuliert,
zwar durchflusszytometrisch Aktivierungsmarker wie CD69 auf nahezu allen T-Zellen aufweisen, ande-
rerseits sich keine vermehrte Transkription wichtiger Molekdle fur die Migration oder Effektorfunktion
nachweisen lieBen. Wurden die aus Vollblut isolierten mononuklaren Zellen Uber den T-Zellrezeptor
mit antiCD3/antiCD28 stimuliert zeigte sich zwar eine geringere CD69 Expression, jedoch wurden
Molekile wie ICAM-2, CD95L und TRAIL vermehrt gebildet (Astrid Hahner, nicht veréffentlichte Da-
ten).

4.1.2 Wodurch wird die Ansammlung um die GefalRe beeinflusst?

Das Kokulturmodell bietet den Vorteil grundlegende Mechanismen ohne stérende Faktoren gezielt zu
untersuchen. So konnte die Bewegung von gut definierten unterschiedlichen T-Zellsubtypen unabhan-
gig von Transmigration und Antigenerkennung oder Interaktion mit anderen Immunzellpopulationen
gezeigt werden. Im Folgenden werden die unterschiedlichen Effektor-T-Zellsubtypen, Chemokinrezep-
toren (inshesondere CXCR4 und CCR7) und Adhasionsmolekiile im Zusammenhang mit dem gezeig-
ten Bewegungsmuster diskutiert. Die Ansammlung von einwandernden Immunzellen in der unmittelba-
ren Nachbarschaft von zerebralen GefaRen konnte ein aktiv durch Chemokine geférderter Prozess zur
Kompartmentbildung im gesunden, sowie kranken Gehirn sein. Dies wirde bedeuten, dass neben den
anatomischen Begrenzungen des perivaskularen Raumes, der sich parallel zu schmalkalibrigen Ge-
faken von den Virchow-Robin’schen Raumen und deren Fortsetzung zwischen dem Endothel und der
Membrana glia limitans superficialis befindet, ein dynamischer durch Chemokine definierter Raum
existiert. In diesem koénnte die Ansammlung von Lymphozyten eine physiologische Rolle zur Uberwa-
chung des ZNS spielen [Hickey and Kimura, 1988; Smorodchenko et al., 2007]. Die Lymphozyten
interagieren miteinander und mit lokalen Zellen, wie zum Beispiel im Zuge von Entzindung oder Im-
munregulation. Des weiteren ist die Interaktion von enzephalitogenen CD4+ T-Zellen mit dendritischen
Zellen dort eine wichtige Méglichkeit zur Antigenerkennung im Rahmen der Immunantworten im ZNS
[Greter et al., 2005].

4.1.2.1 Zytokinproduktion

4.1.2.1.1 Th-17 Zellen

In letzter Zeit treten an die Stelle der Interferon-y produzierenden Zellen immer mehr T-Zellen, die
Interleukin-17 produzieren, in den Vordergrund. Sie scheinen die gewebeschadigenden enzephalito-
genen Zellen zu sein, und missten hohe migratorische Fahigkeiten haben. Interferon-y alleine kommt
eher eine regulatorische Rolle zu [Becher et al., 2002; Langrish et al., 2005]. Zur Zeit der Experimente
dieser Arbeit waren die Mechanismen, die zu einem so genannten Th17 Phéanotyp fihren noch nicht

eindeutig beschrieben [Steinman, 2007]. Die alleinige Stimulation mit Antigen scheint fur eine relevan-
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te Interleukin-17 Produktion nicht auszureichen. Mit Hilfe eines Interleukin-17 Sekretionassays, der zur
Zeit der Experimente noch nicht verfligbar war [Lexberg et al., 2008], kdnnte dies naher untersucht
werden und direkt aus der Maus Interleukin-17 produzierende Zellen angereichert werden. Mittlerweile
lassen sich auch CD4+ T-Zellen aus mit MOG immunisierten C57/BL6 Mausen und anschlieRender
Kultivierung in vitro mit anti-Interferon-y, TGF-, Interleukin-6 und Interleukin-23 zu Th-17 -Zellen pra-
gen, so dass deren Verhalten im Kokulturmodell untersucht werden konnte. Zurzeit werden Experi-
mente mit Interleukin-17 Reporter Mausen in unserer Arbeitsgruppe geplant, um intravital das Verhal-

ten dieses Zelltyps im zentralen Nervensystem bei inflammatorischen Prozessen zu untersuchen.
4.1.2.1.2 CXCR4

Lange Zeit wurden Chemokine als Mediatoren der Lymphozyten auf der Suche nach ihrem Ziel ange-
sehen. Der Name leitet sich von chemisch-anziehenden Zytokinen ab. Sie verleiten Immunzellen da-
zu, anzuhalten, aus der Blutbahn auszutreten und in diverse Organe einzuwandern. Dies geschieht
durch eine Integrin-vermittelte Zellanheftung auf dem Endothelium [Engelhardt and Ransohoff, 2005;
Vajkoczy et al., 2001].

Der Chemokinrezeptor CXCRA4 ist ein a-Chemokinrezeptor spezifisch fir CXCL12 auch genannt SDF-
1 (Stromal cell derived factor-1). CXCL12 ist ein wahrend der Evolution hoch konserviertes Chemokin
und scheint eines der ,Urchemokine” zu sein, welches konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert
wird [Nagasawa et al., 1994]. Bleul und Kollegen konnten als erste zeigen, dass CXCL12 eines der

starksten Chemokine mit Einfluss auf die T- und B-Zellwanderung ist [Bleul et al., 1996].

Die Expression von CXCR4 lasst sich schwer messen, da Chemokinrezeptoren nach Bindung mit
inrem Liganden schnell internalisiert werden [Fischer et al., 2008] und so nur der funktionelle Aspekt
einen Aufschluss Uber die Wirkung von CXCL12 auf die unterschiedlichen T-Zellsubtypen gibt, wobei
die Zwei Photonen Mikroskopie ein optimales Werkzeug ist, da die Dynamik der Wirkung des Chemo-
kins in Blockadeexperimenten und transgenen Mausmodellen mit verfolgt werden kann. Die Ergebnis-
se der vorliegenden Arbeit geben zusammen mit den intravitalen Daten aus unserer Arbeitsgruppe
Hinweise darauf, dass sich die Ansammlung von CD4+ T-Zellen um zerebrale Gefaf3e in eine wach-
sende Zahl von CXCR4 abhangigen immunologischen Prozessen einreiht [Siffrin et al., 2009], wie
unter anderem die B-Zellentwickung [Egawa et al., 2001; Ma et al., 1998; Zou et al., 1998], T-
Zellentwicklung [Ara et al., 2003; Plotkin et al., 2003] , Eintritt der B-Zellen in den Lymphknoten [Oka-
da et al., 2002], Plasmazelllokalistation [Hargreaves et al., 2001], Bildung der hellen und dunklen Zone
der Keimzentren im Lymphknoten [Allen et al., 2004] und der Zielsuche neutrophiler Granulozyten
zum Knochenmark [Martin et al., 2003]. Speziell fir CD4+ T-Zellen konnte gezeigt werden, dass bei
CD4+ Effektor- und Regulatorischen-T-Zellen isoliert aus infizierten Lungen [Debes et al., 2006]
CXCL12 zu starken chemotaktischen Antworten fihrt. Dies deutet auf eine allgemeine Funktion von

CXCR4 fir CD4+ T-Zellen im Rahmen von Organ abhangiger Zellwanderung hin.

Die Interaktion von CXCR4 und CXCL12 ist ebenso wichtig fir die neuronale Migration, Proliferation

und Plastizitat wahrend der embryonalen und frihen postnatalen Entwicklung des ZNS [Klein and

60



Diskussion

Rubin, 2004]. CXCL12 wird im gesunden ZNS von Erwachsenen, sowie verstarkt in den Lasionen

von Multiple Sklerose Patienten, exprimiert [Krumbholz et al., 2006].

Die Lokalisation von CXCL12 an den kleinen zerebralen GefalRen vor allem an der basolateralen, d.h.
der Parenchym zugewandten, Seite gibt einen weiteren Hinweis auf die Funktion der Ansammlung
von CD4+ T-Zellen in diesem Bereich. Wahrend inflammatorischer Prozesse, wie z.B. einer EAE,
konnte das Ausmald der Entziindung limitiert werden, indem die Lymphozyten perivaskular gehalten
werden und die intraparenchymattsen Mikrogliazellen durch sie nicht aktiviert werden [McCandless et
al., 2006].

Dieses Szenario passt zu den Daten unserer Arbeitsgruppe. CXCR4 -/- knockout Leberchiméren zeig-
ten bei aktiver EAE mehr intraparenchymale Lymphozyten als der Wildtyp C57/BL6 mit einem invasi-
veren Wanderungsverhalten im ZNS [Siffrin et al., 2009].

Der andere wichtige homeostatische Chemokinrezeptor CCRY7 ist analog unabdingbar fir die korrekte
Zielsuche der Lymphozyten zu den Lymphknoten und fur das Wanderungsverhalten und die Kom-
partmentbildung intranodal. Diese Funktionen sind in Tieren mit mangelhaftem Liganden fir diesen
Rezeptor gestort, der reichlich in T-Zell relevanten Zonen von lymphatischen Organen exprimiert wird
[Okada and Cyster, 2007; Worbs et al., 2007].

Folglich ist der ausschlaggebende Punkt fur die intraparenchymale Chemokin vermittelte Wanderung
von Lymphozyten das Einfangen der freien dynamischen Beweglichkeit innerhalb eines definierten
Raumes, dem anscheinend anatomische Grenzen fehlen. Dieses Phanomen kénnte die Kompart-
mentbildung als Konsequenz der Chemokinesis erklaren. Die kombinierte Kontrolle der Beweglichkeit
von Immunzellen wurde an in vitro Agarose Anséatzen fir neutrophile Granulozyten gezeigt, die die
grundlegenden Mechanismen von hierarchischen chemisch anziehenden Gradienten deutlich mach-
ten [Foxman et al., 1997]. Wenn durch Chemokine angezogene Zellen nah an die Quelle des Signal-
stoffes kommen, wird die Chemokinkonzentration das Sattigungsniveau des entsprechenden Rezep-
tors an einem Punkt Uberschreiten. Dies fuhrt dann zur ,Desorientierung’, welches eine weitere
gezielte Bewegung zum Signalstoff verhindert, aber sogleich die Mdglichkeit auf einen neuen Stimulus
Zu reagieren bietet. Fehlt dieser wird die Bewegung der Zellen ungerichtet, aber in dieser Zone der
gesattigten Chemokinkonzentration bleiben. Eine weitere Entfernung von dem Signalstoff wiirde die
Sattigung des Rezeptors aufheben und hatte wieder eine gezielte Bewegung in Richtung des Signal-

stoffes zur Folge.

Die Daten dieser Arbeit zusammen mit den intravitalen Messungen im Hirnstamm von an EAE er-
krankten Mausen in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass das Verhalten von T-Zellen im Gehirn diesen
Grundsatzen folgt [Siffrin et al., 2009]. Intravital findet sich hier eine Manschette aus T-Zellen um die
zerebralen GeféalRe. Nach Antagonisierung von CXCR4 mit AMD3100, I6sen sich die Ansammlungen
von T-Zellen um die GefalRe auf und sie zeigen eine gleichmafige Verteilung der einwandernden Zel-
len im Parenchym und eine Aufldsung der Manschetten aus T-Zellen um die Gefaf3e. Die beobachte-
ten GefalRe sind in derselben Grélenordnung (25-50um) wie die Zellansammlungen um GefalRe bei
klassischen Transmigrationsuntersuchungen mit histologischen Techniken [Uboldi et al., 2008].
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Vergleichbare Bewegungsmuster wie im murinen Model lieRen sich in unserer Arbeitsgruppe in einem
humanen Kokulturmodell darstellen. Hierbei wurden auf die von bei Epilepsieoperationen gewonne-
nen Hirnschnitte anti-CD3/anti-CD28 polyklonal stimulierte autologe CD4+ T-Zellen gegeben [Siffrin et
al., 2009].

CXCL12/CXCR4 /
—>

Blut-Hirn-
Schranke

Abb. 28: Darstellung des Wanderungsverhaltens der CD4+ und CD8+ T-Zellen. Durch
CXCR4/CXCL12 werden die CD4+ T-Zellen vermehrt perivaskulér gehalten, die CD8+ T-Zellen wan-
dern CXCL12 unabhéangig (modifiziert nach [Zipp and Aktas, 2006]).

Kohler und Kollegen fanden hingegen bei Blockierung von CXCR4 durch ein synthetisches CXCL12
Analogon einen milderen Krankheitsverlauf in der aktiv ausgelésten EAE im SJL Mausstamm (durch
PLP induziert), nicht jedoch im passiven Krankheitsmodell [Kohler et al., 2008]. Die Abmilderung des
Krankheitsverlaufes widerspricht in erster Linie den in vivo Daten unserer Arbeitsgruppe und von
McCandless und Kollegen. Dabei missen jedoch die Unterschiede im experimentellen Aufbau,
AMD3100 vs. synthetisches antagonistisches Peptid sowie PLP induzierte EAE in SJL Maus vs. MOG
induzierter EAE in C57/BL6 Maus, bedacht werden. Diese fuhrten eventuell dazu, dass bei Kohler die
Behandlung mit dem synthetischen Peptid vor allem in der frihen PrAgungsphase der enzephalitoge-
nen Zellen eine Rolle zu spielen scheint und nicht in der Effektorphase im zentralen Nervensystem.
Dafur spricht, dass zwar im aktiven EAE Modell, nicht jedoch beim passiven Transfer der Krankheits-
verlauf abgemildert wurde. Dies kdnnte einerseits an einer unterschiedlichen Verteilung der blocken-
den Substanzen AMD3100 und dem CXCL12 Analogon liegen, oder dass das CXCL12 Analogon auch
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eine Wirkung auf CXCR7 hat und AMD3100 nicht. Fir AMD3100 aber noch nicht fir das CXCL12
Analogon wurde gezeigt, dass es spezifisch fir CXCR4 ist und nicht mit anderen Chemokinrezeptoren
wie CXCR7, CXCR3 oder CCRY7 interagiert [Fricker et al., 2006].

4.1.2.1.3 CCRY

Der oben erwédhnte andere wichtige homdostatische Chemokinrezeptor ist CCR7. Sein Ligand ist
CCL21. Dieses Paar ist essentiell fur die sekundaren lymphatischen Organe zur Zielsuche der Lym-
phozyten zu den Lymphknoten und fur das Wanderungsverhalten und die intranodale Kompartment-
bildung [Okada and Cyster, 2007; Worbs et al., 2007]. Im ZNS hat CCR7 nach den Ergebnissen unse-
rer Arbeitsgruppe jedoch keinen Einfluss auf die Wanderungseigenschaften der T-Zellen. CD4+
CCRT7-/- T-Zellen von transgenen Mausen mit defizientem CCR7 Rezeptor zeigen eine unverénderte
Geschwindigkeit und auch der Winkel zwischen Gefald und Bewegungsvektor ist vergleichbar mit der
Wildtyp Kontrolle [Siffrin et al., 2009].

4.1.2.1.4 VLA-4

VLA-4 wird auf T-Zellen exprimiert und kann wenn die Zelle aktiviert wird an seine Liganden Fibronec-
tin und VCAM-1 binden. VLA-4 scheint ein essentieller Faktor fur T-Zellen zu sein, um in das ZNS
eindringen sowie flir enzephalitogenen T-Zellen, EAE (bertragen zu kénnen. Die Blockade von VLA-4
durch einen neutralisierenden Antikdrper reduziert in mehreren Mausmodellen der EAE die Anzahl der
aktivierten T-Zellen, die das Gehirn erreichen [Keszthelyi et al., 1996; Yednock et al., 1992; Brocke et
al., 1999]. Auch wenn schon T-Zellen das ZNS erreicht haben und der Krankheitsprozess fortgeschrit-
ten ist, hat anti-VLA-4 einen schiitzenden Effekt bei EAE und ebenso werden bei Patienten mit Multip-
ler Sklerose die migratorischen Fahigkeiten der T-Zellen verringert [Niino et al., 2006] (siehe Kapitel
1.3.3).

In den Kokulturexperimenten lie3 sich jedoch kein Unterschied des Bewegungsmusters der intrapa-
renchymatésen CD4+ T-Zellen im ZNS nach Inkubation mit dem VLA-4 neutralisierenden Antikorper
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe beobachten. Da in diesem Experiment die T-Zellen
nicht die GefaBwand durchdringen miissen, scheint VLA-4 nur bei der Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke eine Rolle zu spielen. Bei der Migration innerhalb des Gewebes hingegen kdnnen sich die
antigenaktivierten T-Zellen ungehindert bewegen. In den oben zitierten Arbeiten wird diskutiert, ob
anti-VLA-4 auch einen Effekt auf den Aktivierungszustand der T-Zellen haben konnte. Die Ergebnisse
der Kokulturexperimente sprechen nicht daftr, denn in ihrer Aktivitat geminderte T-Zellen haben eine
deutlich reduzierte Geschwindigkeit und wandern nur vereinzelt in die Hirnschnitte ein, wie die ersten
Experimente mit MOG restimulierten T-Zellen zeigten. Der schiitzende Effekt von anti-VLA-4 scheint
vor allem die Beeinflussung der sekundér einwandernden T-Zellen, die nach der Initiierung des Ent-
zundungsprozesses im ZNS durch die enzephalitogenen T-Zellen, die vom Blut ins Gehirn Ubertreten,
zu sein. Das wirde bedeuten, dass ein Grof3teil des klinischen Schadens und der Demyelinisierung
nicht durch die enzephalitogenen T-Zellen an sich, sondern durch die sekundéare immunologische
Antwort entsteht und nicht durch die Wanderungseigenschaften von den T-Zellen, die bereits im Ge-

hirn sind.
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Auch im Lymphknoten scheinen in Abwesenheit von Scherkraften Chemokine zur Migration aber nicht
zum Stoppen und Adhéasion der Lymphozyten zu fihren, anders als in GefalRen wéhrend des Trans-

migrationprozesses [Woolf et al., 2007].
4.1.2.1.5 LFA-1

LFA-1 (Leukozyten Funktionsassoziertes Molekul-1) ist ein weiteres Adhasionsmolekil aus der Familie
der Integrine, welches mit ICAM-1 (Interzellulares Adhéasionsmolekil-1) interagiert. Die Datenlage
bezlglich des Effekts von LFA-1 ist kontrovers, transgene Tiere und Studien mit Neutralisierung von
LFA-1 oder ICAM-1 kamen nicht zu eindeutigen Ergebnissen. Einerseits wird durch die Bindung von
LFA-1 und ICAM-1 die T-Zelle aktiviert und fuir den Durchtritt durch die GefaRwand vorbereitet [Bullard
et al., 2007; Welsh et al., 1993; Kobayashi et al., 1995; Samoilova et al., 1998] andererseits spielt
LFA-1 eine wichtige Rolle in der Bildung der immunologischen Synapse [Dustin, 2002].

Arbeiten von Josephine Herz aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass CD4+ T-Zellen aus C57/BL6
Mausen, die so genetisch verandert waren, dass sie kein LFA-1 exprimierten, ein unverandertes Wan-
derungsmuster in Kokulturexperimenten hatten. Der Winkel und die mittlere Geschwindigkeit waren
bei den CD4+ T-Zellen unverandert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei diesen Experimenten wurden
die T-Zellen polyklonal mit anti-CD3/anti-CD28 fiir drei bis sieben Tage stimuliert [Siffrin et al., 2009].
Dies verdeutlicht, dass die Kompartmentbildung ein Prozess bei der Immunantwort ist, der zwischen
Transmigration der Lymphozyten aus den Blutgefal3en in das ZNS Parenchym und der Bildung der

immunologischen Synapse statt findet.

4.1.2.1.6 Antigenerkennung

Hickey und Kollegen demonstrierten, dass aktivierte T-Zellen fir mindestens 12 Stunden nach i.v.
Injektion im zentralen Nervensystem nachweisbar sind, unabhéngig von MHC oder Antigenspezifitét.
Danach bleiben nur antigenspezifische T-Zellen im zentralen Nervensystem nachweisbar [Hickey et
al., 1991].

Nitsch und Kollegen zeigten, dass weder MHC Unstimmigkeiten (H-2" vs. H-2°) noch Antigenspezifitat
(OVA vs. PLP) einen Einfluss auf die Verteilung von T-Zellen im ZNS Parenchym im Kokulturmodell
haben [Nitsch et al., 2004]. Die vorliegenden Experimente ergéanzen dies dahingehend, dass alle akti-
vierten CD4+T-Zellen die gleiche Zielsuche mit Ansammlung um die Gefal3e auch unabhéangig vom
Zytokinprofil und Antigenerkennung (MOG vs. OVA) zeigen.

Da die MHC-II Expression in nicht entziindlichen ZNS Gewebe vernachlassigbar gering ist, kann in
dem Kokulturmodell die Antigenprasentation flir CD4+ T-Zellen keine groRe Rolle spielen. Die Situati-
on in den Hirnschnitten &hnelt traumatischen mechanischen Hirnlasionen in vivo, bei denen Bech-
mann und Kollegen zeigten, dass MHC-1l Hochregulierung und das Erscheinen von T-Zellen im ZNS
Parenchym sehr begrenzt sind [Bechmann et al., 2001]. Anders ist es, wenn die Hirnschnitte von Ge-
hirnen aus an EAE erkrankten Mausen gewonnen werden: Hier zeigten Odoardi und Kollegen, dass
die T-Zellen bei Antigenerkennung ihr Bewegungsmuster dahingehend &ndern, dass sie ihre Ge-
schwindigkeit drosseln [Odoardi et al., 2007].
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In den intravitalen Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnten charakteristische, vom Krankheits-
zeitpunkt abhangige Zellbewegungen beobachtet werden [Siffrin et al., 2009]. Zu Beginn der Klini-
schen Krankheitszeichen, sobald die Lymphozyten im ZNS erschienen, wurden hoch dynamische
Zellwanderungen entlang der au3eren GefaBwande mit charakteristischem Auf- und Ab-Bewegungen
beobachtet. Dieses abtastende Verhalten fihrte zu kurzen Interaktionen mit anderen Zellen, manch-
mal mit typischem Stoppen und erneuter Bewegungsinitierung, welches in den Kokulturexperimenten
dieser Arbeit nicht beobachtet wurde. Dies kdnnte an einer fehlenden Antigenerkennung in der Kokul-
tur liegen, da nichtentziindliche Hirnschnitte verwendet wurden. In einer ex vivo Hirnschnittstudie, mit
inflammatorischen Hirnschnitten bewegten sich MBP-spezifische enzephalitogene CD4" T-Zellen
langsamer als in den Experimenten der vorliegenden Arbeit, dies wurde als lokale Antigenreaktivie-
rung dieser Zellen interpretiert [Kawakami et al., 2005]. Bei Mausen mit weit fortgeschrittener EAE
konnten intravital in unserer Arbeitsgruppe groRe Zellinfiltrate im Gehirn mit den charakteristischen
Manschetten um die GefaRe beobachtet werden. Die Zellen waren in sich aktiv in einer Art und Weise,
die an T-Zellen erinnert, die in Lymphknoten beobachtet wurden, [Mempel et al., 2004; Miller et al.,
2002]. Diese ersten Berichte tber immunologische Zwei Photonen Experimente beschrieben ein cha-
rakteristisches Ausschwarmen und ein zusammenkommendes Bewegungsmuster der Lymphozyten,
welches mit der Funktion der entsprechenden Zelle verbunden war, wie fir Antigenerkennung und
regulatorische Prozesse im Lymphknoten gezeigt [Hugues et al., 2004; Tadokoro et al., 2006; Tang et
al., 2006].

So kénnte die Kompartmentbildung wie sie in unseren organotypischen Hirnschnitten beobachtet wird
als Ereignis, welches vor der Antigenerkennung steht, eingeordnet werden. Die Kompartmentalisie-
rung ist damit unabhéngig von der Antigenerkennung und kdnnte die Wahrscheinlichkeit erhéhen,
dass die CD4+ T-Zellen eine MHC-II exprimierende Zelle im gesunden oder kranken zentralen Ner-
vensystem trifft. Daher verhalten sich ZNS-antigenspezifische und nicht ZNS-antigenspezifische CD4+
T-Zellen gleich, was die Kompartmentbildung angeht. Dieser Schritt fihrt zur Persistenz von ZNS An-
tigen spezifischen T-Zellen im ZNS, was jedoch im Kokulturmodell nicht untersuchbar ist, da ein un-
versehrtes Blutgefal3system dazu unumgénglich ist. Dies wurde in den in vivo Ansétzen in unserer

Arbeitsgruppe gezeigt [Siffrin et al., 2009].

Diese Zusammenhéange unterstitzen die ldee, dass Stimulierung von T-Zellen durch Antigen im Ziel-
organ ahnlich ablauft wie in den sekundaren lymphatischen Organen, mit den gleichen Konsequenzen
und voller Spannbreite der immunologischen Antwort von Toleranz bis Autoimmunitat. Antigenerken-
nung im perivaskuléren Raum scheint eine wichtige Funktion CXCR4 abhé&ngiger Prozesse im gesun-
den wie im kranken ZNS zu sein und fuhrt zur Frage der therapeutischen Bedeutung (siehe Kapitel
4.2).

4.1.2.2 CD8+ T-Zellen

Uber das Wanderungsverhalten und die Orientierungshilfen von CD8+ T-Zellen zum Gehirn und im
Gehirn ist wenig bekannt [Ransohoff et al., 2003]. Die Daten aus den Kokulturexperimenten sind somit

die erste Beschreibung des Bewegungsmusters von CD8+ T-Zellen im ZNS im Vergleich mit CD4+ T-
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Zellen. Die CD8+ T-Zellen bewegen sich in den Hirnschnitten unabhangig von den Gefaen. Sie zei-
gen ein ahnliches Bewegungsmuster wie intravital mit Hilfe der Zwei Photonen Mikroskopie im
Lymphknoten beschrieben [Miller et al., 2002; Mempel et al., 2004]. In den intravitalen Messungen
unserer Arbeitsgruppe konnte bisher nicht zwischen CD4+ und CD8+ Lymphozyten unterschieden
werden, da Wildtypméausen das Knochenmark aus transgenen Mausen fiir das griine Fluorophor ge-
spritzt wurde [Siffrin et al., 2009]. Daher lasst sich bisher nur im Hirnschnitt das Wanderungsverhalten
getrennt beurteilen. Ansatze mit unterschiedlich farblich markierten CD4+ und CD8+ T-Zellen fir in

vivo Experimente werden jedoch zurzeit in unserer Arbeitsgruppe weiterentwickelt.

Die Rolle der CD8+ T-Zellen bei der Multiplen Sklerose und ihrem Modell der EAE ist weitgehend un-
klar. Auch wenn Sun und Kollegen zeigten, dass EAE allein durch CD8+ T-Zellen ausgeldst werden
kann [Sun et al., 2001], ist die vorherrschende Meinung doch eher dahingehend, dass die Erkrankung
durch CD4+ T-Zellen vermittelt wird und CD8+ T-Zellen nach Initiierung der Entzindungskasskade im
zentralen Nervensystem eher regulatorisch wirken [Gold et al., 2006; Friese and Fugger, 2005]. Wah-
rend bei Multipler Sklerose durchaus eine aktive Beteiligung der CD8+ T-Zellen bei der neuronalen

Schadigung und der Myelinscheiden angenommen wird [Babbe et al., 2000].

Die meisten Erkenntnisse zu dem Wanderungsverhalten von CD8+ T-Zellen im Hirnparenchym gibt es
aus der virologischen und onkologischen Forschung, jedoch wurden bisher keine einzelne Zellen im
Gehirn mit verfolgt, sondern nur histologische Daten gewonnen, die Fluoreszenz der Tumore in vivo
gemessen oder in Zellkulturansatzen in vitro die Bewegung von CD8+ untersucht. Daher sind die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit ein wichtiger erster Schritt zum besseren Verstandnis des fein abge-

stimmten Zusammenspiels von Immunzellen und Nervensystem.

In den intravitalen Untersuchungen im Lymphknoten und in den Kokulturexperimenten dieser Arbeit
wurden Ovalbumin spezifische T-Zellen untersucht. Interessant wére, wie sich myelinspezifische
CD8+ T-Zellen im Gehirn verhalten, auch im Zusammenhang mit anderen Immun- und ZNS-Zellen.
Mit einem entsprechenden transgenen Maus-Chiméaren Modell ware dies in vivo realisierbar, auch
wenn die Experimente im lebenden Tier sehr komplex sind. Die histologischen Untersuchungen von
Muller und Kollegen zeigten bei der EAE ein unterschiedliches Verteilungsmuster der CD4+ und CD8+
T-Zellen [Muller et al., 2007], ebenso wie in den Kokulturexperimenten dieser Arbeit mit nicht ZNS-
Antigen spezifischen T-Zellen. Dies spricht dafiir, dass es ein generell unterschiedliches Verhalten von
CD4+ und CD8+ T-Zellen gibt, welches Antigen unabhéngig ist. Die Zellverfolgungen der vorliegenden
Arbeit sprechen dafir, dass der histologisch beobachtete Unterschied aufgrund eines im Gegensatz
zu den CD4+ T-Zellen in einem CXCR4 unabhangig Bewegungsverhalten der CD8+ T-Zellen im Hirn-

parenchym begriindet sein kann.

Fraglich ist, wie die hohe Bewegungsaktivitat und die Orientierung der CD8+ T-Zellen gesteuert wer-
den. Ist es eine intrinsische Eigenschaft dieses Zelltyps oder ein Chemokin gesteuerter Prozess? Lie-
Be sich die intraparenchymale Beweglichkeit der CD8+ T-Zellen durch die Blockade eines anderen
Chemokinrezeptors, wie z. B. CXCRS3, einschranken? Im Lymphknoten ist das ungerichtete Bewe-

gungsmuster ein haufig beobachtetes Merkmal von verschiedenen Zellpopulationen. Dieses anschei-
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nend ungerichtete Bewegungsmuster ist im Lymphknoten jedoch gebahnt durch fibroblastische Reti-
kulumzellen, die ein dichtes Netzwerk in sekundaren lymphatischen Organen bilden und tberzogen
sind mit Chemokinen [Bajenoff et al., 2008]. Eine mit den fibroblastischen Retikulumzellen vergleich-
bare Struktur ist im Zentralnervensystem jedoch bisher nicht bekannt, jedoch zeigen die aktivierten
CD8+ T-Zellen in den Experimenten dieser Arbeit ein ahnliches Bewegungsmuster, wie Zellen im
Lymphknoten, so dass man annehmen kann, dass eine stromale Struktur mit &hnlicher Funktion wie
die fibroblastischen Retikulumzellen existiert. Bei einer Virus vermittelten entzindlichen Erkrankung
des Gehirns bei der Maus konnten McCandless und Kollegen histologisch eine massivere Infiltration
von CD8+ T-Zellen mit zeigen. Dies scheint vor allem auf die Beeinflussung der Transmigration zu-
rickzufihren zu sein, da nach den Daten der Experimente dieser Arbeit durch Umgehung der Blut-

Hirn-Schranke, die CD8+ T-Zellen keine Ansammlung perivaskular zeigen [McCandless et al., 2008b].

Dass CD8+ T-Zellen nicht durch CXCR4 gefaRnah gehalten werden, kénnte man damit erklaren, dass
fur diesen T-Zelltyp eine Antigenerkennung im ZNS Parenchym besser méglich ist als fur die CD4+ T-
Zellen, die auf die Antigen prasentierenden Zellen mit MHC Molekilen der Klasse Il angewiesen sind,
wahrend die CD8+ T-Zellen mit den von jeder Korperzelle exprimierten MHC Klasse | Molekilen inter-
agieren (siehe 1.1.2.1). Daher ware eine Chemokin gesteuerte Kompartmentbildung um die GefalRe

fur diese Zellen nicht von so grof3er Bedeutung.

4.2 Therapeutische Konsequenzen

Aufgrund der weit gefacherten Funktionen des Chemokinrezeptor Paares CXCL12/CXCR4 ist der
Effekt, der durch die Blockade von CXCR4 erreicht wird, nicht nur auf das Immunsystem begrenzt.
Mehrere Fachrichtungen erwéahnen eine klinische Anwendung der CXCR4 Blockade. AuR3er der anti-
retroviralen Therapie soll es bei der Transplantationsmedizin, vaskuldren und h&mato-onkologischen

Erkrankungen eingesetzt werden.
4.2.1 antiretroviral

AMD3100 wurde zur Blockierung des Eindringens von CXCR4 benutzenden HIV-Stdmmen entwickelt
[De Clercq, 2005]. Einige Autoren pladieren fur eine Therapie mit AMD3100 auch bei HIV-Stdmmen
die noch nicht CXCR4 abhéngig die T-Zellen infizieren um den Selektionsdruck zu erhéhen, da gerade
diese HIV Varianten pathogener sind und mit dem schnellen Verlust der CD4+ T-Zellen und der Ent-
wicklung von AIDS verbunden seien [De Clercq, 2000; Este et al., 1999]. Dabei sollte die oben be-
schriebenen Effekte im ZNS mit bedacht werden, denn aufgrund einer eventuellen Stérung der norma-
len Blut-Hirn-Schrankenregulation muss mit einem vermehrten Eindringen von Leukozyten in das
ZNS-Parenchym und der Forderung der Einwanderung von HIV infizierten Makrophagen gerechnet

werden.
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4.2.2 hamato- onkologisch und kardiologisch

Bei einer Therapie mit AMD3100 um einen intrazerebralen Tumor, wie zum Beispiel ein Glioblastom zu
bekampfen, kénnen gerade die oben beschriebenen Folgen der Blockierung von CXCR4 férderlich
sein. Der Tumor wird durch die Aktivierung des Abwehrsystems im ZNS in seinem Wachstum einge-
schrankt. Bei einigen Tumoren gibt es Hinweise, dass die Invasion und Metastasierung unter anderem
Uber den CXCR4/CXCL12 Signalweg geleitet wird, so dass eine Blockade hier therapeutisch sinnvoll
sein konnte [Muller et al., 2001; Taichman et al., 2002]. Bei multiplem Myelom oder Leuk&mie kann die
schnelle Stammzellmobilisierung von hamatopoetischen Stammzellen durch AMD3100 genutzt wer-
den [Liles et al., 2003].

Es wird eine therapeutische Blockade von CXCR4 bei der Herzinsuffizienz diskutiert, da die Aktivie-
rung von CXCR4 direkt negativ inotrop am Herzen wirkt zusatzlich zur pro-inflammatorischen Kompo-
nente [Pyo et al., 2006]. Anderseits konnte am Herzen gezeigt werden, dass CXCL12 die Mobilisie-
rung von Stammzellen in geschadigtes Gewebe bewirkt, und so zum Beispiel eine Regeneration von

durch Ischdmie bedingtem Gewebeschaden im Herzen fordern kdnnte [Askari et al., 2003].
4.2.3 Entzundliche Erkrankungen des ZNS

Bei chronisch entziindlichen ZNS Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose ist eine vollstéandige thera-
peutische Kontrolle der Erkrankung und die Reparatur des durch sie entstanden Schadens zurzeit
noch nicht moglich. Die aktuellen Therapieanséatze haben eine Reduktion von Immunzellen, vor allem
autoaggressiver T-Zellen im ZNS zum Ziel. Daher ist zu diskutieren, ob eine Blockade von CXCR4 als
Eingriff in die Mobilitéat der T-Zellen ein neuer therapeutischer Ansatz ware, um so die Zellen von ihren
Zielzellen fernzuhalten und dadurch ihre Funktion zu blockieren. Zusatzlich kénnte eine CXCR4 Blo-
ckade im Zusammenhang mit einer myeloablativen Therapie bei der Multiplen Sklerose sinnvoll sein,
da bekannt ist, dass langlebige Plasmazellen durch CXCL12 ins Knochenmark geleitet werden, diese
Zellen sind fur chronische Autoimmunerkrankungen von zentraler Bedeutung, da sie im Gegensatz zu
den T-Zellen mit den géngigen Therapeutika im Knochenmark nicht zu beeinflussen sind und vor der

klinisch apparenten Erkrankung gebildet werden [Hoyer et al., 2008].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass unabhangig der Rolle von CXCR4 bei der Transmigration
von Immunzellen durch die Blut-Hirn-Schranke ein tber die Interaktion von CXCL12 und CXCR4 ver-
mittelter Signalweg die Ursache fur das unterschiedliche Verhalten antigenunabhéangig von CD4+ und
CD8+ T-Zellen im ZNS ist. Der perivaskuldre Raum in dem sich die CD4+ T-Zellen ansammeln ist ein
Ort der Entziindungsinitierung, wo die T-Zellen auf lokale Antigen présentierende Zellen treffen und
autoaggressive T-Zellen reaktiviert werden kénnen. Anderseits ist es auch ein Ort der Immunregulati-
on, so dass der therapeutische Nutzen und die potentiellen Risiken einer CXCR4 Blockade abgewo-
gen werden mussen. Dies sollte im Zusammenhang mit den Hinweisen fir eine proinflammotorische
und antiinflammatorische Wirkung der CXCR4 Blockade im ZNS und auch in der Peripherie gesche-

hen. Dabei ist es wichtig, dass das Tiermodell der EAE zwar viele Gemeinsamkeiten mit der Multiplen
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Sklerose hat, aber dennoch Unterschiede bestehen und so vor allem auch Informationen, die man

Uber die Wirkung von CXCL12 beim Menschen hat, mit berlicksichtigt werden muissen.

Im Folgenden werden die Hinweise fir eine pro- und anti-inflammatorische Wirkung einer CXCR4
Blockade im ZNS im Hinblick auf eine mégliche Therapie entziindlicher ZNS-Erkrankungen insbeson-

dere der Multiplen Sklerose diskutiert.

Fur eine antiinflammatorische Wirkung spricht, dass man bei der Maus eine Verbesserung des Krank-
heitsverlaufes der EAE durch einen anderen Stammzellmobilisator, den Granulozyten-Kolonie stimu-
lierenden Faktor, genannt G-CSF fand [Zavala et al., 2002]. Dies war mit einer anti-inflammatorischen
Verdnderung und Th2 typischen Zytokinen verbunden, so dass man die Beteiligung von regulatori-
schen Lymphozyten vermutete. Dies wurde durch die Daten von Zou und Kollegen bestéarkt, die zei-
gen konnten, dass G-CSF die CXCL12 Expression in humanem Knochenmark runter reguliert, was zu
einem Freilassen von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen fuhrt, die dort anscheinend Uber den
CXCL12/CXCR4 Signalweg gehalten wurden [Zou et al., 2004]. Mittlerweile laufen Pilotstudien mit

einem humanen anti-G-CSF-Antikorper bei Multipler Sklerose.

Weiter spricht fir eine antiinflammatorische Wirkung, dass bei anderen autoimmunen Erkrankungen
und ihren Modellen die Blockade von CXCR4 mit AMD3100 sich zum Beispiel im Mausmodell der
rheumatoiden Arthritis und des Asthmas deutlich die Krankheitsverlaufe bessern [Matthys et al., 2001,
Gonzalo et al., 2000]. Im gesunden Zustand wird in diesen Geweben relativ gering CXCL12 expri-
miert. Die wahrend der Entziindungsreaktion auftretenden hohen Spiegel an CXCL12 und die Redu-
zierung der Symptome durch die Blockade von CXCR4 mit konsekutiver Verringerung der Expression
von Thl typischen Zytokinen vor Ort spricht dafir, dass hier CXCL12 an sich eine pro-
inflammatorische Wirkung hat und so die Blockade anti-inflammatorisch wirken kann.

Auch an der luminalen Seite der Gefalze im ZNS wird normalerwiese kaum CXCL12 exprimiert, im
Gegensatz zu Gefallen im ZNS von Multiple Sklerose Patienten [McCandless et al., 2008a], dies liel3e
eine anti-inflammatorische Wirkungsweise einer CXCR4 Blockade bei Patienten mit Multipler Sklerose
vermuten. Zusatzlich konnten Kdhler und Kollegen in der Maus zeigen, dass die Antagonisierung von
CXCL12 mittels eines kleinen synthetischen Analogons die Prdgung von enzephalitogen Zellen ver-

mindert und so der Krankheitsverlauf abgemildert wird [Kohler et al., 2008].

Aus den oben genannten Daten von McCandless und Kohler kann man schlussfolgern, dass eine
therapeutische CXCR4 Blockade vor allem peripher wirken sollte und nicht wie zum Beispiel
AMD3100 auch im ZNS jenseits der Bluthirnschranke. Anders als an der luminalen Seite der Gefal3e
wird im ZNS im Normalzustand CXCL12 relativ stark exprimiert, vor allem an der basolateralen Seite
der Gefal3e. Dies kann darauf hindeuten, dass dieses Chemokin im gesunden ZNS perivaskular eher
eine anti-inflammatorische Wirkung besitzen kénnte und somit die Blockade pro-inflammatorisch. Bei
einer aktiv induzierten EAE konnten McCandless und Kollegen bei der Blockade von CXCR4 durch
AMD3100 anders als Kéhler und Kollegen bei der Blockade durch ein synthetisches CXCL12 Analo-
gon einen schwereren Krankheitsverlauf beobachten. Die Blockade von CXCR4 wirkte insgesamt pro-
inflammatorisch [McCandless et al., 2006]. Meiron und Kollegen konnten durch Neutralisierung von
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CXCL12 zeigen, dass CXCL12 Uiber CXCR4 die Polarisierung von Thl-Zellen zu antigen spezifischen
regulatorischen T-Zellen bewirkt [Meiron et al., 2008]. Beide Gruppen beschreiben eine Verschlimme-
rung des Krankheitsverlaufes bei Blockade von CXCR4 oder Neutralisierung von CXCL12, so dass
die Blockade des CXCL12/CXCR4 Signalweges auch eine pro-inflammatorische Rolle zu spielen

scheint.

McCandless und Kollegen fanden, neben dem klinisch schlimmeren Krankheitsverlauf durch die chro-
nische Gabe von AMD3100 bei mit MOG immunisierten Mausen auch eine starkere Demyelinisierung
und Entziindungsreaktion. Wahrend es normalerweise bei Multipler Sklerose und EAE zu Ansamm-
lungen von Lymphozyten um die Gefal3e und umschriebener Demyelinisierung kommt, waren bei den
an EAE erkrankten Tieren, die mit AMD3100 behandelt wurden ausgedehnte Infiltrate in der weien
Substanz mit Schadigung der Myelinschichten beobachtet worden. Das wirde erklaren, warum die mit
AMD3100 behandelten an EAE erkrankten Mause im Rickenmark vermehrt Zytokine und Chemokine
wie zum Beispiel Interferon-y und TNFa exprimieren, welche Mikroglia aktivieren, sowie einen redu-

zierten Spiegel an Interleukin-10 aufweisen [McCandless et al., 2006].

Die verstarkte Expression von CXCL12 in Multiple Sklerose Lasionen im ZNS muss daher kein den
Entziindungsprozess férdernder oder verursachender Effekt sein, sondern im Hinblick auf unsere Er-
gebnisse und die von McCandless und Kollegen vielleicht vielmehr ein Versuch des Organismus, den
autoimmunologischen Prozess zu limitieren, indem CD4+ autoaggressive T-Zellen perivaskular gehal-
ten werden [McCandless et al., 2006; Siffrin et al., 2009] und daher die Blockade von CXCR4 im ZNS

pro-inflammatorisch wirkt.

Alle in Mausen durch AMD3100 gewonnen Erkenntnisse missen jedoch dahingehend mit Vorsicht
betrachtet werden, dass dieses Molekul fir die spezifische Wirkung an humanen CXCR4 entwickelt
wurde. Wie eingangs erwahnt, ist CXCR4 ein hoch konserviertes Molekil, welches beim Menschen,
bei Primaten, Katzen und bei den Nagetieren die gleichen zwei Aspartat Reste in der Interphase zwi-
schen den transmembrandsen Doménen und der extrazellularen Region aufweist, woran AMD3100
bindet [Hatse et al., 2002]. Aber die Wirkung von AMD3100 auf andere murine Chemokinrezeptoren
oder gar Rezeptoren anderer Familien wurde noch nicht ausreichend untersucht, um dies auszu-
schlieen. In unserer Arbeitsgruppe wurden transgene Mausmodelle entwickelt, um die eventuelle
unspezifische Bindung von AMD3100 in vivo zu umgehen und die oben beschrieben Effekte von
CXCR4 im Rahmen von Entziindungsreaktionen im ZNS zu untersuchen. Die fetalen Leberchiméren,
die defizient fir CXCR4 waren, konnten die Daten der AMD3100 Experimente bestatigen und zeigten
ebenfalls einen schlimmeren Krankheitsverlauf in der EAE und eine massive Infiltration von T-Zellen in
das Parenchym des ZNS [Siffrin et al., 2009].

Zusammenfassend scheint bei der Multiplen Sklerose eine therapeutische CXCR4 Blockade als
Schubprophylaxe nach dem heutigen Erkenntnisstand nicht sinnvoll so lange nicht eine selektive peri-
phere Blockade erzielt werden kann auf Grund der beobachteten pro-inflammatorischen Effekte der

Blockade im ZNS im Mausmodell der Erkrankung.
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Zusammenfassung

Multiple Sklerose (MS) ist neben der Epilepsie eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen im
jungen Erwachsenenalter in Europa und Nordamerika. Histologisch findet man im ZNS Demyelinisie-
rungs- und Entziindungsherde meist um mittelgroBe Gefalie. Zurzeit stehen vor allem autoreaktive
CD4+ T-Zellen in Verdacht die Krankheit zu vermitteln, nachdem sie in der Peripherie aktiviert wurden
und die Blut-Hirn-Schranke tberwunden haben. Uber das Verhalten der Immunzellen im Hirnparen-
chym ist noch wenig bekannt. In dieser Arbeit konnten mit Hilfe der Zwei Photonen Mikroskopie unter-
schiedliche T-Zellsubtypen auf ihrem Weg durch das ZNS Parenchym in nicht entzindlichen murinen
hippokampalen Hirnschnitten direkt beobachtet werden. Dabei zeigt sich, dass im Gegensatz zu nai-
ven T-Zellen nur aktivierte T-Zellen einwandern und CD4+ und CD8+ T-Zellen sich hinsichtlich ihres
Bewegungsmusters unterscheiden. Die CD4+ T-Zellen wandern auf der parenchymalen Seite an den
GefalRen auf und ab, wahrend die CD8+ T-Zellen sich ungerichtet durch das dichte Parenchym bewe-
gen. Es konnte CXCL12 als wichtiger Faktor identifiziert werden, der die CD4+ T-Zellen in der Nahe
der Gefalie hélt: die Blockade seines Rezeptors CXCR4 fihrt zu einem &hnlichen Wanderungsmuster
wie es die CD8+ T-Zellen zeigen. Dies korreliert mit aktuellen Daten von humanen organotypischen
Hirnschnittkokulturen und zeigt die Grenzen und Mdglichkeiten einer therapeutischen CXCR4 Blocka-
de fur Immunzellen im Gehirn auf.

Abstract

Multiple Sclerosis is next to epilepsy the most common neurological disease of the young adult in
North America and Europe. Characteristic for the disease are dissiminated lesions of demyelination
and inflammation around medium sized vessels in the CNS. Today, auto reactive T-cells are assumed
to cause the disease, after being activated in the periphery and having crossed the blood brain barrier.
We know only little about the fate of immune cells once they cross the blood brain barrier. In the pre-
sent analysis, different T-cell subsets have been tracked by two photon microscopy on their way
through the CNS parenchyma of non inflamed murine hippocampi. This work demonstrates differ-
ences in the motility of T-cells depending on their activation state, and a distinct migrational behaviour
of CD4+ and CD8+ T-cells. CD4+ T-cells show a CXCL12-dependent movement along the parenchy-
mal side of the vessels, while CD8+ T-cells move throughout the parenchyma. These results are in
agreement with recent analyses of human organotypic slice cocultures, and they point to the limita-
tions and possibilities of therapeutic CXCR4 antagonists to manipulate the movement and action of

immune cells in the brain.
Schlagworter: T-Zellen, ZNS, CXCR4, Zellverfolgung

Keywords: T-cells, CNS, CXCR4, cell tracking
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