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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Aufgabe des Immunsystems besteht in der Abwehr von Infektionen durch
Initierung einer Immunantwort gegen korperfremde Antigene. Im Falle von
Autoimmunitdt wendet sich das Immunsystem falschlicherweise gegen den
eigenen Organismus und initiiert durch eine adaptive Immunantwort gegen

korpereigene Antigene die Entstehung einer Autoimmunerkrankung.

Zur Pathogenese einer Autoimmunerkrankung bedarf es eines auf3erst komplexen
Zusammenspiels verschiedener Faktoren, welche zum Teil bis heute noch
unbekannt sind. Fur die Auslésung der Experimentellen Autoimmun-
Enzephalomyelitis (EAE) im Versuchstier Maus, welche als Tiermodell fur die
Multiple Sklerose (MS) des Menschen dient, sind diese Faktoren dagegen partiell

bekannt.

Die EAE ist eine T-Helfer 1 (Ty1) -vermittelte Autoimmunerkrankung, weshalb die
Aktivierung autoreaktiver Tyl-Zellen den entscheidenden Schritt zur Auslésung
der Erkrankung darstellt. Zudem spielt die genetische Pradisposition und damit die
Wahl des geeigneten Mausstammes eine Rolle. Begiinstigend fir den Eintritt in
das Zentrale Nervensystem (ZNS) uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und den
Zusammenbruch derselbigen, wirkt eine lokale Entziindung. Die Schnittmenge aus
diesen Faktoren scheint der Schlissel zur Induktion der Autoimmunerkrankung
EAE in der Maus zu sein (Abb. 1).

In der Primarphase der EAE-Induktion beobachtet man die Aktivierung
autoreaktiver Tyl-Zellen. Da in vivo die antigen-spezifische Aktivierung naiver T-
Zellen ausschlie3lich Gber Dendritische Zellen (DZ) vermittelt wird, spielen DZ

vermutlich auch bei der EAE-Induktion eine entscheidende Rolle.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der Dendritischen Zellen in der
Pathogenese der EAE zu eruieren. Zu diesem Zweck sollten die Aktivierungs-
Bedingungen charakterisiert werden, unter welchen in vitro generierte DZ in der

Lage sind, nach Antigenbeladung und Injektion die EAE auszulésen.
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Autoimmunitat:

Erhohte
Entzindung im
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Abb. 1: Essentielle Faktoren zur Induktion von Autoimmunitat im gesunden S&ugetierorganismus
Die Schnittmenge aus genetischer Préadisposition, T-Zellproliferation mit Unterdriickung von
T-Zelltoleranz und Entziindung im Zielorgan ist der Schlussel zur Induktion von
Autoimmunitét



2 Literaturubersicht

2.1 Das Immunsystem

Jeder hohere Organismus verfiigt zum Schutz vor Krankheitserregern Uber ein
Immunsystem. Dieses dient einerseits der Abwehr korperfremder pathogener
Mikroben wie Bakterien, Pilze, Protozoen, Viren oder Parasiten, andererseits aber
auch der Abwehr korpereigener Bedrohungen in Form von Tumoren. Hierzu

bedient es sich zweier sich ergdnzender Komponenten:

Die angeborene oder auch unspezifische Immunitat dominiert zu Beginn einer
Immunantwort, die adaptive oder spezifische Immunitat greift im direkten

Anschluss oder auch schon parallel in die Immunantwort ein.

2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Haut und Schleimhaute stellen die erste Komponente der angeborenen
Immunabwehr dar, sie erschweren als physikalisch-chemische Barriere das
Eindringen von Pathogenen. Weitere Komponenten sind auf molekularer Ebene
die Proteine des Komplementsystem, aul3erdem antimikrobielle Enzymsysteme
sowie unspezifische Mediatoren wie Interferone und Interleukine. Auf zellularer
Ebene kontrollieren Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
Dendritische Zellen den Organismus und werden aufgrund ihrer F&higkeit
Pathogene aufzunehmen und zu verdauen als Phagozyten bezeichnet. Naturliche
Killer- (NK-) Zellen spielen vor allem bei der Abwehr von Viren eine Rolle, indem

sie virusinfizierte Zellen erkennen und toten.

Die Erkennung von Pathogenen erfolgt Uber Mustererkennungsrezeptoren
(.,pattern recognition receptors®, PRRs) der Phagozyten, welche Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (,pathogen-associated molecular pattern®, PAMP)
auf den Fremd-Antigenen erkennen (MEDZHITOV und JANEWAY 2002;
MEDZHITOV 2001; KAISHO und AKIRA 2001). Ein typischer PRR ist der Toll-like
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Rezeptor 4 (TLR-4), der unter anderem von Neutrophilen, Makrophagen und DZ
exprimiert wird. Ein beschriebener Ligand ist das Lipopolysaccharid (LPS), ein
charakteristischer Bestandteil gramnegativer Bakterien (POLTORAK et al. 1998).

Makrophagen und DZ sind in der Lage, endozytierte Pathogene zu prozessieren
und Bruchsticke als Peptidfragmente auf ihrer Oberflache mit Hilfe von
Haupthistokompatibilititskomplex-Molekilen (,major histocompatibility complex”,
MHC) anderen Immunzellen, den T-Zellen zu prasentieren und somit eine
spezifische Immunantwort auszulosen. Aufgrund dieser Fahigkeit werden
Makrophagen und DZ zusammen mit B-Zellen als professionelle
antigenprasentierende Zellen (APZ) bezeichnet und bilden mit dieser Eigenschaft

eine Briicke vom angeborenen zum adaptiven Immunsystem.

2.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem ist das adaptive Immunsystem
speziell auf einen Erreger abgestimmt. Nach Erstkontakt mit einem Antigen
werden so genannte Gedachtniszellen gebildet. Dieses immunologische
Gedéachtnis fuhrt dazu, das der Organismus auf eine wiederholte Exposition mit
dem gleichen Erreger spezifischer, schneller und heftiger reagieren kann, als tiber
die angeborene Immunitat. Die adaptive Immunitat wird durch T- und B-
Lymphozyten vermittelt. Beide Zelltypen haben ihren Ursprung in der
hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. Die auch als priméar
lymphatischen Organe bezeichneten Bildungs- und Differenzierungsorte sind fur
die B-Zellen zunachst die fotale Leber, spater das Knochenmark. Die

Differenzierung der T-Zellen findet im Thymus statt.

Im Laufe der Ontogenese erfolgt die ,Pragung“ der Lymphozyten auf die
Antigenerkennung. Wahrend der positiven Selektion Uberleben nur die
Lymphozyten, deren T-Zellrezeptoren in der Lage sind, mit den MHC-Molekilen
des Organismus zu interagieren. Bei der sich anschlieRenden negativen Selektion
werden solche Lymphozyten aussortiert, die korpereigene, sogenannte

Autoantigene erkennen.
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Nach Ausreifung verlassen die naiven Lymphozyten ihre Bildungsorte und
gelangen Uber die Blutbahn zu den sekundaren lymphatischen Organen, wo sie in

B- und T-Zellarealen akkumulieren.

B-Zellen konnen mithilfe ihres B-Zell-Rezeptors (BZR) l6sliche und auf Zellen
exprimierte Antigene erkennen und binden. Sie gehéren zusammen mit
Makrophagen und DZ zu den professionellen APZ und sind somit in der Lage,
Antigene zu endozytieren, zu prozessieren und auf ihrer Oberflache anderen

Immunzellen auf MHC-Molekllen zu prasentieren.

B-Zellen zeichnen sich nach Aktivierung und Differenzierung in Plasmazellen
durch die Bildung einer Vielzahl von Antikérpern (Immunglobulinen) aus. Eine B-

Zell-vermittelte Immunitat wird auch als humorale Immunantwort bezeichnet.

Eine durch T-Zellen vermittelte Immunantwort wird als zellulare Immunitat
bezeichnet. T-Zellen sind im Gegensatz zu B-Zellen nicht in der Lage freie
Antigene zu binden. Vielmehr sind sie auf die Hilfe von APZ angewiesen, welche
ihnen Antigene in Form von Peptidfragmenten, gebunden an MHC-Molekile,

prasentieren.

Es werden zwei Klassen von MHC-Molekilen unterschieden, was hinsichtlich der
Qualitat der Immunantwort von Wichtigkeit ist: MHC-1 Moleklle befinden sich auf
der Oberflache jeder kernhaltigen Zelle und prasentieren Peptide mit einer Lange
von 8-11 Aminosauren. MHC-II Molekille dagegen werden fast ausschlief3lich auf
der Oberflache professionell antigenprésentierender Zellen (APZ) exprimiert und
konnen Peptide mit einer Lange von 10-30 Aminosauren an T-Zellen prasentieren.
Die Prasentation endogener Antigene uber MHC-1 fuhrt zur Aktivierung
zytotoxischer CD8" T-Zellen, wodurch es zur Eliminierung dieser Zellen kommt. Im
Gegensatz dazu nehmen APZ exogene Fremdproteine auf, welche sie iber MHC-
Il sogenannten CD4" T-Helfer- (Ty-) Zellen prasentieren. CD4" Ty-Zellen
existieren in verschiedenen Aktivierungsformen, die sich im Charakter ihrer
Zytokinproduktion und somit in der Art der induzierten Immunantwort deutlich
unterscheiden. Auf den Vorgang der T-Zellaktivierung und die Qualitat der

jeweiligen Immunantwort wird noch naher im Abschnitt 2.2.2 eingegangen.
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2.2 Die Rolle Dendritischer Zellen (DZ) im Immunsystem

DZ spielen, wie bereits erwahnt, eine zentrale Rolle im angeborenen und
adaptiven Immunsystem. Herausragend ist dabei zum einen die Induktion primarer
adaptiver Immunantworten, zum anderen aber auch die Induktion

immunologischer Toleranz.

2.2.1 Herkunft, Lokalisation, Subtypen und Morphologie

Zur Zeit werden verschiedene DZ-Subtypen unterschieden, denen gemein ihr
Ursprung in der hAmatopoetischen Stammzelle ist (SHORTMAN und LIU 2002).

Die bekanntesten und als erstes entdeckten DZ sind die Langerhans Zellen (LZ2),
welche als unreife DZ in der Epidermis lokalisiert sind. Charakteristisch ist die
Expression von Birbeck-Granula, Langerin und E-Cadherin (ROMANI et al. 1985;
SCHULER und STEINMAN 1985; LARSEN et al. 1990). Weitere DZ-Subtypen
wurden ursprunglich in myeloide oder lymphoide DZ unterteilt. Allerdings zeigen
neueste Erkenntnisse, dass lymphoide Vorlauferzellen auch zu myeloiden DZ
differenzieren konnen und umgekehrt (MANZ et al. 2001). Momentan werden sie
deshalb als klassische oder konventionelle DZ bezeichnet.

Plasmazytoide DZ stellen einen weiteren Subtyp dar. Sie stammen ebenfalls von
hamatopoetischen Stammzellen ab (HOCHREIN et al. 2002) und exprimieren
Marker aus verschiedenen Zellreihen, wie beispielsweise B-Zellen (B220) oder
Granulozyten (Gr-1) (NAKANO et al. 2001; NIKOLIC et al. 2002). Ihre
Hauptaufgabe besteht nach bisherigem Kenntnisstand in der Produktion von IFN-
a und damit der Abwehr viraler Infektionen (CELLA et al. 2000). Aktuelle Daten
zeigen, dass Vorlauferzellen plasmazytoider DZ auch in klassische DZ
differenzieren kdnnen (CHICHA et al. 2004).

Bei der Generierung von DZ in vitro sind neben peripheren Blutmonozyten
(Mensch) Knochenmarkszellen (Maus) die wichtigsten Vorlaufer. LZ werden in
vitro aus CD14" Vorlauferzellen in Anwesenheit von GM-CSF/TNF-a und

.rransforming growth factor-b* (TGF-b) kultiviert (JAKSITS et al. 1999). Aus
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humanen und murinen Blutmonozyten kénnen mit Hilfe von GM-CSF +/- IL-4 DZ
generiert werden, Knochenmarks-DZ entstehen nach Kultivierung mit GM-CSF
(INABA et al. 1992; LUTZ et al. 1999; Abb. 2 nach LUTZ).

Abb. 2: Fotografie (400x) einer Knochenmarkskultur am finften und zehnten Tag der
Kultivierung (Foto von LUTZ) Die Kultivierung von DZ aus Knochenmark erfolgt in R10-
Medium mit dem Wachstumsfaktor Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender
Faktor (,,granulocyte-macrophage colony stimulating factor*, GM-CSF). Nach funf Tagen
besteht die Kultur vorwiegend aus unreifen DZ und adharenten Makrophagen und
Granulozyten, nach zehn Tagen sind reife DZ mit den typischen ,,Segeln* in der Kultur
vorhanden (LUTZ et al. 1999)

Die Funktion der DZ ist abhangig von ihrem Differenzierungsstadium. So werden
unreife und reife DZ unterschieden, welche sich nicht nur grundlegend in ihrem
Phanotyp, sondern auch hinsichtlich ihrer Aufgabe voneinander abgrenzen.
Unreife DZ, wie die epidermalen LZ und die dermalen DZ, haben im Immunsystem
eine Kontrollfunktion, sie besiedeln die peripheren Organe und zeichnen sich
durch eine hohe Endozytosefahigkeit aus. Antigene werden mittels Phagozytose,
Makropinozytose  oder  rezeptorvermittelter = Endozytose  aufgenommen
(BANCHEREAU et al. 2000). DZ exprimieren auf ihrer Oberflache Toll-like
Rezeptoren, welche genetisch determiniert sind und zur Familie der PRR gehdoren.

Durch Erkennung spezifischer Pathogen-assoziierter molekularer Muster kommt
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es zur Aktivierung der DZ und somit zur Induktion der erworbenen Immunitat
(TAKEDA et al. 2003; MEDZHITOV und JANEWAY 2000; REIS E SOUSA 2004,
AKIRA 2001). Die Aktivierung fuhrt zur Wanderung der DZ in die drainierenden
Lymphknoten. Mediatoren, welche die Auswanderung induzieren, sind unter
anderem TNF-a, IL-1b und die fur Bakterien typischen Cytosin/Guanosin reichen
Oligonucleotid-sequenzen (CpG) (BAN et al. 2000) und LPS, welches seine
Wirkung wahrscheinlich indirekt Gber TNF-a vermittelt (ROAKE et al. 1995).
Wahrend ihrer Wanderung prozessieren die unreifen DZ das aufgenommene
Antigen (INABA et al. 2000), regulieren ihre Oberflachenmolekile hoch und
differenzieren zu reifen DZ. Sie verlieren ihre Endozytosefahigkeit (SALLUSTO et
al. 1995) und dienen nun der Aktivierung naiver T-Zellen durch Prasentation der
aufgenommenen Antigene am Endpunkt ihrer Migration in den T-Zell-Arealen des

Lymphknotens.

Unreife DZ besitzen nur sehr wenige MHC-Molekiile auf der Oberflache und keine
bzw. nur sehr wenige kostimulatorische Molekule. Reife DZ dagegen exprimieren
eine Vielzahl an MHC-Molekilen auf ihrer Oberfliche und sehr viele
kostimulatorische Molekile wie B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) (CELLA et al. 1997,
BANCHEREAU und STEINMAN 1998; TURLEY et al. 2000; Abb. 3). Des
Weiteren sezernieren reife DZ in Abhangigkeit vom erkannten Pathogen
verschiedene Zytokine. Neben IL-12 initiiert auch IL-23, welches ebenfalls zur IL-
12 Familie gehort, eine Tyl-Immunantwort (BROMBACHER et al. 2003). IL-1 und
TNF-a werden auch im Zusammenhang mit der Initialisierung einer Tyl-

Immunantwort sezerniert.
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Periphere Organe Lymphknoten

Antigen Antigen
Aufnahme Présentation
IL-12, IL-1,
IL-6, TNF-a,
IL-23
Unreife DZ Reife DZ

viel Endozytose keine Endozytose

wenig MHC Il viel MHC 1l

wenig Kostimulation viel Kostimulation

keine Zytokine viel Zytokine

Abb. 3: Aufgaben und Eigenschaften von Dendritischen Zellen Unreife DZ besitzen die Fahigkeit

zur Endozytose. Ausgeldst durch pathogenes Material, welches vor allem (iber TLR gebunden
wird, wandern die DZ zu den drainierenden Lymphknoten. Auf ihrer Wanderung reifen sie
heran und dienen dann fast ausschlieBlich der Antigenprasentation. Charakteristisch ist die
Hochregulierung der Oberflachenmolekiile wie MHC-1I und kostimulatorischer Molekiile.
Als Antigen-prasentierende-Zelle produziert sie je nach aufgenommenem Antigen
verschiedene Zytokine und beeinflusst so die Qualitat der Immunantwort (LUTZ 2000)
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2.2.2 T-Zellaktivierung

Die Hauptaufgabe reifer DZ besteht in der T-Zellaktivierung in den T-Zell-Arealen
des drainierenden Lymphknotens. Eine vollstandige T-Zellaktivierung besteht aus
mehreren Schritten verschiedener Interaktionen zwischen der DZ und der T-Zelle.
Auf Seiten der T-Zelle dient der TZR zur Antigenerkennung. Er besteht aus zwei
Untereinheiten (a und b oder g und d) die Uber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind und am genetisch hoch variablen, extrazellularen N-Terminus
MHC-Peptid-Komplexe binden kénnen. Diese TZR-MHC-Bindung zwischen DZ
und T-Zelle stellt das erste Signal der T-Zellaktivierung dar (BANCHEREAU et al.
2000). Das zweite Signal stellt die Interaktion von kostimulatorischen Molekiilen,
wie B7-1 bzw. B7-2 mit CD28 dar (STEINMAN et al. 1999). Diese Interaktion fihrt
zur Produktion von IL-2 durch die aktivierten T-Zellen. IL-2 wirkt wiederum
aktivierend auf die T-Zellen durch Bindung an IL-2 Rezeptoren. Neben CD28 wird
nach Aktivierung als zuséatzlicher Rezeptor CTLA-4 exprimiert, welcher eine etwa
20 mal héhere Affinitat zu B7 hat und die Produktion des T-Zellwachstumsfaktor
IL-2 wieder limitiert. Induziert durch die Aktivierung der T-Zellen, wird auf deren
Oberflache das CD154 Molekul exprimiert, welches der Ligand fur das CD40
Antigen von DZ ist. Durch deren Interaktion nimmt die Expression von
kostimulatorischen Molekilen weiter zu, wodurch wiederum die Aktivierung naiver
T-Zellen verstarkt wird (JANEWAY 1997).

Produzieren DZ das zentrale proinflammatorische Zytokin IL-12, dessen bioaktive
Form IL12p70 an den IL-12 Rezeptor auf der aktivierten T-Zelle bindet erfolgt die
Differenzierung zur Tyl-Effektorzelle (MACATONIA et al. 1995). Tyl-Zellen
produzieren die Zytokine IFN-g, TNF-a und IL-2. IFN-g aktiviert CD8" zytotoxische
T-Zellen, welche als Effektorzellen die zellulare Immunitat vermitteln, aber auch
Makrophagen der angeborenen Immunabwehr und den Klassenwechsel zu IgG2a

in der Maus.

Parasitare Produkte induzieren eine Ty2-Antwort (MOSER und MURPHY 2000).
Das Zytokin zur Ty2-Differenzierung ist IL-4. Dessen initiale Synthese stammt

vermutlich von NKT-Zellen oder Basophilen und ist spater in der aktivierten T-Zelle
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nachweisbar und wird durch exogenes IL-4 weiter hochreguliert. Von Ty2-Zellen
produzierte Zytokine sind IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Neben der Wirkung durch
Sekretion von Zytokinen unterstiitzen Ty2-Zellen die Differenzierung von B-Zellen
zu Ig und 1gG1 produzierenden Plasmazellen und die Aktivierung von

Eosinophilen.

2.2.3 Tolerogene DZ

Neben der Induktion von Immunantworten ist die Induktion von immunologischer
Toleranz eine wichtige Eigenschaft von DZ. Hierbei werden die zentrale Toleranz,
welche wahrend der Entwicklung der T-Zellen im Thymus greift und die periphere
Toleranz, die sich verschiedener Mechanismen bedient, unterschieden
(BANCHERAU und STEINMAN 1998).

Die zentrale Toleranz, welche durch die negative Selektion vermittelt wird, ist
lickenhaft. Die Kreuzreaktivitdt von Fremd- und Autoantigenen l&sst nicht zu, dass
alle autoreaktiven T-Zellen durch negative Selektion beseitigt werden kdonnen, da
sonst eine Immunantwort auf Fremdantigene nicht mehr méglich ware (MASON
1998). Negativ selektiert werden konnen daher nur T-Zellen mit einem TZR, der
korpereigene Antigene mit hoher Affinitat erkennt. Hieraus ergibt sich eine
Prasenz von autoreaktiven T-Zellen mit niederer TZR Affinitdt auch im gesunden
Organismus. Um Autoimmunreaktionen als Folge zu verhindern, bedient sich der

Organismus der peripheren Toleranz, die Uber funf Mechanismen verfugt:

Die immunologische Ignoranz bezieht sich auf die Expression von Selbstantigenen
in Organen, die von autoreaktiven T-Zellen im Normalfall nicht wahrgenommen
werden. Erst nach deren spezifischen Aktivierung kénnen sie in die Organe

eindringen.

Die Deletion ist nicht nur ein Mechanismus der zentralen Toleranz, sondern
durchaus auch der peripheren Toleranz. So wird die antigenspezifische Deletion
von CD8" T-Zellen mittels Apoptose durch DZ vermittelt, welche das Antigen im
Gewebe aufnehmen und in den sekundaren Lymphorganen tolerogen
prasentieren (HAWIGER et al. 2001).

11
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Immundeviation bezeichnet den Wechsel von der einen Art der T-Helfer-Zell-
Immunantwort zu einer Immunantwort der entgegengesetzten Wirkung. So ist es
moglich durch gezielte Induktion einer Ty2-Immunantwort in einer Tyl-vermittelten
Autoimmunerkrankung diese zu unterdriicken (JANEWAY 1997).

Bei der Anergieinduktion werden T-Zellen Uber den TZR aber ohne Kostimulation
durch CD28 antigenspezifisch aktiviert und sind danach funktionell inaktiv. Nur
durch sehr hohe Dosen des T- Zell Aktivierungszytokins IL-2 oder andere
polyklonale Stimuli kann der Zustand der Anergie revertiert werden. Bisherige
Untersuchungen fihrten zu der Annahme, dass die Anergieinduktion aus der
Interaktion einer unreifen DZ mit einer naiven T-Zelle ohne die Beteiligung
kostimulatorischer Molekule resultiert (SCHWARTZ et al. 1989). Tatsachlich
zeigten nahere Untersuchungen, dass Anergieinduktion CTLA 4 Signale, und
damit B7-Molekile auf den DZ bendétigt (ABBAS 2003).

Jingere Studien belegen die Existenz von sogenannten regulatorischen T-Zellen
(Tr-Zellen) und in diesem Zusammenhang die Rolle von DZ zur Toleranzinduktion.
Zur Zeit sind drei Populationen von Tr-Zellen bekannt (UMETSU et al. 2002).
Unterschieden werden natirliche und induzierbare Tgr-Zellen. Induzierbare Tg-
Zellen sind zum Einen sogenannte Trl-Zellen, welche sich durch die Produktion
des regulatorischen Zytokins IL-10 auszeichnen und zum Anderen sogenannte
Th3-Zellen, welche das regulatorische Zytokin ,transforming growth factor-b* TGF-
b sezernieren. Beide Zytokine verhindern die Proliferation antigenspezifischer T-
Zellen und die Reifung von DZ (GROUX et al. 1997; CHEN et al. 1994). Die
Generierung induzierbarer Tr-Zellen erfolgt durch Inkubation mit IL-10, demnach

sind in vivo IL-10 produzierende DZ die Vermittler von Toleranz.

Zu den natirlichen Tg-Zellen gehéren die CD4'CD25" T-Zellen, die bereits im
Thymus entstehen und einen Anteil von 5-10 % der Gesamt-T-Zellpopulation
eines Organismus ausmachen. lhre regulatorische Wirkung vermitteln sie tber
direkten Zellkontakt (SAKAGUCHI et al. 1995; THORNTON und SHEVACH,
1998). SHEVACH (2002) und KOHM et al. (2002) zeigten, dass der Transfer
CD4'CD25" T-Zellen vor Induktion einer Tyl-vermittelten Autoimmunerkrankung,

diese in ihrer Auspragung deutlich reduzierte.
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2.3 Autoimmunitat

Autoimmunitat ist eine adaptive Immunreaktion, welche gegen koérpereigene
Antigene gerichtet ist. Man unterscheidet organspezifische und systemische
Autoimmunerkrankungen, je nachdem, ob nur ein Organ oder ein Gewebe
betroffen ist, oder im Blut zirkulierende Immunkomplexe eine systemische
Ausweitung der Erkrankung anzeigen (MARRACK et al. 2001; OHASHI 2002).

Zu den organspezifischen Autoimmunerkrankungen gehdren unter anderem die
Multiple Sklerose (MS), bei der es durch Aktivierung autoreaktiver T-Zellen zu
einer Demyelinisierung von Axonen des ZNS kommt und der Insulin-abhangige
Diabetes mellitus (IDDM), bei dem die Inselzellen des Pankreas zerstort werden.
Beispiele fur systemische Autoimmunerkrankungen sind der Systemische Lupus
erythematosus (SLE), welcher durch Autoantikbrper gegen ubiquitare Antigene
gekennzeichnet ist, und die Rheumatoide Arthritis (RA), bei der zunachst
Gelenkknorpelstrukturen, bei schwerem Verlauf jedoch fast alle Organe betroffen
sein konnen (MARRACK et al. 2001).

Bei Autoimmunerkrankungen dominiert im Allgemeinen eine Immunantwort
entweder des einen oder des anderen Ty-Phéanotyps. Bei Autoimmun-
erkrankungen, bei denen Antikorper (AK) eine pathogene Rolle spielen, Gberwiegt
der Einfluss von Tu2-Zellen. Hingegen dominieren bei entzindlichen
Autoimmunerkrankungen, bei denen Antikdrper im Gegensatz zu T-Zellen nur eine
untergeordnete oder keine Rolle spielen, Ty1-Zellen (JANEWAY 1997).

Die Ursachen fur das Zustandekommen einer Autoimmunerkrankung sind bis
heute noch nicht eindeutig geklart. So besteht unter anderem eine Assoziation
bestimmter HLA-Molekile mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen. Eine
grofRe Rolle bei T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen spielen Gene die fur
den MHC-Komplex kodieren und damit festlegen, welche Antigene im
Immunsystem prasentiert werden. Sie sind nicht nur far die individuelle
Prasentation wahrend einer Immunantwort zustdndig, sondern auch fir die

Prasentation von Selbstantigenen (z.B. Myelinantigenen) wahrend der
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Thymusentwicklung und somit fur die positive oder negative Selektion von

autoreaktiven und regulatorischen T-Zellen.

Einen weiteren Einfluss stellen Umweltbedingungen dar; so kdnnen von
grampositiven Bakterien gebildetes LPS, Mykobakterien, Viren und Toxine eine
Immunreaktion auf ein Fremd- oder Selbstantigen wesentlich verbessern. Sie
stimulieren als Adjuvans die Reifung und Prasentationsfahigkeit von professionell
antigenprasentierenden Zellen und fordern die Wanderung von DZ in die
lymphoiden Organe zur T-Zellaktivierung (CHILLER et al. 1973; KEARNEY et al.
1994; VELLA et al. 1997).

Einige Autoimmunkrankheiten zeigen zudem eine eindeutige geschlechts-
spezifische Haufung, womit ein Zusammenhang zwischen dem Hormonstatus
eines Individuums und Autoimmunerkrankungen zu bestehen scheint (JANEWAY
1997).

Des Weiteren gibt es den Prozess der molekularen Mimikry, bei dem ein Antigen
eines Mikroorganismus einem Selbstantigen &hnelt und so eine kreuzreaktive
Autoimmunantwort induzieren kann (OLDSTONE 1998).

2.4 Experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) als T 1-
vermittelte Autoimmunerkrankung

Die EAE st ein gut untersuchtes Tiermodell fir immunologische,
demyelinisierende Krankheiten beim Menschen wie z.B. Multiple Sklerose (MS)
(STEINMAN 1996; WEKERLE 1998). Es ist eine durch Tyl-Zellen vermittelte
Autoimmunerkrankung des ZNS, welche histologisch durch entzindliche
perivaskulare Infiltrate im ZNS gekennzeichnet ist und sich klinisch, initial durch
Druck auf die Myelinscheiden, welcher durch zunehmende Odematisierung
ausgelost wird, spater durch eine Demyelinisierung der Axone, in einer
fortschreitenden Lahmung auf3ert. Die Autoimmunreaktion ist dabei gegen ganz
bestimmte Komponenten der Myelinscheide gerichtet: Myelin Basisches Protein
(MBP), Myelin assoziiertes Glykoprotein (MAG), Myelin-Oligodendroglia-
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Glykoprotein (MOG) und das Proteolipidprotein (PLP) (NOSEWORTHY et al.
2000; O'CONNOR et al. 2001) .

2.4.1 Induktion der EAE im Versuchstier Maus

Zur Induktion der EAE nutzt man abhangig vom Haplotyp des jeweils verwendeten

Mausstammes verschiedene Proteine oder deren Peptide (Tab. 1).

Tab. 1: EAE-empfangliche Mausstamme mit verwendeten enzephalitogenen Peptiden sowie deren
typischen Krankheitsverlaufe

Mausstamm Haplotyp Myelinkomponente EAE-Verlauf

C57BL/6 H-2° MOGs3s.55 Monophasisch
MOG-Protein progressiv, chronisch

SJL H-2° MOGag2-106 Progrc_a;siv mit teilweiser
MBPs4-104
PLP139.151
PLP175.101

PL/J H-2" MOG3s.55 Akut, selbst limitierend,
MBPas.47 keine Ruckfalle
PLP43.64

C3H H-2 PLP103.116

SWR H-21 PLP215.232

Zur aktiven EAE-induktion wird das Myelinantigen als Peptid oder als Protein in
kompletten Freund’schen Adjuvans (,complete Freund’'s adjuvans®, CFA)
emulgiert und anschliel3end subkutan (,subcutaneous*, s.c.) injiziert. CFA besteht
aus einer MineralGlfraktion, welche inaktivierte Mykobakterien enthalt. Zusatzlich
wird Pertussis Toxin (PT) intraperitoneal injiziert. Bei diesem Vorgang werden
autoreaktive Tyl-Zellen aktiviert, welche ins ZNS einwandern und die
Myelinscheide angreifen (OWENS et al. 1998). Die alleinige Injektion von Myelin-
Antigenen emulgiert in Adjuvans, ohne Mykobakterien und PT, fuhrt zwar zu einer
peripheren T-Zellaktivierung, eine Auslosung der EAE bleibt jedoch aus (BRABB
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et al. 1997). Fur die passive Induktion der EAE werden aktivierte enzephalitogene
T-Zellen eines EAE-erkrankten Tieres in naive Tiere transferiert, welche dann
innerhalb weniger Tage erkranken (BERNARD et al. 1992; WEKERLE et al.
1994).

2.4.2 Zellen und Zytokine bei der EAE

Nach bisherigen Erkenntnissen sind mehrere Zelltypen im Geschehen der EAE
involviert. Schlusselfigur sind in der Peripherie aktivierte autoreaktive Tyl-Zellen,
die in der akuten Phase der EAE Uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ins ZNS
einwandern. Eine zentrale Rolle kommt au3erdem dem Zytokin IL-12 zu.

Sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunitat ist IL-12
herausragend (TRINCHIERI 1998; ADORINI et al. 1996; MA et al. 1996). IL-12
besteht als Heterodimer aus zwei kovalent gebundenen Untereinheiten, p35 und
p40. Wéahrend die p35 Untereinheit allein nicht sezerniert werden kann und auch
keine biologische Wirksamkeit zeigt, ist die p40 Untereinheit in mehrerer Hinsicht
biologisch aktiv. Als Homodimer ist das p40 Molekll ein potenter kompetitiver
Antagonist von IL-12 Heterodimer (HEINZEL et al. 1997; GILLESSEN et al. 1995;
MATTNER et al. 1993; KATO et al. 1996). HA et al. (1999) wiesen zudem dem
p40 Molekul eine chemotaktische Wirkung auf Makrophagen nach. Weitere
Mitglieder der IL-12 Familie sind das IL-23, welches aus der p40 Untereinheit und
der p19 Untereinheit besteht und von aktivierten Makrophagen und DZ produziert
wird (OPPMANN et al. 2000; BROMBACHER et al. 2003). Im Gegensatz zu IL-12
hat das murine IL-23 keinen Einfluss auf naive T-Zellen, vielmehr aktiviert es
sogenannte Tyl7-Zellen, welche sich vor allem durch die Produktion von IL-17
auszeichnen (BROMBACHER et al. 2003; LANGRISH et al. 2005). CUA et al.
(2003) zeigten, dass nicht IL-12, sondern IL-23 das entscheidende Zytokin fiur die
Entzindung im ZNS im Geschehen der EAE ist.

IL-27 ist das zuletzt entdeckte Zytokin, welches zur IL-12 Familie gehort.
Bestehend aus dem Epstein-Barr-Virus induziertem Gen 3 (EBI3), welches
Homologie zur p40-Untereinheit hat, und der p28 Untereinheit, ist es beteiligt an
der frihen Induktion einer Tyl-Immunantwort (BROMBACHER et al. 2003).
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Die wichtigsten Quellen von IL-12 stellen Monozyten, Makrophagen und DZ dar,
aber auch Granulozyten und B-Zellen kbnnen nach Stimulation IL-12 produzieren
(TRINCHIERI 1998). Die IL-12 Wirkung findet sich vor allem an T- und NK-Zellen,
die nach IL-12 Stimulation eine Reihe von Effekten zeigen, u.a. eine verstarkte
Proliferation, die Aktivierung von NK-Zellen und erhdhte zytotoxische Aktivitat von
NK- und CD8-Zellen. Weiterhin bedingt die IL-12-Stimulation von CD4-Zellen
wahrend der Antigenprasentation die Entwicklung eines Tyl-Phénotyps dieser T-
Zellen. Ein sehr wichtiger Effekt ist schlie3lich die IL-12-induzierte Produktion von
IFN-g durch T- und NK-Zellen, schlief3t sich hierdurch doch ein hochwirksamer
positiver Rickkopplungsmechanismus, da IFN-g wiederum die IL-12 Produktion in
Makrophagen, DZ u.a. steigert (TRINCHIERI 1997; TRINCHIERI 1998). Die
Bedeutung von IL-12 im Rahmen der EAE ist gro3. So wurden eine zerebrale IL-
12 Expression im ZNS von Multiple Sklerose Patienten (WINDHAGEN et al. 1995)
und ebenso im ZNS EAE-erkrankter Mause (OWENS et al. 1998; BRIGHT et al.
1998) nachgewiesen. Neben infiltrierenden Immunzellen exprimieren ebenso
hirneigene Zellen wie Mikrogliazellen und Astrozyten IL-12 (STALDER et al. 1997,
ALOISI et al. 1997; CONSTANTINESCU et al. 1996).

Die Relevanz von IL-12 im Rahmen der EAE wird vor allem durch Beobachtungen
belegt, dass die Gabe von IL-12 Antikdrpern die EAE-Symptome erheblich
abschwachen und IL-12 KO Mause resistent gegen EAE sind (LEONARD et al.
1995; LEONARD et al. 1996; SEGAL et al. 1998).

Das ZNS galt lange als vom Immunsystem vollkommen abgeschirmt. Zwar stellt
die Blut-Hirn-Schranke (BHS) tatséchlich eine starke Barriere dar und die
Expression von Oberflachenmolekilen mit immunologischer Funktion auf
Neuronen oder Gliazellen fehlt oder ist nur gering, dennoch kontrollieren im
physiologischen Zustand naive und auch vereinzelte aktivierte Lymphozyten das
ZNS (HICKEY et al. 1991; HICKEY 1991). Im pathologischen Zustand findet eine
Hochregulierung der verschiedensten Oberflachenrezeptoren wie MHC,
.intercellular adhesion molecules* (ICAMs), kostimulatorischer Molekile (RIDET et
al. 1997) sowie Zytokinen (OWENS et al. 1994; HOPKINS und ROTHWELL
1995), Chemokinen und deren Rezeptoren statt (GLABINSKI und RANSOHOFF
1999; ASENSIO und CAMPBELL 1999).
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Die BHS wird auf der einen Seite von Kapillarendothelzellen, welche durch ICAMs
verbunden sind, und auf der anderen Seite von perivaskularen Gliastrukturen
gebildet. Selektine suchen gezielt Immunzellen aus dem Blut aus, welche geeignet
scheinen, das ZNS zu kontrollieren. Chemokine locken durch ihre chemotaktische
Wirkung die vorher selektierten Immunzellen an und verbinden sich mit den
chemotaktischen Chemokin-Rezeptoren (CCRs), welche auf deren Zelloberflache
exprimiert werden. Durch diese Verbindung verlangsamen die Immunzellen ihre
FlieRgeschwindigkeit und nahern sich dem Kapillarendothel an (,Rolling).
Aktivierte T-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache ,Very late antigen“-4
Molekile (VLA-4), diese verbinden sich mit ,Vascular cell adhesion“-1 Molekilen
(VCAM-1), welche sich auf der Oberflache der GefafRendothelzellen befinden.
Durch Eingehen dieser festen Bindung werden die T-Lymphozyten angeregt die
BHS zu durchdringen. Zu diesem Zweck produzieren sie Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), welche gezielt die ICAM-Verbindungen der
Endothelzellen untereinander aufbrechen kénnen (MALIK et al. 1996; GOETZL et
al. 1996). MMPs verdauen zudem Myelinproteine (GIJBELS et al. 1993;
CHANDLER et al. 1995). Eine gesteigerte Aktivitat von MMP’s wurde in MS-
Patienten wahrend eines akuten Schubes gemessen. Erhdhte Werte fanden sich
auch bei EAE-erkrankten Tieren (GIJBELS et al. 1992; MAEDA und SOBEL 1996;
CUZNER et al. 1996; CLEMENTS et al. 1997).

Die Durchwanderung der BHS wird durch die nachfolgende lokale Entziindung im
ZNS noch wesentlich verstarkt, grol3e Bedeutung hat das Tyl-Zytokin IFN-g,
welches zu einer verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen fuhrt (TRUPP et al. 1997). Eine Reaktivierung erfahren ins ZNS
eingewanderte T-Zellen bereits perivaskular, wo sessile APZ wie Astrozyten,
Mikrogliazellen und Makrophagen Myelinantigene Uber MHC-II Molekile
prasentieren. Der Einfluss der proinflammatorischen Zytokine IFN-g und TNF-a
fuhrt noch zu einer verstarkten MHC-II Expression und Autoantigenprasentation
durch APZ (WINGERCHUK 2001). Naive, im ZNS patrouillierende T-Zellen
werden zu Tyl-Zellen aktiviert und Makrophagen weiter rekrutiert. Zytotoxische T-
Zellen werden durch verstarkte Expression tUber MHC-I Rezeptoren stimuliert
(LEE 1999).
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Ein Teil der Zerstoérung der Myelinscheide wird durch die myelintoxischen Zytokine
IFN-g und TNF-a vermittelt, welche in den myelinbildenden Oligodendrozyten
Apoptose induzieren. Durch die Produktion oxidativer Radikale wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Wasserstoffperoxid (H.O,) durch APZ, erfolgt die
Demyelinisierung mittels Lipidperoxidation (TRAPP 1999). Durch Zerstérung der
Myelinscheide fallt Detritus an, der von den ZNS-Makrophagen phagozytiert und

erneut T-Zellen prasentiert wird, womit die Entztindungsreaktion voranschreitet.

Immunhistopathologisch zeigen sich perivaskular und parenchymal lokalisierte
Zellinfiltrate aus CD4" und CD8" T-Zellen in der weiRen Substanz des

Nervensystems.

2.4.3 Mycobacterium tuberculosis (MT) bei der EAE und die Wirkungen auf DZ

MT wird bei der aktiven Induktion der EAE in hitzeinaktivierter Form verwendet.
Als Bestandteil des CFA ist es in der subkutan injizierten Emulsion enthalten und
induziert in DZ und Makrophagen die Synthese von IL-12, welches zu einer
ausgepragten Tyl-Antwort fuhrt (MUTIS et al. 1993).

MT beinhaltet u.a. die Glykolipide Trehalose dimycolate (TDM) und Lipoarabino-
mannans (LAM) und das ,heat-shock-protein“ (HSP), aufRerdem enthalt es
Cytosine-phosphorothioate-guanin  Oligodeoxynucleotide (CpG-ODN) (BILLIAU
und MATTHYS 2001).

Die Glykolipide sind Bestandteil der Zellwand von Mykobakterien und werden
unabhangig von MHC-Molekilen tUber ein CD1-Oberflachenmolekil NKT-Zellen
prasentiert, welche durch starke Produktion von IFN-g und niedrige Sekretion von
IL-4 und IL-10 die Immunantwort deutlich beeinflussen kénnen (GONG et al.
1998).

CpG-ODN aktiviert das angeborene Immunsystem und fuhrt zur Reifung und
Aktivierung von APZ. Nach Injektion einer CpG-IFA Emulsion ist CpG in der Lage
eine ebenso starke Tyl-Antwort zu induzieren, wie es nach der Injektion einer
CFA-Emulsion induziert wird (CHU et al. 1997). Im Rahmen der Induktion der
Autoimmunhepatitis ist CpG nach intraperitonealer Injektion zum Einen
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ausschlaggebend fur die Infiltration von T-Zellen ins Leberparenchym, zum
Anderen verantwortlich fir die Hochregulation von Oberflachenmolekilen auf
Hepatozyten, so dass infiltrierende CD8" T-Zellen schneller und gezielter die
Zerstorung der Leberzellen forcieren kdnnen (SACHER et al. 2002).

2.4.4 Pertussis Toxin (PT) bei der EAE und die Wirkungen auf DZ

PT ist das Toxin von Bordetella pertussis, einem gramnegativen
Stabchenbakterium. Es besteht aus einer zellstandigen und einer enzymatisch
aktiven Untereinheit, welche intrazellular ablaufende Signalprozesse Uber G-
Proteine irreversibel unterbricht und somit seine Wirkung erzielt (BURNETTE
1997). Im Rahmen der EAE-Erkrankung verstarkt PT die Auspragung der
Krankheitssymptome indem es an der Blut-Hirn-Schranke zu einer Erhéhung der
vaskularen Permeabilitat und zur Induktion enzephalitogener autoreaktiver T-
Zellen fuhrt (YONG et al. 1993; LINTHICUM et al. 1982).

In seiner Eigenschaft als Adjuvans fuhrt PT zu einer Erh6hung sowohl der Ty1- als
auch der Ty2-Immunantworten, abhangig vom koinjizierten Antigen (SHIVE et al.
2000; RYAN et al. 1998; SAMORE und SIBER 1996; MU und SEWELL 1994).
HOFSTETTER et al. (2002) glauben, das der Effekt von PT durch Aktivierung von
APZ in lymphatischen Geweben und im ZNS realisiert  wird.
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2.5 Die Rolle DZ bei der Induktion von Autoimmunitét

DZ sind in der Lage nach Autoantigenprasentation autoaggressive T-Zellen zu
aktivieren und somit eine Autoimmunerkrankung zu induzieren. ERIKSSON et al.
(2003) gelang die Induktion der Experimentellen autoimmunen Myokarditis (EAM)
in Mausen nach Aktivierung CD4" T-Zellen durch Selbstantigen-prasentierende
DZ.

WEIR et al. (2001) beschreibt eine schwache Induktion der EAE durch MOGg3s.55-
Peptid-prasentierende BM-DZ.

Verschiedene Autoren wiesen nach, dass DZ, welche das CD8a Homodimer
exprimieren, Tyl-lImmunantworten initialisieren. Dagegen forcieren CD8a DZ
vermehrt die Entwicklung von Ty2-Immunantworten (RISSOAN et al. 1999;
MALDONADO-LOPEZ et al. 1999; PULENDRAN et al. 1999 ).

LEGGE et al. (2002) zeigten, das Mause Kklinische Symptome der EAE
entwickelten, nachdem diese mit Proteolipidprotein (PLP) inkubierten CD8a" DZ
subkutan injiziert wurden. Kontrolltiere, die nach gleichem Protokoll mit CD8a” DZ

injiziert wurden, erkrankten nicht.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden unter spezifiziert pathogen freien Bedingungen in
standardisierten einzelbelufteten Kafigen (Techniplast, Hohenpeissenberg) in der
Maushaltung der Dermatologischen Klinik der Friedrich-Alexander-Universitéat
Erlangen-Nurnberg gehalten. Die Ernédhrung erfolgte ad libitum mit autoklaviertem

Futter und Wasser.

3.1.1 Mausstamme

C57BL/6-Mause

Zum grof3en Teil wurden fur die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten
Versuche Tiere des C57BL/6-Mausstammes verwendet, welche aus eigener Zucht
stammten oder von Charles River (Sulzfeld) bezogen wurden.

SJL-Mause

Fur einige Versuche wurden weibliche SJL-Mause von Harlan (Walsrode)
bezogen.

IL-10 defiziente Mause

Einige Versuche wurden mit IL-10 defizienten Mausen (KUHN et al. 1993)
durchgefuhrt, welche freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Werner Muller (Institut

fur Genetik, Koln) zur Verfligung gestellt wurden.
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MOG-TCR transgene Mause

Dieser Mausstamm wurde eigens von Herrn Dr. Tjalf Ziemssen (Institut fur
Neurologie, Dresden) geziichtet und freundlicherweise fir einige Experimente zur
Verfigung gestellt (BETTELLI et al. 2003).

IL-12 transgene Mause

Fir einige Versuch wurden IL-12p40/p35 doppelt transgene Mause von Herrn Dr.
Axel Pagenstecher (Institut fur Neuropathologie, Freiburg) genutzt
(PAGENSTECHER et al. 2000).

3.1.2 Genehmigung der Tierversuche

Die am Tier vorgenommenen Immunisierungen, Tétungen und Organentnahmen
wurden bei der Gesundheitsbhehtérde der Stadt Erlangen entsprechend dem

Tierschutzgesetz angezeigt.

Die Genehmigung zur Durchfuhrung der Tierversuche wurde unter dem
Aktenzeichen 621-2531.31-11/98 vom Regierungsprasidium Mittelfranken in
Ansbach am 15.12.1998 erteilt.

3.2 Standardlésungen, Puffer und Medien

Samtliche Reagenzien und Chemikalien wurden von den jeweils aufgefuhrten
Firmen bezogen. Dabei entsprachen alle Chemikalien mindestens dem
Reinheitsgrad ,reinst*. H,0 wurde stets als Reinstwasser aus einer
Deionisationsanlage Milli-Q Plus PF (Millipore, Eschborn) mit einem spezifischem
Widerstand von 18,2 MQ/cm?® fir die Herstellung aller Lésungen, Puffer und

Verdinnungen verwendet.
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Carbonatpuffer (pH 9,5)

8,449 NaHCO3; (Merck, Darmstadt)
3,56 ¢ Na,CO3 (Merck, Darmstadt)

Reagenzien auf 1000 ml mit H,O auffiillen und auf den pH-Wert 9,5 einstellen.

Einfriermedium (50ml)

45 ml hitzeinaktiviertes FKS, steril filtriert
(PAA Labaratories, Parsching, Osterreich)

5ml Dimethylsulfoxid (Sigma, Deisenhofen)

ELISA-Waschpuffer

100 mi 10 x ,phosphate buffer saline” (Phosphatpuffer, PBS)
1mi Tween-20 (Sigma, Deisenhofen)
900 ml H.O

Erythrozyten-Lyse-Puffer (50 ml)

25 ml 1,6 % NH4CI (Sigma, Deisenhofen)

25 ml 1 x PBS

FACS-Puffer (1000 ml)

100 ml 10 x PBS

50 ml hitzeinaktiviertes FKS, steril filtriert
10 ml 10% NaN3 (Merck, Darmstadt)
840 ml H>0
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Formaldehydl6sung, 2% ig (100 ml)

5,4 mi Formaldehyd, 37% (Roth, Karlsruhe)

96,6 ml 1 x PBS

HL-1 Medium (komplett)

500 ml HL-1-Medium (BioWhittaker, Verviers, Belgien)
100 U/ml Penicillin (Sigma, Deisenhofen)

100 pg/ml  Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)

2 mM L-Glutamin (Sigma, Deisenhofen)

50 uM 2-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen)

MACS-Waschpuffer

100 ml 10 x PBS
50 ml hitzeinaktiviertes FKS, steril filtriert
900 ml H,0
10 x PBS
1,37 M NaCl (Merck, Darmstadt)
27 mM KCI (Roth, Karlsruhe)
43 mM Na,HPO, (Sigma, Deisenhofen)
14 mM KH,PO4 (Sigma, Deisenhofen) pH auf 7,4 einstellen.

Sodium-Phosphatpuffer (pH 6,5)

11,89 Na;HPO,4

16,19 NaH,PO, (Merck, Darmstadt)
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Zellkulturmedium (R10-Medium)

500 ml RPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgien)
50 ml hitzeinaktiviertes FKS, steril filtriert

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml  Streptomycin

2 mM L-Glutamin

50uM 2-Mercaptoethanol

3.3 Spezielle Reagenzien

3.3.1 Stimulantien, Zytokine und Antigene

Tab. 2: Stimulantien
Stimulantien Konzentration Quelle
CpG 1668 5 nmol/ml MWG, TIB Molbiol
IFN-g 1 pg/Tier PeproTech
IL-2 500 U/ml Chiron
IL-12 1 pg/Tier PeproTech
LPS (E. coli) 1 pg/ml Sigma
MOG-Protein 100 pg/ml T. Ziemssen, Dresden
MOG-Peptidss.ss 10 uM Sigma Genosys
MT (H37Ra) 50pg/ml BD Bioscience
PT lug/mli List/Quadratech
TNF-a 500 U/ml PeproTech

(MWG, Ebersberg; TIB Molbiol, Berlin; PeproTech/TEBU, Colbe; Chiron, Marburg; Sigma,
Deisenhofen; Sigma Genosys, Cambridge, UK ; BD Bioscience, San Diego, CA, USA;
List/Quadratech,Epsom, Surrey, UK)
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3.3.2 Antikorper gegen Mausantigene

Tab. 3: Antikdrper gegen murine Zelloberflachenantigene (FACS-Analyse)

Antigen Klon Konjugat Isotyp Konzentration Quelle
CD4 RM4-5 FITC rat IgG2a 1:100 BD Pharmingen
CD8 53-6.7 FITC rat IgG2a 1:100 BD Pharmingen

CD11c HL-3 FITC ham IgG 1:100 BD Pharmingen

CDl11c N418 Uberstand ham IgG unverdinnt BD Pharmingen
CD25 7D4 FITC/IPE ratlgG2a 1:100 BD Pharmingen
CD40 3/23 unkonjugiert rat IgG2a 1:100 BD Pharmingen
CD44 IM7 FITC rat IgG2b 1:100 BD Pharmingen

CD45RB 16A FITC/IPE ratlgG2a 1:100 BD Pharmingen

CD62L MEL-14 PE rat IgG2a 1:100 BD Pharmingen
CD69 H1.2F3 PE ham IgG 1:100 BD Pharmingen
CD80 16-10A1 FITC ham IgG 1:100 BD Pharmingen
CD86 GL-1 FITC rat IgG2b 1:100 BD Pharmingen

MHC I M5-114 PE rat IgG2b 1:250 BD Pharmingen

(BD Pharmingen, Heidelberg)
Tab. 4: Isotypkontroll-Antikdrper
Isotyp Klon Konjugat Konzentration Quelle
rat IgG1 R3-34 PE 1:100 BD Pharmingen
rat IgG2a R35-95 FITC/Bio/PE 1:100 BD Pharmingen
rat IgG2b A95-1 FITC/PE 1:100 BD Pharmingen
ham IgG C235-2356 FITC/PE 1:100/1:50 BD Pharmingen
(BD Pharmingen, Heidelberg)
Tab. 5: Apoptose-Farbung
Antigen Konjugat Konzentration Quelle
Annexin V FITC 1:40 Bender MedSystems
Propidiumjodid PE 1:20 Bender MedSystems

(Bender MedSystems, Wien, Osterreich)
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Tab. 6: Antikdrper zur immunhistologischen Farbung gegen Mausantigene im ZNS
Antigen Klon Konjugat Isotyp Konzentration Quelle
CD45 30G12 Uberstand rat 1IgG unverdinnt L. Sorokin
panLam - unkonjugiert Kaninchen- 1:1000 L. Sorokin
Serum

(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. L. Sorokin, Lund, Schweden)

Tab. 7: Sekundéarantikdrper
Antigen Klon Konjugat Isotyp Konzentration Quelle
rat 1IgG - Alexa 555 antirat IgG 1:2000 Molecular
Probes
rabbit 1gG - FITC anti rabbit 1:200 Molecular
lgG Probes
(Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande)
Tab. 8: Antikorper
Antigen Klon Konjugat Isotyp Konzentration Quelle
CD25 PC61 - - Aszites M. Moser

(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Frau Dr. M. Moser, Brussel, Belgien)
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3.4 Zellkulturmethoden

3.4.1 Allgemeine Arbeitstechniken mit Zellen

3.4.1.1 Handhabung von Zellen

Samtliche Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter Sterilwerkb&nken durchgefuhrt.
Bendtigte Materialien wurden vor dem Verbringen in den sterilen Bereich in
geschlossenen Behaltern autoklaviert. Die Aufbewahrung der lebenden Zellen vor
der Weiterverarbeitung erfolgte stets auf Eis. Die Zellen wurden fur 5 min in der
auf 4°C vorgekuhlten Zentrifuge ( Megafuge 2.0R, Heraeus, Hanau) bei 1200 rpm

zentrifugiert.

3.4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 1,8 ml-Polyethylenréhrchen (Nunc, Wiesbaden) benutzt,
die vor Uberfuihrung der Zellen bereits auf Eis gestellt wurden. Die Zellen wurden
auf 1,5 x 10’ Zellen/ml eingestellt, in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen und
anschlieBend langsam auf -70°C gekuhlt. Nach 24 h wurden die Rd6hrchen in

flussigen Stickstoff transferiert, um eine optimale Aufbewahrung zu erreichen.

Zum Auftauen wurden die Aliquots in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut
und schnell in warmes Kulturmedium dberfuhrt. Nach einem Zentrifugationsschritt

wurden die Zellen gezahlt und weiter bearbeitet.

3.4.1.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Aus der Zellsuspension wurden 25 pl steril entnommen und mit 25 pl einer
0,4%igen Trypanblaulésung (Sigma, Taufkirchen) versetzt und die Zelldichte in
einer Neubauerzahlkammer unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Der Farbstoff
durchdringt die pordse Membran toter Zellen, weshalb diese sich selektiv blau
anfarben und bei der Z&hlung aul3er Acht gelassen werden kdnnen.
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3.4.1.4 Gewinnung von murinem GM-CSF Kulturiberstand

Um GM-CSF angereicherten Kulturiiberstand zu gewinnen, wurde eine mit dem
GM-CSF Gen transfizierte Plasmozytom-X63-Ag8-Zellinie verwendet. Diese wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Gray und Prof. Dr. Stockinger zur Verfligung
gestellt (London, GroR3britannien) (ZAL et al. 1994).

Nach Auftauen wurden die Zellen in 20 ml R10-Medium in Zellkulturschalen
transferiert. Nach zwei bis vier Tagen Kultivierung wurden die Zellen
aufgenommen, zentrifugiert und anschlieend in 100 ml frischem R10-Medium
aufgenommen und auf Zellkulturflaschen verteilt. Nach etwa drei bis vier Tagen,
nachdem das Medium aufgrund des pH-Wertes einen typischen orange-gelben
Farbton angenommen hatte, wurden 80 ml der Zellsuspension bei 3000 rpm und
4°C fur 15 min zentrifugiert (Megafuge 2.0OR, Heraeus, Hanau) und der
gewonnene Zelluberstand in sterile GefaRe Uberfuhrt. Die restlichen 20 ml der
Zellsuspension wurden wieder auf 100 ml mit frischem R10-Medium eingestellt
und fur weitere drei bis vier Tage kultiviert um erneut GM-CSF Uberstand zu

gewinnen.

Vor Verwendung zur Generierung von Knochenmarks DZ, wurde der GM-CSF
Kulturberstand steril filtriert. Die Zellen wurden entsprechend den Vorschriften

der Gentechnik-Verordnung (GVO) entsorgt.

Zehn Prozent von dem GM-CSF Kulturiberstand entsprechen, bezogen auf die
Ausbeute an DZ, in etwa 200 U/ml rekombinanten GM-CSF (PeproTech, Colbe).

3.4.2 Spezielle Arbeitstechniken mit Zellen

3.4.2.1 Knochenmarkspraparation und Generierung von DZ

Zur Gewinnung von Knochenmarkszellen wurden zunachst Femur und Tibia einer
getoteten Maus freiprapariert. AnschlieBend wurde der Femurkopf durch
Drehbewegungen luxiert, Muskeln und Bander mittels Scherenschlag durchtrennt,
und das Hinterbein komplett vom restlichen Tierkérper getrennt. Femur und Tibia

wurden getrennt, die am Knochen anliegenden Muskeln, Faszien und B&nder
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konnten mit Hilfe von Papierttichern unsteril entfernt werden. Danach wurden die
so gesauberten Knochen fur etwa 2 min mit 70% Ethanol in einer Zellkulturschale
desinfiziert, um eine anschlieBende Kontamination der Knochenmarkskultur durch
vereinzelte, noch auflen am Knochen anhaftenden Gewebszellen zu vermeiden.
Der Knochen wurde in den Epiphysen eréffnet, das Knochenmark mit PBS unter
Verwendung einer Spritze und einer Kanile (0,4x19 mm Nr. 20, BD Pharmingen,
Heidelberg) steril aus dem Knochen in eine Zellkulturschale gespult. Danach
wurden die Knochenmarksklimpchen durch wiederholtes Pipettieren zerkleinert,
einmal gewaschen und in R10-Medium aufgenommen. Die Zellausbeute pro Maus
betrug zwischen 4 und 6x10’ Knochenmarkszellen, wobei die Erythrozyten nicht

mitgezahlt wurden.

Die Gewinnung von DZ aus dem Knochenmark wurde erstmals von INABA et al.
(1992) beschrieben. Die praktische Durchfiihrung erfolgte nach der von LUTZ et
al. (1999) modifizierten Methode.

Um aus den Knochenmarkszellen DZ zu generieren, wurde die Zelldichte
bestimmt, die Zellen in GM-CSF enthaltendes R10-Medium aufgenommen und auf
sterile Petrischalen aufgeteilt. Pro Petrischale wurden 2x10° Knochenmarkszellen

in 10 ml Kulturmedium ausgesat.

Am dritten Tag der Kultivierung wurden pro Petrischale 10 ml Kulturmedium
hinzugefligt. Am sechsten und achten Tag wurde jeweils die Halfte (10 ml pro
Petrischale) des Kultur-Uberstandes mittels einer Pipette abgenommen,
zentrifugiert, und das Zellpellet in frischem Kulturmedium aufgenommen und mit
GM-CSF zurick in die Zellkultur gegeben. Die DZ wurden in Abhéngigkeit vom
Experiment am sechsten oder achten Tag verwendet.

Mittels dieser Methode konnte eine Reinheit der DZ von 50-90% erzielt werden.
Bei den restlichen Zellen dieser Mischpopulation handelte es sich vorwiegend um
adharente Makrophagen, Granulozyten (ca. 10%), B-Zellen (5-8%) und T-Zellen
(nur etwa 1%).
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3.4.2.2 T-Zellpréaparation aus Lymphknoten und Milz

Lymphknoten und Milzen wurden unter sterilen Bedingungen entnommen, sofort in
eiskaltes PBS (BioWhittaker, Velviers, Belgien) verbracht und anschliel3end
zwischen zwei sterilen Objekttragern (Menzel, Braunschweig) zerrieben. Die so
gewonnene Zellsuspension wurde anschlielend mit einer Pipette aufgenommen,
bei Bedarf durch wiederholtes Pipettieren noch weiter zerkleinert und dann durch
ein Zellsieb mit einer Porengrof3e von 70 um (Falcon, Heidelberg) gegeben um
groRBere Gewebeanteile von den Lymphozyten zu trennen. Nach zwei
Waschgangen wurden die Zellen der Lymphknoten in Zellkulturmedium

aufgenommen und gezahlt.

Die Milzzellen wurden fur 5 min bei 37°C in Erythrozytenlysepuffer geschwenkt,
anschlieBend noch einmal gewaschen und dann ebenfalls in Zellkulturmedium

aufgenommen.

3.4.2.3 Antigenspezifische Restimulation in vivo stimulierter T-Zellen

FUr Restimulationsversuche wurden 24-Loch und 96-Loch Flachbodenplatten

(Falcon, Heidelberg) benutzt und je Probe Triplikate angefertigt.

Zunachst wurde das Antigen in verschiedenen Konzentrationen titriert, dabei
wurde in die oberste Reihe das in HL-1 Medium verdinnte Antigen vorgelegt, in
die darrunterfolgenden Reihen wurde reines HL-1 Medium mit dem halben
Volumen der obersten Reihe gefllt. Mit der Mehrkanalpipette wurde anschlie3end
das halbe Volumen der ersten Reihe aufgenommen, in die zweite Reihe geflllt,
gut durchmischt um dann wieder das halbe Volumen aufzunehmen und
weiterzufuhren. Die Verdinnungsschritte wurden in Zehner oder 30er Potenzen
durchgefiihrt. Nach der Antigentitration wurden die Zellsuspension auf die Platte
verteilt. Jede Vertiefung einer 96-Loch Flachbodenplatte wurde mit 2x10° T-Zellen
in einem Gesamtvolumen von 200 pl befillt, eine Vertiefung einer 24-Loch
Flachbodenplatte wurde mit 1x10° Zellen in 1 ml Gesamtvolumen befiillt.
AnschlieRend wurden die Platten bei 37°C im Brutschrank fur 72 h inkubiert.

32



Material und Methoden

Fur einen Grol3teil der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurde
die Restimulation in 96-Loch Flachbodenplatten gewahlt, zwei Platten wurden
identisch angefertigt. Von der einen Platte wurden die Uberstande abgenommen
und die Zytokinproduktion der Zellen mittels ELISA ermittelt (vgl. Punkt 3.4.2.4),
die andere Platte wurde zur Beurteilung des Proliferationsverhaltens der Zellen

durch Zugabe (°*H)-markierten Thymidins genutzt (vgl. Punkt 3.4.2.5).

3.4.2.4 Bestimmung der Zytokinkonzentration (ELISA)

Die Zytokinproduktion der T-Zellen konnte in den gewonnenen Uberstande mittels
kommerziell erhaltlicher ELISA-Testsysteme (OptEIA™, BD Pharmingen,
Heidelberg) ermittelt werden, wobei in der Regel folgende Zytokine bestimmt
wurden: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, TNF-a und IFN-g.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Fiur jeden Zytokin-
nachweis wurde eine Referenzstandardreihe erstellt (Tab. 9). Sowohl die
Standards, als auch die einzelnen Proben wurden als Duplikate angefertigt. Far
die einzelnen Waschschritte wurde ein Waschpuffer und ein ,,Columbus-Washer*
genutzt (TECAN, Salzburg, Osterreich).

Tab. 9: Referenzstandards

Zytokine niedrigste Konzentration hdchste Konzentration

IL-2 31,2 pg/ml 2000 pg/ml

IL-4 31,2 pg/ml 2000 pg/ml

IL-10 31,2 pg/ml 2000 pg/ml

IL-12p70 125 pg/ml 8000 pg/ml

IL-12p40 31,2 pg/ml 2000 pg/ml

IFN-g 62,5 pg/ml 4000 pg/mi

TNF-a 31,2 pg/ml 2000 pg/ml

Das Prinzip des ELISAs ist eine Antigen-Antikbrper Reaktion, welche als
Farbreaktion sichtbar wird. Dafiir wurde zunadchst eine 96-Loch Mikrotiterplatte
(EIA/RIA, Nr. 3690, Corning/Costar, NY, USA) mit einem gegen das jeweilige
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Zytokin gerichteten Antikorpers (,capture antibody”) beschichtet. Eine Bindung
erfolgt, wenn das jeweilige Zytokin im Uberstand vorhanden ist. Im Folgenden
wurde das Zytokin mit einem spezifischen biotinylierten Sekund&arantikorper
markiert. An das Biotin wurde zusatzlich zur Signalverstarkung Streptavidin-
gekoppelte  ,horse-raddish-peroxidase* (HRP) gebunden, welches als

Reaktionssubstrat durch enzymatischen Umbau eine Farbreaktion hervorruft

Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 450 nm mit einem Photo-
Spektrometer (Multiskan® Plus, Labsystems, Frankfurt) gemessen. Durch
Vergleich mit den Referenzstandards konnte die Zytokinkonzentration mittels
linearer Regressionsanalyse der Messung bestimmt werden. Aus den Duplikaten
wurden die Mittelwerte und die einfache Standardabweichung ermittelt, wodurch
eine graphische Darstellung moglich war.

3.4.2.5 [*H]-Thymidineinbau

Die Proliferation von antigenspezifisch restimulierten T-Zellen kann in vitro mittels
Einbau radioaktiv markierten [*H]-Thymidins in der Expansionsphase der Zellen
ermittelt werden. Hierzu wurde den Zellen nach 72-stindiger Zellkultur 1
uCi/Vertiefung Methyl-[*H]-Thymidin zugesetzt und fir weitere 16-18 h bei den
Ublichen Bedingungen im Brutschrank inkubiert. Danach wurde der Inhalt der
Platte mit Hilfe eines ICH-110 Erntegeréat (Inotech, Dottikon, Schweiz) durch einen
Glasfaserfilter gesaugt, auf dem die DNS der Zellen zuriickblieb. Nach Trocknen
und Einbetten des Filters in Szintillationsfllissigkeit enthaltenen Wachses konnte
er mittels eines 1450 Mikroplattenzahlers (Wallac, Turku, Finnland) eingemessen
werden. Aus den jeweiligen Triplikaten wurden die Mittelwerte und die einfache
Standardabweichung der Radioaktivitaten in Zerfalle pro Minute (,counts per
minute®, cpm) errechnet, so das eine graphische Darstellung in Abhangigkeit zur

eingesetzten Antigenkonzentration moéglich war.
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3.4.2.6 Expressionsmessung mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Zur phéanotypischen Charakterisierung von Zellen wurde die Methode der
Durchflusszytometrie genutzt. Die Analyse erfolgte an einem Durchflusszytometer
(FACScan™, BD Pharmingen). Pro Probe wurden 10000 Ereignisse
aufgenommen. Die Auswertung wurde mit dem Computer Programm CellQuest™,

Version 3.3 (BD Pharmingen, Heidelberg) durchgefihrt.

Grundlage ist bei dieser Methode eine Antikdrper-Reaktion gegen zellgebundene
Antigene, die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérpern durchgefihrt wird.
Bei einem Grof3teil der Versuche sind mehrere Farbeschritte durchgefihrt worden.
Die Inkubationszeit pro Farbeschritt betrug 30 min, wahrend dieser Zeit wurden
die Zellen auf Eis und in Dunkelheit zum Schutz vor photochemischer
Inaktivierung der Fluoreszensfarbstoffe gelagert.

Je Farbung wurden etwa 1x10° Zellen zentrifugiert (1200 rpm, 5 min), der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet nach kurzem Aufschiitteln mit 50 pl des
jeweiligen Antikorpers versetzt. Bei der direkten Farbung war der Primar-
Antikorper (Primar-Ak) bereits mit Fluorochrom konjugiert, bei der indirekten
Farbung mussten zwei Farbeschritte durchgefuhrt werden, um den Primar-Ak , bei
dem es sich um einen Zelliberstand oder einen nicht fluoreszierenden Ak
handelte, mit einem mit Fluorochrom gekoppelten Sekundar-Ak sichtbar zu
machen. Parallel zu jeder Probe wurde eine Isotypkontroll-Farbung durchgefiihrt
um die spezifische Farbung von der unspezifischen Hintergrundfarbung, ausgelost

durch unspezifisch gebundene Antikérper, abgrenzen zu kénnen.

Die Aufbewahrung der gefarbten Zellen bis zur anschlieRenden Messung erfolgte
in FACS-Puffer und auf Eis, zur Fixierung der Farbung konnte FACS-Puffer und
2%-ige Formaldehydlosung zu gleichen Teilen auf die Zellen geschichtet werden
und bei 4°C gelagert werden. So war eine Messung noch nach drei Tagen

maoglich.

Fur die Apoptose-Féarbung wurde der ,Annexin V/FITC Kit* (Bender MedSystems,
Wien, Osterreich) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des
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Herstellers. Die Apoptose ist ein genetisch regulierter Vorgang, mit dem Ziel, die
Zellen zu eliminieren. Zunéchst kommt es zur Verklumpung des Chromatins und
zu einem Schrumpfen der Zelle. Im Anschluss stilpt sich die Zellmembran nach
aulR3en (,blebbing”) womit Phosphatidylserin nach auf3en gelangt und mittels
Annexin V, welches mit Fluoreszein-lsothiocyanat (FITC) konjugiert wurde,
detektiert werden kann. Um die apoptotischen Zellen von den nekrotischen zu
unterscheiden, wurde gleichzeitig noch eine Propidiumjodid-Farbung durchgefihrt.
Bei nekrotischen Zellen ist die Zellmembran durchlassig, so das Propidiumjodid,
welches mit Phycoerythrin (PE) konjugiert wurde, in die Zelle eindringen und sich

in die DNA einlagern kann.

3.4.2.7 Zellanreicherung durch magnetische Zellsortierung (MACS)

Die Methode der magnetischen Zellsortierung wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Anreicherung von CD11c® Milzzellen genutzt, da diese nur etwa 3-5% der
Gesamtzellen in der Milz ausmachen. Die Anreicherung wurde nach
Herstellerprotokoll durchgefuhrt (CD11c Anreicherung, Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach).

Zunachst wurden die Milzen aus C57BL/6-Mausen herausprapariert, grob
zerkleinert und mittels 1 mg/ml Kollagenase (CellSystems GmbH, St. Katharinen)
und 50 U/ml Desoxyribonuklease (Sigma, Taufkirchen) bei Raumtemperatur
verdaut. Nach 25 min wurde 100 mM Ethylendiamintetraessigsaure-Losung
(Sigma, Taufkirchen) zur Inaktivierung der Kollagenase hinzugegeben, die
Suspension durch ein Zellsieb (70 um) filtriert und das Filtrat in Waschpuffer

gewaschen, zentrifugiert und gezahlt.

Nun wurden ,MACS-N418-beads* (1x10° Zellen/400 pl Waschpuffer mit 100 pl
beads), welche als Antikérper CD11c" Zellen erkennen, mit den Zellen vermischt
und bei 4°C fur 15 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension Uber
eine positive Selektionssaule (LS'Saule) gegeben, die mit Eisenoxid markierten
N418*-Zellen blieben in der Saule hangen, und konnten so von den nicht
markierten Zellen getrennt werden. Die gewonnenen DZ wurden abschlieRend mit

einem gegen den gebundenen CD1lc Antikdrper gerichteten und mit PE
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konjugierten sekundéren Antikérper fur 30 min auf Eis inkubiert und mittels
DurchfluRzytometer in die CD11c" und CD11c” Fraktion unterteilt.

3.4.2.8 Histopathologische Untersuchung von Kryostatschnitten des ZNS

Gehirn und Riuckenmark der getdteten Maus wurden aus dem Schadel und der
Wirbelsaule freiprapariert und in toto in TissueTec (O.C.T.™, Sakura,
Zolterwonde, Niederlande) luftblasenfrei eingebettet, danach in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

Zum Nachweis von Leukozyteninfiltraten mit Hilfe von Antikdérpern wurden
Serienschnitte von etwa 10 um Dicke am Kryostaten (Kryocut CM 2000, Leica,
Wetzlar) angefertigt, auf Objekttrager Ubertragen und bis zur Farbung bei -20°C
aufbewahrt. Als Vorbereitung fur die Farbung wurden die Objekttrager bei
Raumtemperatur etwa 30 min aufgetaut und getrocknet, anschliel3end die Schnitte
mit einem Fettstift zur Abgrenzung umkreist und dann mit 4%igem
Paraformaldehyd fur 15 min fixiert. Nach Trocknung erfolgten alle weiteren
Schritte in einer feuchten Kammer und wurden jeweils bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte mit
1% BSA in PBS flur etwa 10 min abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen erfolgte
die 30minutige Inkubation mit dem anti-CD45 und dem Pan-Laminin Antikorper.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die mit einem Fluorochrom
gekoppelten Sekundarantikérper Alexa555 und anti-Rabbit fur 30 min auf die
Schnitte gegeben. AbschlieBend wurden die Schnitte nach Einbettung in

Fluoromount (21648, Serva, Heidelberg) im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
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3.4.3 Spezielle Arbeitstechniken in vivo

3.4.3.1 Induktion der EAE

Zur Induktion der EAE in C57BL/6 Mausen wurde in den in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Versuchen das MOG-Protein oder sein Peptid (MOGg3s.55) mit
Kompletten Freund’schen Adjuvans (,complete Freund’s adjuvans®, CFA; Sigma,
Taufkirchen), welches 10 mg/ml hitzeinaktiviertes Mycobacterium tuberculosis
(MT) enthielt, emulgiert. Jeder Maus wurde nach Einstich an der Schwanzwurzel
ein Depot von 50 pl links und rechts der Medianen gesetzt. Die Dosis des MOG-
Protein betrug somit pro Maus 50 pg. Das MOG-Peptid wurde in einer
Konzentration von 100uM pro Tier eingesetzt. Gleichzeitig erhielten die Tiere 200
ng Pertussis Toxin (PT) in 100 pl PBS intraperitoneal injiziert. Diese Injektion

wurde nach zwei Tagen nochmal wiederholt.

Die Mause erkrankten in der Regel zwischen dem neunten und 14. Tag. Klinisch
zeigte sich die Erkrankung anhand fortschreitender L&hmungen. Zur besseren
Dokumentation des Krankheitsverlaufes wurden die typischen Krankheits-
symptome bestimmten Starkegraden zugeordnet, so das eine Quantifizierung

maoglich war (Tab. 10).

Tab. 10: Einteilung der klinischen Symptome der EAE

Krankheitsgrad Klinik

0 Keine Krankheitsanzeichen

Schwanz ist gelahmt

Schwanz ist gelahmt, Hinterfu3e sind teilweise gelahmt
Komplette Hinterhandlahmung, Hinterhand fallt auf die Seite
Beginnende Lahmung der Vorderfil3e

g b~ W N PP

An EAE verstorbene Maus

Die Dosen der MOG-Antigene waren in der vorliegenden Arbeit so gewahlt, das
maximal Krankheitsgrad 3 erreicht wurde und die Tiere sich nach in der Regel 30
Tagen wieder vollstdndig von der Erkrankung erholt hatten.
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3.4.3.2 Antigenbeladung von DZ und Injektion in C57BL/6-Mause

Ein Grof3teil der Versuche der vorliegenden Arbeit wurde wie folgt durchgefihrt:

Es wurden vorwiegend weibliche Tiere des C57BL/6-Mausstamms verwendet. Fur
weiterfihrende Versuche wurden zusatzlich SJL-Mé&ause, IL-10 defiziente Mause,

MOG-TZR transgene Mause und IL-12 transgene Mause verwendet.

Variierend wurden zwischen sechs und zehn Tage alte, aus Knochenmark
generierte DZ geerntet, aufgenommen und zentrifugiert (1200 rpm, 5 min). Das
Zellpellet wurde in R10-Medium aufgenommen, die Zellen gezahlt und auf 1x10’
Zellen pro ml eingestellt. In einer 24-Loch Flachbodenplatte wurde eine Vertiefung
mit 200 pg MOG-Protein als Antigen und TNF-a als Reifungsstimulator fir die DZ
in 1 ml Zellkulturmedium vorbereitet, 1 ml der Zellsuspension zugegeben und fur

vier Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Im Anschluss wurden die Zellen sorgfaltig abgeerntet. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert, in kaltem PBS aufgenommen und auf eine Zellkonzentration von

4x10° DZ pro ml eingestellt. Die Lagerung bis zur Injektion erfolgte auf Eis.

Die Inkubation der DZ und die Injektion derselbigen erfolgte in der Regel dreimal
im Abstand von zwei Tagen, mit dem Ziel der optimalen Immunisierung des

jeweiligen Tieres.

Die Injektionen wurden mittels 1 ml Spritze (Braun, Melsungen) und Kanule (0,4 x
19 mm Nr. 20, BD Pharmingen, Heidelberg), vorgenommen, dabei wurde jeweils
ein Depot von 50 pl mit 2x10° DZ subkutan in beide FuRsohlen der Hinterbeine
injiziert.

Zusatzlich wurde den Méausen am ersten und dritten Tag in Anlehnung an das

Protokoll zur Induktion der aktiven EAE jeweils 200 ng PT i.p. injiziert.

3.4.3.3 Blutserumgewinnung

Fur die Blutentnahme wurden die Tiere durch Inhalation mit Diethylether (Roth,
Karlsruhe) betdubt. Mit einer heparinisierten Glaskanule (Brand, Wertheim) wurde
nach vorsichtigem Vorlagern des Auges durch eine behutsame Drehbewegung
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das Augenhintergrundgefald traumatisiert, das Blut floss in ein bereitgestelltes
steriles Reaktionsgefald ab. Auf diese Weise konnten etwa 100 pul Vollblut pro
Maus gewonnen werden. Das Gefal3 wurde geschlossen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur belassen. Am nachsten Tag hatten sich die zellularen
Bestandteile abgesetzt, so das das Serum gewonnen werden konnte. Zur
Zytokinbestimmung mittels ELISA (vgl. 3.4.2.4) wurde das Serum im Verhaltnis
von 1:1 mit PBS verdinnt.
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4 Ergebnisse

Bisherige Untersuchungen der EAE zeigten, dass die Aktivierung autoreaktiver T-
Zellen den entscheidenden Schritt zur Ausldsung der Erkrankung darstellen. Da in
vivo die antigenspezifische Aktivierung naiver T-Zellen ausschlieBlich Gber
Dendritische Zellen (DZ) vermittelt wird, spielen diese vermutlich auch bei der

EAE-Induktion eine herausragende Rolle.

Gegenstand der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimente

war es, diese Rolle der DZ im Geschehen der EAE zu eruieren.

4.1 Einfluss von MT und PT auf Dendritische Zellen

Im Folgenden wurde der Einfluss von hitzeinaktivierten Mycobacterium
tuberculosis Lyophilisat (MT) und Pertussis Toxin (PT), beides sind wichtige
Komponenten zur aktiven Induktion der EAE mit Komplettem Freund'schen

Adjuvans (,complete Freund’s adjuvans”, CFA), auf DZ untersucht.

4.1.1 Knochenmarks-DZ Reifung

In vitro aus Knochenmarksvorlauferzellen generierte unreife DZ, wurden am
sechsten Tag mit verschiedenen Konzentrationen von MT und PT fur 24 Stunden
inkubiert. Als Kontrolle blieb ein Teil der Zellkultur unbehandelt, ein anderer Tell
wurde mit den klassischen DZ-Reifungsstimuli, TNF-a oder LPS, kultiviert. Nach
Farbung mit fluoreszierenden Antikdrpern konnte die Expression der DZ-
Oberflachenmolekiile MHC-II und CD86 (B7-2) am Durchflul3zytometer gemessen
werden (Abb. 4).

Die Messung ergab, dass die Zugabe von MT und PT in Abhangigkeit von deren

Konzentration zur Reifung der DZ flhrte.
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Wahrend die Population der unbehandelten Zellen zu 39% aus spontan reifen DZ
bestand, lag der Anteil reifer DZ bei der mit 1 pug/ml PT und 10 pg/ml MT
inkubierten Kultur bei 77%. MT und PT zeigten somit ein A&hnliches

Reifungsstimulusverhalten wie TNF-a oder LPS.

unbehandelt . +TNF-a +LPS
A 39 =
e o [ T Y L TR I T
FL1H FLIH FLIH
. + 10 pg/ml + 1 pg/mi . +0,1 pg/ml . +0,01 pg/ml
PT : 82 | - ) 62 | 46
ol =
I| %
=
OEm”. 0! F[t;i W 10! Fl?i LT T Fl.;id w0 w0
. +100pg/ml +10 pg/ml + 1 pg/ml +0,1 pg/ml
MT ) 80.| 77 40
e
i 10 ® 10 0 10!
FL1H
B7-2
Abb. 4: MT und PT induzieren konzentrationsabhéngig die Reifung von DZ Nach 24-stlindiger

Inkubation unreifer, aus Knochenmark generierter DZ mit unterschiedlichen
Konzentrationen von MT und PT wurden diese fiir 30 min mit FITC markierten Antikdrpern
gegen MHC-II und CD86 gefarbt. AnschlieBend wurde die Expression der fir reife DZ
typischen Oberflachenmolekiile am Durchflufzytometer gemessen

42



Nach Inkubation der DZ mit 10 pg/ml PT bzw. 100 pg/ml MT konnte der Anteil der
reifen DZ bis auf 80 % gesteigert werden.

Um den Einfluss von MT und PT auf die Lebensdauer der einzelnen DZ zu
ermitteln, wurden, wie bereits im vorangegangenen Versuch, unreife DZ mit
verschiedenen Konzentrationen MT und PT beladen und kultiviert. Nach sechs, 24
und 48 Stunden wurde neben der Farbung der DZ-Oberflachenmolekile eine
Apoptosefarbung mit Annexin V vorgenommen. Abbildung 5 zeigt die Farbung

nach 24-stindiger Inkubation.

unbehandelt

LPS

PT 1ug/ml

PT 0,1pg/ml
MT 300ug/ml + PT 1pg/ml

MT 300pg/ml

MT 100pg/ml
MT 30pg/ml
T T T T T L
0 5 10 15 20 25
% apoptotische Zellen "
Abb. 5: Wahrend PT keinen Einfluss auf die Lebensdauer von DZ hat, induziert MT in hoher

Konzentration die Apoptose in DZ Fir die Apoptosefarbung wurden die fir 24 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen MT und PT inkubierten DZ fiir 15 min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit mit Annexin V gefarbt und direkt im Anschluss am
DurchfluBzytometer gemessen
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Die Lebensdauer von DZ hat in vivo eine grol3e Bedeutung; so betragt die
Zeitspanne zwischen Antigenaufnahme durch unreife DZ, die Wanderung in die T-
Zellareale des drainierenden Lymphknotens, bis zur Préasentation des Antigens
durch reife DZ, etwa 24 Stunden.

Die Farbung dokumentierte, dass PT keinen Einfluss auf die Lebensdauer der DZ
hatte. Die Apoptoserate betrug nach 24 Stunden 5 %, welches vergleichbar mit

der Apoptoserate der unbehandelten oder mit LPS beladenen DZ war.

MT dagegen induzierte in der hohen Konzentration von 300 pg/ml die Apoptose
schon nach sechs Stunden. Nach 24 Stunden war sie auf 15 % angestiegen. Nur
mit der niedrigsten Konzentration von 30 pg/ml MT konnten Werte, vergleichbar
zur Apoptoseinduktion der unbehandelten oder mit LPS inkubierten DZ, erreicht

werden.

Schlussfolgernd wurden in allen nachfolgenden Versuchen fur die Inkubation von
DZ PT in der Konzentration von 1 pg/ml und MT in der Konzentration von 50 pg/ml

gewabhilt.

4.1.2 Zytokinprofil

Reife DZ sezernieren Zytokine, welche fur die T-Zellaktivierung neben den
Rezeptor-Liganden Paarungen eine wesentliche Rolle spielen. Um den Einfluss
von MT und PT auf das Zytokinprofil der DZ zu untersuchen, wurden die
Uberstande der wie in den vorangegangenen Versuchen mit verschiedenen
Konzentrationen von MT und PT inkubierten DZ nach 24 Stunden gewonnen.
Mittels ELISA wurden die Zytokine IL-12p40, IL-12p70, IL-10 und TNF-a im
Zelliberstand bestimmt (Abb. 6).

Die Inkubation mit niedrigen Konzentrationen von MT und PT induzierten eine
geringe Zytokinproduktion der DZ. Die gewahlten Konzentrationen von 1 pg/ml PT
und 50 upg/ml MT induzierten dagegen eine starke Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-12p40 und dem ebenfalls fur die T-
Zellaktivierung relevanten Zytokin IL-12p70. Wahrend mit PT inkubierte DZ kein
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IL-10 sezernierten, konnte es im Uberstand der mit 50 pg/ml MT inkubierten DZ

gemessen werden.

Reife DZ produzieren Zytokine in der Regel in Abhangigkeit vom erkannten
Antigen. Bereits bekannt ist, dass die Inkubation unreifer DZ mit TNF-a, LPS,
CD40L, MT und bestimmten Viren zu einer verstarkten IL-12 Produktion der DZ

und damit zu einer T-Helfer Typ 1 Polarisierung fuhrt.

Die Inkubation Dendritischer Zellen mit PT und MT fuhrt somit zu einer Aktivierung
antigenspezifischer CD4" Tyl-Zellen, MT induziert zusétzlich die Produktion des

antiinflammatorischen Zytokins IL-10.

IL-12p40 IL-12p70

DZ ohne Stimuli [
DZ + LPS

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 O 100 200 300 400 500

IL-10

DZ ohne Stimuli
DZ + LPS

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 1000 2000 3000 4000 5000

v

pg/ml

Abb. 6: Starke IL-12p40 und TNF-a Produktion durch DZ nach Stimulierung mit PT oder MT
Acht Tage alte DZ wurden in einer 24-Loch Flachbodenplatte mit unterschiedlichen Stimuli
kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen zentrifugiert und die Uberstande im ELISA auf
Zytokine untersucht. Mit 1ug/ml PT stimulierte DZ sezernierten hohe Mengen der
inflammatorischen Zytokine IL-12p40 und TNF-a. Mit 50 pg/ml MT stimulierte DZ
sezernierten ebenfalls hohe Mengen der beiden Zytokine, aber zuséatzlich auch IL-10
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4.1.3 T-Zellaktivierung

Um die T-Zellaktivierung gegen MT und PT als Antigene auch in vivo zu
beurteilen, wurden mit MT oder PT stimulierte DZ syngenen Méausen subkutan in
die Ful3sohlen injiziert. Nach neun oder 22 Tagen wurden die Tiere getotet,
drainierende Lymphknoten herausprapariert und die T-Lymphozyten mit titrierten
Konzentrationen von MT oder PT in einer 96-Loch-Platte restimuliert. Durch
Zugabe radioaktiv markierten Thymidins konnte die Proliferation der T-Zellen im

Proliferationsassay gemessen werden.

Wie in Abbildung 7 erkennbar, war die Aktivierung MT-spezifischer T-Zellen etwa
doppelt so stark wie die PT-spezifischer T-Zellen. Generell wurde aber mit beiden
Stimulantien eine sehr starke Proliferation erreicht, wobei die in vitro restimulierten

Lymphknotenzellen in Abhangigkeit vom titrierten Antigen proliferierten.

A 20 8
g 15
£g 7 6 -
£8 |y 4
el - -
= X
Ee
z
- O T T T T T 0 T T T T T

0 10 30 100 300 1000 0 10% 102 10t 1 10
MT (ug/ml) PT (ug/ml)
Abb. 7: Deutliche Antigen abhéngige T-Zellaktivierung nach vorheriger DZ-Immunisierung Mit

50pg/ml MT oder 1pg/ml PT fiir 4 h inkubierte DZ wurden s.c. in die FuBsohlen von
C57BL/6-Méausen injiziert. Nach neun Tagen wurden die Tiere getftet, inguinale und
popliteale Lymphknoten prapariert und die gewonnenen T-Lymphozyten mit titrierten Dosen
von MT bzw. PT in vitro restimuliert. Anhand von Zugabe radioaktiv markierten Thymidins
fir 18 h konnte die deutliche Aktivierung der T-Zellen durch MT und PT im
Proliferationsassay gemessen werden
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4.2 Aktive EAE-Induktion mit Komplettem Freund’schen Adjuvans
(CFA)

Bei der aktiven EAE-Induktion in C57BL/6-Mausen wird aus CFA, MOG-Antigen
und MT eine Emulsion hergestellt und den Tieren subkutan in die Schwanzwurzel
injiziert. Zusétzlich wird an Tag null und zwei PT intraperitoneal injiziert und die

Tiere anschlieRend taglich auf Krankheitssymptome kontrolliert.

4.2.1 Zytokinprofil und T-Zellaktivierung

Neun Tage nach EAE-Induktion mittels MOG-Protein, CFA und PT in C57BL/6-
Mausen zeigte ein Teil der Tiere erste klinische Anzeichen der EAE-Erkrankung in
Form einer Schwanzlahmung, ein weiterer Teil war zu diesem Zeitpunkt noch
ohne klinische Symptome. Um die Unterschiede in der T-Zellproliferation und im
Zytokinprofil zwischen den zum gleichen Zeitpunkt immunisierten Gruppen zu
eruieren und damit die Rolle verschiedener Faktoren wahrend der Entstehung der
Erkrankung zu verfolgen, wurden die Tiere beider Gruppen getétet, Lymphknoten

und Milzen herausprapariert und die Zellen mit MOG-Protein restimuliert (Abb. 8).

Die T-Zellproliferation beider Gruppen auf das MOG-Protein war in den Milzen
gleich stark, in den Lymphknoten zeigte sich eine schwéchere T-Zellantwort der
erkrankten Tiere (Abb. 8).

Das Zytokinprofil der beiden Mausegruppen unterschied sich in der Produktion
von IL-2 und IL-4 kaum. Die Menge der Entziindungszytokine variierte jedoch zum
Teil erheblich. Wahrend die TNF-a Produktion der Milzzellen in beiden Gruppen
gering war, zeigten sich in den Uberstanden der Lymphknotenzellen der noch
nicht erkrankten Tiere dahingehend Unterschiede, das die Gruppe der gesunden
Tiere starke Mengen im Gegensatz zu der kranken Gruppe produzierte. Bei der
IFN-g Produktion zeigte sich folgende Verteilung: In dem T-Lymphozyten-
Uberstand der noch nicht erkrankten Gruppe konnten 60 ng/ml des
inflammatorischen Zytokins IFN-g gemessen werden, die Produktion der an der

EAE erkrankten Gruppe betrug etwa die Hélfte. In den Uberstanden der Milzzellen
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wurden 50 ng/ml des Zytokins gemessen, hier waren keine Unterschiede
zwischen den Gruppen feststellbar. FLUGEL et al. (2001) wiesen nach Ausbruch
der EAE IFN-g in hohen Mengen im ZNS nach, wahrend in der Peripherie nur noch

moderate Mengen dieses proinflammatorischen Zytokins vorhanden waren.

Das von regulatorischen T-Zellen produzierte Zytokin IL-10 konnte in den
Uberstanden der T-Lymphozyten der erkrankten Gruppe nicht mehr nachgewiesen
werden, in der gesunden Gruppe dagegen war IL-10 in den von den Lymphozyten
produzierten Uberstanden vorhanden. Die Menge von IL-10 in den

Milzuberstanden war jeweils gering.

Schlussfolgernd spielt demnach das in hohen Mengen vorhandene Zytokin IFN-g
in der Auslosung und Erhaltung der EAE eine grofl3e Rolle, das regulatorische
Zytokin IL-10 koénnte als Gegenspieler agieren, mit dem Ziel, eine

Uberschiessende Immunantwort abzuwehren.
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Abb. 8: Starke IFN-g und IL-10 Produktion bei der Gruppe der noch nicht an der EAE-

erkrankten Tiere. Die aktive EAE wurde in weiblichen C57BL-6 M&usen nach dem
bekannten Protokoll induziert. Nach neun Tagen war ein Teil der Tiere bereits erkrankt.
Nach Tétung und anschlieBender Restimulation der T-Zellen aus Milz und drainierenden
Lymphknoten in vitro wurden T-Zellproliferation und Zytokinprofil der gesunden und bereits
erkrankten Tiere gegeniibergestelit.
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4.3 Versuch der EAE-Induktion durch Myelin-Antigen prasentierende
DZ

Im dritten Teil der Versuche stand die Frage im Mittelpunkt, ob in vitro generierte
DZ in der Lage sind, abhangig von verschiedenen Aktivierungsbedingungen nach

Selbstantigenbeladung und Injektion die EAE auszuldsen.

Eigene und innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Experimente zeigten, dass
die Art der Injektion von mit Antigen beladenen DZ in Versuchstiere einen
wesentlichen Einfluss im Hinblick auf die Immunantwort in vivo haben. So fuhrten
intraventdse und intraperitoneale Injektionen von mit MOG-Antigen beladenen DZ
zu einer Toleranzinduktion. MENGES et al. (2002) zeigten, dass die Inkubation
von DZ mit TNF-a und MOGg3s.s5-Peptid und deren wiederholte intravenése
Injektion nach anschlielender EAE-Induktion die Mause vor der Erkrankung
schitzt. Kontrollmause, denen vorher keine DZ injiziert wurden, erkrankten
dagegen. Innerhalb der Arbeitsgruppe zur Publikation eingereichte Arbeiten
(VOIGTLANDER et al. 2006) gaben Hinweise auf die Induktion von Immunitat
nach subkutaner Injektion. So wurden DZ mit OVA-Antigen beladen und den
Tieren s.c. injiziert. Dies fuhrte zur Induktion einer Tyl-vermittelten Immunantwort
mit starker Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-12p40, IL-12p70,
TNF-a und IFN-g. Maximale Mengen an IFN-g konnten nach dreimaliger s.c.
Injektion von inkubierten DZ im Zwei-Tage-Intervall erreicht werden. Um eine
starke  Tyl-Antwort in  vivo zu induzieren und so dem initialen
Entziindungsgeschehen der EAE moglichst nahe zu kommen, wurde in den
folgenden Versuchen der subkutane Injektionsweg bei der Applikation von mit

Selbstantigen beladenen DZ gewabhit.

DZ agieren als natirliches Adjuvans und sind in vivo die einzigen Zellen mit der
Fahigkeit, naive T-Zellen antigenspezifisch zu aktivieren, weshalb in den
folgenden Versuchen in Anlehnung an die aktive EAE-Induktion mit CFA, DZ an
die Stelle des CFA gesetzt wurden (Abb. 9). Daflr wurden DZ flr vier Stunden mit
TNF-a, LPS, PT oder MT gereift und zusatzlich mit MOG-Antigen inkubiert.

Anschliel3end wurden diese DZ gewaschen, gezahlt, in PBS aufgenommen und
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weiblichen C57BL/6-Mausen subkutan injiziert. Die so immunisierten Tiere wurden

danach uber einen Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen tberwacht.

Abb. 9:

EAE Induktion mit CFA: EAE Induktion mit DZ:

MOG-Antigen \

emulgiert ——0 —o— MT 'S
in CFA unreife DZ
4

4h l TNF oder LPS

i.p.
reife DZ
s.c.

\ v
C57BL/6

/ ~

EAE! EAE ?

Unterschiede zwischen der aktiven EAE-Induktion mit CFA und der EAE-Induktion mit
DZ. Die aktive EAE wird durch einmalige s.c. Injektion einer aus CFA, MOG-Antigen und
MT bestehenden Emulsion in C57BL/6 Mausen induziert. Dabei wird jeweils ein Depot von
50ul nach Einstich in die Schwanzwurzel rechts und links der Medianen gesetzt. Zusatzlich
erfolgt an d 0 und d 2 eine i.p. Injektion von 200ng PT. Beim Versuch der Induktion der EAE
mittels DZ wurde das CFA durch mit TNF-a oder LPS gereifte DZ ersetzt und diese s.c.
dreimalig im Zwei-Tage-Intervall in die FuBRsohlen der Versuchstiere injiziert. Teilweise
wurde den Tieren ebenfalls an d 0 und d 2 eine i.p. Injektion von 200ng PT injiziert
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4.3.1 T-Zellaktivierung

Durch Stimulation der DZ mit TNF-a, LPS, MT oder PT und Inkubation mit MOG-
Antigen entstanden reife DZ, die vermutlich das MOG-Antigen auf ihrer Oberflache
prasentierten. Um zu prifen, ob eine T-Zellaktivierung gegen MOG auch in vivo
moglich war, wurden die beladenen DZ zunachst einmalig subkutan in die
FuRsohlen der Versuchstiere injiziert. In ersten Versuchen wurden die Tiere Uber
30 Tage auf Krankheitsanzeichen beobachtet. Nachdem sie keine klinischen
Symptome einer EAE-Erkrankung zeigten, wurden die Immunisierungsversuche
mit inkubierten DZ mehrfach wiederholt und die Tiere zu verschiedenen
Zeitpunkten getdtet um einen zeitlichen Ablauf der Immunantworten in vivo zu
dokumentieren. Die Tiere wurden in verschiedenen Experimenten nach neun, 22
oder 30 Tagen nach Immunisierung getotet, inguinale und popliteale Lymphknoten
und die Milzen herausprapariert, und die aus den entnommenen Organen
gewonnenen T-Zellen mit MOG-Antigen restimuliert. Die Proliferation nach

antigenspezifischer Restimulation am 30. Tag ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abb. 10: Starke T-Zellaktivierung am 30. Tag nach Immunisierung mit MOG-Protein inkubierten
DZ in Abhangigkeit vom titrierten Antigen. Nach dem im Rahmen dieser Arbeit erstellten
Versuchsprotokolls wurden C57BL/6 Méause einmal mit MOG-Protein inkubierten DZ im-
munisiert. Nach 30 Tagen zeigten die Tiere keine klinischen Anzeichen einer EAE. Die Tiere
wurden getdtet und die Lymphozyten von Lymphknoten und Milzen mit titrierten Dosen
MOG-Protein restimuliert und im Proliferationsassay gemessen

Hierbei zeigte sich eine von den verschieden gewéhlten Reifungsstimuli
unabhangige Proliferation auf MOG. Die Proliferation war in der Milz starker als in

den Lymphknoten.

In weiteren Versuchen wurden die Versuchstiere dreimal im Abstand von zwei
Tagen mit MOG inkubierten DZ immunisiert. Zwar konnte wieder keine EAE-
Erkrankung ausgeltst werden, die MOG-spezifische T-Zellaktivierung war aber
deutlich starker als nach einmaliger Injektion. Abbildung 11 zeigt das Ergebnis 22

Tage nach Erstinjektion.
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Abb. 11 Starke MOG-spezifische T-Zellaktivierung nach dreimaliger s.c. Injektion von MOG/DZ.

C57BL/6-Méuse wurden dreimal im Zwei-Tage-Intervall mit MOG-Protein inkubierten DZ
s.c. injiziert. 22 Tage nach der ersten Injektion wurden die Tiere getdtet, drainierende
Lymphknoten und Milzen herausprapariert und die Zellen antigenspezifisch restimuliert.
Nach Zugabe von Thymidin erfolgte die Messung im Proliferationsassay.

Neben der MOG-Antigen abhangigen T-Zellproliferation wurde eine lokale
Entziindungsreaktion am Injektionsort beobachtet (Abb. 12). So schwollen nach
dreimaliger s.c. Injektion von MOG-Protein beladenen DZ die Mausepfoten an. Am
starksten ausgepragt war die Schwellung nach Injektion mit MT, PT und MOG-
Protein inkubierten DZ. Die Dickenmessung der Pfoten mithilfe einer
Mikrometerschraube ergab einen Durchschnittswert von 3,30 mm, die Messung
gesunder Mausepfoten naiver Mause ergab einen Durchschnittsmesswert von
2,30 mm. Die Injektion von MOG/LPS-DZ fuhrte zu keiner Schwellung der Pfoten,

die Messwerte waren vergleichbar mit denen naiver Mause.

Die lokale Entzliindung ging 18 Tage nach der ersten Injektion allm&hlich zurick.
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DZ + MOG-Protein DZ + MOG-Protein
+LPS + MT/PT

Abb. 12: Schwellung nach Injektion von MOG-Protein, MT und PT inkubierten DZ Fotografie von
Mausepfoten 16 Tage nach Erstinjektion mit inkubierten DZ. Die dreimalige Injektion von
mit MOG-Protein, MT und PT inkubierten DZ fiihrte zu einer starken Schwellung am
Applikationsort. Die lokale Entziindung war bereits am fiinften Tag sichtbar und blieb tber
den Zeitraum von zehn bis zwdlf Tagen bestehen. Nach Injektion mit MOG-Protein, LPS oder
TNF-a inkubierten DZ konnte nur eine sehr geringe Schwellung festgestellt werden

4.3.2 Zytokinprofil

Mit TNF-a und MOG-Protein inkubierte DZ wurden dreimal im Zwei-Tage-Intervall
C57BL/6-Mausen s.c. injiziert. Die Tiere wurden in verschiedenen Versuchen nach
neun, 22 oder 30 Tagen getdotet und die aus Lymphknoten und Milzen
gewonnenen T-Lymphozyten mit titrierten Dosen des MOG-Proteins restimuliert.
Die Zelliberstande wurden nach drei Tagen mittels ELISA auf Zytokine

untersucht, die Zellen selbst im Proliferationsassay gemessen.

In Abbildung 13 ist neben der T-Zellproliferation, die wie in vorherigen Versuchen
sehr stark war, ein Zytokinprofii von am neunten Tag restimulierten T-

Lymphozyten dargestellt, welches eine eindeutige Tyl-Antwort dokumentiert. Die
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Restimulation wurde zum Vergleich mit den Ergebnissen aus Abb. 8, welche T-
Zellproliferation und Zytokinprofil neun Tage nach EAE-Induktion mit CFA zeigen,

zum gleichen Zeitpunkt durchgefihrt.

Als Ergebnis wurde eine hohe Produktion mit 10 ng/ml des Zytokins IFN-g,
welches von CD4" Tyl-Zellen sezerniert wird, gemessen. Das in der Regel von
Tu2-Zellen produzierte Zytokin IL-4 konnte gar nicht oder nur in geringen Mengen
in den Zelliberstanden nachgewiesen werden, IL-2, welches von aktivierten T-

Zellen produziert wird, wurde ebenfalls nur in geringen Mengen nachgewiesen.

IL-10 war in hohen Mengen vor allem in den Uberstanden der restimulierten
Milzzellen vorhanden. Dies weist auf eine Induktion von regulatorischen T-Zellen
durch TNF-a/MOG-Protein inkubierte DZ hin.

Zusammenfassend aus allen Versuchen wurde eine starke Antigenspezifische T-
Zellaktivierung beobachtet. Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten vorgenommenen
Restimulationen dokumentierten einen zeitlichen Ablauf der Immunantworten, die
sich am neunten Tag wie nach subkutaner Injektion zu erwarten, zuné&chst in einer
erhohten  T-Zellaktivierung und  Zytokinproduktion  der  drainierenden
Lymphknotenzellen zeigten. An Tag 22 und Tag 30 verschob sich dies zugunsten

der Milzzellen.
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Proliferation

IL-10

IFN-g

IL-2

IL-4

Abb. 13: Restimulation von T-Zellen DZ-immunisierter M&use nach neun Tagen. Mit MOG-Protein und
TNF-a inkubierte DZ wurden dreimal im Zwei-Tage-Intervall s.c. in die FuBsohlen allogener
Mause injiziert. Neun Tage spater wurden die Tiere getdtet, Milzen und drainierende
Lymphknoten prapariert und die Lymphozyten mit titrierten Dosen MOG-Protein restimuliert. Die
Zytokinproduktion konnte mittels ELISA, die Aktivierung MOG-spezifischer T-Zellen
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Proliferationsassay bestimmt werden.
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4.3.3 Aktive EAE-Induktion nach vorangegangener DZ-Immunisierung

Wie in den vorangegangenen Versuchen gezeigt, induzierten MOG-Antigen
beladene DZ, die C57BL/6-Mausen injiziert wurden, eine starke T-Zellproliferation,
eine Tpl-Antwort und lokale Entziindungsreaktionen unabhangig vom jeweils
eingesetzten Stimulus. Bisher konnten jedoch bei keinem Tier klinische Anzeichen
einer EAE-Erkrankung diagnostiziert werden.

Um zu prufen, ob die Immunisierung mit MOG-Antigen beladenen DZ Uberhaupt
einen Einfluss, protektiven oder verstarkenden Charakters, im Geschehen der
EAE hat, wurde im vorliegenden Versuch nach DZ-Immunisierung der Tiere die
klassische EAE mit CFA und MOG-Peptidss.ss zu zwei verschiedenen Zeitpunkten

induziert.

Die aktive EAE wurde entsprechend der unter Punkt 3.4.3.1 beschriebenen

Methode bei weiblichen Tieren des C57BL/6-Mausstammes induziert.

In Abbildung 14 a) kann anhand der Kurve der Kontrolltiere der normale EAE-
Verlauf beobachtet werden. So begann nach ungeféahr zehn Tagen die akute
Krankheitsphase mit Lahmung des Schwanzes. Innerhalb von funf Tagen wurde
die gesamte Hinterhand von der LAhmung erfasst. Nach weiteren acht bis zehn
Tagen erholten sich die Tiere wieder, die Krankheit ging in die chronische Phase

Uber, in der nur noch partielle Lahmungen des Schwanzes zu beobachten waren.

Bei der EAE-Induktion acht Tage nach DZ-Immunisierung ist gut zu erkennen,
dass die Erkrankung bei vorher mit TNF-a und MOG-Protein beladenen DZ
immunisierten Mausen anders verlief. Der Eintritt in die akute Phase der EAE war
um vier Tage verzogert, dann jedoch erkrankte die gesamte Gruppe so stark, dass
die Tiere nach 25 Tagen, dem eigentlichen Zeitpunkt des Rekonvaleszenz-
Stadiums, aus ethischen Griinden euthanisiert werden mussten. Die Tiere, die mit
LPS und MOG-Protein inkubierten DZ immunisiert worden waren, zeigten einen
normalen EAE-Verlauf. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe wurde die akute Phase
jedoch eher erreicht und die Lahmungen waren starker ausgepragt.

In Abbildung 14 b) ist die EAE-Induktion finf Monate nach DZ-Immunisierung

dargestellt. Hier zeigt sich, dass die vorangegangenen DZ-Injektionen keinen
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Einfluss mehr auf den EAE-Verlauf hatten. Die drei Kurven verlaufen nahezu

parallel.
a) EAE-Induktion acht Tage nach DZ-Immunisierung
A
-O- Kontrolltiere
- MOG/TNFa-DZ
@ MOG/LPS-DZ
[}
©
E T rrrrrrrr T rrroTroTrTT
2 1 5 10 15 20 25 30
©
<
S b) EAE-Induktion funf Monate nach DZ-Immunisierung
x 5
4
Tage
Abb. 14: Verstarkung der EAE-Krankheitssymptome nach vorangegangener TNF-a/MOG-DZ-

Immunisierung. Die DZ-Immunisierung von C57BL/6 Méausen erfolgte nach dem bekannten
Protokoll. Nach a) acht Tagen und b) fiinf Monaten wurde die aktive EAE induziert. Hierfiir
wurde eine Emulsion auf CFA/MT und MOG-Peptid s.c. und 200ng PTand O und d 2 i.p.
injiziert. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 30 Tagen taglich auf
Krankheitsanzeichen kontrolliert

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch subkutane Injektionen von DZ weder
kurzfristig noch nach funf Monaten Toleranz induziert wurde, wie es nach

intravenosen Injektionen bereits gezeigt wurde (MENGES et al. 2002).

Dennoch reicht die induzierte Aktivierung von Tyl-Zellen und der IFN-g Produktion

nicht zur Induktion der EAE aus.
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4.4 Gegeniberstellung von Unterschieden nach verschiedenen EAE-
Induktionsverfahren

Letztendlich liel3 sich feststellen, dass eine EAE-Erkrankung in C57BL/6-M&usen
nach Immunisierung mit MOG-Protein inkubierten DZ, nicht induzierbar war. Um
Ursachen fir das Nicht-Erkranken der DZ immunisierten Tiere zu finden, wurden
im Folgenden die Ergebnisse der T-Zellaktivierung, des Zytokinprofiles und der
ZNS-Histologie von DZ-immunisierten Tieren und CFA-immunisierten Tieren zum
direkten Vergleich nebeneinander gestellt. Dabei war eine Gruppe der CFA-
immunisierten Tiere noch nicht erkrankt, eine andere Gruppe zeigte bereits

klinische Symptome der EAE in Form einer Schwanzlahmung.

4.4.1 T-Zellaktivierung und Zytokinprofil

Abbildung 15 zeigt ein représentatives Experiment, welches die stérksten
Unterschiede in T-Zellproliferation und Zytokinprofil von an der EAE erkrankten
Tieren und noch nicht erkrankten Tieren, welche mittels CFA/MOG oder DZ/MOG

immunisiert wurden, darstellt.

Die T-Zellproliferation war in der CFA-erkrankten Gruppe und der gesunden DZ-
Gruppe mit 40000 cpm gleich, wahrend bei den gesunden Tiere der CFA-Gruppe
eine Proliferation von 60000 cpm gemessen werden konnte. Somit scheint eine

Korrelation von Proliferation mit einer EAE-Erkrankung ausgeschlossen.

Gravierender waren die Unterschiede in der Sekretion der Zytokine IFN-g und IL-
10. Wahrend die IFN-g Sekretion der CFA-erkrankten Gruppe nur geringgradig
hoher war als in der DZ-Gruppe, war die der CFA-gesunden Gruppe mit bis zu
80000 pg/ml fast dreimal so stark. Die starkste Produktion des regulatorischen
Zytokins IL-10 konnte dagegen in der DZ-Gruppe gemessen werden, nur wenig
schwacher war die Produktion in der CFA-gesunden Gruppe, und in der CFA-

erkrankten Gruppe war IL-10 nicht mehr nachweisbar.
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Daraus folgt, dass die Mengen des proinflammatorischen 2Zytokins IFN-g
wahrscheinlich ausreichend zur Induktion der EAE waren, die hohen Mengen des

regulatorischen Zytokins IL-10 wahrscheinlich eine Erkrankung verhindern.

T-Zellproliferation Zytokinprofil
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Abb. 15: Unterschiede in T-Zellproliferation und Zytokinprofil von CFA/MOG und DZ/MOG

immunisierten M&usen. Neun Tage nach Immunisierung mit CFA/MOG - ein Teil der
Gruppe zeigte klinische Anzeichen der EAE in Form von Schwanzléhmung - der andere Teil
der Gruppe war noch ohne klinische Symptome, oder DZ/MOG, wurden die Tiere getotet.
Lymphknoten- und Milzzellen wurden mit MOG-Protein restimuliert und die Proliferation
anhand des Einbaus radioaktiv markierten Thymidins im Proliferationsassay gemessen. Die
Zelltiberstande wurde mit ELISA auf Zytokine untersucht
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4.4.2 ZNS Histologie

Durch immunhistologische Farbungen des ZNS EAE-kranker Tiere kodnnen
Vorgange im ZNS, wie z.B. eine Leukozyteninfiltration sichtbar gemacht werden.
Um festzustellen, ob die Aktivierung der T-Zellen nach MOG/DZ-Immunisierung zu
einem Einwandern ins ZNS fuhrt, wurden die Mause zum Zeitpunkt der maximalen
T-Zellproliferation und IFN-g Produktion getdtet und Kryostatschnitte von
Hirnstamm und RUckenmark angefertigt. Als Vergleichsgruppen dienten naive
Mause und EAE-kranke Mause. Zur Detektion von Leukozyten wurden die
Schnitte mit Antikbrpern gegen den Leukozytenmarker CD45 angefarbt und die
Basalmembranen mit einem gegen das extrazellulare Matrixprotein Laminin
gerichteten Antikorper detektiert. AnschlieBend wurden beide mit einem
sekundaren Fluorochrom gekoppelten Antikérper sichtbar gemacht. In Abbildung
16 sind die Ergebnisse dargestellt. So konnten CD45" Leukozyten in der Gruppe
der nach CFA/MOG-Immunisierung EAE-erkrankten Tiere (Abb.16 a) sowohl im
Subarachnoidalraum (Abb. 16 a, roter Pfeil), als auch im Perivaskularraum (Abb.
16 a, weilRer Pfeil zeigt ein vendses Gefall) nachgewiesen werden, dieser war
sogar durch die Masse der Zellen erweitert. Im angrenzenden Parenchym waren
ebenfalls schon Leukozyten vorhanden. In der Gruppe der naiven Mause (Abb. 16
b) konnten nur ganz vereinzelt Leukozyten im Subarachnoidalraum sichtbar

gemacht werden, im Perivaskularraum waren keine vorhanden.

In Abbildung 16 c sind die Farbeschnitte der Gruppe der MOG/DZ immunisierten
Tiere dargestellt. Es konnten Leukozyten in vermehrter Anzahl im
Subarachnoidalraum detektiert werden, aber auch im Perivaskularraum waren
vereinzelt Leukozyten vorhanden. Hieraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass
die durch MOG/DZ-Immunisierung aktivierten T-Zellen vermehrt zum ZNS
wandern, andere Mechanismen jedoch, wie beispielsweise der durch

Adhasionsmolekile vermittelte Eintritt, verwehrt bleiben.
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Abb. 16:

Venoses Gefal

pan-Laminin

Immunhistologische Farbung von ZNS Kryostatschnitten von a) nach CFA/MOG-
Immunisierung EAE-kranker Mause, b) naiver Mause und ¢) nach dreimaliger MOG/DZ-
Immunisierung gesunder Mause. Nach Toétung der Tiere wurde das Gehirn unter
besonderer Schonung von Stammhirn und angrenzendem Rickenmark préapariert und
Frontalschnitte angefertigt. Die Farbung erfolgte mit einem anti-CD45-Ak Uberstand und
einem entsprechendem mit Fluorochrom gekoppeltem Zweitantikdrper. Die Darstellung der
Basalmembranen wurde mit einem anti-Laminin Serum und einem entsprechendem
Zweitantikdrper verifiziert
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4.5 Weitere Versuchsansatze zur Induktion der EAE mittels DZ

Bei den vorangegangenen analysierten Unterschieden zwischen den Ereignissen
wahrend der aktiven EAE und der mittels DZ induzierten EAE fiel vor allem die
unterschiedliche IL-10 Produktion auf. Wahrend nach aktiver EAE-Induktion und
folgender klinischer Erkrankung sehr hohe Mengen an IFN-g, aber nur geringe
Mengen des regulatorischen Zytokins IL-10 gemessen wurden, konnten nach DZ-
Immunisierung dagegen deutlich geringere Mengen an IFN-g, jedoch sehr hohe

Mengen von IL-10 in den T-Zelluberstdnden nachgewiesen werden.

Im folgenden und abschliel3enden Versuchsteil sollten zum einen die Relevanz
der analysierten Zytokine, zum Anderen aber auch weitere eventuell relevante
Komponenten untersucht werden, mit dem Ziel, in MOG/DZ-immunisierten

Mausen eine EAE-Erkrankung zu induzieren.

4.5.1 Verstarkung der Tyl Antwort

Ausgehend von der Annahme, dass zur Auslésung einer EAE-Erkrankung eine
maximale Tyl-Immunantwort dominieren muss, wurden im Folgenden durch
gezielte Beeinflussung der Zytokine und T-Zellen versucht, eine Verstarkung der
Tul-Antwort zu erreichen, um so eventuell eine klinische EAE-Erkrankung

auszulosen.

45.1.1 Zusétzliche Injektionen von IL-12 oder IFN-g

C57BL/6-Mausen, die nach dem MOG/DZ-Immunisierungsprotokoll immunisiert
wurden, injizierte man zusatzlich murines rekombinantes IL-12 oder IFN-g
intraperitoneal. Dabei wurde sowohl die Dosierung der einzelnen Substanzen in
ihrer Starke variiert, die hochste Konzentration einer einzelnen Applikation betrug
1 pg/Tier, als auch das Zeitintervall von einer Gabe auf bis zu sechs Injektionen im

Abstand von zwei Tagen erhéht. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 30
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Tagen auf fur die EAE typische Krankheitsanzeichen beobachtet. Kein Tier zeigte

wahrend dieses Zeitraumes klinische Symptome.

4.5.1.2 T-Zellfrequenz

Um die Frequenz MOG-spezifischer T-Zellen zu erhdéhen, wurden MOG-
spezifische T-Zell Rezeptor-transgene Mause (MOG TZR-tg Mause) verwendet.
Induziert man in ihnen die aktive EAE mittels CFA, erkranken sie wesentlich
starker als C57BL/6-Mause (BETTELLI et al. 2003)

Nach dem ausgearbeiteten DZ-Immunisierungsprotokoll wurden als Kontroll-
gruppe C57BL/6-M&use und MOG TZR-tg Mause desselben Alters mit MOG-
Protein inkubierten DZ von C57BL/6-Mausen dreimal im Abstand von zwei Tagen
s.c. injiziert. Zusatzlich wurden PT Injektionen i.p. vorgenommen. Die Tiere
wurden Uber einen Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen beobachtet.

Keines der Tiere entwickelte klinische Anzeichen einer EAE-Erkrankung.

Die Versuche wurden mehrfach wiederholt und zur genauen Analyse ein Teil der
Tiere am neunten Tag nach der Immunisierung getétet, Lymphknoten und Milzen

herausprapariert und die T-Zellen mit MOG-Protein restimuliert (Abb. 17).

Wahrend die Proliferation der MOG TZR-tg Tiere in den drainierenden
Lymphknoten wesentlich starker war, zeigten die Milzzellen ein umgekehrtes Bild.

Die Anzahl der Zytokine wurde in den Zelliberstanden mittels ELISA ermittelt.
Dabei fiel vor allem auf, das die IL-10 Produktion durch die MOG TZR-tg Zellen
hoher war. Auffallend war dieses Ergebnis im Lymphknoten, da dort weniger T-
Zellen vorhanden waren, die IL-10 Produktion aber dennoch starker war. Die
Produktion der Zytokine IFN-g, IL-2 und IL-4 war vergleichbar. Zusammenfassend
war festzustellen, dass nur geringe Unterschiede in T-Zellaktivierung und

Zytokinprofil bestanden, eine Krankheit aber in keinem Fall auszulésen war.
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Proliferation

Abb. 17:
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Die dreimalige DZ/MOG-Immunisierung von C57/BL6-Mausen und MOG spezifischen
TZR-tg Mausen fuhrt zu einer vergleichbaren T-Zellproliferation und Zytokinprofil nach
Restimulation mit MOG-Protein in vitro. Alle Tiere wurden mit MOG-Protein inkubierten
DZ dreimal im Zwei-Tage-Intervall immunisiert. Zuséatzlich wurden i.p. Injektionen mit PT an
d0 und d2 vorgenommen. Nach neun Tagen wurden die Tiere getdtet, Milzen und
drainierende Lymphknoten prapariert und mit MOG-Protein restimuliert. Die
Zytokinproduktion wurde mittels ELISA, die Aktivierung MOG-spezifischer T-Zellen im
Proliferationsassay bestimmt
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4.5.1.3 Regulatorische T-Zellen

Zur Zeit werden drei Populationen regulatorischer T-Zellen (Tr-Zellen)

unterschieden, denen gemein die Immunsuppression ist.

Neben den natirlichen Tg-Zellen, welche durch die CD4'CD25" T-Zellen
reprasentiert werden und die unabhangig von Zytokinen ihre regulatorische
Wirkung Uber direkten Zellkontakt vermitteln, existieren induzierbare Tgr-Zellen,
von denen sich Trl vor allem durch die Produktion von IL-10 und Th3 durch die
Produktion von TGF-b nach oraler Toleranz auszeichnen (WU und WEINER,
2003).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnten nach DZ-
Immunisierung in den T-Zelliberstanden regelmafiig hohe Mengen des Zytokins
IL-10 nachgewiesen werden, welches auf die Induktion regulatorischer T-Zellen
(Trl) hinweist.

Im Folgenden sollten zum Einen durch Einsatz von IL-10-defizienten M&usen die
immunsupprimierende Wirkung der Trl-Zellen ausgeschaltet werden, zum
Anderen sollte durch Einsatz von PC61, einem anti-CD25-Antikdrper, die
CD4'CD25" Tk depletiert werden.

Ziel war in beiden Fallen, durch Ausschalten aller regulatorischen Faktoren, nach

DZ-Immunisierung die EAE Erkrankung in Mausen auszulésen.

IL-10 defiziente Mause:

Knochenmarks-DZ aus C57BL/6-M&ausen wurden mit MOG-Protein inkubiert und
IL-10 defizienten Mausen injiziert. Einem Teil der Tiere wurde zuséatzlich PT in der
Dosis von 200 ng an Tag 0 und Tag 2 i.p. injiziert. Alle Tiere wurden fir einen
Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen beobachtet. Kein Tier zeigte in
dieser Zeit klinische Anzeichen einer EAE-Erkrankung (Daten nicht gezeigt).
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Depletion regulatorischer T-Zellen durch PC61.:

C57BL/6-Mausen wurde 1 mg PC61 i.p. injiziert. Nach vier Tagen wurde den

Tieren Blut aus dem Augenhintergrund enthommen und dieses mittels FACS-

Analyse auf CD25" Zellen untersucht. Bei der Farbung von Zellen naiver Tiere
waren etwa 5-10% CD4'CD25" Zellen vorhanden, bei den mit PC61 behandelten
Tiere waren keine CD4'CD25" Zellen mehr vorhanden (Abb. 18). Das Ergebnis

konnte noch am 43. Tag nach Injektion bestétigt werden.

Abb. 18:
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Depletion von CD4'CD25" Zellen nach i.p. Injektion mit PC61. Vier Tage nach i.p.
Injektion mit 1 mg PC61 in C57BL/6-Mausen wurde den Tieren Blut aus dem
Augenhintergrund entnommen und die so gewonnenen Zellen fiir 30 min mit FITC und PE
markierten Antikdrpern gegen CD4 und CD25 gefarbt. Anschliefend wurde die Expression
der fur natlrliche regulatorische T-Zellen typischen Oberflachenmolekille am
DurchfluBzytometer gemessen.
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Vier Tage nach Injektion des PC61-Antikoérpers und nachgewiesener vollstandiger
Depletion der regulatorischen CD4'CD25" Zellen wurde den Tieren mit MOG-
Protein inkubierte DZ s.c. injiziert und zusatzlich zwei PT Injektionen i.p. nach dem
bekannten Protokoll durchgefiihrt. Die Tiere wurden uber einen Zeitraum von 30
Tagen auf Krankheitsanzeichen beobachtet. Trotz Depletion der CD25" Zellen
entwickelten die Tiere wahrend des gesamten Zeitraumes keine klinischen

Anzeichen einer EAE-Erkrankung (Daten nicht gezeigt).

Schlussfolgernd ist demnach die Wirkung der regulatorischen T-Zellen allein nicht

entscheidend flr das Ausbleiben der EAE nach DZ-Immunisierung.

4.5.2 DZ Subtypen

Alle bisherigen Versuche wurden mit murinen CD8a Knochenmarks-DZ
durchgefuhrt. Mdglicherweise sind nach CFA-Immunisierung jedoch andere DZ-
Subtypen an einer EAE-Induktion beteiligt. Es gibt Hinweise, dass CD8a DZ
vermehrt die Entwicklung von Ty2 Immunantworten induzieren. CD8a" DZ, welche
aus der Milz gewonnen werden, forcieren dagegen eher Tyl Antworten (RISSOAN
et al. 1999; MALDONADO-LOPEZ et al. 1999; PULENDRAN et al. 1999).

LEGGE et al. (2002) isolierten verschiedene DZ-Typen aus der Milz. Wahrend
CD8a Dz regulatorische T-Zellen aktivierten und somit eine EAE-Erkrankung
verhinderten, induzierten CD8a" DZ, die iiber Nacht mit PLP-Peptid inkubiert und
s.c. in SJL-Mause injiziert wurden, nach zusatzlicher intravendser Injektion von

Pertussis Toxin, die EAE in SJL-Mausen.

4.5.2.1 Immunisierung mit CD8a" DZ

In Anlehnung an das von LEGGE et al. (2002) erarbeitete Protokoll wurden die
Milzen von naiven C57BL/6 Mausen mittels Kollagenase und DNAse verdaut, mit
EDTA-LG6sung gestoppt und die Zellen gezahlt. Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation wurden die DZ angereichert, mittels MACS

konnten Uber magnetische Zellseparation die CD11c® DZ gewonnen werden,
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welche anschlieliend nach FACS-Farbung mittels magnetischer Zellsortierung in

eine CD8a" und eine CD8a’ Fraktion aufgeteilt wurden.

Die CD8a" DZ wurden im Anschluss nach dem ausgearbeiteten MOG/DZ-
Immunisierungsprotokoll vier Stunden mit MOG-Protein und TNF-a bei 37°C
inkubiert und einmalig subkutan in C57BL/6 Mause injiziert, wahrend die CD8a’
DZ verworfen wurden. Neben der subkutanen Injektion wurden an Tag O und 2
intraperitoneale PT Injektionen vorgenommen und die Tiere fur 30 Tage auf

Krankheitsanzeichen beobachtet.

Trotz einer hohen Reinheit nach Separation von bis zu 97% CD8a’ DZ konnte
keine EAE mittels MOG-Protein inkubierten CD8a" DZ in C57BL/6 Mausen

induziert werden.

4.5.2.2 Zusatzliche Injektionen von Pathogen Derivaten

Injektionen von LPS und CpG bewirken eine Verstarkung der Immunantwort
dahingehend, dass sie DZ aktivieren (REIS E SOUSA und GERMAIN 1999;
SEGAL et al. 2000). SACHER et al. (2002) zeigten, dass durch intraperitoneale
CpG-Injektionen verursachte Entzindungen im Geschehen der T Zell-vermittelten

Autoimmunhepatitis erst autoagressive T-Zellen aktiviert wurden.

Im Folgenden wurden nach dem DZ-Immunisierungsprotokoll C57BL/6-Mause mit
MOG-Antigen inkubierten Knochenmarks-DZ injiziert und zuséatzlich an Tag 0, 2, 4
und 6 mit PBS, 10 pg LPS oder 40 pg CpG intraperitoneal injiziert. Zunachst
wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen
beobachtet. Nachdem kein Tier klinische Anzeichen der EAE entwickelte, wurden
die Versuche wiederholt und in Anlehnung an das von SACHER et al. (2002)
ausgearbeitete Protokoll den Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten Blut aus dem
Augenhintergrund entnommen, daraus das Serum gewonnen und dieses im
ELISA auf die Zytokine IL-10 und IFN-g untersucht. Abbildung 19 zeigt das Serum-
Zytokinprofil der Versuchstiere am 16. Tag nach Immunisierung. Wahrend im
Serum der zusatzlich mit PBS und LPS injizierten Tiere IL-10 in einer

Konzentration von 90 bzw. 110 pg/ml nachgewiesen wurde, lag die Menge an IL-
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10 im Serum der mit CpG injizierten Tiere unterhalb der Nachweisgrenze. IFN-g
war im Serum der Versuchstiere in nur geringen Mengen nachweisbar. Die

starkste Produktion wurde bei den zusatzlich mit LPS injizierten Tieren gemessen.

Serum-Zytokinprofil

PBS + PBS }
LPS  m tes [ =

CpG F— CpG !

0 40 80 120 0 10 20 30 40 50

IL-10 (pg/ml) i IFN-g (po/ml) >
Abb. 19: I.p.-Injektionen von CpG unterdriicken die IL-10 Produktion nach MOG/DZ-

Immunisierung in C57BL/6-M&usen. Nach dem bekannten DZ-Immunisierungsprotokoll
wurden C57BL/6-Mause dreimal im Abstand von zwei Tagen mit MOG/DZ immunisiert.
Zusatzlich wurden beginnend an Tag 0 sechsmal im Zwei-Tage-Intervall entweder PBS, 10ug
LPS/Tier oder 60pug CpG/Tier i.p. injiziert. Den Versuchstieren wurde am 16. Tag nach
Betdubung mit Ether mittels einer heparinisierten Glaskapillare 100 pl Blut aus dem
Augenhintergrund entnommen. Nach Gewinnung des Serums wurde dieses mit PBS verdinnt

und im ELISA auf die Zytokine 1L-10 und IFN-g untersucht

22 Tage nach Erstinjektion wurden zum Vergleich zu vorangegangenen
Versuchen die Tiere getotet, Lymphknoten und Milzen herausprapariert und die T
Zellen mit MOG-Antigen in vitro restimuliert. Die Zelliberstdnde wurden im ELISA
auf die bekannten Zytokine, die Zellen selbst nach Inkubation mit 3H-markierten
Thymidin im Proliferationsassay gemessen. Dabei zeigte sich in den
Zytokinproduktionen eine ahnliche Verteilung wie zuvor im Serum (Abb. 20).
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Abb. 20: Nur geringe Steigerungen der IFN-g Produktion und geringe Senkungen der IL-10
Produktion nach i.p. Injektionen von LPS und CpG in MOG/DZ immunisierten C57BL/6
Méausen.MOG/DZ- immunisierte Mause wurden beginnend an dO insgesamt 6 mal im Zwei-
Tage-Intervall zusatzlich mit PBS, 10 pug LPS/Tier oder 60 pug CpG/Tier i.p. injiziert. Dabei
wurde jeweils ein Volumen von 100 pl pro Maus injiziert. 22 Tage nach der ersten Injektion
wurden T-Zellproliferation und Zytokinprofil bestimmt

So war die starkste IFN-g Produktion bei den LPS injizierten Tieren mit etwa 3000
pg/ml in den drainierenden Lymphknoten und 6000 pg/ml in den Milzen
festzustellen, die Produktion der zusétzlich mit CpG injizierten Tiere war nur wenig
geringer. Eine Steigerung der IFN-g Produktion nach zusatzlichen Injektionen mit
LPS oder CpG war demnach im Gegensatz zu mit PBS injizierten Tieren in

geringem Umfang mdglich.

Die Produktion von IL-10 konnte nach Injektion mit LPS oder CpG gesenkt
werden, wobei im Gegensatz zu den PBS injizierten Tieren eine Senkung der
Produktion um 200 pg/ml in den Lymphknoten und etwa 1000 pg/ml in den Milzen
nach CpG Injektionen erreicht werden konnten. Allerdings zeigten sich die Zytokin-

verschiebungen nur in geringem Mal3e.

Beide Versuchsansatze fuhrten nicht zur Ausbildung einer EAE-Erkrankung

(Daten nicht gezeigt).
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4.5.3 Zusatzliche Injektionen von Adjuvans

Nachdem die bisherigen erweiterten Versuchsansatze nicht die Induktion der EAE
erreichen konnten, sollte als weitere wichtige Komponente in der aktiven EAE-
Induktion das CFA untersucht werden. CFA wird bei der aktiven EAE Induktion mit
MT, MOG-Antigen und PBS emulgiert und anschlieRend s.c. injiziert. Es hat
einerseits eine Depotwirkung mit kontinuierlicher Abgabe der beinhalteten
Komponenten, andererseits aktiviert das Mineraldlgemisch selbst Immunzellen wie
Makrophagen und NKT-Zellen. Diese spielen bei der Demyelinisierung im ZNS
und somit bei der Entwicklung der typischen LA&hmungen wéahrend der EAE eine

grof3e Rolle.

Zusatzlich zu den subkutanen Injektionen von MOG-Protein inkubierten DZ nach
dem bekannten Protokoll wurden 100 ul einer CFA/PBS-Emulsion an Tag 0O
subkutan im Bereich der Schwanzwurzel als Depot appliziert. MOG-Antigen wurde
der Emulsion nicht beigefligt. Zun&chst wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von
30 Tagen auf Krankheitsanzeichen beobachtet. Als innerhalb dieser Zeitspanne
kein Tier die fur die EAE typischen Krankheitssymptome zeigte, wurden in
weiteren Versuchen die Mause zu verschiedenen Zeitpunkten (d9, d22 und d30)
getotet, inguinale, popliteale Lymphknoten und Milzen herausprépariert und mit
MOG-Antigen restimuliert. Stellvertretend ist in Abb. 21 die Restimulation nach

neun Tagen dargestellt.
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Abb. 21: Zusétzliche s.c. Injektionen von CFA haben keinen Einfluss auf die Proliferation und das

Zytokinprofil von T Zellen MOG/DZ-immunisierter Mause. Knochenmarks-DZ wurden mit
MOG-Protein inkubiert und C57BL/6 Mausen nach dem bekannten Immunisierungsprotokoll
dreimal s.c. injiziert. Zusatzlich wurde einer Mausegruppe 100 pl einer CFA/PBS-Emulsion
an d 0 s.c. im Bereich der Schwanzwurzel injiziert. Nach 9 Tagen wurden die Versuchstiere
getotet, drainierende Lymphknoten und Milzen herausprapariert und mit MOG-Protein
restimuliert.
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Die T-Zellantworten und Zytokinprofile waren zu allen Zeitpunkten vergleichbar mit
den Ergebnissen der Restimulationen DZ-immunisierter Tiere. Eine Steigerung der
T-Zellproliferation oder der IFN-g Produktion konnte mit der zusatzlichen CFA-
Injektion nicht erreicht werden, ebenso konnte keine klinische EAE-Erkrankung

festgestellt werden.

4.5.4 Erhohte Entzindung im Zielgewebe

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) im ZNS ist eine starke Barriere. Da nach MOG/DZ-
Immunisierung zwar sehr hohe Mengen an MOG-spezifischen T-Zellen vorhanden
sind, diese aber nicht in der Lage sind ins ZNS einzuwandern, wurden im
vorliegenden Versuch 1L-12p40/p35 doppelt transgene (IL-12 tg) Mause
verwendet. Bei dieser Spezies transgenen Maus das heterodimere IL-12 im ZNS
unter einem gliaspezifischen GFAP Promotor exprimiert. Im Alter von vier bis
sechs Monaten entwickeln die Tiere spontan eine Meningoenzephalomyelitis mit
perivaskularen und parenchymalen Entzindungen, an denen vorwiegend
aktivierte T-Zellen und NK-Zellen beteiligt sind. Die Lokalisation betrifft vor allem
das Kleinhirn, wo die hochste Astrozytendichte zu finden ist. Klinisch &uf3ert sich
diese Erkrankung in einer Ataxie der Hinterbeine (PAGENSTECHER et al. 2000).

Induziert man in IL-12 doppelt transgenen (IL-12 tg) M&usen die aktive EAE ,
entwickeln die immunisierten Tiere wesentlich schneller eine mononukleare
Meningenzephalomyelitis als nicht immunisierte Tiere. Eine Verstarkung der
klinischen Symptome im Vergleich zu nicht transgenen Tieren wird in der Regel
nicht beobachtet.

In den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden
in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Pagenstecher, Freiburg, 6 Wochen alte IL-12 tg
M&ause immunisiert. Nach dem bekannten Protokoll wurden mit MOG-Protein
inkubierte DZ dreimal im Zwei-Tage-Intervall s.c. injiziert und zusatzlich PT an Tag
0 und Tag 2 i.p. injiziert. Vier Tage vorher wurde einem Teil der Tiere zur
Depletion der CD4'CD25" T-Zellen 1mg PC61 i.p. injiziert.
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Die Mause wurden Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen beobachtet. Zur

Kontrolle wurden ebenfalls sechs Wochen alte C57BL/6-Mause immunisiert.

Keine Gruppe erkrankte an der EAE. Jedoch traten bei 50% der transgenen Tiere
die fur die IL-12 tg Mause spontan auftretenden typischen Ataxien der Hinterbeine
bereits zehn Tage nach Immunisierung mit MOG-Protein inkubierten DZ auf.
Gleichaltrige transgene Mause, denen keine DZ injiziert wurden, zeigten zu
diesem Zeitpunkt noch keine Ataxien. Die Depletion der naturlichen
regulatorischen T-Zellen schien keinen Einfluss zu haben.

Somit konnte die spontane Entwicklung der typischen Ataxien der transgenen
Mausen nach MOG/DZ-Immunisierung zwar beschleunigt werden, ein
Zusammenbruch der Selbsttoleranz und damit die Auslésung der EAE wurde
jedoch nicht erreicht (Daten nicht gezeigt).

4.5.5 Genetische Pradisposition

SJL-Méause sind die fir die EAE-Erkrankung am besten untersuchte und
empfanglichste Mauslinie nach Induktion mittels Proteolipid Protein (PLP) oder
dessen Peptiden. PLP ist wie MOG ein Bestandteil der Myelinscheide im ZNS.
Wie bereits beschrieben, induzierten LEGGE et al. (2002) nach Inkubation von
CD8a" DZ mit PLP-Peptid die EAE in SJL-M&usen.

Die Immunisierung von C57BL/6 Mausen mit MOG-inkubierten CD8a" DZ im
eigenen Versuch (siehe Punkt 4.5.2.1), flhrte nicht zur Ausbildung der EAE.

So wurden in diesem Versuch anstelle von C57BL/6 Mausen weibliche Mause des
SJL-Stammes verwendet. Knochenmarks-DZ wurden mit TNF-a und 100 pg/mi
PLP-Protein fur vier Stunden inkubiert und anschlieBend SJL-Mausen subkutan in
die Hinterpfoten injiziert. Dies wurde am zweiten und vierten Tag wiederholt.
Zusatzlich erhielten die Tiere am ersten und dritten Tag PT in der Konzentration
von 200 ng/Tier. Die Tiere wurden anschlielRend jeden zweiten Tag Uber den
Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen untersucht, entwickelten aber
keine klinischen Symptome der EAE und erschienen Uber den gesamten Zeitraum

gesund (Daten nicht gezeigt).
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Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Frage nach der Rolle von DZ im
Geschehen der EAE, wobei besonderes Augenmerk der Fragestellung galt, ob in
vitro generierte und mit MOG-Antigen inkubierte DZ nach subkutaner Injektion in

der Lage sind, EAE in gesunden Mausen zu induzieren.

Zusammenfassend aus Forschungen UUber die EAE in Mausen ist der
entscheidende Schritt die Aktivierung autoreaktiver Tyl-Zellen. Zudem spielt die
genetische Pradisposition und damit die Wahl des geeigneten Mausstammes eine
Rolle. Zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke im ZNS wirkt eine lokale
Entziindung begunstigend. Die Schnittmenge dieser drei Faktoren scheint der

Schlussel zur Induktion von Autoimmunerkrankungen darzustellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptsachlich mit weiblichen Tieren des
C57BL/6-Mausstammes gearbeitet, da die genetische Pradisposition fir eine
EAE-Erkrankung durch jahrelange Forschungen gesichert war. Als Myelinantigen
wurde das ebenfalls fur dieses Modell etablierte MOG-Protein gewabhlt, in einigen
Versuchen wurde sein Peptidssss verwendet, welches das relevante Epitop des
MOG-Proteins fir enzephalitogene T-Zellen darstellt (KERLERO DE ROSBO et al.
1995).

Schwerpunkt der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente war die
Aktivierung MOG-spezifischer Tyl-Zellen mit dem Ziel eine EAE-Erkrankung
auszuldsen. In diesem Zusammenhang war die Untersuchung der Rolle von DZ
und deren Subtypen von besonderem Interesse, da diese in vivo die einzigen APZ
sind, mit dem Potential T-Zellen zu aktivieren (LUDEWIG et al. 1999).

Bei der aktiven EAE-Immunisierung mit Antigen in Mineraldl wird zusatzlich MT
und PT injiziert, da die periphere T-Zellaktivierung durch Myelinantigene emulgiert
in Adjuvans zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und damit zur Auslésung der
EAE nicht ausreicht (BRABB et al. 1997). Uber welchen Mechanismus MT und PT

dabei wirken ist noch nicht eindeutig geklart.
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In einer ersten Versuchsreihe erfolgte die Reifung aus Knochmark generierten DZ
mittels TNF-a und LPS, zusatzlich wurden MT und PT hinsichtlich ihres Einflusses
auf unreife DZ untersucht. Dabei zeigte sich, dass sie ebenso wie TNF-a und LPS
in der Lage waren, DZ zu reifen. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die
Inkubation unreifer DZ mit TNF-a, LPS, CD40L, MT und bestimmten Viren zu
einer verstarkten IL-12 Produktion der DZ und damit zu einer Tyl-Polarisierung
der Immunantwort fuhren (CELLA et al. 1997; RESCIGNO et al. 1997,
BANCHEREAU und STEINMAN 1998; MACATONIA et al. 1989).

In eigenen Messungen konnte neben der Induktion von Tyl-Immunantworten
durch PT und MT mit 50 pg/ml MT die Sekretion des regulatorischen Zytokins IL-
10 induziert werden. IL-10 wird unter anderem von DZ produziert und in
Zusammenhang mit der Generierung induzierbarer Tr-Zellen gesehen. Mittlerweile
scheint gesichert zu sein, dass Tgr-Zellen durch die Produktion sogenannter
regulatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-b UberschieRende Immunantworten
verhindern kénnen (UMETSU et al. 2002). Die Produktion von IL-10 in den
durchgefiihrten Experimenten kann als mogliche Gegenreaktion zum Verhindern
zu starker Immunantworten, wie bei der Induktion einer Autoimmunerkrankung,

gewertet werden.

Wir haben gezeigt, dass die Injektionsroute bei der Applikation von
antigenprasentierenden DZ in die Maus entscheidend fur die Qualitat der
Immunantwort ist. Wahrend i.v. oder i.p. injizierte DZ Toleranz induzierten
(MENGES et al. 2002), losten s.c. injizierte DZ dagegen eine Immunantwort aus
(VOIGTLANDER et al. 2006). Da die Induktion einer Immunantwort fir die
vorliegende Arbeit erforderlich war, wurden mit TNF-a, LPS, MT oder PT
kultivierte DZ s.c. in die Hinterpfoten der Versuchstiere injiziert. Bei der
Restimulation zeigte sich in Abhangigkeit zur Konzentration eine starke
antigenspezifische T-Zellproliferation mit eindeutigem Ty1-Zellprofil. Dabei stellte
sich heraus, dass die dreimalige Injektion im Zwei-Tage-Intervall zu einer
maximalen Tyl-Antwort fuhrte, gemessen als Proliferation und IFN-g Produktion -

sie war sogar doppelt so stark wie nach einmaliger Injektion. Zusatzliche DZ-
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Injektionen, welche dartber hinaus vorgenommen wurden, fihrten zu keiner
weiteren Verstarkung mehr, was zum einen auf eine maximale Tyl-Antwort
hinweist, zum anderen auf das begrenzte Wanderungsvermdgen von DZ in
Lymphknoten zuriickzufihren ist (MARTIN-FONTECHA et al. 2003).

GAUTAM und GLYNN (1989) zeigten schon friih, dass DZ in vitro prozessiertes
MBP an T-Zellen prasentieren, weshalb in einer zweiten Versuchsreihe parallel zu
den Reifungsstimuli MOG-Protein zur Zellkultur gegeben wurde. Unreife DZ sind
pradestiniert zur Aufnahme von Protein-Antigen und der anschlieBenden
intrazellularen Prozessierung (BANCHEREAU et al. 2000), weshalb dem Protein
der Vorzug gegeniber dem Peptidss.ss gegeben wurde. Nach s.c. Injektion der
inkubierten DZ in C57BL/6-Mause wurde eine starke T-Zellproliferation mit
Sekretion der typischen Tyl-Zytokinen in vivo erreicht, klinische Anzeichen einer
EAE-Erkrankung wurden allerdings in keinem Fall beobachtet. Zuséatzliche i.p.
Injektionen von 200 ng PT, in Anlehnung an die aktive EAE-Induktion, fihrten
auch nicht zu einer Auslosung der EAE. Dies fuhrte zu der Annahme, dass zum
einen die induzierte MOG-spezifische Tyl-Immunantwort nicht stark genug zum
Auslésen von Autoimmunitdt war, zum anderen wurde die Sekretion des
regulatorischen Zytokins IL-10 nachgewiesen, was auf eine Beteiligung von
regulatorischen T-Zellen hinweist und eine Auslosung der EAE verhindern konnte.
Allerdings konnte das Fehlen noch nicht bericksichtigter Faktoren Ursache fur das
Ausbleiben der EAE sein.

Untersuchungen von LEGGE et al. (2002) wiesen auf die Bedeutung der Subtypen
von DZ bei der Induktion der EAE hin. So gelang der Forschergruppe die Induktion
der EAE mit Myelinantigen inkubierten CD8a" DZ, wahrend identisch behandelte
CD8a DZ keine Krankheitssymptome in den injizierten Tieren auslosten. Auf die
Bedeutung der DZ-Subtypen in Hinblick auf die Qualitdt der induzierten
Immunantwort weisen eine Vielzahl an Untersuchungen hin (RISSOAN et al.
1999, MALDONADO-LOPEZ et al. 1999, PULENDRAN et al. 1999). Wahrend

antigenprasentierende CD8a’ DZ nach Injektion in syngene M&use eine Tyl-
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Antwort induzierten, konnte nach Injektion antigenprasentierender CD8a" DZ die
Sekretion typischer Ty2-Zytokine nachgewiesen werden. MALDONADO-LOPEZ et
al. (1999) sahen auRerdem einen Zusammenhang zwischen der Sekretion von IL-
12p70 durch die DZ-Subtypen und der induzierten Immunantwort. Hohe Mengen
des Tyl-Antwort induzierenden Zytokins wurde von CD8a" DZ sezerniert, CD8a’

DZ dagegen produzierten nur sehr geringe Mengen.

CD8a’ DZ wurden in eigenen Versuchen aus den Milzen von C57BL/6 M&usen
gewonnen und nach Inkubation mit den bekannten Reagentien s.c. in die
Hinterpfoten der Versuchstiere injiziert. Zusatzlich wurde nach dem erweiterten
Protokoll PT i.p. injiziert. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 30 Tagen auf
klinische Anzeichen einer EAE-Erkrankung beobachtet. Diese konnte in keinem
Fall nachgewiesen werden. Damit waren die von LEGGE et al. (2002) publizierten
Ergebnisse in eigenen Versuchen nicht reproduzierbar.

Eigene Ergebnisse zeigen die Induktion einer starken Tyl-Immunantwort mit
deutlicher Sekretion von IL-12 und IFN-g nach DZ-Immunisierung nach dem
bekannten Protokoll. Die Bedeutung von IL-12 als relevantes Zytokin zur
Auslosung der EAE ist hinreichend bekannt und wird nicht allein durch die
Resistenz IL-12 defizienter Mause gegen die EAE bewiesen (LEONARD et al.
1995, SEGAL et al. 1998).

Durch zuséatzliche Injektionen von rekombinanten murinen IL-12 oder IFN-g sollte
die Tyl-Immunantwort maximiert werden. Hierfir wurden die Zytokine in der
Konzentration von bis zu 1 pg/Tier und Injektion i.p. injiziert, wobei die Injektionen
auf sechsmal im Abstand von zwei Tagen gesteigert wurden. Allerdings blieb auch
mit diesen zusatzlichen Injektionen eine klinische Erkrankung der Tiere aus. Die
maximale MOG-spezifische Tyl-Antwort alleine ist nicht ausreichend zur Induktion
der EAE-Erkrankung in Mausen. Vielmehr scheinen noch andere Zellen oder

Faktoren Einfluss zu nehmen.

Revolutiondre Forschungen von CUA et al. (2003) weisen auf die Bedeutung von
IL-23 im Zusammenhang mit den Entzindungsvorgéangen im ZNS wahrend der
EAE hin. Wahrend p40 KO-Mause (BECHER et al. 2002) und p19 KO-Mé&ause
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resistent fur die aktive EAE-induktion mit CFA waren, waren p35 KO-Mause
dagegen besonders empfanglich (GRAN et al. 2002). Zudem war die Prasenz von
IL-23 im Gegensatz zu IL-12 im ZNS zur Induktion der EAE ausschlaggebend
(CUA et al. 2003).

Jungste Studien belegen die Induktion von sogenannten Tyl7-Zellen durch 1L-23
— im Gegensatz zu Tyl-Zellen produzieren sie nicht IFN-g, sondern die Zytokine
IL-17A, IL-17F, IL-6 und TNF (LANGRISH et al. 2005; AGGARWAL et al. 2003),
welche vor allem mit chronischen Entziindungen in Zusammenhang gebracht
werden. Bei Multiple Sklerose Patienten und EAE-erkrankten M&usen konnten IL-
17 und TNF in hohen Mengen in den Zielorganen nachgewiesen werden
(MATUSEVICIUS et al. 1999; LOCK et al. 2002). IL-17 konnte aufl3erdem in
Lymphozyten EAE-erkrankter Mause nachgewiesen werden (ZHANG et al. 2003).
Wahrend IFN-g defiziente Mause hoch empfanglich fir die EAE sind (FERBER et
al. 1996; TRAN et al. 2000; WILLENBORG et al. 1996; WILLENBORG et al. 1999;
BETTELLI et al. 2004), ist zum einen der Zeitpunkt des Krankheitsausbruches bei
IL-17 defizienten Mausen verzégert, zum anderen sind die klinischen Symptome
wesentlich milder und die Tiere erholen sich deutlich schneller (KOMIYAMA et al.
2006).

Spatestens mit den jungsten Verdffentlichungen von CUA et al. (2006) und
HOFSTETTER et al. (2005) — beide Forschergruppen konnten mit der
Neutralisierung von IL-23 bzw. IL-17 durch Einsatz von Antikdrpern den Ausbruch
der EAE verhindern, bzw. die klinischen Symptome deutlich abschwachen —
scheint die Bedeutung von IL-12 und der Tyl-Zellen fir die Induktion der EAE in
Frage gestellt.

Von grol3em Interesse waren fur weiterfihrende Arbeiten die Prasenz von IL-23,
IL-17 und Txl7-Zellen nach DZ-Immunisierung, auf3erdem die Fragestellung, ob
nach DZ-Immunisierung und zusatzlicher Injektion von IL-23 die EAE in C57BL/6-
Mausen auslosbar ware. Innerhalb der Arbeitsgruppe unveroéffentlichte Versuche
zeigten, dass die Stimulation von BM-DZ nie zur Produktion von IL-23 fuhrten.
Welche DZ oder auch andere APZ dazu in der Lage sind, sollte untersucht

werden.
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LPS (E.coli) gilt als mikrobielle Substanz als eine der potentesten Induktoren von
IL-12 in produzierenden Zellen. Ebenso induziert LPS hohe IFN-g Level in vivo
(PAPE et al. 1997; KHORUTS et al. 1998). PAGENSTECHER et al. (2000)
konnten nach zweimaliger i.p. Injektion von 10 pg LPS im Abstand von 16 h eine
Induktion von IL-12p40 im ZNS nachweisen. Neben LPS induziert auch CpG-ODN
die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch DZ, Makrophagen, NK-Zellen
und B-Zellen (VAN UDEN und RAZ 2000). SACHER et al. (2002) wiesen auf die
zentrale Rolle von CpG im Geschehen der T-Zell-vermittelten Autoimmunhepatitis
hin. So fuhrten viermalige i.p. Injektionen von 40 pg CpG-ODN im Abstand von
zwei Tagen zu Entzindungen und daraufhin zur Induktion von autoaggressiven T-

Zellen.

Die zusatzlich zur DZ-Immunisierung mehrmalig durchgefuhrten Injektionen von
LPS oder CpG in eigenen Versuchen konnten jedoch nicht zur Auslésung einer
klinischen Erkrankung in den Versuchstieren beitragen. Daraus folgt, dass die
maximale Tyl-Antwort und die zusatzliche TLR-Stimulation von anderen APZ und
Granulozyten nicht zur Auslésung der Autoimmunerkrankung ausreichen.

Vielmehr scheinen noch andere Faktoren Einfluss zu haben.

Um die Anzahl MOG-spezifischer T-Zellen im Organismus zu erhéhen wurden in
eigenen Versuchen MOG TZR-transgene Mause nach dem entwickelten DZ-
Immunisierungsprotokoll injiziert. Eine EAE-Erkrankung konnte nicht ausgel6st
werden, was ausgehend von der Tatsache, dass bei der passiven EAE alleine der
Transfer autoaggressiver Tyl-Zellen die EAE in naiven Tieren induziert
(WEKERLE et al. 1994) verwunderlich erscheint. Eine spontane Erkrankung,
welche die Tiere gelegentlich zeigen (BETTELLI et al. 2003), wurde nach DZ-
Immunisierung ebenfalls nicht beobachtet. Allerdings haben wir in allen unter
gleichen Bedingungen durchgefuhrten Versuchen nach Restimulation neben einer
starken T-Zellaktivierung und einem eindeutigen Tyl-Zytokinprofil hohe Mengen
des regulatorischen Zytokins IL-10 gefunden, was unter anderem von DZ
produziert wird und an der Generierung induzierbarer Tgr-Zellen beteiligt ist.

Regulatorische T-Zellen verhindern Uberschieende Immunantworten und
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schienen in den durchgefiihrten Experimenten aufgrund der starken Prasenz die
Induktion der EAE zu verhindern, weshalb in weiteren Versuchen IL-10 KO Mause
eingesetzt wurden. Bei der Induktion der aktiven EAE mit CFA erkranken IL-10 KO

Mause innerhalb kiirzester Zeit schwer und miissen euthanasiert werden.

An den bisherigen Versuchsbedingungen wurde demnach nur der Mausstamm
geéndert. Anstatt C57BL/6-Mausen wurden nun IL-10 KO Mause mit MOG/DZ
immunisiert und Uber den Zeitraum von 30 Tagen auf Krankheitsanzeichen
beobachtet. Das Ausbleiben der Erkrankung fuhrte zu dem Schluss, dass weitere

regulatorische Faktoren Einfluss haben kénnten.

Neben induzierbaren existieren natiirliche Tr-Zellen, zu denen die CD4'CD25" T-
Zellen gehoren. SHEVACH (2002) und KOHM et al. (2002) beschrieben den
Transfer CD4'CD25" T-Zellen vor Induktion einer Tyl-vermittelten
Autoimmunerkrankung. Diese war anschlieBend in ihrer Symptomatik deutlich

abgeschwacht.

Die i.p.-Injektion von PC61, einem anti-CD25-AK, fuhrte zur Blockierung der
natlrlichen regulatorischen CD4°CD25" T-Zellen. Die DZ-Immunisierung nach
bekanntem Protokoll erfolgte vier Tage nach Injektion von PC61, also erst nach
vollstandiger Depletion der regulatorischen Zellen. Die Depletion konnte
insgesamt 43 Tage nachgewiesen werden und damit langer als von OLDENHOVE
et al. (2003) beschrieben. Eine Erkrankung konnte in keinem Fall beobachtet
werden, was den Schluss zulasst, dass regulatorische T-Zellen nicht entscheidend
fur das Ausbleiben der EAE sind.

Zwar stellt die Aktivierung autoreaktiver Tyl-Zellen den initialen Schritt zur
Induktion der EAE dar, am Entzindungsgeschehen selbst sind jedoch noch
andere Immunzellen beteiligt. So wurden in Infiltrationsherden im ZNS von MS-
Patienten oder EAE-kranken Tieren neben dominierenden T- und B-Zellen noch
Makrophagen, Granulozyten und Mastzellen gefunden (MARTIN et al. 1992;
KRUGER et al. 1990). Aktivierte Makrophagen produzieren MMPs, die in
Zusammenhang mit dem Zusammenbruch der BHS stehen (MALIK et al. 1996)
und Myelinproteine verdauen (GIJBELS et al. 1993; CHANDLER et al. 1995).
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Bruchstiicke werden von den Makrophagen phagozytiert tber MHC invadierenden
T-Zellen prasentiert, womit der Entzindungsvorgang im ZNS aufrecht erhalten
wird und noch weiter voranschreitet. Untersuchungen zeigten, dass die Depletion
peripherer Makrophagen die Leukozyteninvasion ins ZNS blockierte und damit zu
einer Abschwachung der klinischen Symptome wahrend der EAE fihrte
(HUITINGA et al. 1995; BAUER et al. 1995; TRAN et al. 1998). Ein weiterer
Zelltyp, der mit der Offnung der BHS in Zusammenhang gebracht wird, sind die
Mastzellen (MZ). MZ sind bislang vor allem im Zusammenhang mit Allergien
beschrieben  worden, allerdings  wurde ihre Existenz  in MS-
Demyelinisierungsherden bereits 1890 von NEUMAN nachgewiesen (NEUMAN
1890). DIMITRIADOU et al. (2000) fanden dreifache Mengen von MZ im Gehirn
nach aktiver Induktion der EAE in Ratten, wobei die Wirkung auf die BHS von den
vasoaktiven Aminen nach Degranulation ausgeht (ZHUANG et al. 1996;
ESPOSITO et al. 2001). Die Hemmung von Histamin und Serotonin verzogerte die
Entstehung der EAE (LINTHICUM 1982; DIMITRIADOU et al. 2000; PEDOTTI et
al. 2001).

Bei der Zerstérung der Myelinscheide spielen unter anderem Autoantikorper,
welche von Plasmazellen produziert werden, eine groRe Rolle. lhre Wirkung wird
Uber die Komplementaktivierung vermittelt (LININGTON et al. 1989).

Ob Makrophagen, MZ oder B-Zellen nach DZ-Immunisierung aktiviert werden, ist
in eigenen Versuchen nicht untersucht worden. Da EAE in erster Linie von MOG-
Peptid-spezifischen Tyl-Zellen abhangt, bestéatigt durch die Mdoglichkeit der

passiven EAE, kommt diesen Zelltypen eher sekundare Bedeutung zu.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Induktion der EAE nach DZ-
Immunisierung nach dem im Rahmen dieser Arbeit erstellten Protokoll nicht
induzierbar war. Nur wenigen Gruppen gelang die Induktion der EAE nach DZ-
Immunisierung. DITTEL et al. (1999) induzierte die EAE in B10.PL-M&ausen nach
Transfer naiver MBP-TCR CD4 T-Zellen und MBP-Peptid inkubierten DZ.

Wie schon beschrieben, hoben LEGGE et al. (2002) die Bedeutung von DZ-

Subtypen fur die Auslésung der EAE in Mausen hervor. In eigenen Experimenten,
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welche unter dhnlichen Versuchsbedingungen durchgefihrt wurden, konnte keine

EAE-Erkrankung induziert werden.

Beide Forscherteams arbeiteten jeweils mit anderen Mausestammen und anderen
Myelin-Antigenen, was die Frage aufwirft, ob MOG-Protein und C57BL/6-Mause
fur die Induktion der EAE nach DZ-Immunisierung tberhaupt geeignet sind? WEIR
et al. (2001) konnten die Frage scheinbar beantworten. So gelang ihnen die
Induktion der EAE in C57BL/6-Mausen nach i.v. Injektion MOG inkubierter DZ. Die
Tiere erkrankten erst nach zusatzlichen Injektionen von MT emulgiert in CFA und
PT. In eigenen Versuchen konnten die Ergebnisse dieser Forschergruppe nicht

reproduziert werden.

Die Induktion von Autoimmunitat alleine durch Autoantigenprasentierende DZ
gelang bisher im Hepatitis- und Myokarditismodell (SACHER et al. 2002;
ERIKSSON et al. 2003). Somit scheint der BHS eine besondere Bedeutung
zuzukommen. Bei der aktiven EAE-Induktion findet ein Zusammenbruch der BHS
statt. Leukozyten finden sich zunachst im Subarachnoidalraum, dann im

Perivaskularraum und anschlie3end im gesamten Parenchym.

In eigenen Versuchen konnten nach DZ-Immunisierung im Gegensatz zu naiven
Mausen vermehrt Leukozyten im Subarachnoidalraum nachgewiesen werden und
sogar vereinzelt im Perivaskularraum. Dieses Ergebnis spricht fur ein Einwandern
aktivierter T-Zellen nach MOG/DZ-Immunisierung ins ZNS, der Eintritt jedoch, der
z.B. durch Adhasionsmolekuile vermittelt wird, scheint verwehrt zu bleiben.

Um den Eintritt ins ZNS zu erleichtern, ware eine lokale Entziindung im ZNS in
Verbindung mit einem Zusammenbruch der BHS vorteilhaft. Ein Versuch diesem
Anspruch gerecht zu werden, wurde durch DZ-Immunisierung IL-12p40/p35
doppelt transgener Mause erreicht. I1L-12 tg Méause exprimieren IL-12 im ZNS
(PAGENSTECHER et al. 2000). Nach DZ-Immunisierung konnte im eigenen
Versuch der Zeitpunkt der sich spontan entwickelnden typischen Ataxien erheblich
verkirzt werden. Entwickelten die Tiere normalerweise im Alter von vier bis sechs
Monaten Ataxien, konnten diese bereits zehn Tage nach MOG/DZ-Immunisierung

beobachtet werden.
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Demnach ist es also moéglich nach DZ-Immunisierung autoreaktive Tyl-Zellen zu
induzieren, welche nach Eintritt ins ZNS in der Lage sind LA&hmungserscheinungen
durch Schadigung der Myelinscheide hervorzurufen. IL-12 tg M&use exprimieren
IL-12 im ZNS nur Uber Astrozyten, was bedeuten mag, dass die Anzahl der

infiltrierenden autoreaktiven Tyl-Zellen zu gering zur Auslésung der EAE waren.

Interessant wére die Fragestellung, ob die durch DZ-Immunisierung aktivierten
Tul-Zellen nach Zusammenbruch der BHS in der Lage waren, die EAE zu

induzieren.

Um diesem Ziel naher zu kommen, waren Untersuchungen im Zusammenhang mit
der Borna’schen Krankheit von Vorteil. Dieses neurotrope Virus erzeugt eine
lymphozytare Meningoenzephalitis mit Beteiligung von CD4" und CD8" T-Zellen
(BILZER et al. 1994; DESCHL et al. 1990). Eine EAE-Induktion in Borna kranken
Mausen nach DZ-Immunisierung ware der endgultige Beweis flur das Potential von
DZ eine Autoimmunerkrankung nach Prasentation des Autoantigens an T-Zellen

zu induzieren.

Insgesamt bleiben aufgrund der durchgefiihrten Experimente und der publizierten
Arbeiten die genauen auslésenden Komponenten der EAE weiterhin unbekannt.
Die vorliegenden Daten erlauben jedoch den Schluss, dass eine durch myeloide
BM-DZ induzierte Tyl-Immunitat gegen das MOG-Antigen nicht ausreicht, obwohl
die passive EAE alleine durch den Transfer MOG-spezifischer T-Zellen induziert

werden kann.
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In dieser Arbeit werden Mause zur aktiven Induktion der Experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) mit einem Myelinantigen s.c. immunisiert.
Hierfir wird das Myelin Oligodendroglia Glykoprotein (MOG) in Komplettem
Freund’'schen Adjuvans (Complete Freund’'s adjuvans, CFA) mit zusatzlichen
Anteilen hitzeinaktivierter Mykobakterien (M. tuberculosis, MT) emulgiert.
Zusatzlich wird den Tieren Pertussis Toxin (PT) i.p. injiziert. Nach etwa zehn bis
zwoOIf Tagen entwickeln die Tiere aufsteigende Lahmungserscheinungen. Die
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen stellt den initialen Schritt zur Auslésung der
Autoimmunerkrankung dar. Da in vivo die antigenspezifische Aktivierung naiver T-
Zellen ausschlie3lich Gber Dendritische Zellen (DZ) vermittelt wird, spielen DZ

vermutlich auch bei der EAE-Induktion eine entscheidende Rolle.

Zur Charakterisierung der Aktivierungsbedingungen, unter welchen in vitro
generierte DZ in der Lage sind, nach Antigenbeladung und Injektion die EAE
auszulésen, wurden zunachst DZ aus Knochenmarksvorlauferzellen generiert und
mit MT oder PT inkubiert. Dies fiuhrte zur Produktion proinflammatorischer
Zytokine wie TNF und IL-12, zuséatzlich wurde das regulatorische Zytokin IL-10
produziert. Die Beladung dieser DZ mit MOG und die anschliel3ende

Immunisierung von Mausen durch s.c. Injektion resultierte in einer starken Tyl-
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Immunantwort mit deutlicher Proliferation der CD4" T-Zellen und massiver IFN-g
Produktion, jedoch dem Fehlen einer klinischen EAE. Die Untersuchung zeigte,
dass eine primére T-Zellantwort gegen das Myelinantigen induziert wurde, diese
jedoch nicht zum Ausbruch von Autoimmunitat ausreichte. Beim Vergleich der
Immunisierung durch CFA mit der mittels DZ, wurden Unterschiede in der Menge
der induzierten Zytokine bei gleicher Proliferation festgestellt. So konnten nach
CFA-Immunisierung hohere Mengen des inflammatorischen Zytokins IFN-g und
deutlich niedrigere Mengen des regulatorischen Zytokins IL-10 im Vergleich zur
DZ-Immunisierung gemessen werden. Die gesteigerte Produktion von IL-10 nach
DZ-Immunisierung deutete auf die Induktion regulatorischer T-Zellen hin, die in der
Lage sind, die Tyl-induzierte EAE komplett zu unterdriicken. Bemihungen, mit
der gezielten i.p. Injektion von IFN-g, IL-12, LPS oder CpG, die Produktion von
IFN-g zu steigern und IL-10 zu senken, gelangen zwar, fiihrten jedoch nicht zur
Induktion der EAE. Mit der Verwendung IL-10-gendefizienter Mause und der
Depletion regulatorischer T-Zellen durch Verwendung des Antikdrpers PC61 und
der anschlieBenden DZ-Immunisierung wurde schlieBlich eine direkte
Abhéngigkeit der EAE-induktion von der Abwesenheit oder Inaktivitat
regulatorischer T-Zellen widerlegt.

Die Induktion von Autoimmunitat nach DZ-Immunisierung gelang bisher im
Hepatitis- und Myokarditismodell (SACHER et al. 2002; ERIKSSON et al. 2003),
womit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) als naturliche Barriere eine Sonderstellung
zukommt. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die DZ-Immunisierung IL-12
transgener Mause die Entwicklung der typischen Ataxien nach zehn Tagen
induzierte. Folglich werden nach DZ-Immunisierung autoreaktive Tyl-Zellen
induziert, welche nach Eintritt ins ZNS in der Lage sind Lahmungserscheinungen
durch Schadigung der Myelinscheide hervorzurufen.

Neuere Forschungsergebnisse, unter anderem von CUA et al. (2003) und
Langrish et al. (2005), heben die Bedeutung von IL-23 und IL-17 fir den
Aktivierungsweg der EAE hervor. Zuklnftige Untersuchungen hinsichtlich dieser
Zytokine basierend auf dem hier entwickelten DZ-Immunisierungsmodell waren

von Interesse.
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For active induction of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) mice
were immunised with Myelin Oligodendroglia Glykoprotein (MOG), emulsified in
Complete Freund’s adjuvans (CFA), adding heat-inactivated mycobacteria (M.
tuberculosis, MT). Additionally animals were injected with pertussis toxin (PT) i.p.
Ten to twelve days later animals develop an ascending paralysis. Activation of
autoreactive T cells are the main factor for induction of autoimmune disease. In
vivo the antigen-specific activation of naive T cells is mediated by Dendritic Cells

(DC), so DC seem to be important for induction of EAE.

The aim of this study was to characterize the role of DC in induction of EAE,
especially the activating conditions, important for DC to induce EAE after

incubation with antigen and injection into mice.

Firstly bone-marrow derived DC were incubated with MT or PT, leading to a strong
production of proinflammatory cytokines such as TNF and IL-12 and the regulatory
cytokine IL-10. After that, these DC were incubated with MOG and injected s.c.
into mice. This led to a strong Tpl-immune response as measured by CD4" T cell
proliferation and strong IFN-g production, but without symptoms of EAE. This
shows that a primary T-cell response directed against the myelin antigen was

induced but it was not sufficient to lead to an onset of autoimmune reactions.
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The comparision of CFA immunisation and immunisation with DC showed
guantitative differences in cytokine production. After CFA immunisation higher
levels of IFN-g and lower levels of IL-10 in contrast to immunisation with DC was

observed.

An immunisation with DC induced regulatory T cells, as shown by increased
production of IL-10. Regulatory T cells are able to suppress Tyl immunitiy,
inducing EAE.

Additional i.p. injections of IFN-g, IL-12, LPS or CpG were able to increase IFN-g

and decrease IL-10 production, but were unable to induce EAE.

For turning off all regulatory T cells, IL-10 deficient mice and mice treated with
antibody PC61 were immunised with DC. Even these mice failed to develop EAE.

To conclude, there is no influence of regulatory T cells on the induction of EAE.

Induction of autoimmunity after immunisation with DC was shown in hepatitis and
myocarditis model (SACHER et al. 2002; ERIKSSON et al. 2003), indicating a
special role of the blood-brain-barrier (BBB).

This study illustrates that the immunisation of IL-12 transgenic mice with DC

induced the species-typical ataxie after ten days.

To conclude, immunisation with DC induced autoreactive Tyl cells which are able
to induce ataxy after their entry in the ZNS.

New studies show that IL-23 and IL-17 are essential in the development of EAE
(CUA et al. 2003; Langrish et al. 2005). Further investigations of I1L-23 and IL-17

during immunisation with DC will be interesting.
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