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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem schutzt den Organismus vor Infektionen durch Mikroorganismen
und Autoimmunitat. Die Zellen des Immunsystems stammen von hamatopoetischen
Stammzellen ab und differenzieren in die verschiedenen Komponenten des
Immunsystems. Man kann zwischen der angeborenen und der adaptiven
Immunantwort unterscheiden (1). Fehlgeleitete adaptive Immunantworten kdnnen zu

Autoimmunitat fihren.

1.1.1. Angeborenes Immunsystem

Die angeborene Abwehr stellt die erste Verteidigung gegen Pathogene dar. Die erste
Abwehr erfolgt dabei Uber die Korperepithelien, wie zum Beispiel die Schleimhaute
des Atmungsepithels oder des Verdauungstraktes, welche eine Barriere gegen
Erreger bilden. Zusatzlich werden eindringende Mikroorganismen durch einen
niedrigen pH-Wert im Magen oder das Lysozym bekampft, welches in der
Tranenflissigkeit oder im Speichel die Zellwand der Bakterien zersetzt. Wenn
Pathogene diese Barrieren durchdringen, werden sie als ,fremd“ erkannt und vom
Immunsystem beseitigt (1).

Zum einen wird der Erreger von Makrophagen angegriffen, welche allgemein
vorkommende Merkmale von Krankheitserregern Uber Rezeptoren auf ihrer
Oberflache erkennen. Sie eliminieren die Erreger durch Phagozytose und setzen
Zytokine und Chemokine frei, was eine Entziindungsreaktion auslést. Durch die
Chemokine werden weitere Zellen wie Monozyten und neutrophile Zellen angelockt.
Neutrophile Granulozyten konnen phagozytieren und Monozyten differenzieren am
Entzindungsherd zu Makrophagen. Eine weitere Komponente der angeborenen
Immunitat ist das Komplementsystem. Darunter versteht man zahlreiche Proteine,
die an die Oberflache von Mikroorganismen binden und Uber eine Kaskade deren
Tod auslosen. Das Komplementsystem kann zum einen durch Porenbildung die Lyse
von Pathogenen bewirken, zum anderen kann die Oberflache des Erregers durch
Bindung der Komplementsystemproteine opsonisiert werden, was dazu flhrt, dass

dieser durch Phagozyten beseitigt werden kann. Neben den Makrophagen und dem
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Komplementsystem gibt es aullerdem noch natirliche Killerzellen, welche
Tumorzellen oder Veranderungen durch Virusbefall erkennen und anschlief3end in
der Zielzelle Apoptose induzieren (1).

Viele Pathogene haben jedoch Strategien entwickelt, um der ersten Abwehr durch
das angeborene Immunsystem zu entgehen. In diesem Fall kommen die Zellen des

adaptiven Immunsystems zum Einsatz.

1.1.2. Adaptives Inmunsystem

Zum adaptiven Immunsystem gehoren die B- und T-Lymphozyten, welche sich im
Knochenmark bzw. im Thymus entwickeln. Diese Zellen haben antigenspezifische
Rezeptoren und kdnnen somit Krankheitserreger spezifisch erkennen. Eine grol3e
Vielfalt von Rezeptoren wird durch Genumlagerungen wahrend der Entwicklung der
B- und T-Zellen gewahrleistet. Dabei ist wichtig, dass jede Zelle nur eine Spezifitat
auf der Oberflache tragt (1).

Die adaptive Immunantwort beginnt damit, dass ein Pathogen von einer unreifen
dendritischen Zelle (DZ) durch Phagozytose aufgenommen und abgebaut wird. Die
DZ wird dadurch aktiviert, wandert zu einem benachbarten Lymphknoten und reift zu
einer antigenprasentierenden Zelle (APZ). Makrophagen konnen auch als APZ
wirken. APZ konnen B- und T-Zellen stimulieren, wenn diese den passenden
antigenspezifischen B-Zell-Rezeptor (BZR) bzw. T-Zell-Rezeptor (TZR) auf der
Oberflache tragen. Fur die Stimulation von B-Zellen ist gegebenenfalls noch die Hilfe
von T-Helfer-Zellen nétig. Bei den T-Zellen kann man zwischen CD4" und CD8" T-
Zellen unterscheiden. Die CD4" Zellen werden auch als T-Helfer-Zellen bezeichnet,
welche in Th1-, Th2- und Th17-Zellen differenzieren koénnen. Diese haben
unterschiedliche Aufgaben und produzieren dementsprechend verschiedene
Zytokine. T-Zellen erkennen ihre Zielzelle, wenn diese das entsprechende Antigen im
Zusammenhang mit einem MHC-Molekul tragt. Diese Molekule sind spezialisierte
Proteine, die Peptidfragmente auf die Zelloberflache transportieren und dort
prasentieren kdnnen. Man unterscheidet im Wesentlichen zwischen MHC Klasse |
und Klasse I, welche verschiedene Antigene prasentieren. Die zytotoxischen CD8"
Zellen konnen Zielzellen, die auf ihrer Oberflache Fragmente eines Pathogens in
Verbindung mit einem MHC | Molekll tragen, durch Induktion von Apoptose

beseitigen. Dies konnen Zellen sein, die von einem Virus oder einem intrazellularen
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Erreger befallen sind. CD4" Zellen kénnen Zellen, die das spezifische Antigen mit
einem MHC Il Molekul auf der Oberflache tragen, aktivieren. Th1- und Th2-Zellen
regen B-Zellen dazu an, Antikérper zu produzieren und Th1-Zellen aktivieren
aulRerdem Makrophagen. Die Aktivierung von B-Zellen durch die APZ bewirkt, dass
diese zu Plasmazellen differenzieren. Diese haben die Aufgabe groRe Mengen von
Antikdrpern zu produzieren, welche dieselbe Spezifitat wie der BZR haben.
Antikorper sind Immunglobuline und sie bestehen aus zwei identischen schweren
Ketten und zwei identischen leichten Ketten, welche Uber kovalente Disulfidbricken
miteinander verbunden sind. An dem einen Ende des Antikorpers befindet sich die
hochvariable Region, welche die Antigenbindungsstelle bildet. An dem anderen Ende
befindet sich die Bindungsstelle fur Komponenten des Komplementsystems.
Antikorper kdnnen bakterielle Toxine neutralisieren, an Bakterienoberflachen binden
und somit deren Aufnahme und Eliminierung durch Makrophagen erleichtern und sie
kénnen das Komplementsystem aktivieren (1).

Eine besondere Fahigkeit des adaptiven Immunsystems ist das so genannte
simmunologische Gedachtnis®. Es besteht aus Immunzellen die bereits eine Infektion
abgewehrt haben. Sie kénnen jahrelang im Organismus verweilen und bewirken,
dass es bei erneuter Infektion mit demselben Pathogen zu einer schnelleren und

wirksameren Reaktion kommt und fuhren somit zu einer andauernden Immunitat (1).

1.2. Die Milz

Die Milz dient als sekundares lymphatisches Organ und hat deshalb einige wichtige
Aufgaben bei der Immunantwort. Sie ist jedoch auch ein Filter fir das Blut (2). Der
Blutstrom gelangt Uber die Arterie in die rote Pulpa der Milz, welche einen offenen
Blutkreislauf ohne Endothelien darstellt (3). Von dort gelangt das Blut Gber den Sinus
in die Vene, welche das Blut wieder in den Korper zurlck leitet. Der Sinus stellt eine
besondere Struktur aus Endothel und speziellen Fasern dar (4), welche nur flur
frische Erythrozyten durchlassig sind (5). Altere Erythrozyten werden somit aus dem
Blutkreislauf herausgefiltert und in der roten Pulpa von Makrophagen verdaut. Dieser
Prozess dient auch dem Recycling des Eisens vom Hamoglobin der Erythrozyten (6).
In der roten Pulpa befinden sich auch die Antikdrper-produzierenden Plasmazellen,
welche nach ihrer Differenzierung aus der weif3en in die rote Pulpa wandern (7). Die

weille Pulpa stellt das lymphatische Gewebe der Milz dar, welches fur die adaptive
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Immunantwort verantwortlich ist und B- und T-Zell-Bereiche enthalt. In der T-Zell-
Zone interagieren T-Zellen mit DZ und B-Zellen, wohingegen in den B-Zell-Follikeln
die Expansion von aktivierten B-Zellen stattfindet (8). Eine besondere Struktur der
Milz stellt die Marginalzone (MZ) dar, welche die weilde Pulpa umgibt (Abb. 1). Sie ist
der Ort, an dem Zellen den Blutstrom verlassen und in die weile Pulpa eintreten.
Dieser Eintritt in die weilde Pulpa ist ein aktiver Prozess, der durch bestimmte
Proteine reguliert wird (9). Gebildet wird die MZ aus verschiedenen Zelltypen, welche
voneinander abhangig sind. Am aulleren Rand der MZ befinden sich die MZ
Makrophagen, weiter innen befinden sich die MZ Metallophilen Makrophagen und
dazwischen befinden sich die MZ B-Zellen und ein Subtyp von DZ (8). Nachdem das
Blut auf dem Weg durch die Milz die MZ passiert, konnen dort Pathogene und
|6sliche Antigene erkannt werden. In der MZ der Milz werden angeborene und
adaptive Immunantworten miteinander verknipft. Zum einen werden Pathogene von
den Makrophagen beseitigt, zum anderen konnen DZ und MZ B-Zellen nach
Aktivierung in die weile Pulpa wandern und dort CD4" T-Zellen aktiveren und die
Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen stimulieren (10, 11). Es gibt auch
Hinweise vom ,anterior chamber associated immune deviation® (ACAID)-Modell,
welche belegen, dass es in der MZ der Milz zu einer Interaktion von APZ, MZ-B-
Zellen und NKT-Zellen kommt (12). Bei diesem Modell wird durch Injektion eines

Antigens in das Auge systemische Toleranz gegen dieses Antigen ausgeldst.

07N — — — — —— wme==== Afferente Arterie

Efferente Vene

Venoser Sinus

AuBere Kapsel

Zentrale Arteriole
Follikel

T-Zell-Zone
Marginalzone

Abbildung 1: Struktur der Milz

von Mebius und Kraal (8), gedruckt mit Erlaubnis von Macmillan Publishers: Nature Reviews 5:606-
616, copyright 2005

Die afferente Arterie verzweigt sich in die zentrale Arteriole in der weilen Pulpa. Die weilte Pulpa

besteht aus T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel und ist umrandet von der MZ. Die Arteriolen enden in der
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roten Pulpa, wo das Blut wieder vom vendsen Sinus aufgenommen wird und in die efferente Vene

gelangt.

1.3. Marginalzonen-B-Zellen

MZ B-Zellen unterscheiden sich von follikularen B-Zellen aufgrund ihrer
Oberflachenmarker (13). Sie zeigen eine starke Expression von IgM, CD1d, CD21
und CD22 und eine niedrige Expression von IgD, CD23 und B220. Das CD22-
Molekul gehdrt zur ,sialic acid binding immunoglobulin-like lectins® (Siglec) Familie,
es bindet an Sialinsauren (14) und wirkt als negativer Regulator des B-Zell-Signals
(15, 16). CD22" Mause zeigen eine Reduktion in der MZ B-Zell-Population (17). MZ
B-Zellen sind darauf spezialisiert Pathogene im Blut zu detektieren und differenzieren
daraufhin entweder zu Plasmazellen oder werden zu funktionellen APZ (18). Sie
haben einen bereits voraktivierten Zustand mit einer hohen B7-1 und B7-2
Expression, was eine schnelle Reaktion gegen Pathogene ermdglicht. Aufgrund ihrer
gunstigen Lage in der MZ mit direktem Kontakt zum Blutstrom sind MZ B-Zellen fahig
Pathogene im Blut schnell zu erkennen und zu beseitigen (19). MZ B-Zellen kdnnen
nicht nur groRe Mengen an Antikérpern produzieren, sie interagieren auch mit vielen
anderen Zelltypen. Sie kénnen die Expansion von CD4" T-Zellen bewirken (10), sie
konnen Antigene zu follikularen DZ transportieren (20) und sie interagieren mit NKT-
Zellen. MZ B-Zellen exprimieren grof’e Mengen des CD1d-Molekils, welches von
NKT-Zellen erkannt wird (21).

1.4. NKT-Zellen

NKT-Zellen werden dadurch charakterisiert, dass sie sowohl einen TZR als auch den
NK1.1-Marker tragen, welcher fur NK-Zellen typisch ist (22). NK1.1 wird jedoch nur in
C57BL/6 Mausen exprimiert und ist auch nicht auf allen NKT-Zellen vorhanden (23).
AulBerdem wird es nach Aktivierung herunterreguliert (24). NKT-Zellen konnen
jedoch Uber CD1d-Tetramere identifiziert werden, da sie das CD1d-Molekdl
erkennen (25), welches dem MHC | Molekil ahnlich ist und Lipid-Antigene
prasentiert (26). Das Glykolipid Antigen a-Galactosylceramid, welches aus einem
Meeresschwamm gewonnen wird, ist ein Stimulator von NKT-Zellen (27). Man kann
verschiedene Typen von NKT-Zellen unterscheiden. Die klassischen (Typ 1) NKT-

Zellen exprimieren in Mausen eine Va14-Ja18 TZR a-Kette und beim Menschen eine
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Va24-Ja18 a-Kette (28). Die nicht-klassischen (Typ Il) NKT-Zellen kénnen dagegen
verschiedene TZR-Ketten auf der Oberflache tragen. Diese Zellen wurden erstmals
in MHC Klasse |l defizienten Mausen identifiziert, welche zwar keine MHC-
abhangigen T-Zellen aber dennoch CD1d-abhangige, Va14-Ja18-negative T-Zellen
besitzen (29). NKT-Zellen sind, wie die MZ B-Zellen, fur schnelle Immunantworten

verantwortlich. Sie bewirken diese durch die Produktion von grof3en Zytokin-Mengen.

1.5. Dendritische Zellen

1.5.1. Funktion von Dendritischen Zellen

DZ gehoren, wie die Makrophagen und B-Zellen, zu den professionellen APZ des
Immunsystems (30). DZ befinden sich in peripheren Geweben und reagieren dort auf
eindringende Mikroorganismen. Sie koénnen diese aufnehmen und anschlielend
enzymatisch verdauen. Es gibt verschiedene Mechanismen, die den DZ die
Aufnahme von Pathogenen ermdoglichen. Makropinozytose ist ein Rezeptor-
unabhangiger Mechanismus um Idsliche Antigene aufzunehmen (31). Apoptotisches
Material wird von unreifen DZ unter anderem mithilfe von speziellen Integrinen
aufgenommen (32). Makropinozytose und die Aufnahme von apoptotischen Zellen
findet standig statt, bewirkt jedoch keine Reifung der DZ. Um infektioses Material von
korpereigenem Material unterscheiden zu kénnen, haben DZ spezielle Rezeptoren,
welche konservierte Muster auf der Oberflache von Krankheitserregern erkennen.
Diese Muster werden als ,pathogen-associated moleculer pattern® (PAMPs) und die
dazugehdrigen Rezeptoren als ,antigen pattern recognition receptors® (PRRSs)
bezeichnet. Ein Beispiel hierfur ist die Gruppe der so genannten ,Toll-like
Rezeptoren® (TLR) (33). Diese erkennen bakterielle Bestandteile wie
Lipopolysaccharid (LPS), RNA und DNA. TLR-Signale bewirken eine Reifung der DZ.
Weitere wichtige Rezeptor-Familien sind die C-Typ-Lectine (34). Aullerdem kdnnen
DZ Mikroorganismen erkennen, wenn diese bereits von Antikdrpern gebunden
wurden. Die DZ erkennt dann den Antikérper mithilfe ihrer Fc-Rezeptoren (35).

Das aufgenommene Material wird in der DZ prozessiert und Fragmente der
Pathogene werden in Kombination mit MHC Molekulen auf der Zelloberflache
prasentiert (36). Extrazellular aufgenommene Antigene, zum Beispiel extrazellulare

Bakterien, werden Uberwiegend auf MHC Il prasentiert. Diese Mikroorganismen
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werden in Phagosomen oder Endosomen der DZ aufgenommen und dort durch
Proteinasen verdaut. Die Fragmente werden auf MHC Il Molekule geladen und zur
Zelloberflache transportiert. Manche Pathogene, zum Beispiel Viren, entgehen der
Endozytose. Sie verschmelzen mit ihren Zielzellen und somit gelangt der Virusinhalt
ins Zytoplasma. Sie werden direkt in der Zelle durch das Proteasom verdaut und auf
MHC | Molekulen an die Oberflache transportiert. Diese intrazellularen Antigene
werden auf MHC | Molekiilen prasentiert. CD4" T-Zellen erkennen Antigene im
Zusammenhang mit dem MHC Il Molekiil und CD8" T-Zellen erkennen Antigene, die
vom MHC | Molekll prasentiert werden. Es ist allerdings auch mdglich, dass
exogene Antigene auf MHC | Moleklle beladen werden und umgekehrt. Dieses
Phanomen nennt man Kreuz-Prasentation (37). Dieser Mechanismus ist wichtig,
damit bestimmte Antigene an CD4" und CD8" T-Zellen prasentiert werden kénnen.
Aulerdem kénnen DZ auch Lipid-Antigene Uber das CD1d-Molekil an NKT-Zellen
prasentieren.

Wenn DZ im peripheren Gewebe ein Pathogen entdeckt und aufgenommen haben,
wandern sie anschlieBend Uber die Lymphflissigkeit in den drainierenden
Lymphknoten, um das prozessierte Antigen an T-Zellen zu prasentieren und diese
dadurch zu stimulieren. Die Wanderung der DZ wird durch Kontakt zu Komponenten
der extrazellularen Matrix und durch Chemokine vermittelt, welche an den Rezeptor
CCRY7 auf der DZ binden (38, 39). DZ befinden sich in fast allen Organen und sind
besonders stark in Haut und Mucosa vorhanden, wo es verstarkt zum Kontakt mit
Pathogenen kommt (30). DZ haben je nach Reifungszustand unterschiedliche

Aufgaben.

1.5.2. Reifungsstadien von Dendritischen Zellen

DZ konnen nicht nur Immunantworten auslosen, indem sie T-Zellen stimulieren, sie
konnen auch Toleranz induzieren (40, 41). Die Reaktion, die eine DZ bewirkt, hangt
von ihrem Reifungszustand ab (42, 43). DZ im peripheren Gewebe befinden sich in
einem unreifen Zustand. In diesem Zustand haben sie sehr gute phagozytotische
Eigenschaften und zeigen eine niedrige Expression von kostimulatorischen und MHC
Molekulen auf ihrer Oberflache. AuRerdem produzieren diese Zellen keine Zytokine
und haben keine migratorischen Fahigkeiten. Eine unreife DZ ist dafir verantwortlich

Antigene aufzunehmen und T-Zell-Anergie (siehe 1.6.) auszuldsen. Diese Zellen sind
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tolerogen, da sie der T-Zelle nur Antigene prasentieren konnen, jedoch kein
kostimulatorisches Signal liefern, was zu Anergie fuhrt (44). Durch Kontakt mit einem
Reifungsstimulus, zum Beispiel einem Bakterium oder Virus, verandern sich die
Oberflache und die Eigenschaften der DZ. Vollstandig gereifte DZ regulieren die
Expression von MHC |l Molekllen und von kostimulatorischen Molekulen (B7-1, B7-
2) hoch. Damit konnen sie die beiden notigen Signale zur Stimulation der T-Zellen
liefern (siehe Abschnitt 1.8.). Aullerdem produzieren sie verstarkt Zytokine. Diese
Zellen nehmen nun keine Antigene mehr auf, sondern haben die Aufgabe in den
Lymphknoten zu wandern und dort Antigene zu prasentieren und dadurch T-Zellen
zu aktivieren. Diese DZ werden als immunogen bezeichnet. Zusatzlich zu diesen
Reifungsstadien wurde die semireife DZ charakterisiert (43). Diese zeigt wie die
vollreife DZ verstarkte Expression von kostimulatorischen Molekilen und MHC 1. Im
Gegensatz zu vollreifen DZ produzieren jedoch die semireifen DZ keine Zytokine.
Diese DZ wirken ebenfalls tolerogen und kénnen in vitro durch Reifung mit TNF-a
generiert werden. Diese Zellen sind nicht vollstandig gereift, konnen jedoch durch

Stimulation mit LPS zu einer vollreifen, Zytokin-produzierenden DZ werden (45).

Knochenmark Peripherie Lymphatische Organe
MHC II +++
Kostim. Molekiile +++
. Unreife DZ O Endozytose +
Vorlauferzelle \e“*‘\o Migration +++
w Zytokin-Produktion ot
GM-CSF Volireife DZ
_
+-IL-4
LPS
0t I
Us,
0/792
0, K
KON MHC II e+
Kostim. Molekiile +++
MHC Il + Endozytose +
Kostim. Molekiile + Migration ) et
Endozytose 4 Zytokin-Produktion +
Migration - Semireife DZ

Zytokin-Produktion

Abbildung 2: Die Reifung von DZ und ihre Eigenschaften

Aus Vorlauferzellen entwickeln sich unter Einwirkung von GM-CSF (Maus) und zusatzlich IL-4
(Mensch) unreife DZ. Diese exprimieren geringe Mengen an MHC Il und kostimulatorischen
Molekilen auf ihrer Oberflache und betreiben in hohem MafRe Endozytose. Durch eine Infektion
erhalten sie ein Reifungs-Signal. Reife DZ betreiben weniger Endozytose, exprimieren mehr
kostimulatorische Molekile und prasentieren gro3e Mengen an aufgenommenen Antigenen auf MHC

Il Molekilen. AufBerdem produzieren sie Zytokine und kdnnen migrieren. DZ kdnnen auch
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apoptotisches Zellmaterial aus dem Gewebe aufnehmen und erlangen dadurch einen semireifen
Phanotyp. Diese DZ koénnen ebenfalls migrieren, sie exprimieren kostimulatorische
Oberflachenmolekile und MHC Il, sie produzieren jedoch keine Zytokine. Semireife DZ kénnen durch

einen Reifungsstimulus wie LPS weiter in vollreife DZ differenzieren.

1.6. Toleranz

Von Toleranz spricht man, wenn gegen ein bestimmtes Antigen keine Immunreaktion
ausgeldst wird. Dabei unterscheidet man zwischen der zentralen Toleranz, welche in
Thymus und Knochenmark entsteht, und der peripheren Toleranz, welche im
peripheren Gewebe entsteht. Zentrale Toleranz bedeutet, dass Zellen wahrend ihrer
Entwicklung auf ihre Selbstreaktivitat gepruft und dementsprechend selektioniert
werden (46). Im Thymus werden nahezu alle korpereigenen Antigene von
Endothelzellen exprimiert (47). Die T-Zell-Vorlaufer wandern durch den Thymus und
binden an diese prasentierten Antigene. Bindet ein Rezeptor sehr gut an diese
Antigene muss die entsprechende Zelle durch Apoptose beseitigt werden. Diesen
Vorgang nennt man negative Selektion. Es kann jedoch vorkommen, dass
autoreaktive Zellen dieser Selektion entgehen und in die Peripherie gelangen.

Um diese Zellen zu eliminieren sind weitere Mechanismen der peripheren Toleranz
notig. Diese konnen in funf verschiedene Kategorien unterteilt werden: Ignoranz,
Anergie, Deletion, Immundeviation und Regulation/Suppression (42). Von Ignoranz
spricht man, wenn ein Antigen zwar in peripheren Organen exprimiert wird, jedoch
nicht ins Blut oder in sekundare lymphatische Organe gelangt und nicht von APZ
prasentiert werden kann. Somit sind die entsprechenden T-Zellen ignorant fur ihr
Antigen.

Anergie tritt dann ein, wenn eine T-Zelle zwar ihr Antigen auf einem MHC Molekdl
einer APZ erkennt, aber kein zusatzliches kostimulatorisches Signal tUber CD28
erfolgt (48). Nur reife, nicht jedoch unreife DZ, exprimieren die kostimulatorischen
Molekule B7-1 und B7-2 (siehe Abschnitt 1.5.2.), welche an CD28 auf der T-Zelle
binden und somit das zweite Aktivierungssignal fur die T-Zelle liefern. Fur eine
vollstandige T-Zell-Aktivierung sind TZR-Signal und Kostimulation ndétig (siehe
Abschnitt 1.8.). Anergische T-Zellen regulieren CTLA-4 hoch, welches ein negatives
Signal vermittelt und mit 10fach hoherer Affinitat als CD28 an die kostimulatorischen
Molekule B7-1 und B7-2 bindet (49). Trifft diese anergische T-Zelle erneut auf eine
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kompetente APZ, welche B7-1 und B7-2 exprimiert, kommt es Uber CTLA-4 zu einem
inhibitorischen Signal fur diese Zelle (50).

Durch mangelnde Kostimulation kann es auch zu Deletion kommen (51). Dabei
werden autoreaktive Zellen durch Induktion von Apoptose abgetdtet. Dies geschieht
durch Interaktion von Fas (CD95) auf den T-Zellen mit Fas-L(CD95L), welcher von
vielen Zellen im peripheren Geweben exprimiert wird. Zur Deletion von aktivierten T-
Zellen durch die Fas/Fas-L Interaktion kann es jedoch auch kommen, wenn eine
Immunantwort beendet werden soll. Dies nennt man ,activation induced cell death®
(AICD) (52, 53).

Wie bereits im Abschnitt 1.1.2. erwahnt wurde, gibt es mehrere T-Helfer-Antworten,
welche von unterschiedlichen T-Zellen durchgefuhrt werden. Diese unterscheiden
sich durch ihre Zytokin-Produktion. Th1-Zellen produzieren tUberwiegend IFN-y und
differenzieren unter Einwirkung von IL-12 aus naiven T-Zellen. Th2-Zellen
produzieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Th1 und Th2 Antworten schlie3en sich
aufgrund der unterschiedlichen Zytokine gegenseitig aus und hemmen sich
gegenseitig. Diesen Mechanismus bezeichnet man als Immundeviation.

Ein weiterer Mechanismus der peripheren Toleranz ist die Regulation/Suppression.
Dabei spielen regulatorische T-Zellen (Treg) und myeloische Suppressorzellen eine
Rolle, welche Immunantworten unterdricken konnen (54). Bei den Tregs kann man
mehrere Subtypen unterscheiden. Zum einen gibt es die naturlich vorkommenden
CD4'CD25'FoxP3" Tregs, welche meist Uber Zellkontakt-abhdngige Mechanismen
wirken (55), zum anderen gibt es induzierbare Tregs, welche hauptsachlich Gber die
Zytokine IL-10 (Tr1) (56) oder TGF-B (Ty3) wirken (57, 58). Alle Tregs haben
gemeinsam, dass sie zwar ein TZR-Signal bendtigen, jedoch sind ihre hemmenden
Eigenschaften antigen-unabhangig.

Bei den vielen Moglichkeiten um Toleranz zu erzeugen, kommt es oft zu einer

Kombination von mehreren der hier erwahnten Mechanismen.
1.7. Autoimmunitat
Autoimmunreaktionen kommen zustande, wenn trotz der zahlreichen

Toleranzmechanismen autoreaktive Zellen entstehen, welche kdérpereigene Antigene

als ,fremd” erkennen und somit eine Immunantwort gegen diese Antigene bewirken.
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Dies hat Autoimmunerkrankungen zur Folge, in deren Verlauf kdrpereigene Zellen

vom Immunsystem attackiert werden.

1.7.1. Multiple Sklerose und Experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis

Ein Beispiel fur eine Autoimmunerkrankung ist Multiple Sklerose (MS). Es handelt
sich dabei um eine Krankheit des zentralen Nervensystems (ZNS), bei der
autoreaktive Zellen die Myelinscheide der Nervenzellen zerstéren. In Nord-Europa
und Nord-Amerika ist die Wahrscheinlichkeit an MS zu erkranken 1 zu 1000, weltweit
sind 1,5 bis 2 Millionen Menschen betroffen und dabei tritt die Krankheit zwei- bis
dreimal haufiger bei Frauen auf (59).

Man geht davon aus, dass unter anderem erbliche Faktoren fur die Entstehung von
MS verantwortlich sind, da Studien gezeigt haben, dass es einen Zusammenhang
zwischen MS und bestimmten MHC-Genen gibt (60, 61). MS wird dadurch ausgeldst,
dass autoreaktive T-Zellen aktiviert werden und die Blut-Hirn-Schranke (BHS)
passieren. Die BHS bildet bei gesunden Menschen eine Barriere zwischen dem
Blutkreislauf und dem ZNS. Sie wird hauptsachlich aus Endothelzellen und ,Tight
junctions® gebildet und ist selektiv durchlassig fir lonen, Molekile und Zellen (62).
Infektionen, zum Beispiel mit HIV, kdnnen zu einer Schadigung der BHS fuhren (63).
Ist die BHS geschadigt, konnen autoreaktive Zellen ins ZNS gelangen und dort
Schaden verursachen. Bei der Entstehung von MS werden autoreaktive T-Zellen
zunachst in der Peripherie aktiviert. Wenn die Zellen ins ZNS gelangt sind, kénnen
sie dort ihr Antigen erkennen und werden erneut aktiviert. Daraufhin produzieren sie
Zytokine, welche wiederum Mikroglia aktivieren und weitere inflammatorische Zellen
anlocken. Auflerdem werden die Plasmazellen zur Produktion von autoreaktiven
Antikérpern angeregt. Die aktivierten Makrophagen/Mikroglia und Myelin-spezifische
Antikorper bewirken die Zerstorung der Myelinscheide und somit die Schadigung der
Axone (59, 64) (Abb. 3).
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Abbildung 3: Ubersicht der Entstehung von MS
Modifiziert nach Hohlfeld (59), Multiple sclerosis: human model for EAE?, European Journal of
Immunology, 2009, 39:2036-2039, copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co KGaA, gedruckt mit

Erlaubnis, Erklarung siehe Text

Zunachst ging man davon aus, dass IFN-y-produzierende CD4" T-Zellen (Th1-
Zellen) die Krankheit auslosen. Mittlerweile weil¥ man jedoch, dass die kurzlich
entdeckten IL-17-produzierenden Th17 Zellen ebenfalls an der Pathogenese von MS
beteiligt sind (65). Th17 Zellen vermitteln zum einen die Immunabwehr gegen
zahlreiche Erreger, zum anderen sind sie auch bei der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen beteiligt. Wichtige Regulatoren der Th17-Differenzierung
sind der Transkriptionsfaktor RORyt (66) und die Zytokine TGF-B, IL-6, IL-21, IL-23
(67). In MS Patienten konnte eine verstarkte IL-23-Produktion durch DZ
nachgewiesen werden, was eine mogliche Erklarung fur die Expansion von Th17
Zellen in MS-Patienten liefert (68). Zuséatzlich zu den CD4" T-Zellen konnten in den
Lasionen von MS-Patienten auch CD8" T-Zellen gefunden werden (69, 70). B-Zellen
sind ebenfalls an der Schadigung der Axone beteiligt, indem sie Auto-Antikdrper
produzieren (71). Die Behandlung mit dem monoklonalen Antikorper Rituximab,
welcher an CD20 bindet und dadurch B-Zellen depletiert, bewirkt eine Verbesserung

der Krankheitssymptome (72). Es gibt drei Arten von Lasionen bei MS-Patienten. In
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der einen dominieren T-Zellen und Makrophagen, in der anderen kommen
hauptsachlich Antikorper und Teile des Komplementsystems vor und in der dritten
sind Sauerstoff- und Stickstoffoxid-Radikale vorhanden (73).

Ein Maus-Modell zur Erforschung von MS ist die Experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis (EAE). Dabei gibt es zum einen die passive und zum anderen die
aktive EAE. Die passive EAE wird durch die Injektion von in vitro aktivierten
enzephalitogenen T-Zellen ausgelost. Die aktive EAE wird durch Injektion von
Myelin-Antigenen, zum Beispiel Myelin Basisches Protein (MBP) oder Myelin
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), induziert. Das Peptid wird dabei mit
Kompletten Freudschen Adjuvant gemischt, welches inaktivierte Mykobakterien
enthalt. Durch die Mykobakterien werden DZ und Makrophagen aktiviert, welche
durch die Produktion von IL-12 eine Th1- und Th17-Reaktion auslosen (74). Zur
Verstarkung der Reaktion wird Pertussis-Toxin injiziert, da es die Permeabilitat der
BHS erhoht (75). Die EAE zeigt viele Gemeinsamkeiten mit MS, unter anderem die
Zerstorung der Myelinscheide, die Lasionen in Gehirn und Ruckenmark und die
Antikorper in ZNS und Zerebrospinalflissigkeit (76). Sie ist ein gut untersuchtes
Modell flr eine menschliche Autoimmun-Erkrankung und aufgrund dieses
experimentellen Systems wurden bereits therapeutische Ansatze fur die Behandlung
von MS entwickelt (77).

1.7.2. MS und Viruserkrankungen

Zusatzlich zu dem genetischen Zusammenhang mit dem MHC-Lokus scheint es
auch einen Zusammenhang zwischen MS und Viruserkrankungen zu geben (78-82).
Dieser Zusammenhang kann mit der so genannten ,Mimikry-Hypothese® erklart
werden (83), welche besagt, dass Virusproteine, die korpereigenen Proteinen
strukturell ahnlich sind, autoreaktive T-Zellen aktivieren konnen. Es gibt
beispielsweise zahlreiche Studien, die darauf hindeuten, dass eine Infektion mit
Epstein-Barr Virus (EBV) mit einem hohen MS-Risiko assoziiert ist (84-86). In MS-
Patienten kann eine erhohte Menge an Antikorpern gegen EBV im Blut und der
Zerebrospinalflissigkeit nachgewiesen werden (87-90). AuRerdem zeigen Patienten
verstarkte T-Zell-Antworten gegen EBV-Antigene (87, 91, 92). In Blut und
Zerebrospinalflissigkeit von MS-Patienten kdnnen auch erhéhte Mengen an Masern-

Antikoérpern festgestellt werden (78). Es gibt auch einen Zusammenhang zwischen
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Masern-Infektionen und anderen neurodegenerativen Krankheiten. Bei Kindern, die
im Alter von weniger als 2 Jahren eine Masern-Infektion erlitten haben, ist das Risiko
an der neurodegenerativen Erkrankung subakute sklerosierende Panenzephalitis
(SSPE) zu erkranken 1 zu 10.000 (93).

1.7.3. Lipid-Antigene bei der Multiplen Sklerose

Die Myelinscheide der Nervenzellen, welche bei der MS-Erkrankung von
autoreaktiven Zellen attackiert wird, besteht zu 70% aus Lipiden (94). Es gibt
zahlreiche Arbeiten, die darauf hindeuten, dass es wahrend der MS zu T-Zell-
Antworten oder Antikdrper-Reaktionen gegen diese Lipide kommt (95-97). Es wurden
T-Zellen aus MS-Patienten isoliert, welche reaktiv fir Glykolipide waren und diese
kamen bei MS-Patienten in grélRerer Menge vor als bei gesunden Menschen (98).
Untersuchungen der Zerebrospinalflissigkeit von MS-Patienten haben ergeben, dass
darin Antikorper gegen Myelin-Lipide wie Sulfatid, Sphingomyelin, asialo-GM1, GM1
und 3B-hydroxy-5a-cholestan-15-one (eine oxidierte Form von Cholesterol)
vorhanden waren (94). Im Serum von EAE-Mausen wurden ebenfalls Lipid-
spezifische Antikérper gegen Sulfatid, asialo-GM1 und Cerebrosid gefunden.
AulBerdem fuhrte die Zugabe von Sulfatid in das EAE-Adjuvant zu einer
Verschlechterung der EAE-Symptome. Dasselbe war der Fall, wenn den Mausen
Sulfatid-spezifische Antikorper verabreicht wurden. Es gibt jedoch auch
gegensatzliche Daten, die zeigen, dass durch die intraperitoneale Injektion von
Sulfatid die EAE verhindert werden kann, indem nicht-invariante NKT-Zellen
stimuliert werden (99). Moglicherweise hangt die Immunmodulation, die durch das

Lipid ausgeldst wird, von der Injektionstelle ab.

1.7.4. EAE-Protektion durch Injektion Dendritischer Zellen

Mause konnen durch Injektion von DZ, welche mit dem MOG-Peptid beladen
wurden, vor EAE geschitzt werden. Dabei spielt der Reifezustand der DZ eine Rolle.
Semireife DZ, welche mit TNF stimuliert wurden, sind in der Lage die EAE zu
verhindern. Unreife oder vollstandig mit LPS und CD40 gereifte DZ konnen dies
jedoch nicht. Bereits eine TNF-DZ-Injektion bewirkt eine Verbesserung der EAE-

Symptome und drei Injektionen flhrten zur vollstdndigen Protektion der Tiere (100).
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Die DZ schutzen peptid-spezifisch vor der EAE, da unbeladene DZ oder DZ, welche
mit Ovalbumin (OVA)-Peptid beladen wurden, keinen Einfluss auf den EAE-Verlauf
haben. Dabei ist es wichtig, dass die DZ-Injektion intravends erfolgt, da die Zellen
nur in diesem Fall tolerogen wirken. Durch subkutane Injektion werden die DZ
immunogen und kénnen nicht mehr vor EAE schitzen (45).

Nach der Injektion von TNF-DZ konnte im Uberstand von Milz-Zellen, die mit MOG-
Peptid restimuliert wurden, Uberwiegend IL-10 festgestellt werden. Dagegen wurde
nach Injektion der LPS/CD40-DZ hauptsachlich IFN-y produziert. Nach Sortierung
der Milz-Zellen in CD4" und CD11c¢” Zellen wurde festgestellt, dass das IL-10 von
den CD4" T-Zellen hergestellt wurde. Somit werden durch die intravendse Injektion
von TNF-gereiften und MOG-beladenen DZ peptid-spezifische CD4" T-Zellen
aktiviert, welche IL-10 produzieren. Die Protektion vor der EAE hangt jedoch nur
teilweise von IL-10 ab, da ein anti-IL-10 Antikorper den protektiven Effekt der DZ nur
teilweise aufheben konnte (100).

Einen weiteren Beitrag zur EAE-Protektion liefern die Th2-Zytokine IL-13 und IL-4,
welche von CD4" T-Zellen und NKT-Zellen produziert werden (101). Es konnte
gezeigt werden, dass CD1d” Mause, welche weder Typ | noch Typ Il NKT-Zellen
besitzen, nicht durch Injektion von TNF-DZ vor der EAE geschitzt werden konnten.
Dasselbe war der Fall bei Jo281" Mausen, welche keine Typ | NKT-Zellen bilden.
Wenn diesen Ja2817 Mausen jedoch Typ | NKT-Zellen injiziert wurden, konnte die
EAE wieder durch die DZ verhindert werden, was zeigt, dass diese dabei eine Rolle
spielen. Der EAE-Verlauf in TNF-DZ-injizierten CD1d” Mausen war starker als bei
Jo2817 Mausen, was darauf hindeutet, dass Typ Il NKT-Zellen ebenfalls nétig fiir die
Protektion sind (101).

Es ist wichtig, dass die DZ CD1d auf ihrer Oberflache tragen, damit sie NKT-Zellen
stimulieren konnen. CD1d-defiziente DZ koénnen die EAE nicht verhindern. Die
Injektion der TNF-DZ induziert die Zytokine IL-4 und IL-13, welche bereits zwei
Stunden nach der 3. Injektion im Serum nachweisbar sind. Die Tatsache, dass diese
Zytokine nicht von CD1d-defizienten DZ induziert werden kénnen deutet darauf hin,
dass diese von NKT-Zellen produziert werden. Es konnten jedoch in der Milz auch
CD4" T-Zellen nachgewiesen werden, welche nach der DZ-Injektion IL-4 und IL-13
produzierten. Die IL-4 und IL-13 produzierenden T-Zellen waren bei Injektion von
TNF-DZ in Ja2817 Mause reduziert. Dies deutet darauf hin, dass die NKT-Zellen
wichtig sind um die Zytokin-Produktion der T-Zellen zu bewirken. In IL-4Ra” Mausen,
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welche nicht auf IL-4 und IL-13 reagieren kénnen (102), konnte keine vollstandige
EAE-Protektion erreicht werden (101). Die von T- und NKT-Zellen gebildeten Th2-
Zytokine IL-4 und IL-13 sind auBerdem wichtig fir die Induktion von CD4" IL-10
produzierenden T-Zellen, da in IL-4Ra” Tieren nach der TNF-DZ-Injektion kein
protektives IL-10 gebildet wurde (101).

MHC II”" DZ konnten die EAE ebenfalls nicht verhindern. AuRerdem konnten nach
MHC II"" DZ-Injektion im Serum keine NKT-Zell-Zytokine und in der Milz kein IL-10
nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die Stimulation der NKT-Zellen uber CD1d
alleine nicht ausreichend ist, da ohne die Stimulation von T-Zellen durch MHC keine
NKT-Zell- und T-Zell-Zytokine produziert werden und somit keine EAE-Protektion
moglich ist. Die semireife DZ muss also uber das MHC-Molekil in Verbindung mit
dem MOG-Peptid mit der T-Zelle und Uber das CD1d-Molekul in Verbindung mit
einem Lipid-Antigen mit der NKT-Zelle interagieren, um diese Zellen zu aktivieren
und dadurch eine vollstandige EAE-Protektion zu erreichen. Dabei ist es wichtig,
dass ein und dieselbe DZ mit T- und NKT-Zellen in Kontakt tritt, da eine Mischung
aus MHC II”" DZ und CD1d”" DZ, wo die Signale an T- und NKT-Zellen von zwei
verschiedenen DZ kommen, nicht zur Protektion fahig war (101). Die von CD4" T-
Zellen und NKT-Zellen produzierten Tr1 (IL-10) und Th2 (IL-4 und IL-13) Zytokine
bewirken eine Blockade der EAE, welche Uber Th1 und Th17 Zellen vermittelt wird.

1.8. Kostimulation und Koinhibition

Fir effiziente T-Zell Aktivierung und Generierung von Effektorzellen sind zwei
Signale notig. Zum einen das T-Zell-Rezeptor-Signal, welches dadurch zustande
kommt, dass der TZR einen Peptid-MHC-Komplex auf der APZ erkennt. Zum
anderen sind kostimulatorische Signale zwischen Oberflachenmolekilen der APZ
und der T-Zelle notig (49). Es gibt zahlreiche solcher Signal-Molekule auf APZ und T-
Zellen (Abb. 4). Diese konnen in die B7-Familie, die TNF-Familie und die Zytokine
unterteilt werden. Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Molekille,
die teilweise stimulierende und teilweise inhibitorische Signale an die T-Zelle
vermitteln konnen. Die Zytokine beeinflussen ebenfalls die T-Zell-Differenzierung und

entscheiden uber die Polarisierung der T-Zell-Antwort.
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Abbildung 4: Kostimulatorische und koinhibitorische Oberflaichenmolekiile

Modifiziert nach Pardoll (49), gedruckt mit Erlaubnis von Macmillan Publishers: Nature Reviews 2:227-
238, copyright 2002

Die kostimulatorischen und koinhibitorischen Molekiile lassen sie sich in die B7-Familie, die TNF-
Familie und die Zytokine unterteilen. B7-1 und B7-2 kénnen an das stimulatorische Molekil CD28
oder auch an das inhibitorische Molekil CTLA-4 binden. B7-H1 und B7-DC haben sowohl
stimulatorische als auch inhibitorische Eigenschaften auf die T-Zelle. Das inhibitorische Signal wird
vermutlich Gber PD-1 vermittelt. Der stimulatorische Ligand fir B7-H1 und B7-DC auf den T-Zellen ist
noch unbekannt. Mehrere Mitglieder der TNF-Familie, welche von der APZ exprimiert werden, liefern
kostimulatorische Signale fir T-Zellen indem sie an den entsprechenden Liganden der TNF-Rezeptor-
Familie auf der T-Zelle binden. Zytokine entscheiden Uber die Polarisierung der Immunantwort, indem

sie die Differenzierung der T-Zellen beeinflussen.
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1.8.1. B7-H1

B7-H1 (PD-L1, CD274) gehort zur B7-CD28 Familie der kostimulatorischen Molekile
und es ist auf vielen Zell-Typen exprimiert, darunter T-Zellen, B-Zellen, Monozyten,
DZ und nicht-hamatopoetische Zellen (103, 104). Ein Interaktionspartner von B7-H1
ist ,programmed cell death-1“ (PD-1). Dieser ist exprimiert auf aktivierten CD4" und
CD8" T-Zellen, B-Zellen, NKT-Zellen und auf Monozyten (105-107). Auferdem
interagiert B7-H1 mit CD80 (B7-1) und moglicherweise mit weiteren bisher
unbekannten Molekulen auf T-Zellen (108-110).

Es gibt gegensatzliche Befunde flir die Funktion der B7-H1/PD-1 Interaktion. Zum
einen gibt es Studien, die zeigen, dass die Interaktion zwischen B7-H1 und PD-1 zur
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen beitragt (111). Zum anderen gibt es Belege
daflir, dass sich die B7-H1/PD-1 Interaktion hemmend auf die Proliferation und
Zytokin-Produktion von T-Zellen auswirkt (104, 108).

Die Tatsache, dass B7-H1 auf vielen Geweben exprimiert ist, deutet darauf hin, dass
es an der Regulation von selbst-reaktiven T- und B-Zellen und somit an der
Einschrankung von Autoimmunerkrankungen beteiligt ist. AuRerdem ist es wichtig fur
die Regulation von Entzindungsreaktionen und fir die Einschrankung von
Immunfunktionen in der Peripherie (112-115).

Im EAE-Modell wurde der Effekt von B7-H1 bereits ausfiihrlich untersucht. B7-H1™"
Mause zeigen eine starkere EAE als WT-Mause, die Krankheit beginnt bei diesen
Tieren friher und die Symptome sind heftiger (116). AuRerdem bewirkt eine
Blockade von B7-H1 oder PD-1 mithilfe von Antikdrpern eine erhohte
Empfanglichkeit fur EAE und einen starkeren Verlauf (117, 118).
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2. Fragestellung

Aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass tolerogene, TNF-gereifte DZ
die EAE-Entwicklung in Mausen verhindern konnen, wenn diese vor der EAE-
Induktion intravends verabreicht werden. In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
ob das koinhibitorische Molekul B7-H1 auf der Oberflache der DZ einen Einfluss auf
das tolerogene Potential der DZ und somit auf die EAE-Protektion hat. Es sollte
uberpruft werden, ob DZ aus B7-H1 defizienten Mausen ebenso fahig sind, die EAE
zu verhindern, wie WT DZ.

Es war ebenfalls bereits bekannt, dass die tolerogenen DZ T- und NKT-Zellen
aktivieren, welche zur Protektion beitragen. In dieser Arbeit sollte die Frage geklart
werden, ob MZ B-Zellen ebenfalls wichtig sind. Dazu sollte untersucht werden, ob
CD22" Mause, welche eine Reduktion in der MZ B-Zell-Population haben, vor der
EAE geschutzt werden kdnnen.

Des Weiteren sollte analysiert werden, welchen Einfluss ZNS-Lipid-Antigene auf DZ
haben, da vermutet wird, dass diese wichtige Antigene bei der Entstehung der
Multiplen Sklerose darstellen.

Nachdem es bereits zahlreiche Hinweise flr einen Zusammenhang zwischen Virus-
Infektionen und Erkrankungen wie Multiple Sklerose gibt, sollte untersucht werden,
ob eine Masern-Infektion einen Einfluss auf den Verlauf einer EAE-Erkrankung hat.
Dazu sollte ein Maus-Modell fur eine persistierende Masern-Infektion verwendet und
herausgefunden werden, ob diese Infektion einen Unterschied des EAE-Verlaufes

bewirkt.
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3. Material und Methoden

3.1. Medien, Puffer und Losungen

HL-1 Medium (komplett)
500ml HL-1-Medium (Lonza)
100U/ml Penicillin (PAA)
100pg/ml  Streptomycin (PAA)
2mM L-Glutamin (PAA)
50uM B-Mercaptoethanol (Sigma)

Zellkulturmedium (R10-Medium) fur Dendritische Zellen
500ml RPMI1640 (PAA)
50ml sterilfiltriertes, hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FKS)
100U/ml Penicillin
100pg/ml  Streptomycin
2mM L-Glutamin
50uM B-Mercaptoethanol

Zellkulturmedium fur Hybridome
500ml RPMI1640 mit L-Glutamin (Gibco)

25ml sterilfiltriertes, hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FKS)

100U/ml Penicillin/Streptomycin

0,1'mM nicht-essentielle Aminosauren
1TmM Natrium-Pyruvat
5uM B-Mercaptoethanol

Einfriermedium
45ml sterilfiltriertes, hitzeinaktiviertes FKS (PAA)
5ml DMSO (Sigma)

PB

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Magnesium und Calcium (PAA)
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FACS- Puffer

0,59 BSA
5ml 10%ige Natriumazid-Losung
500ml PBS

1,6% Ammoniumchlorid

8 ml 10%ige Ammoniumchlorid-L6sung (Applichem)

42 ml steriles Wasser

2% ige Formaldehyd-L&sung
5,4ml 37%ige Formaldehyd-Losung (Roth)
96,6ml PBS

4%ige Paraformaldehyd-L6sung

49 Paraformaldehyd (Fluka)
100ml PBS

NaOH zugeben bis das Pulver geldst ist, pH auf 7 einstellen

2% BSA-LAsung
29 BSA (Sigma)
100ml PBS

0,1 M Glycin-L6sung
0,375¢g Glycin (Applichem)

50ml steriles Wasser

3.2. Spezielle Reagenzien

3.2.1. Stimulantien und Zytokine

murines TNF-a

PeproTech, verwendetete Konzentration: 500U/ml
LPS (von E.coli 0127:B8)

Sigma, verwendetete Konzentration: 1ug/ml
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3.2.2. Peptide

MOGs3s.55

MOGss55 Peptid (EVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) wurde synthetisiert und HPLC

aufgereinigt von R. Volkmer, Charite, Berlin

3.2.3. Lipide

Sulfatid (Avanti Polar Lipids)

Sphingomyelin (Avanti Polar Lipids)

Ceramid (Avanti Polar Lipids)

Cerebrosid (Avanti Polar Lipids)

Gangliosid (Avanti Polar Lipids)

GM1-Gangliosid (Avanti Polar Lipids)

a-GalCer (Alexis Biochemicals)

3.2.4. Fluoreszierende Partikel

Fluoresbrite PolyFluor 407 Microspheres (Polysciences)

Fluoresbrite YG Microspheres 1um (Polysciences)

3.3. Antikorper

anti-B7-H1-PE (BD Pharmingen), Verdinnung fir FACS: 1:100
anti-CD80-FITC (BD Pharmingen), Verdunnung fur FACS: 1:100
anti-CD86-FITC (BD Pharmingen), Verdunnung fur FACS: 1:100
anti-CD40-PE (BD Pharmingen), Verdinnung fur FACS: 1:100
anti-MHC |I-PE (BD Pharmingen), Verdinnung fur FACS: 1:250
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anti-CD3-FITC (BD Pharmingen), Verdinnung fir FACS: 1:400
anti-NK1.1-PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen), Verdunnung fur FACS: 1:100
anti-B7-DC-PE (eBioscience), Verdunnung fur FACS: 1:100

anti-PD-1-PE (eBioscience), Verdunnung fur FACS: 1:100

anti-CD169 unkonjugiert (AbD Serotec), Verdlinnung fur Histologie: 1:300
anti-Ratte-Alexa555 (Molecular Probes/Invitrogen), Verdinnung fur Histologie:
1:1000

3.4. Mausstamme

C57BL/6 und BALB/c Tiere wurden von Charles River oder Harlan bezogen. Die
verwendeten transgenen Tiere stammen aus der Eigenzucht im Institut flr Virologie
(CD1d”, Ja2817" und CD22") bzw. aus der Neurologischen Klinik (B7-H1”-, 2D2).

Die zum Zwecke immunologischer Untersuchungen am Tier vorgenommenen
Immunisierungen und Organentnahmen wurden durch die Regierung von

Unterfranken genehmigt.

3.5. Zellkulturmethoden

3.5.1. Kultur von Zellen

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die
verwendeten Zellen wurden bei 5% CO, und 37°C kultiviert. Um die Zellen zu ernten,
erfolgte eine Zentrifugation bei 1200 rpm fur 5 Minuten.

3.5.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen,
langsam auf -80°C abgekuhlt und nach etwa 24 Stunden weiter auf -140°C
abgekuhlt. Zum Auftauen wurden die Zellen in einem auf 37°C vorgewarmtem

Wasserbad zugig aufgetaut, in Kulturmedium Uberfuhrt, zentrifugiert und in frischem

Medium aufgenommen.
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3.5.3. Zellzahlung und Vitalitatstest

Um die genaue Zellzahl zu bestimmen, wurden die Zellen mit Trypanblau-Lésung
verdunnt. Dieser Farbstoff farbt tote Zellen an, und somit kénnen die lebenden
weillen Zellen von den toten blauen Zellen unterschieden werden. Die lebenden
Zellen wurden mithilfe einer Neubauerzahlkammer unter dem Lichtmikroskop
ausgezahlt. Es wurden 4 mal 16 Quadranten ausgezahlt und durch 4 geteilt. Die

Zellzahl errechnet sich mit folgender Formel:
Durchschnittliche Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellen/ml
3.5.4. Gewinnung von murinem GM-CSF

Um GM-CSF angereicherten Kulturtiberstand zu erhalten, wurde eine mit dem GM-
CSF Gen transfizierte Plasmazytom-X63-Ag8-Zelllinie verwendet. Diese wurde von
Dr. B. Stockinger zur Verfiigung gestellt (119). Die Zellen wurden mit 3x10° Zellen
pro mittlere Flasche in R10-Medium ausgesat und fur 7 Tage kultiviert. Im Anschluss

wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen und filtriert.
3.5.5. Farbung von Zellen mit CFSE

Je 2x107 Zellen wurden in 1ml PBS aufgenommen. Das CFSE (Molecular
Probes/Invitrogen) wurde gemall den Herstellerangaben in DMSO gel6st und im
Verhaltnis 1:1 mit PBS verdunnt. AnschlieRend wurde durch eine 1:1 Verdinnung mit
der Zellsuspension eine finale CFSE-Konzentration von 2,5 uM erreicht. Die Zellen
wurden mit dem Farbstoff fur 15 Minuten im Dunkeln und bei Raumtemperatur

inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
3.5.6. Knochenmark-Praparation

Femur und Tibia der Hinterlaufe von Mausen wurden entnommen. Am Knochen
anliegendes Gewebe wurde mithilfe von Papiertuchern entfernt. Im Anschluss
wurden die gesduberten Knochen mit 70% Ethanol desinfiziert, um eine

Kontamination der Knochenmarkskultur durch Gewebszellen zu vermeiden.
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Anschlie®end wurden die Knochen in PBS gewaschen, an beiden Enden mit einer
sterilen Schere gedffnet und das Knochenmark mit einer PBS-gefullten Spritze
herausgespult. Nach Zentrifugation der Zellen wurden sie in R10-Medium

aufgenommen, gezahlt und mit 3x10° Zellen pro Kulturschale ausgesét.

3.5.7. Generierung von Dendritischen Zellen

Die Gewinnung von DZ aus murinem Knochenmark erfolgte nach der von Lutz und
Mitarbeitern beschriebenen Methode (120). Die Zellen wurden, wie unter 3.5.6.
beschrieben, isoliert und in 10ml R10-Medium pro Schale ausgesat. Um aus den
Knochenmarksvorlauferzellen DZ zu generieren, wurde das Kulturmedium zusatzlich
mit 10% GM-CSF Kulturiberstand versetzt. Nach 3 Tagen wurden erneut 10ml R10
Medium mit 10% GM-CSF Uberstand zugegeben. Nach 6 und 8 Tagen wurden
jeweils 10ml der Kultur entfernt und durch 10ml frischen Medium inklusive GM-CSF
Uberstand ersetzt. Die Zellen wurden je nach Experiment zwischen Tag 6 und 10

verwendet.

3.5.8. Praparation von Milz-Zellen

Die Milz wurde entnommen und mithilfe des Stempels einer Spritze durch ein
Zellsieb gedrickt. Das Sieb wurde anschlieltend mit PBS gespult. Die Zellen wurden
zentrifugiert, in R10-Medium aufgenommen und zur Erythrozytenlyse 1:1 mit 1,66%
Ammoniumchlorid verdunnt. Die Lyse erfolgte fur 5 Minuten bei 37°C. Im Anschluss
wurden die Zellen mit Medium aufgefullt, zentrifugiert und in frischem Medium

aufgenommen.

3.6. Immunologische Methoden

3.6.1. Fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie (FACS)

Um die Oberflachenmarker von Zellen zu untersuchen, wurden sie mit den unter 3.3.
erwahnten fluoreszierenden Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die Zellen (bis zu 1x10° pro Ansatz) wurden fiir 30 Minuten im Dunkeln

auf Eis mit 50ul Antikérper-Verdinnung (in FACS-Puffer) inkubiert und anschlieend

30



Material und Methoden

mit FACS-Puffer aufgefillt und zentrifugiert. Um die Farbung zu fixieren, wurden sie
fur 15 Minuten in 2% Formaldehyd inkubiert und anschlielend 1:1 mit FACS-Puffer
verdinnt und bis zur Messung im Kuhlschrank aufbewahrt. Die Fluoreszenz der
Proben wurden mithilfe eines Durchflusszytometers (Becton Dickinson, FACS
Calibur) analysiert und die Daten mittels FlowJo-Software 7.2.4 (Tree Star, Inc.)

ausgewertet.
3.6.2. Proliferationsmessung
3.6.2.1. CFSE-Verdunnung

Um zu untersuchen, ob Zellen sich teilen, kdnnen diese, wie unter 3.5.5.
beschrieben, mit CFSE angefarbt werden. Infolge der Zellteilung wird der Farbstoff
verdunnt. Die  Abschwachung der CFSE-Fluoreszenz  kann  mittels

Durchflusszytometrie analysiert werden.
3.6.2.2. [*H]-Thymidin-Einbau

Die Proliferation kann auch Uber den Einbau von radioaktiv markiertem [3H]—Thymidin
in die DNA der sich teilenden Zellen gemessen werden. Die zu analysierenden
Zellen wurden zunachst 72 Stunden inkubiert und anschliefend wurde 1uCi Methyl-
[*H] Thymidin zu der Zellsuspension gegeben und die Zellen wurden fiir weitere 18h
inkubiert. Der Kulturiberstand wurde mithilfe eines Harvesters (Tomtec) auf einen
Filter (Perkin Elmer, Filtermat A) Ubertragen. Dieser wurde in eine Plastik-Tasche
(Perkin Elmer, Sample Bag) eingeschweilt und eine Szintillationsflissigkeit wurde
zugegeben. Die auf dem Filter enthaltene Radioaktivitat (com) konnte nun mithilfe

eines Messgerates (Perkin Elmer, 1450 Microbeta) ausgelesen werden.
3.6.3. “Enzyme-linked-immunoabsorbent-assay” (ELISA)

Zell-Kulturiberstande bzw. Seren von Mausen wurden mittels ELISA auf ihren
Zytokin-Gehalt getestet. Es wurden Kits fur IL-13, IL-17 (eBioscience), IL-10, IL-4,
IFN-y (BD Pharmingen) verwendet und entsprechend der Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt.
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3.6.4. ,,Mixed lymphocyte reaction“(MLR)

DZ von BALB/c Mausen wurden, wie unter 3.5.7 beschrieben, generiert und von Tag
8 auf Tag 9 mit den Lipiden gereift. Anschlieend wurden sie zusammen mit
Milzzellen einer C57BL/6 Maus kultiviert, welche wie unter Punkt 3.5.8 beschrieben,
isoliert wurden. Nach 72 Stunden wurde 1uCi Methyl—[3H]-Thymidin zugegeben und
die Proliferation, wie unter 3.6.2.2 beschrieben, analysiert.

3.6.5. Restimulation von Milz-Zellen

Die Milz-Zellen wurden, wie unter 3.5.8. beschrieben, prapariert. Die Restimulation
erfolgte in Serum-freiem HL-1 Medium. Es wurden 4x10° Milz-Zellen unter Zugabe
von verschiedenen Mengen MOGg3s.55 (0—20 ug/ml) fir 4 Tage in einer 96 well Platte
kultiviert. Im Anschluss wurde der Uberstand mittels ELISA auf dessen Zytokin-

Gehalt untersucht.
3.6.6. Ko-Kultur von DZ mit NKT-Zell Hybridomen

Folgende Hybridome wurden verwendet: KT12 (121), VIII24 (29), XV19 (29) und
BW58 r/m CD28 (122). Fur die Ko-Kultur Experimente wurden die DZ aus WT und
B7-H17 Mausen fir 16 Stunden mit TNF gereift. 5x10* Zellen der Hybridome KT12,
BW58 r/m CD28 oder VIII24 oder 1x10* Zellen des Hybridoms XV19 wurden in einer
96 well Platte mit Rundboden fur 24 Stunden mit den DZ kultiviert. Um zu
uberprufen, ob die Zellen Uberhaupt reagieren, wurde 10ng/ml a-GalCer zugegeben.
Der Uberstand wurde mittels ELISA auf IL-2 getestet.

3.7. Histologische Methoden
3.7.1. Herstellung von Gefrierschnitten
Die Milzen von DZ-injizierten Mausen wurden entnommen und umgehend in einem

1,5 ml Plastikreaktionsgefal® in Tissue-Tek eingebettet und mit flussigem Stickstoff

eingefroren. Die gefrorenen Organe wurden an einem Cryostat (Leica) in 10um dicke
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Scheiben geschnitten und auf SuperFrost Plus Objekttragern aufgenommen und bei
-20° C gelagert.

3.7.2. Farbung von Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer aufgetaut
und fur 15 Minuten mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Dann wurde fur 15 Minuten eine
Losung aus 0,1fM Glycin zum Blocken von ungebundenen Aldehydgruppen
zugegeben. Anschlieend wurden die Schnitte mit einer 2%-igen BSA-LOsung
blockiert. Nach diesem Schritt wurde der erste Antikorper flr 30 Minuten zugegeben.
Im Anschluss wurde der Sekundarantikorper zugegeben. Zwischen den einzelnen
Schritten wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen. Nach der Farbung wurde
das Gewebe mit Fluoromount-Medium (Serva Electrophoresis GmbH) eingebettet

und mithilfe eines konfokalen Fluoreszenz-Mikroskops analysiert.

3.8. Tierversuche

3.8.1. DZ-Injektion und EAE-Induktion

Bevor bei den Mausen EAE induziert wurde, wurden den Tieren dreimal DZ
intravenods injiziert. Dies geschah 7, 5 und 3 Tage vor der EAE-Induktion. Die DZ
wurden zuvor geerntet, mit 5x10° Zellen pro ml wieder in eine Platte ausgesat und mit
40pg/ml MOG-Peptid und 500 U/ml TNF-a fur 4 Stunden gereift. Anschliefl3end wurden
zwischen 2 und 3x10° Zellen pro Maus und Injektion injiziert.

Die aktive EAE wurde mit MOG3s555 und CFA ausgeldst. Die Tiere erhielten eine
Emulsion aus MOGss_55 (200ug pro Maus) und CFA (Sigma-Aldrich), welches mit
Mycobacterium tuberculosis H37RA (5mg/mL) (Difco) versetz war. Zusatzlich
bekamen sie am Tag der Immunisierung und 48 Stunden spater 400ng Pertussis
Toxin (Alexis Biochemicals). Die Emulsion wurde subkutan rechts und links der
Wirbelsaule injiziert und das Pertussis Toxin wurde intraperitoneal verabreicht. Der
Krankheitsverlauf der Tiere wurde beobachtet und entsprechend der Tabelle 1

ausgewertet.
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EAE- Score | Klinische Symptome

0,5 Lauft normal, Schwanzspitze schleift am Boden

1 Lauft normal, ganzer Schwanz schleift am Boden

1,5 Zusatzlich etwas breitbeiniger Gang

2 Breitbeiniger Gang, Hinterteil tiefer als bei 1,5

2,5 Zusatzlich klappt beim Laufen ofter oder immer ein Hinterbein nach
hinten weg, kann aber wieder nach vorn gebracht werden

3 Ein Bein konstant hinten, kann nicht mehr unter den Koérper gebracht
werden; oder beide Beine inkonstant hinten, konnen noch unter den
Korper gezogen werden; oder seitliches Wegrutschen beider Beine,
Gang im Spagat

3,5 Beide Hinterbeine fast vollig oder vollig gelahmt, kdnnen nicht mehr
bis zur Spagatstellung vorgezogen werden

4 Zusatzlich Schwache der Vorderbeine, Maus zieht sich nicht mehr
gerade und zlgig mit den Armen vorwarts, Aufstitzen des
Oberkorpers nur auf die Unterarme

4,5 Zusatzlich Atemnot, Maus liegt im Sterben

5 Maus gestorben oder aufgrund des schlechten Zustandes getotet

Tabelle 1: Definition des klinischen EAE-Scores

3.8.2. Masern-Infektion und EAE-Induktion

C57BL/6 Tieren im Alter von exakt 14 Tagen wurden intracerebral mit Masern-Virus

infiziert. Dazu wurden 20ul Virus-Suspension mit 1x10° pfu in die linke Hemisphare

der Tiere injiziert (Kollaboration mit Prof. Jirgen Schneider-Schaulies) (123).

Kontrolltieren wurde PBS injiziert. Die Tiere wurden dabei mit Isofluran narkotisiert.

Nach 3 Wochen wurden bei den Tieren im Alter von 5 Wochen, wie unter 3.8.1.

beschrieben, EAE induziert. Kontrolltiere erhielten eine Emulsion aus CFA und PBS

subkutan und Pertussis Toxin intraperitoneal.
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4. Ergebnisse

4.1. Einfluss des koinhibitorischen Molekiils B7-H1 auf das tolerogene

Potential von DZ

In dieser Arbeit sollte geklart werden, inwieweit Signal-Molekulle auf der Oberflache
der DZ einen Einfluss auf die EAE-Protektion haben. Es sollte untersucht werden, ob

die Abwesenheit des Molekils B7-H1 das tolerogene Potential der DZ beeinflusst.

4.1.1. Oberflaichenmarker und stimulatorische Kapazitat von DZ aus Wildtyp
und B7-H1” Mausen

Bevor untersucht werden konnte, ob B7-H1-defiziente DZ eine tolerogene Wirkung
im EAE-Modell haben, sollten zunachst die Eigenschaften von WT und B7-H1" Dz
verglichen werden. Hierfiir wurden DZ aus Knochenmarkszellen von WT und B7-H1™-
Mausen generiert und fir 16 Stunden mit TNF stimuliert. Die Zellen wurden fir
verschiedene Oberflachenmarker gefarbt (B7-H1, B7-DC, CD80, CD86, CD40, MHC
II) und mittels FACS analysiert. Abgesehen von B7-H1, welches auf den B7-H1-
defizienten DZ fehlt, zeigten die DZ vergleichbare Expression der untersuchten
Oberflachenmarker (Abb. 5).

B7-H17-DZ

P B & 2 B E

B7-H1 B7-DC CD80 CD86 CD40 MHC Il

Abbildung 5: WT und B7-H1" zeigen die gleiche Expression von Oberflichenmarkern
DZ wurden aus dem Knochenmark von WT und B7-H1” M&usen generiert, mit TNF stimuliert, fur
verschiedene Oberflachenmarker gefarbt und mittels FACS analysiert. Die schattierte Flache zeigt die

unstimulierte Kontrolle und die schwarze Linie zeigt die TNF-stimulierten DZ.
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Da die DZ aus WT und B7-H1" Mausen eine vergleichbare Expression von
Oberflachenmarkern zeigten, sollte nun Uberpruft werden, ob sie auch vergleichbare
funktionelle Eigenschaften haben. Um dies zu uUberprifen, wurde untersucht,
inwieweit die verschiedenen DZ in der Lage sind, die Proliferation von T-Zellen zu
stimulieren. Dazu wurden CD4" T-Zellen aus 2D2 Ma&usen isoliert. Diese haben
einen TZR der spezifisch fur das MOG-Peptid ist. Diese T-Zellen wurden mit DZ aus
WT oder B7-H17 Mausen kultiviert, welche mit TNF stimuliert und mit MOGs5.55
beladen wurden. Die T-Zellen wurden zuvor mit CFSE gefarbt, um ihre Proliferation
durch den Verlust des Farbstoffs nachzuweisen. Die CFSE-Verdlnnung bei der Ko-
Kultur mit WT bzw. B7-H1 DZ war vergleichbar, was zeigt, dass beide DZ die T-
Zellen stimulieren kdnnen (Abb. 6).

WT DZ

100 0

80

80

% of Max

| —— 30.000 DZ
[ 10.000 DZ
....... 0DZ

20

CFSE

Abbildung 6: WT und B7-H1” stimulieren die Proliferation von T-Zellen gleich gut
TNE-stimulierte und MOG3s.55 beladene DZ aus WT und B7-H1" Mausen wurden mit CFSE- gefarbten
CD4" T-Zellen aus 2D2 M&usen ko-kultiviert. Die CFSE-Verdiinnung wurde mittels FACS untersucht.
Die gepunktete Linie zeigt die Kontrolle ohne DZ, die schattierte Linie zeigt die Kultur mit 10.000 DZ
und die durchgezogene Linie zeigt die Kultur mit 30.000 DZ.

4.1.2. Tolerogenes Potential von WT und B7-H1"" DZ

Wie bereits aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe bekannt war, fuhrt die wiederholte
intravendse Injektion von semireifen, MOG-beladenen DZ zu der Protektion vor der
EAE (100). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das Fehlen des
koinhibitorischen Molekuls auf der Oberflache der DZ einen Einfluss auf die EAE-
Protektion hat. Zu diesem Zweck wurden DZ aus dem Knochenmark von WT und
B7-H17" Mausen generiert, mit TNF gereift, mit MOG-Peptid beladen und
anschlieRend mehrmals intravends in WT Mause injiziert bevor die EAE induziert

wurde. Es wurden verschiedene Mengen an Zellen verwendet und es konnte
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beobachtet werden, dass die suboptimale Dosis von 2x10® WT DZ zu einer
Linderung der EAE-Symptome fiihrte, wahrend die héhere Dosis von 3x10° Zellen
eine vollstandige Protektion bewirkte. Bei den B7-H1” DZ war bereits die
suboptimale Dosis ausreichend fur eine vollstandige Protektion der Mause (Abb. 7A).
Der Effekt der EAE-Protektion ist MOG-spezifisch, da die Beladung der DZ mit dem
Peptid notig ist, um die EAE zu verhindern. Injizierte man DZ, die zwar mit TNF
gereift, jedoch nicht mit MOGss.55 beladen wurden, zeigten die Mause EAE-
Symptome (Abb. 7B).

A - PBS
—A— 2 x 10WT DZ + MOG
-~ 2 x 106B7-H1"-DZ + MOG
-~ 3x108WT DZ + MOG

3 |-~ 3 x 106B7-H1*DZ + MOG
o
52
1]
<
1]
1 -
0,
11 12 13 15 16 17 18 19 21 22 23 24 27 29
Tage nach EAE-Induktion
B 5 - ™ PBS
—A— WT DZ, kein MOG
@ 4 - —-0- B7-H1" DZ, kein MOG
[e]
» 3
<
w 2
1 -

13 14 15 16 17 18 20 21 22 23
Tage nach EAE-Induktion
Abbildung 7: B7-H1™ protektieren besser vor EAE als WT DZ
A) 2x10° bzw. 3x10° DZ aus WT und B7-H1" Mausen wurden mit TNF gereift und mit MOGgs.s5
beladen. Die Zellen wurden dreimal i.v. in C57BL/6 Mause injiziert, den Kontrollmausen wurde PBS
injiziert. AnschlieBend wurde EAE induziert und der Krankheitsverlauf der Tiere wurde beobachtet.
B) 2,5x10° WT bzw. B7-H1” DZ wurden mit TNF gereift, jedoch nicht mit MOGg35.55 beladen. Die Zellen

wurden dreimal i.v. injiziert und EAE wurde induziert.
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4.1.3. Injektion von B7-H1" DZ moduliert die T-Zell-Antwort in der Peripherie

Um die Frage zu klaren, warum die B7-H1-defizienten DZ besser in der EAE-
Protektion sind, wurden die Milz-Zellen von PBS und TNF-DZ injizierten Mausen
entnommen, nachdem 10 Tage zuvor EAE induziert wurde. Um die periphere T-Zell-
Antwort zu untersuchen, wurden die Milz-Zellen mit MOG-Peptid restimuliert und auf
ihre Zytokin-Produktion untersucht. Die PBS-Kontrolltiere zeigten eine starke
Produktion der pathogenen Zytokine IL-17 und IFN-y, wahrend die Mengen der
protektiven Zytokine IL-10 und IL-13 niedrig waren. Die WT-DZ injizierten Tiere
zeigten eine Reduktion der pathogenen und eine Erhdhung der protektiven Zytokine.
Dieser Effekt wurde durch die Injektion von B7-H1" DZ verstarkt, hier waren die
protektiven Zytokine noch héher und die pathogenen Zytokine noch niedriger als bei
der Injektion von WT DZ (Abb. 8).
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Abbildung 8: Injektion von B7-H1" DZ bewirkt eine verstirkte Produktion von protektiven
Zytokinen
MOGg3s.s5-beladene und TNF-gereifte DZ aus WT und B7-H1" Mausen wurden dreimal in Mause

injiziert bevor EAE induziert wurde. Kontrollmdusen wurde PBS injiziert. 10 Tage nach der EAE-
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Induktion wurden die Milz-Zellen mit verschiedenen Mengen MOG-Peptid restimuliert. Nach 4 Tagen

Kultur wurden die Uberstande mittels ELISA auf inren Zytokin-Gehalt untersucht.

4.1.4. Injektion von B7-H1" DZ bewirkt die Produktion von protektiven Serum-

Zytokinen

Aus friheren Arbeiten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass bei der EAE-
Protektion durch TNF-DZ NKT-Zellen eine Rolle spielen (101). Die Antwort dieser
Zellen kann bereits nach kurzer Zeit durch die Produktion von Zytokinen im Serum
nachgewiesen werden. Um dies zu iiberpriifen, wurden DZ von WT und B7-H1™" mit
TNF gereift und mit MOG-Peptid beladen und anschlief3end dreimal im Abstand von
2 Tagen intravends in Mause injiziert. Nach der 3. Injektion wurde das Serum der
Tiere mittels ELISA auf IL-17, IFN-y, IL-4 und IL-13 untersucht. Kontrolltiere, die mit
PBS injiziert wurden, zeigten keine Zytokine im Serum. IL-17 war weder nach PBS-
noch nach DZ-Injektion nachweisbar. Die mit WT-DZ injizierten Tiere zeigten jedoch
einen Anstieg der Zytokine IFN-y, IL-4 und IL-13. Dieser Anstieg war um ein
Vielfaches verstérkt in den Mausen die B7-H17" DZ erhalten haben (Abb. 9).
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Abbildung 9: Injektion von B7-H1" DZ bewirkt einen starken Anstieg von protektiven Serum-
Zytokinen

DZ aus WT und B7-H1” Mausen wurden mit TNF gereift und mit MOGg35.55 beladen bevor sie i.v. in
Mause injiziert wurden. Nach 3 Injektionen im Abstand von 2 Tagen wurde das Serum der Tiere auf
Zytokine untersucht. 2 Stunden nach der letzten Injektion wurde Blut entnommen und zentrifugiert,

nachdem es geronnen war. Das Serum wurde mittels ELISA getestet.
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4.1.5. Produktion der Serum-Zytokine ist MOG-unabhangig

Nun stellte sich die Frage, ob die Zytokin-Produktion nach der Injektion der DZ MOG-
spezifisch ist. Dazu wurden WT und B7-H1”" DZ verglichen, die mit TNF gereift und
entweder mit MOG-Peptid beladen wurden oder unbeladen waren. Diese DZ wurden
dreimal intravends injiziert und nach der 3. Injektion wurde das Serum der Tiere auf
den Zytokin-Gehalt untersucht. Es zeigte sich ein Anstieg von IFN-y, IL-4 und IL-13
und dieser war wesentlich hdher nach Injektion von B7-H1" Dz verglichen mit WT
DZ. Dabei spielte es jedoch keine Rolle, ob die DZ mit MOG-Peptid beladen waren.
Somit ist die Zytokin-Produktion unabhangig von dem MOG-Peptid auf der DZ, da
die Zytokin-Produktion gleich stark war, unabhangig davon, ob die DZ mit Peptid
beladen wurden oder nicht (Abb. 10).
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Abbildung 10: Anstieg der protektiven Serum-Zytokine ist Peptid-unabhangig

DZ aus WT und B7-H17 Mausen wurden mit TNF gereift und entweder mit MOGg35.55 beladen oder
unbeladen i.v. in Mause injiziert. Nach 3 Injektionen im Abstand von 2 Tagen wurde das Serum der
Tiere auf Zytokine untersucht. 2 Stunden nach der letzten Injektion wurde Blut entnommen und

zentrifugiert, nachdem es geronnen war. Das Serum wurde mittels ELISA getestet.
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4.1.6. Serum-Zytokine werden von Typ Il NKT-Zellen produziert

Um herauszufinden, welche Zellen die Zytokine herstellen, wurden verschiedene
knock out-Mause verwendet. CD1d” M&use, welche keine NKT-Zellen haben und
Jo2817 Mause, welche keine Typ | NKT-Zellen jedoch Typ Il NKT-Zellen besitzen.
Es wurden WT oder B7-H1" DZ mit TNF gereift, mit MOGgss55 beladen und
anschlieBend mehrmals in WT, Jo2817 oder CD1d” Mause injiziert. 2 Stunden nach
der 3. Injektion wurde das Serum auf Zytokine untersucht. WT Mause zeigten einen
starken Anstieg der Zytokine IFN-y, IL-4 und IL-13 nach der Injektion von B7-H1" Dz
(Abb. 11B), wie bereits in Abschnitt 4.6. beschrieben wurde. Bei den CD1d”” Mausen
war jedoch kein Unterschied zwischen der WT DZ- und der B7-H1" DZ-injizierten
Gruppe festzustellen. Dies deutet darauf hin, dass entweder die Typ | oder die Typ Il
oder beide NKT-Zellen wichtig fur die Produktion dieser Zytokine sind. Die DZ-
Injektion in Ja2817 zeigte jedoch, dass die Typ Il NKT-Zellen die entscheidenden
Zellen sind. Diesen Mausen fehlen nur die Typ | NKT-Zellen und in diesen Tieren
konnte wieder die starke Zytokin-Produktion nach Injektion der B7-H1" Dz
festgestellt werden. Die NKT-Zellen von WT und Jo2817" Mausen wurden auf die
Expression des B7-H1-Interaktionspartners PD-1 untersucht. Dazu wurden die Milz-
Zellen fur CD3 und NK1.1 gefarbt und die doppelt-positiven Zellen, welche die NKT-
Zellen darstellen, auf die Expression von PD-1 untersucht. Sowohl in der WT Maus,
welche beide NKT-Zell-Typen besitzt, als auch in der Ja2817 Maus, wo nur Typ |l
NKT-Zellen vorhanden sind, war PD-1 auf den Zellen exprimiert (Abb. 11A).
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Abbildung 11: Serum-Zytokine werden von Typ Il NKT-Zellen produziert

A) Milz-Zellen von WT und Jo2817 Mausen wurden fiir CD3 und NK1.1 gefarbt und die doppelt-
positiven Zellen wurden auf ihre PD-1 Expression untersucht.

B) MOG-beladene und TNF-gereifte WT bzw. B7-H1" DZ wurden dreimal i.v. in WT, Ja281™" oder
CD1d” Mause injiziert und 2 Stunden nach der 3. Injektion wurde das Serum mittels ELISA

untersucht.

4.1.7. Typ Il NKT-Zellen werden von DZ stimuliert und dieser Effekt wird tber
B7-H1 reguliert

Um zu bestatigen, dass speziell Typ Il NKT-Zellen Uber B7-H1 auf den DZ reguliert
werden, wurden Ko-Kultur-Experimente mit verschiedenen Hybridomen durchgefuhrt.
Die Hybridome KT12 und BW58 r/m CD28 entsprechen Typ | NKT-Zellen und die
Hybridome XV19 und VIII24 entsprechen Typ II NKT-Zellen. Alle 4 Hybridome
exprimieren den Interaktionspartner von B7-H1, PD-1, auf ihrer Oberflache (Abb.
12A). Jedoch wurden nur die Typ Il NKT-Zellen von den DZ stimuliert (Abb. 12B). Es
wurden TNF-gereifte WT und B7-H17 DZ mit den einzelnen Hybridomen kultiviert
und nach 24 Stunden wurde die Antwort der Hybridome anhand der IL-2 Produktion
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im Uberstand gemessen. Es zeigte sich, dass nur die Hybridome XV19 und VIII24
auf die DZ reagierten und ihre Reaktion war in Abwesenheit von B7-H1 starker. Die
Hybridome KT12 und BW58 r/m CD28 konnten nur durch DZ stimuliert werden, die

a-GalCer in Kombination mit dem CD1d-Molekul prasentierten.

A KT12 BW58 r/m CD28 XV19 Vili24

PD-1
B | *k 1
| " |
250 -
| . 1
_ 2004 [km2 >
E 150 Il BW58 r/m CD28
m -
= A xv19 -
o 7
25 1004 [ vz %
7
50 - %
%
aGalCer - - + - +

keine DZ WT DZ B7-H1/- DZ
Abbildung 12: Typ Il NKT-Zell-Hybribrome werden von DZ stimuliert und dies wird liber B7-H1
reguliert
A) NKT-Zell-Hybridome wurden fur PD-1 gefarbt und mittels FACS analysiert. Das schattierte
Histogram zeigt den Isotyp und die schwarze Linie zeigt die PD-1-Farbung.
B) 1x10* TNF-gereifte DZ aus WT oder B7-H1” Mausen wurden zusammen mit den verschiedenen
NKT-Zell-Hybridomen kultiviert und nach 24 Stunden wurde mittels ELISA der IL-2 Gehalt im

Uberstand bestimmt. Als Positiv-Kontrolle wurde a-GalCer (10ng/ml) zugegeben.

Zusammenfassend hat diese Arbeit gezeigt, dass das tolerogene Potential von
semireifen, MOG-beladenen DZ durch die Abwesenheit des koinhibitorischen

Molekuls B7-H1 verstarkt wird. B7-H1-defiziente DZ induzieren verstarkte protektive
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T- und NKT-Zell-Antworten. Im Serum der Mause konnten nach Injektion von B7-H1™"
DZ erhohte Mengen der protektiven Zytokine IL-4 und IL-13 nachgewiesen werden.
Experimente mit CD1d™” und Ja2817 Mausen haben ergeben, dass diese Zytokine
grofdtenteils von Typ Il NKT-Zellen produziert werden. Somit hat das B7-H1-Molekdl
eine inhibitorische Wirkung auf Typ Il NKT-Zellen und in Abwesenheit dieses
Molekuls kommt es folglich zu einer verstarkten Antwort dieser Zellen. Experimente
mit NKT-Zell-Linien konnten daruber hinaus zeigen, dass nur Typ Il NKT-Zellen von
DZ stimuliert werden konnten und dieser Effekt war in Abwesenheit von B7-H1
verstarkt. Typ | NKT-Zellen konnten nur von DZ stimuliert werden, wenn der CD1d-
Ligand a-GalCer zugegeben wurde. Somit haben DZ einen endogenen Liganden flr
Typ Il, nicht jedoch fur Typ | NKT-Zellen.

4.2. Einfluss von Marginalzonen-B-Zellen auf die EAE-Protektion
4.2.1. Wanderung von intravends injizierten DZ in die Milz

Aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass die Milz bei der EAE-
Protektion wichtig ist. Entfernt man die Milz nach den DZ-Injektionen ist keine
Protektion der Tiere mehr moglich (unveroffentlichte Daten, Carsten Wiethe).

Dies legt nahe, dass die injizierten DZ in die Milz wandern. Um dies zu uberprufen,
wurden DZ generiert, mit TNF gereift und mit dem grun-fluoreszierenden Farbstoff
CFSE gefarbt, um die Lokalisation in der Milz feststellen zu kénnen. Anschlielend
wurden die Zellen intravenods in C57BL/6 Mause injiziert. Nach 1, 5 bzw. 10 Stunden
wurden die Milzen der Mause entnommen und Gefrierschnitte angefertigt. Diese
wurden mit dem Marker flr Sialoadhesin (CD169) gefarbt, welcher die Marginalzone
anzeigt, da er die Makrophagen der MZ anfarbt. Nach einer Stunde waren die grin
markierten DZ ausschlieBlich in der MZ der Milz zu finden (Abb. 13A). Bereits nach 5
Stunden konnten die i.v. injizierten DZ jedoch in der weillen Pulpa der Milz
nachgewiesen werden und nach 10 Stunden befanden sie sich ausschlieRlich dort
(Abb. 13B, C). Die DZ gelangten passiv Uber den Blutstrom in die MZ, was dadurch
gezeigt werden konnte, dass sich auch i.v. injizierte fluoreszierende Partikel dort
anlagerten (Abb. 14). Diese Partikel blieben jedoch in der MZ im Gegensatz zu den

DZ, die anschlieRend aktiv in die weille Pulpa wanderten.
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Abbildung 13: Intravends injizierte DZ wandern liber die Marginalzone in die weie Pulpa der
Milz

Aus Knochenmarkszellen generierte DZ wurden mit CFSE (griin) gefarbt und i.v. in C57BL/6 Mause
injiziert. Den Mausen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion die Milz entnommen und
eingefroren. Gefrierschnitte von diesem Gewebe wurden fir den Marker CD169 (rot) gefarbt, welcher
die MZ Makrophagen anfarbt. Nach einer Stunde befanden sich die DZ ausschlielich in der MZ (A),
nach 5 Stunden wanderten sie bereits in die weile Pulpa (B) und nach 10 Sunden waren sie

ausschlieRlich in der weiflen Pulpa zu finden (C).

Abbildung 14: Intravenos injizierte fluoreszierende Partikel wandern in die Marginalzone der
Milz

A-C) Grun-fluoreszierende Partikel (Fluoresbrite Microspheres) wurden i.v. in Mause injiziert. Nach 24
Stunden  wurde die  Milz  entnommen und Gefrierschnitte  wurden hergestellt.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass sich die Partikel in der MZ der Milz ansammeln
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(A), die Durchlichtaufnahme zeigt eine kreisférmige Anlagerung der Partikel (B). C zeigt die
Uberlagerung von A und B.

D) Blau-fluoreszierende Partikel wurden i.v. injiziert und nach 24 Sunden wurden Gefrierschnitte der
Milz hergestellt. Die Schnitte wurden mit dem MZ-Marker CD169 (rot) angefarbt und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Uberlagerung des blauen und roten Kanals zeigt, dass sich

die Partikel in der MZ anlagerten.
4.2.2. MZ-B-Zellen sind wichtig fiir die EAE-Protektion

Da die i.v. injizierten DZ auf ihrer Wanderung in die weille Pulpa zunachst die
Marginalzone der Milz passieren, stellte sich die Frage, mit welchen Zellen sie dort
interagieren konnten. Da sich in der MZ unter anderem die MZ B-Zellen befinden,
sollte geklart werden, ob diese bei der EAE-Protektion eine Rolle spielen. Um dies zu
untersuchen, wurden EAE-Protektionsexperimente in CD22”- Mausen durchgefiihrt,
da diese Tiere eine Reduktion der MZ B-Zellen zeigen (17).

Die Population der MZ B-Zellen kann durch die Oberflachen-Farbung mit den
Markern CD21 und CD23 nachgewiesen werden, da die Zellen CD21 stark und
CD23 schwach exprimieren (Abb. 15A). Um zu Uberprufen, ob die Reduktion der MZ-
B-Zellen die EAE-Protektion beeintrachtigt, wurden DZ aus WT Mausen generiert,
mit TNF gereift, mit MOG3s.55 beladen und dreimal in WT und CD227 Mause injiziert.
Es wurde die sub-optimale Dosis von 2x10° DZ injiziert um herauszufinden, ob die
Protektion in den knock out-Tieren besser oder schlechter funktionierte. Im
Anschluss wurde EAE induziert und der Krankheitsverlauf der Tiere beobachtet. WT
und CD22" Tiere, die mit PBS injiziert wurden, entwickelten EAE-Symptome,
wahrend die WT Tiere, die DZ injiziert bekamen, eine Linderung der EAE zeigten
(Abb. 15B). Hingegen bewirkte die DZ-Injektion in den CD22" Tieren keine
Verbesserung des Krankheitsverlaufs. Dies zeigt, dass die MZ B-Zellen eine

protektive Rolle bei der EAE-Protektion durch die DZ spielen.
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Abbildung 15: Marginalzonen B- Zellen spielen eine Rolle bei der EAE-Protektion

A) Milz-Zellen aus WT und CD22" Mausen wurden fir CD21 und CD23 gefarbt und mittels FACS
analysiert.

B) WT und CD22" Mzusen wurden dreimal 2x10° TNF-gereifte und MOG3;s.55-beladene DZ injiziert.
Kontrolltieren wurde PBS injiziert. Anschlielend wurde EAE induziert und der Krankheitsverlauf der

Tiere beobachtet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass intravenos injizierte DZ zunachst Uber
den Blutstrom in die MZ der Milz gelangen, von wo sie anschlielend in die weil3e
Pulpa der Milz wandern. In der MZ kénnen die DZ unter anderem mit MZ-B-Zellen
interagieren. Experimente mit CD22" Mausen, welche eine Reduktion der Mz-
Population zeigen, haben ergeben, dass diese Tiere nicht durch DZ-Injektion vor
EAE geschutzt werden kdonnen. Dies deutet darauf hin, dass die MZ-B-Zellen wichtig
fur die EAE-Protektion durch DZ sind.

4.3. Effekt von Glykolipiden auf DZ

Die Myelinscheide des ZNS besteht zu 70% aus Glykolipiden, welche somit eine
wichtige Quelle von Antigenen des ZNS sind. Sie kdnnen wahrend einer MS-

Erkrankung das Ziel autoreaktiver Zellen sein.
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4.3.1. Lipide bewirken DZ-Reifung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welchen Effekt verschiedene Glykolipide
auf DZ haben. Zu diesem Zweck wurden DZ uUber Nacht mit diesen Lipiden
behandelt und im Anschluss wurde mittels FACS-Analyse fur MHC Il und CD86
uberpruft, ob sich der der Reifungszustand der Zellen verandert (Abb. 16). Es zeigte
sich, dass Sulfatid, Cerebrosid und Gangliosid die Anzahl der MHC Il und CD86
doppelt-positiven DZ verglichen mit der unbehandelten bzw. mit der Losungsmittel-
Kontrolle erhéhte. GM1 Gangliosid flihrte auch zu einer leichten Erhdhung der reifen
Zellen, allerdings nicht so stark wie Sulfatid, Cerebrosid, und Gangliosid.
Sphingomyelin und Ceramid dagegen bewirkten keine Reifung. Im Uberstand dieser
Zellen waren jedoch keine Zytokine wie IL-6 und IL-12p40 messbar (Abb. 17). Diese
Lipid-gereiften DZ entsprechen somit eher der TNF-behandelten semireifen DZ als

der vollstandig gereiften LPS-DZ.
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Abbildung 16: Lipide induzieren Reifung von DZ
DZ wurden fir 16 Stunden mit 80ug/ul Lipid behandelt. Als Positiv-Kontrolle wurden die DZ mit LPS

gereift und als Negativ-Kontrolle wurden sie mit dem Lésungsmittel der Lipide (0,025% Tween in PBS)
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behandelt. Im Anschluss wurden sie fir MHC Il und CD86 gefarbt und mittels FACS analysiert. A)
zeigt exemplarisch FACS Daten von unbehandelten und LPS-gereifften DZ. B) Zeigt die
Zusammenfassung von 3 unabhangigen Experimenten, %-Zahlen stehen fir reife Zellen (entspricht

dem rechten, oberen Quadranten in A)

IL-6 (pg/ml)

IL-12p40 (pg/ml)
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Abbildung 17: Reifung mit Lipiden induziert keine Zytokin-Produktion von DZ

DZ wurden fur 16 Stunden mit 80ug/pl Lipid behandelt. Als Positiv-Kontrolle wurden die DZ mit LPS
gereift und als Negativ-Kontrolle wurden sie mit dem Lésungsmittel der Lipide (0,025% Tween in PBS)
behandelt. AnschlieRend wurden die Uberstande mittels ELISA auf IL-6 und IL-12p40 untersucht. Die

Abbildung entspricht den Mittelwerten aus 3 unabhangigen Versuchen.

4.3.2. Lipid-gereifte DZ stimulieren T-Zellen

Um zu Uberprufen, ob diese Lipid-gereiften DZ stimulatorische Eigenschaften haben,
wurde eine ,mixed lymphocyte reaction“ (MLR) durchgefihrt. Dazu wurden DZ von
BALB/c Mausen mit Milz-Zellen von C57BL/6 Mausen kultiviert. Um zu testen, ob die
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T-Zellen von den DZ zur Proliferation angeregt werden kénnen, wurde radioaktives
[3H]-Thymidin zugegeben und somit konnte man durch den Einbau des [*H]-
Thymidins auf die Proliferation der Zellen schlie3en. Es zeigte sich, dass die DZ,
welche aufgrund der Lipid-Behandlung gereift wurden, namlich die Sulfatid-,
Cerebrosid-, Gangliosid- und GM1-Gangliosid-gereiften DZ, zu einer T-Zell-
Proliferation fuhrten. Dies war jedoch nicht der Fall bei den DZ die mit Sphingomyelin
oder Ceramid gereift wurden (Abb. 18).
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Abbildung 18: Lipid-gereifte DZ stimulieren T-Zellen

DZ einer BALB/c Maus wurden fiir 16 Stunden mit Lipiden gereift. Als Positiv-Kontrolle wurden die DZ
mit LPS gereift und als Negativ-Kontrolle wurden sie mit dem L&sungsmittel der Lipide (0,025%
Tween in PBS) behandelt. Im Anschluss wurden diese DZ mit Milz-Zellen einer C57BL/6 Maus
kultiviert. Nach 72 Stunden wurde [3H]—Thymidin zugegeben und weitere 16 Stunden spater wurden

die Zellen geerntet und der Einbau des radioaktiven [3H]-Thymidins gemessen.

Zusammenfassend konnten diese Experimente zeigen, dass die Lipide Sulfatid,
Cerebrosid, Gangliosid und GM1-Gangliosid zu einer Reifung von DZ fuhrt, was sich
in der erhdhten Expression von CD86 und MHC I, jedoch nicht in der Produktion von
Zytokinen zeigt. Nach der Reifung mit diesen Lipiden waren die DZ in der Lage T-
Zellen in vitro in einer MLR zu stimulieren. Dies war nicht der Fall bei Behandlung der

DZ mit Sphingomyelin und Ceramid.

4.4. Einfluss von Masern-Virus auf EAE

Nachdem es Hinweise darauf gibt, dass ein Zusammenhang zwischen Virus-

Erkrankungen und Krankheiten wie MS besteht, sollte in dieser Arbeit ein Maus-
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Modell zur Untersuchung dieses Zusammenhangs generiert werden. Dazu wurde ein
bereits etabliertes Modell fur eine latente Masern-Infektion im Gehirn von Mausen
verwendet (123). Es sollte nun geklart werden, ob diese Infektion den Verlauf der
EAE beeinflusst.

4.4.1. EAE-Induktion bei Masern-infizierten Tieren bewirkt deren Tod

Um zu untersuchen, ob die latente Virus-Infektion im Gehirn einen Einfluss auf den
EAE-Verlauf hat, wurden die Mause zunachst im Alter von 14 Tagen durch eine
Injektion des Masern-Virus in das Gehirn infiziert. Die Tiere zeigten aufgrund dieser
Infektion keine Krankheitssymptome. Im Alter von 5 Wochen wurde EAE induziert.
Dies hatte zur Folge, dass die Tiere spontan starben (Abb. 19). Bei Kontrolltieren,
welche eine PBS-Injektion ins Gehirn und anschiellend EAE erhalten haben, war
dies nicht der Fall. Auch nicht bei Tieren die lediglich mit Masern-Virus infiziert
wurden, jedoch keine EAE-Induktion bekamen. Um zu Uberprufen, ob dieser Effekt
auf das MOG-Peptid im Adjuvant zurickzufuhren ist, wurde Masern-infizierten Tieren
das Adjuvant ohne MOG-Peptid injiziert und diese Tiere Uberlebten ebenfalls. Dies

zeigt, dass der Tod der Tiere auf einen MOG-spezifischen Effekt zurtickzuflhren ist.
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Abbildung 19: EAE-Induktion bei Masern-infizierten Tieren fiihrt zum Tod

C57BL/6 Mause wurden in Alter von 14 Tagen mit Masern-Virus im Gehirn infiziert. Kontrolltieren

wurde PBS ins Gehirn injiziert. Im Alter von 5 Wochen wurde bei den Tieren entweder EAE ausgeldst
oder als Kontrolle CFA ohne MOG-Peptid injiziert. Das Uberleben der Tiere nach EAE-Induktion

wurde beobachtet.
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5. Diskussion

5.1. B7-H1-Defizienz verstarkt das tolerogene Potential von DZ durch

Aktivierung von Typ Il NKT-Zellen

Wiederholte Injektionen von semireifen DZ, welche mit MOG-Peptid beladen wurden,
konnen Mause vor der MOG-induzierten EAE schutzen. Diese DZ protektieren die
Tiere, da sie CD4" T-Zellen und NKT-Zellen aktivieren, welche die EAE verhindern,
indem sie die Zytokine IL-10, IL-13 und IL-4 produzieren (100, 101). Dies fuhrt zu
einer Immundeviation, was die Th1 und Th17 Effektorzellen, welche die EAE
bewirken, inhibiert. Diese protektiven CD4" T-Zellen und NKT-Zellen kénnen durch
semireife DZ, nicht jedoch durch unreife oder vollstandig gereifte LPS-DZ aktiviert
werden (100). Die semireifen DZ, welche durch Reifung mit TNF-a generiert werden,
haben zwar die kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 auf ihrer
Oberflache, produzieren jedoch keine proinflammatorischen Zytokine (43).

Die Frage war nun, inwieweit koinhibitorische Molekule diese tolerogenen
Eigenschaften der TNF-DZ beeinflussen. Das koinhibitorische Molekul B7-H1,
welches unter anderem auf DZ exprimiert wird, ist ein wichtiger negativer Regulator
bei der Stimulation von T-Zellen (108, 109). In Abwesenheit von B7-H1 kommt es zu
einer Verschlechterung der Krankheitssymptome bei der aktiven MOG-induzierten
EAE, die Krankheit beginnt friher und verlauft heftiger als bei WT Tieren (116). Es
kommt zu einer starkeren Immunreaktion durch infiltrierende autoreaktive Zellen im
ZNS. AuRerdem bewirkt der Transfer von enzephalitogenen T-Zellen in B7-H1”-
Mausen starkere EAE-Symptome als in WT Mausen (108). B7-H1 wird wahrend der
EAE von APZ im ZNS exprimiert und reguliert die Aktivierung von T-Zellen (124). B7-
H1 ist somit ein wichtiges regulatorisches Molekul, welches autoreaktive T-Zell-
Antworten inhibieren kann. Alle diese Daten lassen vermuten, dass die Abwesenheit
des inhibitorischen Molekuls auf der DZ einen Einfluss auf deren tolerogenes
Potential haben konnte.

Es stellte sich heraus, dass die tolerogene Eigenschaft der DZ in Abwesenheit von
B7-H1 verstarkt ist. Im EAE-Modell konnte gezeigt werden, dass B7-H1" DZ die
Mause besser vor der Krankheit schitzen kénnen als die WT DZ. Bereits eine

geringe Menge an B7-H17 DZ reicht aus, um eine vollstandige Protektion der Tiere
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zu erreichen. Die B7-H17 DZ bewirken eine erhdhte Produktion von protektiven
CD4" T-Zell- und NKT-Zell-Zytokinen (IL-10, IL-13 und IL-4).

Die MOG-spezifische Antwort der CD4" T-Zellen auf die DZ-Injektion erfolgt in erster
Linie durch die Produktion von IL-10 (100). Andere Arbeiten haben ergeben, dass die
intracerebrale Injektion von semireifen, MOG-beladenen DZ ebenfalls zu einer EAE-
Protektion fuhrt, indem IL-10-produzierende Zellen induziert werden, welche IL-17-
produzierende Zellen hemmen (125). Die intracebrale Injektion von LPS-DZ, welche
auch bei intravendser Injektion keine Protektion bewirken, beschleunigte dagegen
den EAE-Verlauf.

Es stellte sich nun die Frage, ob die tolerogene Eigenschaft der DZ Uber
koinhibitorische Molekiile wie das B7-H1 vermittelt wird. Uberraschenderweise zeigt
sich in dieser Arbeit, dass die tolerogene Eigenschaft in Abwesenheit des
inhibitorischen B7-H1 weiter erhoht ist. Aufgrund der Verschlechterung der EAE-
Symptome in B7-H1" M&usen (115, 116) wére zu erwarten gewesen, dass B7-H1™""
DZ aufgrund des fehlenden inhibitorischen Signals weniger in der Lage sind ein
hemmendes Signal fur autoreaktive T-Zellen zu liefern und somit die Protektion
durch die DZ verschlechtert wird. Die Daten dieser Arbeit belegen jedoch, dass das
Gegenteil der Fall ist. Die Inhibition durch das B7-H1 wirkt sich namlich in erster Linie
auf protektive T- und NKT-Zellen aus, welche in Abwesenheit des inhibitorischen
Signals eine starkere Antwort und folglich eine bessere Protektion liefern. Eine
andere Arbeit hat ebenfalls gezeigt, dass die B7-H1-Defizienz auf DZ im ZNS einen
begulnstigenden Einfluss auf die EAE hat (126). Fehlt bei intracerebraler LPS-DZ-
Injektion das B7-H1 auf der DZ verlauft die EAE, verglichen mit der WT DZ, milder.
Der Grund dafir ist Rekrutierung von CD8" Treg ins ZNS. Wie in unserem Modell
bewirkt hier das Fehlen eines Inhibitors eine Expansion von protektiven Zellen und
somit eine Abschwachung der Autoimmunreaktion. In unserem Modell sind jedoch in
erster Linie NKT-Zellen betroffen.

Bei den NKT-Zellen kann man zwischen verschiedenen Subtypen unterscheiden. In
einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass NKT-Zellen
wichtig fur die EAE-Protektion durch DZ sind (101). In dieser Arbeit konnte jedoch
nicht zwischen dem Beitrag von Typ | und Typ Il NKT-Zellen unterschieden werden.
Um herauszufinden, welche dieser Populationen durch ihre Zytokin-Produktion zur
EAE-Protektion beitragt, wurden verschiedene NKT-Zell-defiziente Mause

verwendet. CD1d” Mausen haben weder Typ | noch Typ Il NKT-Zellen, wahrend
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Jo2817 Mause keine Typ | NKT-Zellen, jedoch Typ Il NKT-Zellen besitzen.
Experimente mit diesen Tieren zeigen, dass die hohe Menge an NKT-Zell-Zytokinen,
welche bereits wenige Stunden nach der 3. Injektion der B7-H1” DZ im Serum
nachgewiesen werden kann, groftenteils von Typ Il NKT-Zellen produziert wird. In
CD1d” Mausen werden diese Zytokine nicht produziert, wohingegen sie in Jo2817"
Mause nachgewiesen werden konnen. Diese Experimente zeigen, dass die
Stimulation der Typ |l NKT-Zellen, welche den B7-H1-Interaktionspartner PD-1
exprimieren, Uber B7-H1 negativ reguliert wird, da es in Abwesenheit von B7-H1 zu
einer verstarkten Antwort kommt. Dies konnte in Versuchen mit verschiedenen NKT-
Zell-Linien, welche Typ | oder Typ Il NKT-Zellen entsprechen, bestatigt werden. Die
Typ Il NKT-Zellen werden von B7-H1-defizienten DZ starker stimuliert als von WT
DZ, was anhand der Produktion von IL-2 gemessen werden kann.

Es gibt Studien, die zeigen, dass die PD-1/B7-H1 Interaktion wichtig fir die
Regulation von invarianten NKT-Zellen (iNKT, Typ |) ist. Sie zeigen, dass die
Interaktion zwischen PD-1 und B7-H1 verantwortlich fur die Induktion eines
anergischen Zustandes bei Typ | NKT-Zellen ist. Die NKT-Zell-Anergie aufRert sich
dadurch, dass die NKT-Zellen nach Stimulation durch a-GalCer nicht erneut durch
dieses aktiviert werden kénnen (127). Dieser Mechanismus der Anergie-Induktion bei
INKT-Zellen wird Uber die PD-1/B7-H1 Interaktion reguliert, da die Blockade dieses
Signalweges die Zellen wieder reaktiv macht (128, 129). Im Gegensatz zu diesen
Daten werden die NKT-Zellen, welche durch DZ Injektion aktiviert werden, nicht
anergisch, was sich dadurch zeigt, dass sie noch nach der 3. DZ-Injektion Zytokine
produzieren. Aulderdem fuhrt die Injektion von DZ, im Gegensatz zu der Aktivierung
durch a-GalCer, zu einer Polarisierung der Zytokin-Antwort in Richtung Th2 (101,
130). Dies deutet darauf hin, dass a-GalCer NKT-Zellen auf unterschiedliche Weise
stimuliert wie ein endogener Ligand auf einer DZ.

Fur die EAE-Protektion durch die semireife DZ ist in erster Linie eine Peptid-
spezifische Aktivierung von MHC Il abhéangigen CD4" T-Zellen nétig, da keine
Protektion mit TNF-DZ mdoglich ist, wenn diese nicht mit MOG-Peptid beladen
wurden. NKT-Zellen tragen auch zur Protektion bei. Diese produzieren protektive
Serum-Zytokine unabhangig davon, ob die injizierte TNF-DZ mit MOG-Peptid
beladen wurde oder nicht. Allerdings reicht dieser protektive Effekt alleine nicht aus,
um die Tiere zu schutzen. Vielmehr ist es wichtig, dass die DZ gleichzeitig Gber MHC
Il die T-Zelle und Uber CD1d die NKT-Zelle aktiviert (101). Die Aktivierung der NKT-
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Zellen hangt nicht von der Prasentation des MOG-Peptids in Kombination mit dem
MHC II Molekul ab, sondern von der Erkennung eines endogenen Liganden auf der
DZ, welcher von einem CD1d Molekul prasentiert wird. Um welchen Liganden es sich
dabei handelt ist bisher unbekannt.

Es zeigte sich jedoch durch die Experimente mit den NKT-Zell-Linien, dass nur die
Typ Il NKT-Zellen diesen endogenen Liganden erkennen. Diese Versuche haben
ergeben, dass nur die Typ Il NKT-Zellen von einem endogenen CD1d-Liganden auf
der DZ stimuliert werden konnen, da sie bereits von unbeladenen DZ aktiviert
werden. Typ | NKT-Zellen dagegen kénnen nur von DZ stimuliert werden, wenn
diese den exogenen Liganden a-GalCer zusammen mit dem CD1d Molekil
prasentieren. Die DZ scheinen somit einen endogenen Liganden fur Typ IlI, nicht
jedoch fur Typ | NKT-Zellen auf ihrer Oberflache zu tragen. Ein moglicher Ligand fur
die Typ Il NKT-Zelle ist das Sulfatid. Es konnte gezeigt werden, dass Typ |l NKT-
Zellen, welche reaktiv fur Sulfatid sind, den Verlauf der EAE beeinflussen (99).

Durch die Injektion der TNF-DZ werden zwar auch die Typ | NKT-Zellen stimuliert,
was durch die niedrigere Serum-Zytokin-Produktion in den Ja281” Mausen, welche
keine Typ | NKT-Zellen haben, gezeigt wird. Jedoch werden diese Zellen
modglicherweise in vivo nicht direkt von der DZ, sondern indirekt Uber die
Wechselwirkung mit CD4" T-Zellen stimuliert. Dafiir spricht, dass durch MHC II”- DZ,
welche nicht mit T-Zellen interagieren konnen, keine Serum-Zytokine induziert
werden (101). Dies wirde erklaren, warum die Typ | NKT-Zellen in vitro nicht von der
DZ allein stimuliert werden konnen.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass fur die EAE-Protektion beide NKT-Zell-Typen
wichtig sind. Dies zeigt sich dadurch, dass der EAE-Verlauf bei TNF-DZ-injizierten
CD1d”" Méausen, denen beide Typen fehlen, starker ist als bei Ja281" Mausen,
denen nur die Typ | NKT-Zellen fehlen (101). Die Typ | NKT-Zellen scheinen indirekt
Uber CD4" T-Zellen stimuliert zu werden, wahrend die Typ || NKT-Zellen direkt von
einem endogenen Liganden auf der DZ stimuliert werden.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass das inhibitorische Molekul B7-H1 auf der
DZ eine wichtige regulatorische Funktion hat. In Abwesenheit dieses Molekduls ist das
tolerogene Potential der DZ erhdht, was dadurch zustande kommt, dass speziell Typ
Il NKT-Zellen aktiviert werden. Das Verstandnis der Funktion von kostimulatorischen
bzw. koinhibitorischen Molekllen im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen

ist wichtig, um kinftig neue Therapien zu entwickeln. Es zeigt sich, dass der B7-
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H1/PD-1 Signalweg eine wichtige regulatorische Aufgabe bei einer mdglichen DZ-

Therapie fur MS-Patienten hat.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Regulation von T- und NKT-Zellen durch DZ

Semireife, MOG beladene DZ prasentieren auf ihrer Oberflache MOG-Peptid zusammen mit dem
MHC Il Molekil. AuRerdem haben sie CD1d Molekile auf der Oberflache, welche Lipid-Antigene
prasentieren. Sie prasentieren einen bisher unbekannten endogenen Liganden. Die DZ préasentiert
den MOG/MHC Il Komplex an die MOG-spezifische T-Zelle. Zum einen induziert sie Th2 Zellen,
welche IL-4 und IL-13 produzieren, und Tr1 Zellen, welche IL-10 produzieren. AuRerdem werden Uber
einen endogenen Liganden, der in Kombination mit dem CD1d Molekul prasentiert wird, Typ Il NKT-
Zellen aktiviert, welche IL-4 und II-13 produzieren. Diese Zytokine hemmen Th1 und Th17 Zellen,
welche uber die Zytokine IFN-y und IL-17 die EAE vermitteln. Die Stimulation der T- und NKT-Zellen
wird von B7-H1 auf der DZ negativ reguliert. Fehlt dieses Molekil auf der DZ kommt es zu einer
besseren Stimulation dieser Zellen. Es werden mehr protektive Zytokine von den T-Zellen und

besonders von den NKT-Zellen gebildet, was die Produktion der pathogenen Zytokine reduziert.

5.2. MZ-B-Zellen tragen zur EAE-Protektion bei

Neben den DZ stellen auch MZ-B-Zellen einen Interaktionspartner fir NKT-Zellen
dar, da diese mehr CD1d exprimieren als DZ (131). Es gibt Hinweise darauf, dass
MZ-B Zellen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von NKT-Zellen spielen (132).
MZ-B-Zellen konnen a-GalCer aufnehmen und anschlielend NKT-Zellen aktivieren,
was wiederum die Antikérper-Produktion durch B-Zellen fordert (133). AulRerdem
konnte gezeigt werden, dass MZ-B-Zellen die Stimulation von NKT-Zellen durch a-
GalCer-beladene DZ verbessern konnen (134).

Diese Arbeit belegt, dass MZ-B-Zellen ebenfalls an der EAE-Protektion durch DZ

beteiligt sind. In CD22" Mausen, welche eine Reduktion der MZ-B-Zellen aufweisen,
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kann die EAE nicht durch Injektion von DZ verhindert werden. Die protektiven
semireifen DZ, welche intravends verabreicht werden, konnen nach kurzer Zeit in
Kontakt mit MZ-B-Zellen treten. Bereits eine Stunde nach der Injektion gelangen die
DZ Uber den Blutstrom in die MZ der Milz, wo sie mit den dort ansassigen MZ-B-
Zellen kommunizieren konnen. Moglicherweise liegt der Beitrag der MZ-B-Zellen
unter anderem darin, dass sie notig sind um NKT-Zellen zu aktivieren. Es gibt
Hinweise darauf, dass NKT-Zellen sich ebenfalls in der MZ der Milz befinden (135).
Es ware madglich, dass die DZ in der MZ zunachst auf die MZ-B-Zelle trifft, welche
aktiviert wird und daraufhin an der Stimulation der NKT-Zelle beteiligt ist.

Hinweise flr die Interaktion von MZ-B-Zellen, DZ und NKT liefern auch Daten vom
ACAID-Modell (12). In diesem Modell werden Antigene wie OVA in das Auge injiziert
und I6sen daraufhin systemische Toleranz aus. Dabei wird das OVA im Auge von
CD1d" F4/80" Makrophagen aufgenommen und in die MZ der Milz transportiert.
Daraufhin werden NKT-Zellen ebenfalls in die MZ rekrutiert und bilden einen
Komplex mit F4/80" APC und MZ-B-Zellen (136). Moéglicherweise kommt es nach
Injektion der MOG-beladenen DZ ebenfalls zur Ausbildung eines Komplexes mit MZ-
B-Zellen und NKT-Zellen in der MZ der Milz.

WeiterfUhrende Experimente sollen nun klaren, ob es tatsachlich zur Ausbildung
dieses Komplexes aus DZ, MZ-B-Zellen und NKT-Zellen kommt. Aul3erdem stellt
sich die Frage, uber welche Molekule die DZ mit der MZ-B-Zelle interagiert und worin

genau der Beitrag der MZ-B-Zelle bei der EAE-Protektion liegt.

5.3. Lipid-Antigene reifen DZ, welche wiederum T-Zellen aktivieren konnen

Die Myelinscheide der Nerverzellen des ZNS bestehen grotenteils aus Glykolipiden,
welche somit wichtige Antigene darstellen und bei der Entstehung von MS eine Rolle
spielen konnen. Es gibt Hinweise, dass es wahrend der MS zu Reaktionen von T-
Zellen und Antikorpern gegen bestimmte Lipide kommt. Die Lipide werden von dem
CD1-Molekul prasentiert (137) und dieses Molekul wird in MS-Lasionen und bei der
EAE verstarkt exprimiert (138, 139). In dieser Arbeit wurde der Effekt ausgewahliter
Lipide auf DZ untersucht und es konnte gezeigt werden, dass Sulfatid, Cerebrosid,
Gangliosid und GM1-Gangliosid zu einer Reifung der DZ flhren, welche mit dem
Zustand der semireifen DZ vergleichbar ist. Die DZ zeigen zwar im Bezug auf ihre

Oberflachenmarker einen reifen Phanotyp mit erhéhter Expression von MHC Il und
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CD86, jedoch produzieren sie keine Zytokine wie IL-6 und IL-12p40. Sphingomyelin
und Ceramid haben dagegen keinen Effekt auf die Reifung der DZ. Kultiviert man
Sulfatid-, Cerebrosid-, Gangliosid- und GM1-Gangliosid-gereifte DZ zusammen mit
Milz-Zellen, stimulieren sie die T-Zellen und regen deren Proliferation an.

Es gibt Arbeiten, die belegen, dass die oxidierte Form von Lipiden die Funktion und
Reifung von DZ regulieren (140, 141). Diese Publikationen zeigen ebenso wie die
Daten dieser Arbeit, dass durch die Behandlung von DZ mit oxidierten
Phospholipiden die Expression von CD86 und MHC Il erhéht wird und sie bestatigen
ebenfalls, dass die Lipid-behandelten DZ in einer MLR T-Zellen stimulieren.
Weiterhin zeigen die Arbeiten, dass die Stimulation der DZ lGber TLR-Signale durch
die Behandlung mit oxidierten Phospholipiden inhibiert wird. Lipide und deren
oxidierte Formen stellen somit wichtige Regulatoren der DZ-Reifung dar.

In der Zerebrospinalflissigkeit von MS-Patienten kénnen erhdhte Mengen von Lipid-
spezifischen Antikdrpern gefunden werden (94). Dabei ist auffallig, dass besonders
Antikorper gegen oxidierte Formen vorhanden sind, zum Beispiel gegen 3B-hydroxy-
5a-cholestan-15-one, eine oxidierte Form von Cholesterol. Die Zusammensetzung
der Myelin-Lipide bei MS-Patienten unterscheidet sich von der gesunder Menschen
(142). Moglicherweise werden die Lipide im Verlauf der MS-Erkrankung verandert,
zum Beispiel durch Stickstoffoxid, welches in den MS-Plaques vorhanden ist, und
werden somit von Selbst-Antigenen zu Fremd-Antigenen, was Autoimmunreaktionen
zur Folge hat. Ahnliches ist auch bei der Atherosklerose der Fall, wo oxidierte Lipide
eine Rolle bei der Entziindung spielen (143).

Es konnte gezeigt werden, dass die Injektion von Sulfatid den Verlauf der EAE
beeinflusst (94, 99). Dabei hat es je nach Art der Injektion unterschiedliche Effekte.
Es stellt sich nun die Frage, ob die hier untersuchten Lipide den EAE-Verlauf
verandern, wenn sie als Antigene mit dem Adjuvant verabreicht werden. Dabei ware
interessant, ob der Oxidationszustand einen Einfluss darauf hat. AuRerdem soll in
weiterfuhrenden Arbeiten geklart werden, ob die Lipid-gereiften DZ protektive Effekte
in der EAE haben oder ob sie diese mdglicherweise durch Aktivierung autoreaktiver
T-Zellen verschlimmern. Es ware weiterhin interessant, ob die DZ das Lipid uber
CD1d an NKT-Zellen prasentiert und somit NKT-Zell-Antworten moduliert.
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5.4. Neues Mausmodell zur Untersuchung von Viruserkrankungen und EAE

Erste Experimente haben gezeigt, dass eine cerebrale Masern-Virus-Erkrankung
zusammen mit EAE dramatische Auswirkungen auf Mause haben kann. Infizierte
Tiere, denen das Masern-Virus direkt in das Gehirn injiziert wurde, verkraften die
Infektion allein sehr gut und weisen keinerlei aul’ere Symptome auf. Allerdings ist bei
diesen Tieren eine Neigung zu krampfartigen Anfallen festzustellen. Dies kann
beobachtet werden, wenn die Tiere unter Stress geraten, zum Beispiel wenn man sie
aus dem Kafig nimmt und sie festhalt. Bei MS-Patienten kdnnen auch verstarkt
epileptische Anfalle beobachtet werden (144).

Es sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit diese Virus-Erkrankung den
Verlauf der EAE beeinflusst. Es wurde vermutet, dass die Symptome bei den Tieren,
die mit dem Virus infiziert sind, starker werden. Man konnte jedoch beobachten, dass
diese Tiere innerhalb von wenigen Tagen nach Induktion der EAE versterben. Eine
mogliche Ursache dafur konnte sein, dass die Entzindung aufgrund der EAE-
Induktion zu einer Aktivierung des Virus fuhrt, oder mdglicherweise ist aufgrund der
Virus-Infektion die BHS geschadigt, was den Eintritt der autoreaktiven Zellen ins ZNS
und somit die Schadigung im Gewebe beschleunigt.

Diese Kombination von Virus-Infektion und EAE verspricht ein gutes, neues Modell
darzustellen, welches naher an die MS-Erkrankung des Menschen heran kommt, da
beim MS-Patienten ebenfalls Virus-Erkrankungen vorkommen, welche vermutlich mit
der Krankheit im Zusammenhang stehen. AulRerdem stellt dieses Modell auch das
Symptom der epileptischen Anfélle dar, welche bei MS-Patienten ebenfalls
vorkommen.

Weiterflhrende Arbeiten sollen nun klaren, wieso die Masern-Virus-infizierten Tiere
nach der EAE-Induktion versterben. Es soll Uberprift werden, ob diese Tiere eine
erhohte Anzahl von pathogenen Zellen im ZNS haben, welche die Axone schadigen.
Aulerdem soll untersucht werden, ob die Virus-Infektion die BHS beeintrachtigt. Des
Weiteren soll eine mildere EAE induziert werden, welche die Tiere nicht tétet, um

somit den EAE-Verlauf nach Masern-Infektion beobachten zu kbnnen.
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6. Zusammenfassung

Aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass Mause durch Injektion von
tolerogenen, TNF-gereiften und MOG-beladenen DZ vor EAE geschutzt werden
konnen.

Eines der Ziele dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob das koinhibitorische Molekdl
B7-H1 auf der Oberflache der DZ einen Einfluss auf das tolerogene Potential der DZ
hat. Dazu wurden B7-H1-defiziente DZ generiert, mit TNF gereift, mit MOG-Peptid
beladen und intravends in Mause injiziert, bevor die EAE induziert wurde. Es zeigte
sich, dass diese DZ die Tiere sogar noch besser vor der Krankheit schutzen konnten
als die WT DZ. Die Injektion der B7-H17" DZ bewirkte eine verstarkte Produktion von
IL-10 and IL-13 nach Restimulation der Milz-Zellen in vitro und eine erhéhte Menge
von protektiven Serum-Zytokinen (IL-4 und IL-13), welche von NKT-Zellen produziert
wurden. Versuche mit CD1d” und Ja2817" Mausen haben ergeben, dass diese
Zytokine von Typ Il NKT-Zellen produziert wurden. Weitere Versuche mit Typ | und Il
NKT-Zell-Linien haben bestatigt, dass nur die Typ Il NKT-Zellen von einem
endogenen CD1d-Ligand der DZ stimuliert werden konnen. Aufderdem wird dies uber
B7-H1 reguliert, da die NKT-Zell-Reaktion in Abwesenheit von B7-H1 starker ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben den NKT-Zellen MZ B-Zellen nétig
sind, um die Mause vor der EAE-Entwicklung zu schutzen. Versuche mit CcD22™"
Mausen, welche eine Reduktion in der MZ B-Zell-Population zeigen, haben ergeben,
dass in Abwesenheit von MZ B-Zellen keine EAE-Protektion mehr mdglich ist.

In dieser Arbeit wurde auch der Effekt von Glykolipid-Antigenen, welche einen
Groldteil der Myelinscheide des ZNS ausmachen, auf DZ untersucht. Ausgewahlte
Lipide fihren zu einer Reifung der DZ, welche sich in der verstarkten MHC II- und
CD86-Expression, jedoch nicht in der Produktion von Zytokinen aufl3ert. AuRerdem
sind diese Lipid-gereiften DZ in der Lage T-Zellen zu stimulieren.

Als letzter Punkt wurde in dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen Masern-Virus-
Infektionen und EAE untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine cerebrale
Masern-Infektion zusammen mit einer EAE-Induktion einen dramatischen Effekt auf
die Tiere hat. FUr diese Versuche wurde ein Maus-Modell einer persistierenden
Masern-Infektion im Gehirn verwendet. Diese Tiere leben nach der Virus-Behandlung
ohne Symptome. Nach der EAE-Induktion starben diese Tiere jedoch bereits wenige

Tage spater aufgrund einer MOG-Peptid-spezifischen Reaktion.
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Summary

7. Summary

From previous studies in our group it was known that tolerogenic, TNF-matured and
MOG-loaded DC could protect mice from developing EAE.

One issue of this thesis was to investigate the effect of the co-inhibitory molecule B7-
H1 on the tolerogenic potential of the DC. Therefore B7-H1-deficient DC were
generated, matured with TNF, loaded with MOG peptide and injected intravenously
before inducing EAE. It could be shown that the B7-H1" DC were even better in
protecting mice from EAE. The injection of B7-H1” DC induced an increased
production of IL-10 and IL-13 after restimulation of splenic cells in vitro and an
increased amount of the protective serum-cytokines (IL-4 and IL-13) which were
produced by NKT cells. Experiments with CD1d” and Ja2817 mice showed that
these cytokines were produced by Type Il NKT cells. Futher experiments with Type |
and Il NKT cell lines confirmed that only Type Il NKT cells could be stimulated by an
endogenous CD1d-Ligand on the DC. Futhermore this mechanism is regulated by
B7-H1 because the NKT cell reaction is stronger in the absence of B7-H1.

This study also showed that besides the NKT cells the MZ B cells are necessary to
protect mice from EAE. Experiments with CD22" mice which have a reduction in MZ
B cells showed that EAE protection in the absence of MZ B cells is not possible.
Another issue of this work was to study the effect of glycolipid antigens on DC. These
lipids are a major part of the myelin sheath of the CNS. Some lipids induce DC
maturation which is indicated by an increased MHC |l and CD86 expression but not
by cytokine production. Futhermore these lipid-matured DC are able to stimulate T
cells.

The last point of this study was to investigate the connection between measles virus
infections and EAE. It could be shown that a cerebral measles infection together with
EAE has an dramatic effect on the mice. For these experiments the mouse model of
an persistant measles infection in the brain was used. These animals live without
symptoms after treatment with the virus alone but after EAE induction these mice

died rapidly because of an MOG specific reaction.
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Abb.
ACAID
APZ
BHS
BZR
CFA
CFSE
Ci

CNS
CO;
cpm
DMSO
Dz, DC
EAE
EBV
E.coli
ELISA
FACS
FKS
GalCer
GM-CSF

HIV
IFN
g

IL

YA
LPS
M
MBP
MHC

Abbildung

"anterior chamber associated immune deviation®
antigenprasentierende Zelle

Blut-Hirn-Schranke

B-Zell-Rezeptor

komplettes Freudsches Adjuvant

Carboxy Fluoroscein Succinimidyl Ester

Curie

"central nervous system”

Kohlendioxid

“counts per minute” (Zahl der Zerfalle pro Minute)
Dimethylsufoxid

Dendritische Zelle, “dendritic cell
Experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis
Epstein-Barr Virus

Escherichia coli
‘enzyme-linked-immunoabsorbent-assay”
“fluorescence-activated cell sorting”

fotales Kalberserum

Galactosylceramid

“granulocyte-macrophage colony stimulating factor”
(Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor)
Humanes Immundefizienz-Virus

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

intravenos

Lipopolysaccharid

Mol = mol/Liter

Myelin Basisches Protein

“major histocompatibility complex”

(Haupthistokompatibilitatskomplex)
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MLR ‘mixed lymphocyte reaction”

MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

MS Multiple Skerose

MZ Marginalzone

OVA Ovalbumin

PBS “‘phosphate buffer saline” (Phosphatpuffer)
pfu “plaque forming unit®

rom ‘rounds per minute” (Umdrehungen pro minute)
TGF-B “Tumor growth factor” 3

Th1 T-Helfer 1

Th2 T-Helfer 2

Th17 T-Helfer 17

TLR “toll-like recetor”

TNF-a Tumornekrosefaktor a

Treg regulatorische T-Zelle

TZR T-Zell-Rezeptor

U Unit (Enzymeinheit)

WT Wildtyp

ZNS zentrales Nervensystem
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