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1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Multiple Sklerose (MS), auch Enzephalomyelitis disseminata (ED) genannt,
ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) mit
unterschiedlicher Auspragung von Demyelinisierung und axonalem Schaden, die
bereits im jungen Erwachsenenalter zu persistierender Behinderung fuhrt.

Die MS ist eine multiphasische Erkrankung (Steinman, 2001). Klinisch beginnt
sie bei ca. 85% der Patienten mit einem schubformigen Verlauf und Perioden
relativer klinischer Stabilitdt zwischen den Schuben. Frihsymptome sind haufig
die einseitige Optikusneuritis, Sensibilitatsstérungen oder eine
belastungsabhangige Schwache der Beine (Weinshenker, 1998). Ohne Therapie
liegt die Schubrate anfangs bei durchschnittlich 1,8 Schuben/Jahr und nimmt in
den folgenden Jahren kontinuierlich ab (Weinshenker and Ebers, 1987). Bei 50%
der Patienten kommt es innerhalb von 10 Jahren zum Ubergang in eine
progrediente Verlaufsform (sekundare Progredienz).

Neben dem schubférmigen Verlauf gibt es einen primar progredienten Verlauf,
bei dem keine einzelnen Schibe abgrenzbar sind, sondern die Krankheit von
Beginn an stetig fortschreitet. Es findet sich dann haufig eine Uber Jahre
zunehmende spastische Gangstérung, seltener auch ein progredientes
zerebellares Syndrom (Thompson et al., 2000).

Frauen erkranken doppelt so haufig an der schubweisen Verlaufsform wie
Manner, aber gleichhaufig an der chronisch progredienten Form der MS.

Um die Diagnose maglichst frih im Erkrankungsverlauf zu sichern, haben sich
im klinischen Alltag in den letzten Jahren die McDonald-Kriterien (McDonald et
al., 2001) mit Fokussierung auf den schnellstmdglichen bildmorphologischen
oder klinischen Nachweis der raumlichen und zeitlichen Dissemination der
Erkrankung etabliert.

Weltweit sind Uber 1 Mio. Menschen betroffen, in Deutschland wird die
Pravalenz auf 30-60 pro 100.000 Einwohner geschatzt (Hein and Hopfenmuller,
2000).



Die sozio-6konomischen Auswirkungen der MS sind enorm. Unter
Berucksichtigung auch der indirekten Kosten (Produktivitatsverlust durch
Arbeitsunfahigkeit, Frihberentung) betragen die Krankheitskosten bundesweit
jahrlich 4 Mrd. Euro (Kobelt et al., 2006).

1.1.2  Atiologie und Pathogenese der Multiplen Sklerose

Die genauen Ursachen der MS sind auch heute noch unbekannt. Es herrscht
jedoch Ubereinstimmung dahingehend, dass die MS eine Autoimmunerkrankung
ist.

Es wird davon ausgegangen, dass sich die MS in genetisch pradisponierten
Individuen entwickelt. Am Besten gesichert ist die Assoziation mit HLA-DR2
(Haines et al., 1996). HLA-DR2 positive Individuen tragen ein 3-4 fach erhdhtes
Risiko, an MS zu erkranken.

Auch Umweltfaktoren spielen eine Rolle. Die Pravalenz variiert zwischen 50-100
pro 100.000 Einwohner in Hochrisiko-Regionen (USA und Nordeuropa) und
weniger als 5 pro 100.000 in Japan und Afrika.

Bei der MS geht die immunologische Toleranz gegen korpereigenes Gewebe im
ZNS verloren. Demnach ist eine durch Umweltfaktoren und genetische
Pradisposition getriggerte Fehlfunktion des Immunssystems entscheidend fur die

Krankheitsentstehung (Noseworthy et al., 2000).

Zunachst kommt es durch autoimmun-entzindliche Prozesse zu einer
Demyelinisierung von Axonen. Nach mehreren Jahren schliel3t sich eine
neurodegenerative Phase an, die zu irreversiblem Verlust von Axonen und
Neuronen fuhrt und mit bleibenden neurologischen Defiziten einhergeht
(Steinman, 2001). Im Unterschied zu neurodegenerativen Erkrankungen ist der
Nervenzellverlust bei der MS entzundlich bedingt (Lassmann et al., 2001;
Peterson et al., 2001), was eindeutig eine immunmodulierende Therapie in der
Frihphase der Multiplen Sklerose rechtfertigt (siehe Kapitel 1.1.4.1).

Zu Beginn der Erkrankung werden autoreaktive T-Lymphozyten in der Peripherie
des Korpers aktiviert. Ursache der Entstehung dieser autoreaktiven T-Zellen ist

wahrscheinlich der Mechanismus des molekularen Mimikry, bei dem exogene



Epitope (z.B. von Bakterien oder Viren) kdrpereigenen Epitopen ahneln und eine
Kreuzreaktion hervorrufen (Benoist and Mathis, 2001). Kirzlich gelang es Cepok
et al. bestimmte Epitope des Epstein-Barr-Virus (EBV) als mdgliche
Zielstrukturen der humoralen Immunantwort, sowie EBV-spezifischer,
kreuzreaktiver CD8" T-Zell Klone bei MS-Patienten zu identifizieren (Cepok et
al., 2005). Mit diesen Beobachtungen stimmt eine Reihe von Berichten Uber
einen moglichen kausalen Zusammenhang von vorangegangenen EBV-
Infektionen mit der Entstehung einer MS Uberein (DelLorenze et al., 2006). Des
weiteren haben das Herpesvirus 6, Masern- und Papillomaviren Sequenzen mit
dem basischen Myelinprotein, einem der Haupt-Autoantigene der MS, gemein
(Zamvil and Steinman, 2003).

Nach der Aktivierung der T-Zellen erfolgt die Penetration der Blut-Hirn-Schranke
mit Hilfe von Adh&sionsmolekllen, chemotaktischen Faktoren und
migrationsfordernden Substanzen (Engelhardt and Ransohoff, 2005). Im ZNS
kommt es zu einer polyklonalen Proliferation der autoreaktiven Zellen, die nach
erneuter Aktivierung durch Mikrogliazellen bestimmte Strukturen des ZNS
Jrrtimlich® als Antigene erkennen.

CD4" T-Lymphozyten (T-Helfer-Zellen) und CD8" T-Lymphozyten (zytotoxische
T-Zellen) setzen proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF)
und Interferon-y (IFN-y) frei. Dies fuhrt entweder direkt oder indirekt Uber die
Anlockung von Makrophagen zur Zerstérung der Myelinscheide. Zur Rolle der
CD8" T-Lymphozyten siehe auch Kap. 1.2.2.

Ferner werden durch T-Zellen B-Zellen aktiviert, die spezifische Antikdrper
(Autoantikorper) produzieren, welche Uber Aktivierung des Komplementsystems
ebenfalls zu Schaden der Myelinscheide fuhren (Archelos and Hartung, 2000).
Die pathogenetische Bedeutung der gegen Komponenten der Myelinscheide
gericheteten Antikorper (Anti-basisches Myelinprotein [MBP], Anti-Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein [MOG], Anti-Myelin-assoziiertes Glykoprotein
[MAG], Anti-Proteolipoprotein [PLP]) in Bezug auf Ausmal® und Schwere der
Gewebsschadigung ist inzwischen durch verschiedene experimentelle Studien
belegt. Die genaue Relevanz dieser Antikdrper beim Menschen und vor allem
deren prognostische Aussagekraft ist jedoch noch widersprichlich (Aboul-Enein
et al., 2004; Antel and Bar-Or, 2003; Cleland et al., 2005; Lim et al., 2005).



Durch die Demyelinisierung der Axone und das entzundliche Milieu kommt es zu
axonalen Transportstérungen, vermehrter Expression von exzitatorischen
lonenkanalen auf der Oberflache, sowie mitochrondrialen Funktionsstérungen,
die ebenfalls die axonale Degeneration fordern (Rieckmann and Maurer, 2002).
Ein weiterer Pathomechanismus, der diskutiert wird, flhrt durch gestorte
Apoptose zu einer Vermehrung autoreaktiver T-Zellen in Blut und ZNS (Zipp et
al., 1997).

Aulerdem hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass die Funktionsstérung
regulatorischer T-Zellen, deren Aufgabe es ist, autoreaktive Prozesse zu
unterdricken, moglicherweise eine wesentliche Rolle bei der Multiplen Sklerose
spielt (Sakaguchi, 2005).

Abbildung 1.1 gibt einen Uberblick tber die an der Pathogenese der Multiplen

Sklerose beteiligten Komponenten des Immunsystems.
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Abb. 1.1 Ubersicht iiber die bei der Multiplen Sklerose pathogenetisch beteiligten Elemente des Inmunsystems.
Antigenpréasentation und T-Zell Aktivierung: Zunachst kommt es auferhalb des ZNS zur Aktivierung autoreaktiver T-
Zellen (CD4+/CD8+) durch spezifische Antigene. Voraussetzung fiir deren Erkennung ist eine Interaktion des T-Zell
Rezeptors (TCR) mit dem von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) dargebotenen Komplex aus MHC-Molekil (MHC =
Haupthistokompatibilititskomplex) und Antigen in Anwesenheit co-stimulatorischer Molekiile (CD28, B7, CD40, CD40L).
Aktivierte CD8+ T-Lymphozyten produzieren IL-2 zur autokrinen Stimulation.

Chemotaxis, Adhédsion und Migration: Die aktivierten T-Zellen besitzen die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu
passieren. Die Regulation dieses Migrationsvorganges unterliegt einem komplexen Zusammenspiel aus
Adhasionsmolekiilen wie dem Liganden-Paar a4-Integrin/VCAM, Chemokinen und Chemokinrezeptoren (CCRs, CXCRs).
Auch Matrixmetalloproteasen (MMPs) sind hieran beteiligt.

Zerstérung von Gliazellen und Neuronen durch zytotoxische T-Zellen: Oligodendrozyten und Neurone exprimieren die fiir
die Interaktion mit CD8+ T-Lymphozyten nétigen MHC-I-Molekiile. Nach Erkennung des Autoantigens erfolgt die direkte
Zerstoérung der Zellen durch Attacke der zytotoxischen T-Lymphozyten.



Makrophagen-Aktivierung und Demyelinisierung: Nach Passage der Blut-Hirn-Schranke findet durch Interaktion mit
lokalen APCs eine Reaktivierung statt. Dies fiihrt Uber die Sekretion von TNFa und IFN-y zur Rekrutierung und
Stimulation von Mikroglia und Makrophagen. Diese Zellen steigern wiederum die Phagozytose und stellen vermehrt
Zytokine und freie Radikale her, wie z.B. TNFa, Lymphotoxin (LT) und Stickstoffmonoxid (NO), die Demyelinisierung und
Axonschadigung verursachen.

B-Zell Aktivierung und Bildung von Antik6érpern: T-Zellen aktivieren uber die Ausschuttung von IL-4 und IL-6 B-Zellen, die
daraufhin autoreaktive Antikdrper sezernieren. Auflerdem sind sie in der Lage die Komplement-Kaskade zu aktivieren.
Nach Opsonisierung durch die autoreaktiven Antikdrper werden die Zielzellen durch Ausbildung von
Membranangriffskomplexen (C5b-9) zerstort.

Axonale Degeneration: Die axonale Degeneration liegt dariiber hinaus in der Hochregulation von Na'- und Ca*"-Kanalen,
sowie mitochondrialen Funktionsstérungen begriindet. Ein Wechselspiel pro- und antiinflammatorischer Zytokine, wie z.B.
IL-10, TGFB und IL-2, bestimmt das AusmalR der Entziindungsreaktion. Bestimmte Zytokine (v.a. IL-2) kénnen auferdem
die Apoptose von T-Zellen induzieren.

Zeichnung in Anlehnung an (Kleinschnitz et al., 2007).

1.1.3 Histopathologische Einteilung der MS

In den morphologisch heterogenen Lasionen einer akuten MS lassen sich mit
immunhistochemischen und molekularbiologischen Methoden vier verschiedene
immunpathogenetische Subtypen unterscheiden (Lucchinetti et al., 2000):
Subtyp |: Makrophagen-/T-Zell-mediiert; Subtyp Il: Antikdrper-/Komplement-
mediiert; Subtyp lll: Oligodendrozytenapoptose, Verlust von myelinassoziiertem
Glykoprotein (MAG), Hypoxiezeichen (Aboul-Enein et al., 2003) und Subtyp IV:
Untergang von Oligodendrozyten in der perildsionalen weillen Substanz
(Lassmann et al., 2001). Hierbei wird also zwischen primar immunologisch
induzierter  Entmarkung (Subtyp | und II) und Stérung des
Oligodendrozytenstoffwechsels (Subtyp Il und 1V) unterschieden.

Die Mechanismen der Gewebeschadigung sind nicht nur interindividuell variabel,
sondern auch bei ein und demselben Patienten abhangig vom Stadium der
Erkrankung (schubférmige MS oder primare/sekundare Progredienz) (Lassmann
et al., 2001).

Am haufigsten treten die Subtypen | und Il auf (80%). Sie zeigen grofRe
Ahnlichkeit mit T-Zell- oder T-Zell-/Antikdrper-mediierten experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitiden (EAE) der Maus bzw. Ratte, die deshalb

anerkannte Tiermodelle der MS darstellen.

1.1.4  Therapie der MS

1.1.41 Immuntherapie

Standardtherapie des akuten MS-Schubes ist die Applikation von hoch dosierten
Glukokortikosteroiden i.v. (Beck et al., 1992; Goodin et al., 2002; Grauer et al.,



2001; Kaufman et al., 2000; Oliveri et al., 1998). Bei einem klinisch schweren
Schub, der nicht ausreichend auf Kortikosteroid-Pulstherapien anspricht, zeigte
die Therapie mit Plasmapherese eine 50 %ige Erfolgschance (Weinshenker et
al., 1999).

Als Basistherapie zur Schubprophylaxe kommen rekombinante IFN-p-Praparate
und Glatirameracetat zum Einsatz. Wahrend Glatirameracetat (synthetisches
Polypeptid mit Homologien zu MBP) im Allgemeinen gut vertraglich ist, treten bei
den Interferonpraparaten haufig grippeahnliche Nebenwirkungen auf, die einen
wesentlichen Einfluss auf die Lebensqualitat der Patienten und deren
Compliance haben koénnen. In letzter Zeit wurde die Aufmerksamkeit auch
vermehrt auf die Induktion von neutralisierenden Antikdrpern (NAB) gegen das
Interferon gelenkt, da die Frequenz der Schiube bei Patienten mit hohen NAB-
Titern wieder erhoht ist (Sorensen et al.,, 2003) und das Risiko eines
Therapieversagens bei anhaltend hohen NAB-Titern statistisch ansteigt.

Der kirzlich unter dem Handelsnamen Tysabri® als Monotherapie zur
Behandlung schubférmiger MS-Formen zugelassene humanisierte, monoklonale
Antikdrper Natalizumab ist gegen das Adhasionsmolekil a4p1-Integrin (VLA-4)
auf der Oberflache von Lymphozyten gerichtet. Durch die Hemmung der
Interaktion zwischen a4p1-Integrin und dessen Liganden VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule) auf dem Gehirnendothel verringert er die Migration von
Leukozyten in das ZNS (Steinman, 2005). Die Wirksamkeit von Natalizumab
wurde in Studien ebenfalls durch eine deutliche Schubreduktion belegt (Polman
et al., 2006). Als unerwlinschte Wirkung kdnnen jedoch schwere allergische
Reaktionen auftreten. AuRerdem wurden bis Januar 2010 dber 30 Falle von
PML (progressive multifokale Leukenzephalopathie) unter Natalizumab-Therapie
registriert.

Als Reservepraparate in der Basistherapie der schubférmigen MS bei
Unvertraglichkeit oder Kontraindikationen stehen Azathioprin und intravends
verabreichte Immunglobuline (IVIg) zur Verfugung.

Die Gabe von Mitoxantron in der eskalierenden Langzeittherapie bei Versagen
der Basistherapie mit hoher Schubfrequenz bzw. sekundar progredientem

Verlauf hat sich zwar seit Jahren bewahrt (Hartung et al., 2002), ist aber limitiert



v.a. durch die Kardiotoxizitat dieses Medikaments und eine damit einhergehende
Begrenzung der kumulativen Lebenszeitdosis.

Bei sekundar-chronischer schnell progredienter MS ist die Gabe des
immunsuppressiv wirkenden Alkylanz Cyclophosphamid indiziert.

Abbildung 1.2 zeigt die immunmodulatorische Stufentherapie der Multiplen

Sklerose.

>
>
>
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Abb. 1.2 Immunmodulatorische Stufentherapie der MS. Als Therapien des akuten Schubes werden hochdosierte
Kortikosteroide und Plasmapherese eingesetzt. Als Basistherapie haben sich p-Interferone und Glatirameracetat etabliert,
als Alternativen stehen Natalizumab, intravendse Immunglobuline (IVIg) und Azathioprin zur Verfigung. In der
Eskalationstherapie kann Mitoxantron verabreicht werden. Bei schnell progredienten, chronischen Verlaufen ist die Gabe
von Cyclophosphamid indiziert. Die Medikamente der ersten Wahl sind jeweils fett gedruckt.

Zeichnung modifiziert nach H.C. Diener u.a.

1.1.4.2 Ausblick auf neue Therapeutika

Durch das zunehmende Verstandnis der Immunpathogenese der MS wird
derzeit eine grofle Zahl neuer Medikamente gegen die Erkrankung entwickelt
und in Studien getestet.

Vielversprechende neue Optionen koénnten der monoklonale Antikorper
Rituximab, der gegen das CD20-Molekul auf B-Zellen gerichtet ist (Antel and
Bar-Or, 2003; Cree et al., 2005; Hauser et al., 2008; Matiello et al., 2007), und
die monoklonalen Antikorper Alemtuzumab (gegen das Leukozyten-
Differenzierungsmolekil CD52) (Jones and Coles, 2008) und Daclizumab
(Blockade des Interleukin-2-Rezeptors) (Bielekova et al., 2004; Martin, 2008;

Rose et al., 2007) sein. Es wurde in den Studien jedoch bereits deutlich, dass



diese effektiven Medikamente auch unerwartete und zum Teil schwerwiegende
Nebenwirkungen mit sich bringen.

Unter den oralen Praparaten sind FTY720/Fingolimod (Kompartmentalisierung
der Lymphozyten) (Kappos et al., 2006), Fumarsaure (entzindungshemmende,
evtl. auch neuroprotektive Wirkung) (Kappos et al., 2006; Schimrigk et al., 2006),
Laquinimod (immunmodulatorische Wirkung) (Polman et al., 2005), Teriflunomid
(Blockade des Mitochondrienenzyms Dihydrorotatdehydrogenase, Hemmung der
B- und T-Zell Proliferation) (O'Connor et al., 2006) und Cladiribin (selektiv
lymphotoxische Wirkung) (Romine et al.,, 1999) zu nennen, die in
Zulassungsstudien getestet werden.

Fir die schubférmige MS hat sich das therapeutische Spektrum also im letzten
Jahrzehnt deutlich vergroRert und wird sich auch in Zukunft noch erweitern.
Wahrend die positive Wirkung der bereits zugelassenen immunmodulierenden
Substanzen auf Schubrate und magnetresonanztomographisch nachweisbare
Krankheitsaktivitdt  unbestritten ist, ist ihre Wirksamkeit hinsichtlich
Krankheitsprogression und dauerhafter Behinderung unzureichend. In
Anbetracht dessen geht die Suche nach alternativen Behandlungsstrategien

weiter.

1.2 CcD8"* T-Zell vermittelte Experimentelle
Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

1.2.1 CD4" versus CD8" T-Zell mediierte EAE

Das Maus-Modell der Multiplen Sklerose, die Experimentelle Autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) kann viele Kklinische, neuropathologische und
immunologische Aspekte der Erkrankung nachbilden (Babbe et al., 2000). Die
EAE wird klassischerweise durch Injektion von Gewebe des ZNS, insbesondere
von basischem Mpyelinprotein (MBP), Proteolipoprotein (PLP) und Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) mit vollstandigem Freundschen Adjuvans
induziert. Dies fUhrt zu einer Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten und zur
Bildung von Autoantikorpern gegen diese Strukturen.

Wahrend durch die CD4" T-Zell vermittelten EAE-Modelle wichtige Erkenntnisse

Uber Entzindungsprozess und autoimmune Gewebezerstérung gewonnen



wurden, war die Ubertragung der im Modell gewonnenen Kenntnisse und die
Testung therapeutischer Substanzen an MS-Patienten nur zum Teil erfolgreich
(Gold et al., 2006).

Eine Erklarung hierfur ist, dass der entscheidenden Rolle der zytotoxischen T-
Zellen bei der Entstehung einer MS in diesen CD4" T-Zell-lastigen Tiermodellen
nicht ausreichend Rechnung getragen wird.

Deswegen wurden inzwischen einige Maus-Modelle der CD8" T-Zell vermittelten
EAE entwickelt (Huseby et al., 2001; Sun et al., 1988; Sun et al., 2001; Sun et
al., 2003), um die Bedeutung der zytotoxischen T-Lymphozyten bei der

Zerstorung des ZNS durch autoimmune Mechanismen untersuchen zu kdnnen.

1.2.2 Rolle der CD8-positiven T-Zellen in der Pathogenese
der MS

Die jungsten Ergebnisse verschiedener Forschergruppen legen nahe, dass
neben den klassischen CD4" T-Zellen auch den zytotoxischen CD8" T-Zellen
eine grolde Bedeutung bei der Entstehung der Multiplen Sklerose zukommt
(Friese and Fugger, 2005; Neumann et al., 2002).

In MS-Lasionen wurden klonal expandierte CD8" T-Lymphozyten gefunden,
wahrscheinlich als Zeichen einer Antigen-spezifischen Aktivierung. Es stammten
sogar fast 30% aller T-Zellen einer MS-Lasion von einer einzigen CD8-positiven
Zelle ab (Babbe et al., 2000). In Erganzung hierzu konnten expandierte, z.T.
identische Klone von CD8" T-Zellen auch in Blut, Gehirn und Liquor
nachgewiesen werden, die Uber langere Zeitraume persistieren (Skulina et al.,
2004), was ihre pathogenetische Relevanz unterstreicht. CD8" T-Lymphozyten
interagieren mit Peptiden, die Uber MHC-Klasse-I-Molekule prasentiert werden.
Diese sind in MS-Plaques nicht nur auf den Entzindungszellen, sondern auch
auf Neuronen und Gliazellen Uberexprimiert (Hoftberger et al., 2004).

In aktiven MS-Lasionen finden sich die CD8* T-Zellen, die Granzym B' als
Zeichen ihrer zytotoxischen Aktivitat exprimieren, in direkter Nachbarschaft zu

Oligodendrozyten oder demyelinisierten und beschadigten Axonen (Neumann et

! Granzyme sind Serinproteasen, die von zytotoxischen T-Zellen erzeugt werden und beim Auslésen der Apoptose in der
Zielzelle mitwirken.
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al., 2002) und ihre Zahl tbersteigt die der CD4" T-Zellen deutlich (Babbe et al.,
2000).

Einige Epitope, die von den klonal expandierten CD8" T-Zellen erkannt werden,
sind bereits identifiziert. Hierzu zahlen verschiedene Peptide des MBP, PLP,
MAG, MOBP (myelin-associated oligodendrocyte basic protein) (Crawford et al.,
2004; Jurewicz et al., 1998; Zang et al., 2004) und das zytosolische Protein
Transaldolase, ein Enzym, das an der Energieversorgung bei der
Lipidbiosynthese wahrend der Myelinisierung beteiligt ist (Niland et al., 2005).
Oligodendrozyten exprimieren die fur die Interaktion mit zytotoxischen T-
Lymphozyten ndtigen MHC-I-Proteine, wobei die Expression unter
inflammatorischen Bedingungen noch gesteigert wird (Hoftberger et al., 2004).
Es folgt wahrscheinlich eher eine direkte Zerstérung der Oligodendrozyten durch
Attacke der zytotoxischen T-Zellen (Neumann et al., 2002) als eine indirekte
Zerstorung durch Ausschuttung von Zytokinen und Mobilisierung von

Makrophagen/Mikroglia.

1.2.3 Spontane Entwicklung einer CD8" T-Zell vermittelten
EAE in ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen

Eines der neuesten Modelle einer CD8" T-Zell mediierten EAE sind ODC-
OVA/OT-l doppelt transgene Mause. Dieses Modell einer sich spontan
entfaltenden EAE wurde, wie die vorliegende Doktorarbeit, in der Arbeitsgruppe
Prof. HUnig am Institut fir Immunbiologie der Universitat Warzburg entwickelt
(Na et al., 2008). ODC-OVA transgene Mause (Cao et al., 2006) exprimieren das
Modell-Autoantigen Ovalbumin (OVA) unter Kontrolle eines MBP-Promotors.
Diesem Promotor fehlt eine upstream gelegene Enhancer-Sequenz, die
essentiell ist fir die Funktionalitdt des Promotors in Schwann-Zellen (Farhadi et
al., 2003). OVA wird daher selektiv in Oligodendrozyten (ODC) exprimiert und
konnte weder mit Western Blots noch mittels Immunhistochemie in anderen
Organen auller Gehirn und Ruckenmark nachgewiesen werden. Ohne
Immunisierung zeigen ODC-OVA Mause keinerlei Anzeichen einer Krankheit, da
T-Zellen und B-Zellen das Neo-Autoantigen nicht erkennen (Cao et al., 2006).
Abb. 1.3 zeigt das ODC-OVA Transgen-Konstrukt.

11



LY MloxP4 MBP Promotor I poyA RloxPARE¥

| Ovalbumin

Oligodendronyten-speifischon MSP.Prometors svprimiert, Vor ind hinter das Transgen wrde eine loxP* Stelle geselst
ﬁg} vs::diTgr?Ersgieenlgil:igctri]ol:lgievriirg;% |th?:ns induzierbaren Cre Transgens eliminieren zu kénnen. Der Poly(A)-Schwanz ist
Einkreuzen eines MHC-II restringierten OVA-spezifischen T-Zell Rezeptors oder
der Transfer solcher OT-Il transgenen CD4" T-Zellen in ODC-OVA Mé&use fiihrte
nicht zu einer Aktivierung der T-Zellen oder Induktion einer EAE (Na et al.,
2008).

OT-I Mause exprimieren auf den meisten ihrer CD8" T-Zellen einen transgenen
T-Zell Rezeptor, der spezifisch ist fir das Peptid SIINFEKL (antigenes Epitop
von Ovalbumin, der Name ist aus den Einzelbuchstaben-Abkurzungen der acht
Aminosauren zusammengesetzt) gebunden an das H-2K" Molekiil® (Hogquist et
al., 1994).

Kreuzt man ODC-OVA Mause mit diesen OT-l Mausen, entwickeln doppelt
transgene Nachkommen spontan eine fulminante EAE (Na et al., 2008).
Wahrend die Jungtiere anfangs gesund erscheinen, zeigen sich zwischen Tag
12 und 19 nach Geburt bereits lokomotorische Defizite. Neben einer
aufsteigenden Paralyse der Extremitaten, wie sie auch bei den klassischen CD4"
T-Zell vermittelten EAE-Modellen beobachtet wird, leiden ODC-OVA/OT-I Mause
zudem an unkoordinierten Bewegungen der Vorder- und Hinterlaufe, Gangataxie
und einem ausgepragten zerebellaren Tremor — Symptome, die fur eine
Kleinhirnbeteiligung charakteristisch sind. Der Krankheitsverlauf fuhrt innerhalb
weniger Tage zu schwerster Behinderung mit  Unfahigkeit zur

Nahrungsaufnahme und dann zum Tod.

2 Mit loxP wird eine bestimmte Basensequenz der DNA bezeichnet, welche als Erkennungssequenz fir die Rekombinase
cre fungiert. Soll aus einem DNA-Strang eine bestimmte DNA-Sequenz bzw. ein bestimmtes Gen entfernt werden, setzt
man gezielt vor und hinter diesen DNA-Abschnitt eine loxP-Stelle. Das cre- Enzym erkennt und bindet die jeweiligen
loxP-Stellen und schneidet die entsprechende DNA-Sequenz bzw. das Gen heraus. Die beiden verbleibenden loxP-
Enden werden zusammengefiigt. Damit ist das Marker-Gen eliminiert.

3 Bei Mausen wird der Haupthistokompatibilitidtskomplex (MHC = ,major histocompatibility complex*) als H-2 bezeichnet.

Die Organisation der MHC Gene ist bei Mensch und Maus ahnlich. H2-K entspricht dem menschlichen MHC-I-Molekdil.
Die Haptotypen werden durch hochgestellte Kleinbuchstaben, wie zum Beispiel H-2K®, gekennzeichnet.
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Abb. 1.4 zeigt doppelt transgene Mause, die an einer schweren EAE (Stadium 3
und 4) litten.

EAE-Stadium 3 EAE-Stadium 4

Abb. 1.4 ODC-OVA/OT-l Mause in fortgeschrittenem Krankheitsstadium. Doppelt transgene Tiere entwickeln eine
fulminante EAE. Links ist eine Maus im EAE-Stadium 3 mit Paralyse des Schwanzes und beider Hinterlaufe dargestellt.
Das rechte Bild zeigt eine Maus im EAE-Stadium 4, die tetraplegisch war und einen starken zerebellaren Tremor zeigte.

1.2.4  Charakterisierung der CD8" T-Zell vermittelten EAE bei
ODC-OVA/OT-l Mausen

1.2.4.1 Die OT-l mediierte EAE ist unabhingig von CD4" T-Lymphozyten
und B-Zellen

FUhrt man im Maus-Modell zusatzlich zu den beiden Transgenen ODC-OVA und
OT-I eine Mutation in Form eines RAG-1* Knockouts ein, erkranken dennoch alle
Tiere an einer schweren EAE. Die Bedeutung dieser Tatsache liegt darin, dass
offensichtlich weder CD4" T-Zellen, noch B-Zellen, noch CD8" T-Zellen mit einer
anderen Spezifitat als die fir den Komplex aus SIINFEKL und H-2K" nétig sind,
um eine letal verlaufende Autoimmunreaktion gegen das von Oligodendrozyten

exprimierte Neo-Autoantigen auszulésen (Na et al., 2008).

1.2.4.2 Entzindung und Demyelinisierung im Zentralnervensystem
ODC-OVA/OT-l doppelt transgener Mause

Histopathologisch zeichnet sich die spontane CD8" T-Zell vermittelte EAE durch

extensive Destruktion des Kleinhirns, Hirnstammes, Nervus opticus und der

4 Die rekombinationsaktivierenden Gene RAG-1 und RAG-2 codieren die Proteine RAG-1 und RAG-2, die bei der
Umordnung der Gene fiir die Immunrezeptoren eine wichtige Rolle spielen. Mause, denen eines der Gene RAG-1 oder
RAG-2 fehlt, kdnnen keine Immunrezeptoren bilden und besitzen keine Lymphozyten.
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weillen Substanz des Ruckenmarks aus. Es kommt zu spongiformer Zerstérung
der Gewebsarchitektur, Infiltration von CD8-positiven T-Zellen (den OT-I Zellen),
Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia und Demyelinisierung. Im Vergleich
zum Gehirn schreiten diese Prozesse im Riuckenmark noch schneller voran. Im
Gegensatz zu klassischen CD4" T-Zell mediierten EAE-Modellen scheinen die
Axone zunachst erhalten und funktionstichtig zu bleiben. Wie in menschlichen
MS-Lasionen (Babbe et al., 2000; Crawford et al., 2004) finden sich in Kleinhirn
und Rickenmark kranker ODC-OVA/OT-l doppelt transgener Mause CD8" T-
Lymphozyten in direkter Nachbarschaft zu Oligodendrozyten. Sowohl
infiltrierende OT-l Zellen als auch Makrophagen und Mikroglia zeigen Zeichen
einer starken Aktivierung, wie etwa die Hochregulation von Aktivierungsmarkern
im Falle der OT-| Zellen oder die vermehrte Expression von MHC-I- und MHC-II-
Molekdlen und co-stimulatorischer Liganden im Falle der

Makrophagen/Mikroglia.

1.2.4.3 Der Zugang von OT-l Zellen zu SIINFEKL:H-2K® Komplexen auf
Oligodendrozyten ist auf die ersten 10 Lebenstage beschrankt

Wahrend sich durch einen Transfer von OT-| Zellen in 7-10 Tage alte ODC-OVA
Mause eine EAE induzieren lasst, bleiben 12 Tage alte Mause nach einem
solchen Zelltransfer gesund, obwohl ihre Oligodendrozyten weiterhin Ovalbumin
exprimieren (Cao et al., 2006). Wahrscheinlich ist, dass die in den ersten
Lebenstagen noch unvollstandig entwickelte Blut-Hirn-Schranke ein Eindringen
naiver OT-l Zellen in das ZNS ermdglicht. SIINFEKL wird ihnen dort Uber die auf
Oligodendrozyten in geringer, jedoch ausreichender Dichte vorhandenen MHC-I-
Molekulle prasentiert (Agresti et al., 1998). Das initiale Priming der OT-I Zellen
findet also im Gehirn statt, durch Interaktion mit SIINFEKL:H-2K® Komplexen
trotz Abwesenheit co-stimulatorischer Liganden auf den Oligodendrozyten
(Odeberg et al., 2005). Durch die Attacke der nun aktivierten OT-I Zellen wird
Ovalbumin freigesetzt und im drainierenden Lymphgewebe von MHC-II positiven
Zellen wie etwa dendritischen Zellen prasentiert. Dies fuhrt zur Aktivierung
weiterer naiver OT-| Zellen, die die Autoimmunreaktion in Gang halten.

Offenbar ist also die Blut-Hirn-Schranke im Alter von 12 Tagen bereits

vollstandig geschlossen und erlaubt keine Penetration naiver OT-l Zellen mehr.
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Eine initiale Freisetzung von Ovalbumin ist somit unmdglich, weswegen ein OT-|
Zelltransfer in 12 Tage alte ODC-OVA Mause keine EAE verursacht.

1.2.4.4 Rolle des von OT-l Zellen produzierten Interferon-y

In Co-Kulturen von Oligodendrozyten aus ODC-OVA Mausen und OT-l Zellen
erkennen OT-l Zellen das ihnen dargebotene Antigen und werden aktiviert. Sie
exprimieren vermehrt den ,early activation marker’ CD69 und schatten IFN-y aus.
IFN-y filhrt nicht nur zur Hochregulation von H-2K° Molekilen auf der
Zelloberflache von Oligodendrozyten (Agresti et al., 1998) und einer damit
einhergehenden vermehrten Antigen-Prasentation, sondern auch zu einer
verstarkten Aktivierung der OT-| Zellen.

Im Tiermodell ist IFN-y ebenso wie TNF (Tumornekrosefaktor) im Plasma ODC-
OVA/OT-I doppelt transgener Mause nachweisbar, noch bevor diese Symptome
einer EAE entwickeln. Die beiden Zytokine fuhren auch in vivo zu einer
Hochregulation von MHC-I-Proteinen auf Oligodendrozyten (Agresti et al., 1998).
Durch eine Reihe von Experimenten mit OT-I Zellen ohne Fahigkeit zur IFN-y-
Produktion zeigten Na et al., dass IFN-y in der Pathogenese der OT-l Zell

mediierten EAE von entscheidender Bedeutung ist.

Mit dem kirzlich beschriebenen Tiermodell einer sich spontan entfaltenden CD8"
T-Zell vermittelten EAE wird also der zunehmend anerkannten essentiellen Rolle
der zytotoxischen T-Lymphozyten in der Pathogenese der Multiplen Sklerose
Rechnung getragen.

Neben weiteren Untersuchungen zum Verhalten der CD8" T-Zellen in MS und
EAE konnen nun in diesem ODC-OVA/OT-I Mausmodell auch Ansatze zur

Therapie der Erkrankung getestet werden.
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1.3 Der monoklonale Antikorper 25-D1.16

1.3.1 Sensitivitat und Spezifitat

CD8" T-Lymphozyten erkennen kurze Peptide, die aus groReren Protein-
Antigenen stammen, gebunden an MHC-Klasse-l Molekule auf der
Zelloberflache (Germain, 1994; Townsend et al., 1989; Yewdell and Bennink,
1990). Fur die Lyse von Zellen durch zytotoxische T-Zellen mit einem
hochaffinen T-Zell Rezeptor (TCR) sind nur wenige solcher Liganden (<10-100)
auf der Zielzelle noétig (Christinck et al., 1991; Demotz et al., 1990; Harding and
Unanue, 1990; Sykulev et al., 1996), wobei diese Zellen jeweils 10° oder mehr
identische MHC-Molekile, beladen mit Hunderten bis Tausenden von anderen
Peptiden auf ihrer Plasmamembran exprimieren (Chicz et al., 1992; Hunt et al.,
1992; Rudensky et al., 1991a).

Der von Porgador und Mitarbeitern 1997 generierte monoklonale Antikdrper 25-
D1.16 (Klasse 1gG1, x) erkennt den Komplex aus dem Ovalbumin-Peptid
SIINFEKL gebunden an H-2K°-Molekiile (murine MHC-I-Molekiile, siehe Kap.
1.2.2) mit der Sensitivitat eines T-Zell-Rezeptors. In Experimenten konnte 25-
D1.16 die spezifischen Liganden auf Zellen erkennen, die mit ahnlich geringen
Peptidkonzentrationen beladen wurden, wie sie nétig sind, um zytotoxische T-
Zell-Linien zur Ausschittung von Zytokinen und zur Zerstorung der Zielzellen
anzuregen. Damit erkennt der Antikdrper Antigen-Komplexe, die in geringer,
aber physiologisch relevanter Anzahl exprimiert werden (Porgador et al., 1997).

Doch nicht nur die Sensitivitat, auch die Spezifitat von 25-D1.16 entspricht der
Spezifitat von OT-I Zellen (T-Zellen, die ebenfalls die Kombination aus SIINFEKL
und MHC-I-Protein erkennen, siehe Kapitel 1.2.3) (Messaoudi et al., 1999;
Porgador et al., 1997). Der Antikorper besitzt die Fahigkeit, zwischen mit
SIINFEKL beladenen und allen anderen mit Peptiden beladenen MHC-
Molekilen zu unterscheiden. Modifizierte SIINFEKL-Varianten, die durch
SIINFEKL-spezifische T-Zellen nicht mehr erkannt werden kdnnen, bindet er

ebenfalls nicht (Jameson et al., 1993).
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1.3.2  Affinitit von 25-D1.16 zu SIINFEKL:H-2K® Komplexen

Antikdrper, die ein spezifisches Peptid gebunden an ein MHC-Protein erkennen,
besitzen in der Regel eine hohere Affinitat als ein T-Zell Rezeptor mit derselben
Spezifitdt. Auch der Antikdrper 25-D1.16 zeigt bei seinem Bindungsverhalten an
SIINFEKL:MHC-I Komplexe eine hohere Affinitat als der OT-I TCR (Alam et al.,
1996; Porgador et al.,, 1997). Diese kommt durch eine wesentlich hohere
Assoziationsrate (on-rate) zustande bei im Vergleich mit dem OT-l T-Zell
Rezeptor ahnlicher Dissoziationsrate (off-rate) (Mareeva et al., 2004). Die
Erhéhung der on-rate spiegelt ein praziseres Andocken an den Bindungspartner,
sowie eine groRere Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Protein-Protein-
Interaktion wieder, d.h. einer Bindung von 25-D1.16 an mit SIINFEKL beladene
MHC-I-Molekiile.

1.3.3 Lokalisation der Bindungsstellen von 25-D1.16 bzw.
OT-l T-Zell Rezeptor am SIINFEKL:MHC-l Komplex

Die Form der Liganden von T-Zell Rezeptoren ist weitgehend konstant, wobei
Variationen der Form durch den Polymorphismus der MHC-Molekule und die
Heterogenitat der gebundenen Peptide entstehen. Die Tatsache, dass der TCR
mit einem relativ festgelegten Areal des Peptid:MHC-Komplexes interagieren
muss, bedingt die MHC-Restriktion. Der TCR bindet an eine flache Stelle, die
aus den Spitzen der a1 und a2 Helices der MHC-Molekile und aus 3-5
Aminosauren des Peptids besteht (Bongrand and Malissen, 1998). Daher sind
die Bindungsstellen des TCRs, bestehend aus a- und p-Kette ebenfalls flach, um
eine gleichzeitige und maximal spezifische Interaktion mit Peptid und MHC-
Ketten zu ermdglichen. Die a-Kette interagiert dabei mit dem N-Terminus, die p-
Kette mit dem C-Terminus des Peptid:MHC-Komplexes.

Die Antigen-Bindungsstellen der a- und p-Ketten eines TCRs ahneln den Fab-
Fragmenten eines Antikorpers insofern, als sie ebenfalls aus 6 hypervariablen
Schleifen (complementary determining regions, CDRs) bestehen, die in
antiparallelen B-Faltblattern angeordnet sind (Bongrand and Malissen, 1998;
Davies and Metzger, 1983; Davis et al., 1998; Garboczi et al., 1996; Garcia et
al., 1996; Mazza et al., 1998). Jedoch erkennen Antikdrper eine grof3e Vielfalt
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von Antigen-Klassen und weisen eine sehr viel flexiblere Art der Interaktion auf
(Davies and Metzger, 1983). Die Antigen-Bindungsstellen sind haufig konkav,
wodurch die Plastizitdt erhoht und eine Bindung an verschiedene Klassen von
Antigenen ermoglicht wird (Alzari et al., 1988; Mian et al., 1991). Aul3erdem
verandern Antikdrper durch Rearrangement der CDR-Schleifen die Form ihrer
Bindungsstellen, um sich den Epitopen des Antigens besser anzupassen
(MacCallum et al., 1996; Padlan, 1994; Wilson and Stanfield, 1994).

Diese Unterschiede machen eine Erkennung von Peptid:MHC-Komplexen durch
die meisten Antikorper mit einer ahnlich hohen Spezifitat wie die eines T-Zell
Rezeptors unmoglich.

Der monoklonale Antikérper 25-D1.16 aber erkennt das Octapeptid SIINFEKL
als antigenes Epitop von Ovalbumin, gebunden an das murine MHC-I-Molekul H-
2K® mit vergleichbarer Spezifitit (Mareeva et al., 2004; Porgador et al., 1997).
25-D1.16 interagiert mit den MHC-Ketten am C-Terminus der a1 Helix, d.h. in
dem gleichen Areal, das auch von der p-Kette von OVA-spezifischen T-Zell
Rezeptoren gebunden wird. Abbildung 1.5 zeigt die ungefahre Bindungsstelle
von 25-D1.16 an das MHC-I-Molekadl.

peptidbindender
Spalt

o2

Abb. 1.5 Vorausgesagte Bindungsstelle von 25-D1.16 an ein MHC-I-Protein. Der Antikorper interagiert mit den MHC-
Ketten am C-Terminus der a1 Helix (rote Markierung); in diesem Bereich bindet auch der OT-I TCR (nicht gezeigt). Die
Interaktion von 25-D1.16 mit dem Peptid:MHC-I Komplex erstreckt sich jedoch auch auf Bereiche, die der OT-I TCR nicht
berlhrt. Daher Uberlappen sich die Bindungsstellen zwar in weiten Teilen, sind jedoch nicht identisch.

modifiziert nach Nikolic-Zugic et al., 1997.

Die Erkennung von SIINFEKL:H-2K® durch den Antikdrper héngt dariiber hinaus

wesentlich von den Aminosauren des Peptids an Position 4, 6 und 7 ab, welche
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auch fur die Erkennung durch den OT-I TCR essentiell sind (Chen et al., 1993).
Mutationen von SIINFEKL an diesen Positionen verhindern sowohl die Bindung
des TCRs, als auch die von 25-D1.16 (Dyall et al., 1996; Huard et al., 1997;
Nikolic-Zugic and Bevan, 1990).

Diese Daten zeigen, dass die Bindungsstellen von 25-D1.16 und der -Kette des
OT-l T-Zell Rezeptors in weiten Teilen Ubereinstimmen. Veranderungen an
Position 141 der a2 Helix des MHC-Molekuls beeinflussen die Bindung durch
den Antikorper, haben jedoch keinen Einfluss auf die Erkennung durch den TCR,
was dafur spricht, dass sich die Bindungsstellen Uberlappen, jedoch nicht
identisch sind. Die Interaktion von 25-D1.16 erstreckt sich dabei auf Teile des
SIINFEKL:MHC-I Komplexes, die der TCR nicht berihrt (Messaoudi et al., 1999).
25-D1.16 weist demnach eine Mischform der Erkennung von Peptid:MHC-I
Komplexen auf, die zum Teil der der p-Kette eines T-Zell Rezeptors, zum der

eines konventionellen Anti-MHC-Antikorpers ahnelt.

1.3.4 Einsatz des Antikorpers 25-D1.16

25-D1.16 wurde bis dato u.a. dazu benutzt, nach Virusinfektion generierte
Peptid:MHC-I Komplexe zu quantifizieren, Antigen-prasentierende Zellen in
heterogenen Zellpopulationen zu identifizieren, den Ort der Interaktion von
Peptid und MHC-I-Molekul innerhalb der Zelle zu bestimmen und Zellen sichtbar
zu machen, die nach Infektion bestimmte Peptid:MHC-I Komplexe prasentieren
(Porgador et al., 1997). Des Weiteren konnte mit Hilfe von 25-D.16 die
Interaktion von T-Zell und B-Zell Rezeptoren mit ihren Liganden untersucht
werden (Messaoudi et al., 1999).

Die Ahnlichkeit im Bindungsverhalten des Antikdrpers und des OT-I TCR, deren
Uberlappende Bindungsstellen auf dem Antigen und die unterschiedliche Affinitat
zu dem SIINFEKL:H-2K® Komplex legen auRerdem nahe, dass der OVA-
spezifische Antikorper mit OVA-spezifischen T-Zellen konkurrieren und die

Antigen-Erkennung durch die zytotoxischen T-Lymphozyten verhindern kdnnte.

19



1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, eine mdgliche Interferenz des Antikdrpers 25-
D1.16 mit der Stimulation von OVA-spezifischen CD8" T-Lymphozyten durch
SIINFEKL zu untersuchen.

Es sollte hierfur zunachst durch FACS-Analysen nachgewiesen werden, dass
25-D1.16 SIINFEKL:MHC-I Komplexe mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
erkennt. Durch Immunfluoreszenz-Analyse sollte die Interaktion mit Peptid-
beladenen MHC-I-Molekulen visualisiert werden.

Des weiteren sollte in einem in vitro Versuchsaufbau ergrindet werden, ob der
Antikdrper 25-D1.16 die Erkennung von SIINFEKL/H-2K® durch OT-I Zellen
blockieren kann. Als Antigen-prasentierende Zellen sollten sowohl Zellen zum
Einsatz kommen, deren MHC-I-Proteine artifiziell mit SIINFEKL beladen werden
konnen (Schumacher et al., 1990; Townsend et al., 1989), als auch Zellen, die
das Peptid endogen produzieren und tuber MHC-I-Moleklle prasentieren. Die
Wirkung der Anwesenheit von 25-D1.16 auf die Aktivierung der OT-I Zellen sollte
anhand dreier Parameter gemessen werden: Es sollten FACS-Analysen zur
Messung der Expression eines Aktivierungsmarkers (early activation marker),
Proliferationsassays zur Bestimmung der OT-l Zellproliferation und Zytokin-
ELISAs zur Quantifizierung der IFN-y-Sekretion durchgefuhrt werden.

Im Anschluss sollte der Effekt von 25-D1.16 im Tiermodell untersucht werden.
Konzeptionell ist die antigenspezifische Behandlung von Autoimmunkrankheiten
eine der attraktivsten Vorgehensweisen. Deshalb sollte 25-D1.16 als
therapeutische Strategie im Mausmodell der CD8" T-Zell vermittelten EAE
eingesetzt werden. Um herauszufinden, ob der Antikérper die OT-l Zell-
Aktivierung in vivo verhindern kann, sollte ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen
Mausen (Na et al., 2008) 25-D1.16 in verschiedenen Konzentrationen
verabreicht werden. Anschlielend sollte der EAE-Krankheitsverlauf beobachtet
werden. Durch histologische und immunhistochemische Analyse von
Gewebeschnitten aus dem ZNS der behandelten Mause sollte die
Entzindungsaktivitdt im Gehirn und Rickenmark bestimmt und mit der

unbehandelter Mause verglichen werden.
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Abbildung 1.6 veranschaulicht nun noch einmal zusammenfassend schematisch

die Hypothese der Experimente dieser Arbeit.

a)

Aktivierungs-
marker 4

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Hypothese der Experimente dieser Arbeit. a) Aktivierung der OT-I Zellen
durch ungehinderte Interaktion des OT-l TCR mit dem SIINFEKL:MHC-I Komplex mit daraus folgender Hochregulation
von Aktivierungsmarkern, IFN-y Ausschittung und Steigerung der Proliferationsrate. b) Fehlende/Verminderte Aktivierung
der OT-l Zellen aufgrund von Interferenz mit der Erkennung des Autoantigens SIINFEKL durch kompetitive Inhibition der
TCR — SIINFEKL:MHC-I Interaktion durch den monoklonalen Antikérper 25-D1.16.
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2 Material

Antikorper
Antikérper fiir CD8" T-Zell Isolation
Antigen Antikbrper Bezugsquelle
CD4 Biotin Ratte anti-Maus CD4 |BD Biosciences (Pharmingen, D)
CD11b Biotin Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
CD11b
CD45R/B220 |Biotin Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
CD45R/B220
CD49b/ Biotin Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
Pan-NK cells | CD49b / Pan-NK cells
TER-119 Biotin Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
TER119 / erythroid cells
lgG Biotin Ziege anti-Maus IgG | Jackson ImmunoResearch
(Bar Harbor, USA)
lgG Biotin Maus anti-Ratte IgG | Jackson ImmunoResearch
(Bar Harbor, USA)

Antikorper fur FACS-Farbungen

Antigen Antikbrper Bezugsquelle

CD4 FITC / PE / PerCP Ratte BD Biosciences (Pharmingen, D)
anti-Maus CD4

CD8a FITC / PE Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
CD8

CD16/CD32 anti-Maus CD16/CD32 (Fcy |BD Biosciences (Pharmingen, D)
[1I/1l Rezeptor (= Fc-Block)

CD69 FITC Hamster anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
CD69

Va2-TCR FITC / PE Ratte anti-Maus BD Biosciences (Pharmingen, D)
Va2

VB5-TCR FITC Ratte anti-Maus V5 BD Biosciences (Pharmingen, D)

H-2K" Biotin Ratte anti Maus H-2K® | BD Biosciences (Pharmingen, D)

Isotypkontrolle | FITC / PE Ratte 1gG1, BD Biosciences (Pharmingen, D)

Sekundérantikérper

Bezugsquelle

FITC-conjugated F(ab’), Fragment

Donkey Anti-Mouse 1gG H+L

Jackson ImmunoResearch
(Bar Harbor, USA)

PE-conjugated F(ab’), Fragment
Donkey Anti-Mouse 1gG H+L

Jackson ImmunoResearch
(Bar Harbor, USA)
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Sonstige Antikorper / serologische Reagenzien

Antikérper / Reagenz

Bezugsquelle / Referenz

25-D1.16

(Porgador et al., 1997)

PPV06 (Maus-IgG+-Isotypkontrolle)

ExBio (Prag, CZ)

anti-Maus H-2K"

BD Biosciences (Pharmingen, D)

D665

ExBio (Prag, CZ)

FITC Streptavidin-Cychrom

BD Biosciences (Pharmingen, D)

PE Streptavidin-Cychrom

BD Biosciences (Pharmingen, D)

Ratte anti-Maus CD3
(fur Immunhistochemie)

Serotec (Dusseldorf, D)

Ratte anti-Maus Mac-3
(fur Immunhistochemie)

BD Biosciences (Pharmingen, D)

Biotin anti-Ratte IgG (H+L)

Vector (Burlingame, USA)

Chemikalien und Reagenzien

Substanz Bezugsquelle
Acrylamid Roth (Karlsruhe, D)
Agarose AppliChem (Darmstadt, D)

Ammoniumpersulfat

Roth (Karlsruhe, D)

Ammoniumsulfat ((NH4),SO,)

AppliChem (Darmstadt, D)

Betaplate-Szintillationsflussigkeit

Wallac Oy (Turku, Finnland)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Roth (Karlsruhe, D)

Bradford-Reagenz

Biorad

Bromphenolblau

Roth (Karlsruhe, D)

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck (Darmstadt, D)

Citronensaure

Roth (Karlsruhe, D)

Coomassie Brilliant Blau G-250

Sigma (Deisenhofen, D)

Coomassie Brilliant Blau R-250

Sigma (Deisenhofen, D)

DAPI (4,6 Diamidin-2-
Phenylindoldihydrochlorid)

Dako A/S (Glostrup, DK)

3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
(DAB)

Merck (Darmstadt, D)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

AppliChem (Darmstadt, D)

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO,)

Roth (Karlsruhe, D)

DNA-Marker GeneRuler
1 kb DNA-Ladder

Fermentas (St. Leon-Rot, D)

DNTPs Fermentas (St. Leon-Rot, D)
EDTA Roth (Karlsruhe, D)

Entellan Merck (Darmstadt, D)

Eosin Roth (Karlsruhe, D)

Essigsaure 100%

AppliChem (Darmstadt, D)

Ethanol 99%, 96%, 70%

Roth (Karlsruhe, D)

Ethidiumbromid

Roth (Karlsruhe, D)
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Fluoromount G

Southern Biotech (Birmingham, USA)

Geneticin G418

Gibco BRL (Eggenstein, D)

Glycerol Roth (Karlsruhe, D)
Glycin AppliChem (Darmstadt, D)
Hamatoxylin Sigma (Deisenhofen, D)

[°H] Thymidin (spez. Aktivitat 5 mCi)

Amersham Biosciences
(Braunschweig, D)

Isopropanol 100%

AppliChem (Darmstadt, D)

Kaliumchlorid (KCI)

AppliChem (Darmstadt, D)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck (Darmstadt, D)

Kaliumdisulfit (K2S,0s5)

Merck (Darmstadt, D)

Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml

Pharmacia (Karlsruhe, D)

Lithiumcarbonat

Aldrich-Chemie (Steinheim, D)

L(+)-Glutamin

Gibco BRL (Eggenstein, D)

Luxol Fast Blue

ABCR (Karlsruhe, D)

Magnesiumchlorid (MgCly)

Ferak (Berlin, D)

Magnesiumsulfat (MgSQ,)

Merck (Darmstadt, D)

Methanol Roth (Karlsruhe, D)
B-Mercaptoethanol Sigma (Deisenhofen, D)
Mitomycin C Sigma (Deisenhofen, D)

Molmassenstandard
PageRuler™  Prestained
Ladder

Protein

Fermentas (St. Leon-Rot, D)

Natriumazid (NaNs)

Roth (Karlsruhe, D)

Natriumcarbonat (Na,CO3)

Ferak (Berlin, D)

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem (Darmstadt, D)

Natriumcitrat (CeHsNa3zO7)

Ferak (Berlin, D)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Ferak (Berlin, D)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)

Ferak (Berlin, D)

Paraformaldehyd 4%

Roth (Karlsruhe, D)

Perjodsaure

Roth (Karlsruhe, D)

Phenolrot

Sigma (Deisenhofen, D)

Phosphorsaure (H3PO,)

Ferak (Berlin, D)

Poly-L-Lysin-Hydrobromid

Sigma (Deisenhofen, D)

Proteinase K

PAN Biotech (Aidenbach, D)

Protein G Sepharose

Amersham Biosciences
(Braunschweig, D)

Salzsaure 37% rauchend (HCI)

Roth (Karlsruhe, D)

Schiffs Reagenz

Roth (Karlsruhe, D)

Siedesteinchen

Roth (Karlsruhe, D)

SIINFEKL

IBA (Géttingen, D)

Streptavidin Microbeads

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
D)

TEMED

Roth (Karlsruhe, D)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

AppliChem (Darmstadt, D)

Triton X-100 0,1 %

Sigma (Deisenhofen, D)

Trypanblau

Sigma (Deisenhofen, D)
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Tween-20

Roth (Karlsruhe, D)

Wasserstoffperoxid 3% (H20-)

Roth (Karlsruhe, D)

Xylazinhydrochlorid 0,8 mg/ml

Bayer (Leverkusen, D)

Xylol

Roth (Karlsruhe, D)

Kits

Kit

Inhalt

Bezugsquelle

OptEIATM Set Mouse
IFN-y (fir ELISA)

capture ab: anti-mouse IFN-y,
detection ab: biotinylated anti-

mouse IFN-y, enzyme reagent:

avidin-horseradish peroxidase
conjugate, standards:
recombinant mouse IFN-y

BD Biosciences
(Pharmingen, D)

TMB Substrate Reagent
Set
(far ELISA)

Substrate Reagent A,
Substrate Reagent B

BD Biosciences
(Pharmingen, D}

StreptAB-Komplex/HPR-
Duett
(fir Immunhistochemie)

Lésung A und Lésung B
(Maus/Kaninchen)

Dako A/S
(Glostrup, DK)

Panscript DNA
Polymerases

Taqg-Polymerase, 10x Puffer,
MgCl,

PAN Biotech
(Aidenbach, D)

Oligonucleotide fiir OVA-PCR

Vorwarts- |5-TTC-CAG-GAT-TCG-GAG-ACA- |20 bp |Apara Bioscience,
Primer CT-3 (Denzlingen, D)
Ruckwarts- | 5-TGA-GGA-GAT-GCC-AGA-CAG- |20 bp |Apara Bioscience,
Primer AT-3’ (Denzlingen, D)
Zellkultur

Substanz Bezugsquelle

DMEM (1x) Gibco BRL (Eggenstein, D)

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma (Deisenhofen, D)

L(+)-Glutamin 5%

Gibco BRL (Eggenstein, D

B-Mercaptoethanol

Gibco BRL (Eggenstein, D

Natriumpyruvat

Gibco BRL (Eggenstein, D

nicht-essentielle Aminosauren

Penicillin-Streptamycin

Gibco BRL (Eggenstein, D

RPMI 1640 (1x)

)

( )

( )

Gibco BRL (Eggenstein, D)
( )

( )

Gibco BRL (Eggenstein, D
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Zusammensetzung von Puffern, Losungen
Kulturmedia

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (POD) (siehe Kits)

Lésung A 10 ul
Lésung B 10 ul
PBS ad 1 ml
Inkubationszeit vor Benutzung 20 min

Blocking Puffer fir ELISAs (pH 7,0)

FCS 10 %
in PBS™

BSS (balanced salt solution)

BSS | 1 Vol.
BSS I 1 Vol.
ddH,0 8 Vol.
BSS |
Glucose 50 g
KH2P04 3 g
Na;HPO4 19 g
Phenolrot 05 g
ddH,0 ad 5 I
BSS Il
CaCl, 9,25 ¢
KCI 20 g
NaCl 320 g
MgCl, 10 g
MgSO;4 10 g
ddH.0 ad 5 I
BSS/BSA
BSA (Bovine Serum Albumin) 2 %
in BSS

Citratpuffer (pH 6,0)

0,1 M Citronenséaure 18 ml
0,1 M Natriumcitrat 82 ml
ddH,0O ad 1 I
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Coating Puffer fir ELISAs (pH 9.,4)

NaHCO3; 84 ¢
Na,COs3 3,56 g
ddH,0O ad 1 |

Coomassie-Farbelosung

Coomassie Brilliant Blau G-250 1 g
in Methanol 200 ml I6sen
Coomassie Brilliant Blau R-250 1 g
in ddH,0 200 ml l6sen
Essigsaure 100% 40 mi zugeben u. Lésung
filtrieren
DAB-L6sung
PBS 10 mi
3% H»0, 75 ul
DAB 1 Tablette lI6sen, anschliel3end

filtrieren

DMEM+ 10% FCS

DMEM 500 ml
SC 50 mi
FCS, hitzeinaktiviert (30 min bei 56 °C) 25 mi

Einfriermedium

DMEM 70 %
FCS 200 %
DMSO 10 %

Entfarbelosung (fir Coomassie-Farbunq)

Essigsaure 100% 75 mi
Methanol 250 ml
ddH.0 ad 1 I
Eosin 1%

Eosin 10 g
Ethanol 70% 1 I
Essigsaure 100% 3 Tropfen

FACS-Puffer
BSA 01 %
NaN3 0,01 %
in PBS
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Fixierlésung

Paraformaldehyd 2 %
oder
4 %
in PBS

Gey’s Lyselosung

Stock A
NH4CI 35 g
KCI 1,85 ¢
Na,HPO4:12H,0 1.5 ¢
KH>PO4 012 g
Glucose 5 g
ddH,0O ad 1000 ml
Stock B
MgCl,-6H,0 042 ¢
MgSO,4-7H,O 0,14 ¢
CaCl, 0,34 ¢
ddH,0O ad 100 ml
Stock C
NaHCOs; 225 ¢
ddH,0O ad 100 ml
Gey’s Lyselbsung
Stock A 20 Vol.
Stock B 5 Vol.
Stock C 5 Vol.
ddH,0O 70 Vol.
Laufpuffer fir Agarose-Gelelektrophorese (1x)
Tris geldst in ddH20 3 g
Glycin gelost in ddH>O 14,4 ¢
SDS 10 %
ddH,0O ad 1 I
Luxol Fast Blue (LFB)-L6sung 1%
Luxol Fast Blue 1 g
Ethanol 96% 1 I
Essigsaure 10% 5 mi
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Lysepuffer fiir genomische DNA-Isolierung

Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM
EDTA 100 mM
NaCl 100 mM
SDS 1 %
PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4)

NaCl 8 g
Na,HPO, 1,15 ¢
KCI 02 g
KH2P04 0,2 g
MgCl, 0,1 g
CaCl, 0,17 g
dd H,0 ad 1 I

PBS” (pH 7.4)
NaCl 8 g
Na,HPO, 1,15 ¢
KCI 02 g
KH2P04 0,2 g
dd H,0 ad 1 I

PBS/Azid

NaN3 0,02 %
in PBS

Perjodsaure 1%
Perjodsaure 1 g
dd H,0 ad 100 ml

POD-Block
Methanol 8 ml
2 M NaN; 1,2 ml
H>0, 3% 2 ml
Probenpuffer (reduzierend) fur Agarose-Gelelektrophorese (4x)

Glycerol 1,5 ml
SDS 10% 2 ml
Tris-HCI (pH 6,8) 1 ml
Bromphenolblau 0,16% 1,5 ml
B-Mercaptoethanol 475 ul
dd H,0 35 ml
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RPMI 1640+ 10% FCS

RPMI 1640 500 ml
SC 50 ml
FCS, hitzeinaktiviert (30 min bei 56 °C) 25 mi
SC
FCS, hitzeinaktiviert (30 min bei 56 °C) 500 ml
Natriumpyruvat 100 ml
nicht-essentielle Aminosauren 100 ml
Penicillin-Streptamycin 100 ml
B-Mercaptoethanol 5 mi
L(+)-Glutamin 5% 60 mi

Stoppldsung fur ELISAs

1 M H3POy4

Sulfit-Waschlosung
Salzsaure 37% rauchend 5 ml
K>S-05 10% 20 ml
dd H,0 ad 500 ml

TBE-Puffer

5x konzentrierte Stock-Lésung
Tris Base 54 g
Borsaure 275 g
EDTA (0,5 M; pH = 8,0) 20 ml
dd H,0 ad 1 I

Trypanblau-Losung

Trypanblau 0,04 %
in PBS/Azid

Waschpuffer fir ELISAs

Tween-20 0,05 %

in PBS™

Zelllinien

Zelllinie Besonderheiten Referenz | Kulturbedingungen
EL4 9,10-Dimethyl-1,2-Benzanthrazen | (Moore et | DMEM+ 10% FCS

induzierte Thymom-Zelllinie aus |al., 1988)
C57BL/6 Mausen

EG.7-OVA |transfizierter Klon der EL4 (Moore et

DMEM+ 10% FCS
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Zellreihe, der Ovalbumin al., 1988) |+ Geneticin
exprimiert (400 ug/ml)
25-D1.15 | Hybridom-Zelllinie (durch Fusion |(Porgador |DMEM+ 10% FCS
mit Myelomzellen immortalisierte |et al., 1997)
antikoérperproduzierende B-
Lymphozyten)
Versuchstiere

Es wurden folgende pathogenfreie Inzuchtstamme verwendet:

Méuse Referenz Herkunft
OT-I (Hogquist et al., 1994) Institut fur Virologie und
Immunbiologie,
Universitat Wurzburg
ODC-OVA (Cao et al., 2006) Institut fur Virologie und
Immunbiologie,
Universitat Wurzburg
ODC-OVA/OT-l |Kreuzung von OT-I transgenen Institut fur Virologie und
(Hogquist et al., 1994) und ODC- |Immunbiologie,
OVA transgenen Mausen (Cao et | Universitat Warzburg
al., 2006)
OT-I/RAG Kreuzung von OT-| transgenen Institut fur Virologie und
(Hogquist et al., 1994) und RAG Immunbiologie,
Knockout Mausen (Schwarz et al., | Universitat Wirzburg
1993)
Verbrauchsmaterial

Einwegsspritzen 1 ml

Dispomed (Gelnhausen, D)

Einwegsspritzen 10 ml

Codan Medical ApS (Ragdby DK)

Eppendorf-Réhrchen

Sarstedt (NUmbrecht, D)

FACS-Rohrchen

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Falcon-Roéhrchen 15 ml, 50 ml

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Filter zur Sterilisation (Porenweite 0,2
um)

Millipore (Bedford, USA)

Filter zur Sterilisation
(Porenweite 0,45 um)

Schleicher & Schuell Microscience
(Dassel, D)

Injektionskanulen gelb

B. Braun (Melsungen, D)

Injektionskanulen orange

BSM medical (Hamburg, D)

Kryoréhrchen

Nunc (Wiesbaden, D)

Kulturflaschen 50 ml, 250 ml, 550 ml

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Kulturplatten, 96-well, Flachboden

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Liquid Blocker (hydrophober
Markerstift)

SCI Science (Munchen, D)

MACS Separation Columns

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)

Objekttrager SuperFrost Plus

Menzel-Glaser (Braunschweig, D)
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PCR-Tubes

Hartenstein (Wulrzburg, D)

Petrischalen

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 m|

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Pipettenspitzen

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)

Printed Filtermat A

Wallac Oy (Turku, FIN)

Probentaschen flur Proliferationsassay

Wallac Oy (Turku, FIN)

Standard-Kuvetten (Plastik)

Brand (Wertheim, D)

Steriflip Millipore (Bedford, USA)
Ultrafiltrationseinheit (Centrex UF-2 Schleicher & Schuell Microscience
30kDa) (Dassel, D)

Whatman Filterpapier

Hartenstein (Wuarzburg, D)

Zellsieb (Nylon, Porenweite 70 um)

BD Biosciences (Pharmingen, D)

Gerate

Betaplate Harvester

Tomtec (Hamden, USA)

Durchflusszytometer FACScan

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Durchflusszytometer FACSCalibur

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

ELISA-Reader (kinetic microplate
reader)

Molecular Devices (Sunnyvale, USA)

Flussigkeitsszintillationszahler

Wallac Oy (Turku, FIN)

Fotospektrometer (Ultrospec 2000)

Pharmacia Biotech (Freiburg, D)

Konfokales Laserscanmikroskop
(Laser Scanning Microscope LSM 510
META)

Zeiss (Jena, D)

Neubauer-Zahlkammer

Hartenstein (Wuarzburg, D)

Mikroskop fur Immunfluoreszenz und
Histologie (Leica DMIRE?2)

Leica Microsystems (Wetzlar, D)

PCR-Cycler (T3 Thermocycler)

Biotron (Géttingen, D)

Phasenkontrastmikroskop (Leica
DMLS)

Leica Microsystems (Wetzlar, D)

Schlittenmikrotom (Leica SM200R)

Leica Microsystems (Wetzlar, D)

Vakuumtrockner (Drystar)

Holzel (Worth, D)

Wasserbad Medax

Nagel (Kiel, D)

Zentrifuge EBA 12 R

Hettich (Tuttlingen, D)

Zentrifuge Megafuge 1,0 R

Heraeus (Hanau, D)

Zentrifuge Sorvall RC-5B

Dupont (USA)

Zentrifuge Varifuge 20 RS

Heraeus (Hanau, D)

Einbettmaschine Citadel (Shandon)
1000 Wax Bath

Thermo Electron Corporation (Runcorn,
UK)
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3 Methoden
3.1 Aufreinigung des Antikorpers 25-D1.16

311 Proteinextraktion

Die Proteinfallung erfolgte mittels Ammoniumsulfat. Dieses Salz eignet sich
besonders gut, da es stark hydratisierte lonen bildet. Dem Protein werden auf
diese Weise Wasserdipole entzogen und es flockt aus.

Zunachst wurde der Uberstand der Antikdrper-produzierenden Hybridoma-
Kulturen abzentrifugiert (5 min, 1500 rpm, 4°C) und gesammelt.

Ammoniumsulfat als gesattigte Losung wurde im Kaltelabor (bei 4°C) unter
Ruhren vorsichtig portionsweise zugegeben, bis die Loslichkeitsgrenze
Uberschritten war. Uber Nacht wurde der Ansatz im Kaltelabor mittels
Magnetschuttler langsam weitergeruhrt.

Am Folgetag wurden die Niederschlage der Ammoniumsulfat-Fallung durch
Zentrifugation (30 min, 6000 rpm, 4°C) vom Uberstand abgetrennt. Das
Sediment wurde in Puffer (PBS™, 30ml pro 1,5 | Uberstand) resuspendiert.
AnschlielRend erfolgte die Entsalzung durch Dialyse in PBS Uber 48 Stunden,
wobei die Dialyseflussigkeit alle 12 Stunden ausgewechselt wurde.

Das Dialysat wurde erneut zentrifugiert (20 min, 12000 rpm, 4°C) und der

Uberstand gesammelt.

3.1.2 Affinitatschromatographie

Das Prinzip der Affinitdtschromatographie beruht auf einer spezifischen,
reversiblen Bindung der Proteine an einen Liganden der Gelmatrix. Es lassen
sich hiermit hohe Reinheiten und Ausbeuten erzielen.

Protein G Sepharose dient der Bindung der Fc-Anteile des aufzureinigenden
Antikdrpers. Es wurde in 0,1% Azid/PBS bei 4°C gelagert.

25 ml Saulenmaterial wurden mit 25 ml PBS™ aufgeflllt und durch Zentrifugation
(5 min, 2000 rpm, 4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt.

Zur Bindung des Antikdrpers an die Beads wurden Protein G und Proteinldésung
in einem Falcon-Rdhrchen Uber Nacht an einen Rotator gebunden und bei

niedrigster Umdrehungszahl rotiert.
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Der Inhalt des Falcon-Rdhrchens wurde am folgenden Tag in die Affinitatssaule
gegeben und mit PBS™ so lange gewaschen, bis der Durchfluss keine
ungebundenen Proteine mehr enthielt.

Die Eluation der Antikorper erfolgte durch pH-Senkung mit 3-5 Bettvolumen 0,1
M Glycin (pH 3,0). 1/10 Volumen (100 ul) 1 M Tris (pH 8,0) wurde in den
Fraktionsrohrchen vorgelegt, um die Antikérper nicht langer als noétig dem
niedrigen pH-Wert auszusetzen. Es wurden 10 Fraktionen a 1 ml gesammelt.
Die Saule wurde direkt nach der Elution mit Waschpuffer gespult. Die Protein G

Sepharose wurde anschliel3end wieder in 0,1% Azid/PBS bei 4°C gelagert.

3.1.3 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der eluierten Fraktionen wurde nach Bradford bestimmt.

Zum Messen der Proben wurde in 1 ml Standard-Kuvetten 1 ml Bradford-
Reagenz vorgelegt und mit jeweils 1 ul aus den einzelnen Fraktionsrohrchen auf
dem Vortexer kurz geschittelt. Nach 5 Minuten Reaktionszeit erfolgte die
Messung der Extinktion im Fotospektrometer bei einer Wellenlange von A = 595
nm. Anhand einer Eichkurve mit Rinderserumalbumin (BSA) wurde die

Proteinkonzentration ermittelt.

3.1.4 Konzentrierung des Antikorpers mittels Ultrafiltrations-
membran und Pufferwechsel

Die Proben mit dem isolierten Antikdrper wurden durch Zentrifugation (je nach
Bedarf 20-30 min, 3000 rpm, 4°C) mit Hilfe einer Ultrafiltrationseinheit (Centrex
UF-2 30 kDa, Schleicher & Schuell Microscience) mit einer Ausschlussgrenze

von 30 kDa aufkonzentriert und auf PBS umgepuffert.

3.1.5 Reinheitskontrolle mittels SDS-PAGE

Die Reinheit des isolierten Antikdrpers 25-D1.16 wurde mittels SDS-

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese Uberpruft.
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3.1.5.1 Probenvorbereitung

Jeweils 1 ug, 5 ug und 10 ug der Proben (isolierter Antikorper 25-D1.16 und
kommerziell hergestellter Antikdrper D665 als Kontrolle) wurden zusammen mit
10 ul des reduzierenden Probenpuffers in Eppendorf-Réhrchen 5 min lang bei 95
°C erhitzt. Durch das Zusammenspiel von SDS, Hitze und Reduktionsmittel
werden alle Proteine in den Proben vollstandig denaturiert, linearisiert und von
einer Hullle aus negativ geladenen SDS-Proteinen umgeben. Nach dem
Abkuhlen wurden die Roéhrchen kurz zentrifugiert, um die Proteine am Boden

des Gefalles zu konzentrieren.

3.1.5.2 Durchfiuihrung der Gelelektrophorese

Glasplatten und Plastikteile wurden vor dem Zusammenbau der
Elektrophoreseapparatur desinfiziert. Durch Einflllen von destillietem Wasser
wurde kontrolliert, ob die Apparatur dicht ist.

Entsprechend der erwarteten Proteingro3e wurden ein 10 %iges Sammelgel und

ein 10 %iges Trenngel mit folgender Zusammensetzung eingesetzt.

Sammelgel (5 ml) 34 ml destilliertes Wasser
+ 0,83 ml Acrylamid (30%)
+ 0,63 ml 1,0 M Tris (pH 6,8)
+ 0,05 ml 10% SDS
+ 0,05 mi 10% Ammoniumpersulfat
+ 0,005 ml TEMED

Trenngel (15 ml) 59 ml destilliertes Wasser
+ 50 ml Acrylamid (30%)
+ 3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
+ 0,15 ml 10% SDS
+ 0,15 mi 10% Ammoniumpersulfat
+ 0,006 ml TEMED
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Das Sammelgel dient dazu, die Proteine vor dem Eintritt in das Trenngel zu
fokussieren, sodass diese nahezu gleichzeitig in das Trenngel einwandern
kénnen.

Das Trenngel wurde zwischen die Glasscheiben pipettiert und mit etwas
destilliertem Wasser Ubergossen, um einen geraden Abschluss des Gels zu
erreichen. Nach der Polymerisation wurde die Wasserschicht mit einem
Filterpapier abgesaugt. Es wurden 5 ml Sammelgel abgeflllt, der Probenkamm
sofort eingesetzt und die Polymerisation abgewartet.

Im Anschluss an das Abflllen der Gele wurden diese in die Klemm-Halterung
eingespannt und in den Elektrophorese-Tank eingesetzt, welcher mit 1x-
Laufpuffer aufgeflllt wurde. Nach Entfernung des Kamms wurden die
Geltaschen mit Elektrophoresepuffer gespult und mit dem Mol-Massen-Standard
(5 wl) und den Proben nach Schema beladen.

Die Elektrophorese wurde mit 80 V gestartet. Sobald die am Bromphenolblau
erkennbare Lauffront das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 120 V
erhoht.

3.1.5.3 Coomassie Farbung

Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel aus der Halterung geschnitten,
mit der Coomassie Farbeldsung bedeckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur
auf einem Schuttler gefarbt, bis die Banden des Standards deutlich sichtbar
waren.

Danach erfolgte die Entfarbung in der Entfarbelésung. Das Gel wurde dann fur
10 min in destilliertem Wasser sanft geschuttelt, fir die Vakuum-Trocknung auf
Whatman Filterpapier aufgezogen und auf dem Vakuumtrockner bei 80°C eine

Stunde lang getrocknet.

3.2 Zellkultur
3.21 Erhaltungskultur

Alle verwendeten Zelllinien (EL4, EG.7-OVA, 25-D1.16) wurden in DMEM+ 10%
FCS bei 37°C, 5% CO, und 94% Wassersattigung in sterilen Plastikgefallen
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kultiviert. Der EG.7-OVA Zellkultur wurden zuséatzlich als Antibiotikaschutz 400

ug/ml Geneticin zugegeben.

3.2.2 Einfrieren von Zellen

Einzufrierende Zellen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet,
abzentrifugiert (10 min, 1200 rpm, 4°C) und in Einfriermedium (70% DMEM, 20%
FCS, 10% DMSO) aufgenommen (2 x 10° Zellen/ml). Je 1 ml wurde in ein
Kryorohrchen gegeben und rasch bei —70°C eingefroren. Die endgultige

Aufbewahrung erfolgte ab dem nachsten Tag bei —140°C.

3.2.3 Auftauen von Zellen

Die tiefgefrorenen Zellen wurden im 37°C Wasserbad aufgetaut und dann
schnell in 10 ml DMEM+ Gberfuhrt, um das bei Raumtemperatur fir die Zellen
toxische DMSO zu verdlnnen. Anschlieend wurde die Zellsuspension 10 min
bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium aufgenommen

und im Brutschrank weiter kultiviert.

3.3 Praparation von Lymphozyten aus
verschiedenen Geweben transgener Mause

3.3.1  Aufbereitung der Organe

Die Versuchstiere wurden durch Begasung mit CO; getdtet. Anschlieend
wurden ihnen die Lymphknoten (axillar, zervikal, inguinal, mediastinal und
mesenterial), sowie Thymus und Milz entnommen.

Die Organe wurden in 10 ml gekuhltes BSS/BSA Uberfuhrt, von Geweberesten
gereinigt und durch ein feinmaschiges Plastiksieb gerieben. Die gewonnene
Zellsuspension wurde in einem Zentrifugenrohrchen bei 1600 rpm und 4°C fur 5
min zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlief3end fur weitere Arbeiten in einem

daflr geeigneten Medium resuspendiert.
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3.3.2 Hamolyse

Die neben den Lymphozyten in der Milz-Zellsuspension vorhandenen
Erythrozyten wurden lysiert.

Hierfir wurde das Pellet nach der Zentrifugation in 2 ml Gey’s Lysel6sung
aufgenommen und 7 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 10 ml
BSS/BSA zugegeben und erneut 5 min bei 1600 rpm und 4°C zentrifugiert.
Danach wurde wieder mit BSS/BSA gewaschen, bevor die Zellen in ein fur

weitere Versuche geeignetes Medium aufgenommen wurden.

3.3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension wurde eine Neubauer-
Zahlkammer verwendet. Durch Verdlinnung der Suspension mit 0,04 %iger
Trypanblau-Lésung erscheinen vitale Zellen unter dem
Phasenkontrastmikroskop klein und lichtbrechend, wahrend tote Zellen den
Farbstoff aufnehmen und sich blau farben. Je nach Dichte der Zellsuspension
variierte das Verdunnungsverhaltnis zwischen 1:2 und 1:100. In der Neubauer-
Zahlkammer wurden die lebenden Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die
Gesamtkonzentration einer Zellsuspension ergab sich anhand Berechnung mit
folgender Formel:
Zellzahl / Anzahl ausgezahlter Quadranten x Verdiinnungsfaktor x 10*

= Zellzahl / ml.

3.4 Durchflusszytometrie im Fluorescence Activated
Cell Sorter (FACS)

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Unterscheidung von Zellen anhand ihrer
Grolie, Struktur, Oberflacheneigenschaften und intrazellularen
Zusammensetzung.

Fir die Charakterisierung von Zellen anhand ihrer Oberflachenmolekile werden
sie mit fluoreszenzgekoppelten, monoklonalen Antikdrpern direkt oder indirekt

markiert.
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Die Messung der Zellen im Durchflusszytometer beruht darauf, dass die
markierten Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet werden. Dadurch kommt es zur Anregung der gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe, die daraufhin Licht einer bestimmten Wellenlange
emittieren. Uber ein System aus Filtern und Spiegeln wird die abgehende
Strahlung nach Wellenlangenbereichen getrennt und von Detektoren registriert.
FUr jeden Fluoreszenzfarbstoff erhalt man somit ein spezifisches Signal.
Aulerdem lasst sich, unabhangig von den gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen,
eine Aussage Uber Grolde und Granularitat der Zellen treffen. Die nach vorne
abgelenkten Strahlen sind ein Maly fur die GrolRe der gemessenen Zellen
(Forwardscatter, FSC). Das in einem Winkel von 90° abgestrahlte
Seitwartsstreulicht wird als Sidescatter (SSC) bezeichnet und dient als Mal} fir
die Zellgranularitat.

Mittels Durchflusszytometrie kénnen also nach Farbung von
Oberflachenmoleklilen eine  Subpopulation von Zellen definiert und
Zusammensetzungen von Zellsuspensionen, Reinheit von Zellisolaten, etc.
Uberprift werden.

Zum anderen gibt es Oberflachenmolekule, die bei Aktivierung oder Proliferation
von Zellen spezifisch vermehrt oder vermindert exprimiert werden. Eine
Detektion dieser Moleklle kann also Aussagen uber den funktionellen Zustand

der Testpopulation ermoglichen.

3.4.1 Oberflachenfarbungen

Fur FACS-Farbungen in dieser Arbeit wurde folgendes Protokoll verwendet:

1 — 5 x 10° Zellen in 100 ul FACS-Puffer (PBS/BSA/Azid) wurden in ein FACS-
Roéhrchen Uberflhrt. Zwischen samtlichen Schritten wurde durch Zugabe von 3
ml FACS-Puffer und Zentrifugation fir 5 min bei 1500 rpm und 4°C gewaschen.
Ungebundene Antikérper wurden auf diese Weise entfernt.

Um unspezifische Antikérperbindungen und damit falsch-positive Farbungen zu
minimieren, wurden die Zellen zunachst fir 10 min auf Eis mit Fc-Block (anti-
Maus CD16/CD32 = Fc y lll/ll Rezeptor, Verdinnung 1:200 in FACS-Puffer, 50 ul
pro Réhrchen) inkubiert.
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Danach wurden direkt konjugierte Antikorper in sattigender Konzentration
zugegeben und flr 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Es wurden folgende

FITC-konjugierte, PE-konjugierte und biotinylierte Antikdrper verwendet.

Antigen Antikérper

CD4 FITC / PE / Biotin anti-Maus CD4
CD8a FITC / PE anti-Maus CD8

CD69 FITC anti-Maus CD69

Vo2-TCR FITC / PE anti-Maus Vo2

VB5-TCR FITC anti-Maus V5

H-2K® Biotin anti-Maus H-2K®

Isotypkontrolle FITC / PE Ratte IgG, k Isotyp Standard

Zur Detektion der gebundenen biotinylierten Antikorper erfolgte eine erneute
Inkubation der Zellen mit Streptavidin-Cychrome® (FITC oder PE) fiir weitere 10
min bei 4°C.

Im Falle einer indirekten Farbung wurde nach Inkubation mit dem
Primarantikorper fir 30 min bei 4°C der FITC- oder PE-konjugierte
Sekundarantikdrper aufgebracht und weitere 30 min bei 4°C auf den Zellen

belassen. Folgende Primar- und Sekundarantikdrper kamen zum Einsatz:

Primarantikdrper 25-D1.16, PPV06, anti-H-2K"
Sekundarantikérper | PE-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment
Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L),
FITC-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment
Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L);

Nach einem finalen Waschschritt wurden die Zellen in 150 ul FACS-Puffer
aufgenommen und konnten am Durchflusszytometer analysiert werden.

Bei jeder Farbung wurden geeignete Isotypkontrollen mitgeflhrt.
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Konnten die Zellen nicht sofort analysiert werden, wurden sie mit 150 ul 2%
Paraformaldehyd pro Rohrchen fixiert und bis zur Auswertung maximal 24
Stunden im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

3.4.2 Messung und Analyse

Fir die Messung wurde ein FACScan, bzw. FACSCalibur benutzt.

Zunachst wurden die Zellen in einem Dot-Plot betrachtet, bei dem die Parameter
FSC und SSC gegeneinander aufgetragen sind. Hierdurch Ilassen sich
verschiedene Zellpopulationen abgrenzen und lebende Zellen von toten Zellen
und Zelltrimmern unterscheiden. Um die zu untersuchende Population wurde
ein ,Gate" gelegt. So wurden nur die innerhalb dieses ,Gate“ liegenden Zellen
registriert und weiter charakterisiert.

Fir die Kompensationseinstellungen wurden ungefarbte, bzw. mit der
Isotypkontrolle gefarbte Zellen und Einfachfarbungen mit den verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen verwendet.

FUr jede einzelne Farbung wurden 10.000 bis 20.000 Zellen analysiert und
aufgezeichnet.

Die anschlielfende Auswertung erfolgte mit Hilfe der Cell Quest-Software von BD

Biosciences.

3.5 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse diente der Visualisierung des an
SIINFEKL:MHC-I-Komplexe gebundenen Antikorpers 25-D1.16.

Es wurde eine indirekte Farbung durchgefuhrt, bei der die Primarantikdrper
durch einen FITC-konjugierten Sekundarantikdrper nachgewiesen wurden.
Zwischen allen Schritten wurde mit FACS-Puffer gewaschen.

EL4 Zellen, mit SIINFEKL beladene EL4 Zellen (Inkubationszeit 1,5 Stunden,
SIINFEKL-Konzentration = 1 ug/ml) und EG.7-OVA Zellen (je 3 x 10° Zellen pro
FACS-Rohrchen) wurden mit FACS-Puffer gewaschen und zur Blockierung der
Fc-Rezeptoren mit Fc-Block (anti-Maus CD16/CD32 = Fc y lll/ll Rezeptor,
Verdunnung 1:200 in FACS-Puffer, 50 ul pro Réhrchen) 10 min bei 4°C inkubiert.
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Als Primarantikérper wurden 100 ul 25-D1.16, PPVO06 als Negativkontrolle und
anti-Maus H2K® als Positivkontrolle in einer Konzentration von 5 ug/ml
aufgetragen und fur 30 min bei 4°C inkubiert.

Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit dem FITC-konjugierten
Sekundarantikdrper (FITC-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment Donkey Anti-
Mouse IgG H+L, Verdinnung 1:500 in FACS-Puffer, 100 ul pro Rdhrchen) fur
ebenfalls 30 min bei 4°C.

Wahrenddessen wurden Objekttrager mit Poly-L-Lysin-Hydrobromid beschichtet:
je 1 ml Poly-L-Lysin (Verdinnung 1:10 in destilliertem Wasser) wurde auf
Objekttrager aufgetragen. Es folgte eine 10 minltige Inkubation bei 37°C, ein
Waschschritt mit destilliertem Wasser und die Trocknung bei 37°C.

Nach dem Aufbringen des Sekundarantikdrpers wurden die Zellen mit 200 ul 2 %
Paraformaldehyd fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert.

Zur Permeabilisierung der Zellmembran fur die Kernfarbung wurden 200 ul 0,1 %
Triton X-100 in PBS zugegeben und fir 10 min auf den Zellen belassen.

DAPI (4,6 Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid) bindet selektiv an DNA und
bildet stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe. Die Farbung mit DAPI
(Verdinnung 1:500 in PBS) erfolgte fur 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln.
Zum Schluss wurden die Zellen resuspendiert und auf die vorbereiteten
Objekttrager aufgebracht. Sie wurden mit 3 Tropfen Fluoromount G eingedeckelt
und getrocknet. Durch Lichtschutz wurde ein  Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffs vermieden.

Die Analyse erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop, bzw. einem konfokalen

Laserscanmikroskop.

3.6 Magnetische Zellseparation (MACS)

Immunmagnetische Zelltrennung (MACS, magnetic cell sorting) wird verwendet,
um spezifische Zellpopulationen zu isolieren.

Dafur werden monoklonale Antikorper, an die kleine magnetische Partikel,
sogenannte Microbeads gekoppelt sind, genutzt. Die Zellen werden mit den
gewunschten Antikdrpern markiert und durch eine Saule geleitet, die Eisenwolle

(ferromagnetische Matrix) enthalt und sich innerhalb eines starken Magnetfeldes
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befindet. Markierte Zellen werden im Magnetfeld zurlckgehalten, wahrend die
unmarkierten Zellen ungehindert durch die Saule fliellen und aufgefangen
werden koénnen. Nach Inaktivierung des Magnetfeldes kdnnen die markierten
Zellen dann ebenfalls eluiert und gesammelt werden. In dieser Arbeit wurde
ausschlieRBlich Negativ-Selektion verwendet, bei der die irrelevanten Zellen

markiert und in der Saule festgehalten werden.

3.6.1 CD8" T-Zell Aufreinigung aus OT-l transgenen Miusen

Frisch praparierte Lymphknotenzellen (siehe Kapitel 3.3) aus 6-8 Wochen alten
OT-I transgenen Mausen wurden mehrmals in BSS/BSA gewaschen und auf 1 x
108 Zellen / ml eingestellt.
Fir die Negativ-Selektion der CD8" T-Zellen wurde je 1 ul der biotinylierten
Primarantikdrper pro 1 x 10® Zellen zugegeben und bei 4°C fiir 15 Minuten unter
leichter Agitation inkubiert.

Folgende Primarantikorper wurden verwendet:

Antikbrper Zielzellen

anti-Maus CD4 CD4 T-Lymphozyten
anti-Maus CD11b Makrophagen
anti-Maus CD45R/B220 B-Zellen

anti-Maus CD49b/Pan-NK cells naturliche Killerzellen

anti-Maus TER-119/erythroid cells | Erythrozyten

anti-Maus 1gG B-Zellen

anti-Ratte IgG Bindung an obige aus der Ratte

stammende anti-Maus Antikorper

Anschlieend wurde mit 10 ml BSS/BSA gewaschen und wieder auf eine
Konzentration von 1 x 10% Zellen pro ml eingestellt. Die Suspension wurde mit
Streptavidin-gekoppelten Microbeads im Verhaltnis 1:20 bei 4°C fur 20 min
inkubiert, wobei nach 10 min leicht geschuttelt wurde. Danach wurde erneut mit
10 ml BSS/BSA gewaschen und das Pellet in 1 ml BSS/BSA resuspendiert.
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Die MACS-Saule (Miltenyi Biotech) wurde mit BSS/BSA gewaschen und im
Magnetfeld platziert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension appliziert und das
Eluat mit der Negativfraktion der unmarkierten CD8" T-Lymphozyten
aufgefangen.

Danach wurde die Saule dreimal mit 1 ml BSS/BSA gespult. Die magnetisch
gekoppelten irrelevanten Zellen konnten nach Entfernung der Saule aus dem
Magnetfeld mit BSS/BSA ausgespult werden.

Die Suspension mit den gewunschten OT-I Zellen wurde erneut mit BSS/BSA

gewaschen und die Zellzahl in einer Neubauerkammer bestimmt.

3.6.2 Kontrolle des Reinheitsgrades der Zellseparation

Die Reinheit der fur FACS-Farbungen, Proliferationsassays und Zytokin-ELISAs
bendtigten CD8" T-Zellen wurde nach der immunmagnetischen Separation per
FACS-Analyse Uberprift. Hierfir wurde auf CD4, CD8 und auf die beiden Ketten
Va2 und VPS5 des transgenen T-Zell Rezeptors gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Der Anteil der CD4'CD8"Va2*Vp2* Zellen betrug
durchschnittlich 94 %.

3.7 Radioaktiver Proliferationsassay

Um die Proliferationsrate von OT-I Zellen in Anwesenheit des Peptids SIINFEKL
und unterschiedlicher Konzentrationen des monoklonalen Antikoérpers 25-D1.16

zu bestimmen, wurden radioaktive Proliferationsassays durchgefuhrt.

3.71 Festlegung der SIINFEKL-Konzentration fur die OT-
Zell-Stimulation

Zuvor wurde in einem FACS-Titrationsassay die Peptidkonzentration flr die
Stimulation der OT-I Zellen festgelegt. Um einen blockierenden Effekt von 25-
D1.16 auf die Proliferation der T-Zellen nachzuweisen, musste eine optimale
SIINFEKL-Konzentration gefunden werden, bei der sich die Zellen nicht mit

maximaler Proliferationsrate vermehren.
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Hierzu wurde per FACS-Analyse die Expression des Aktivierungsmarkers CD69
bei durch verschiedene Peptid-Konzentrationen stimulierten OT-l Zellen
untersucht.

Aus OT-l transgenen Mausen isolierte CD8" T-Lymphozyten wurden hierfiir 24
Stunden  mit  unterschiedlichen  SIINFEKL-Konzentrationen  stimuliert.
AnschlieRend erfolgte die Farbung mit einem FITC-konjugierten anti-CD69-
Antikdrper. IgG4-Maus-Isotyp-Standard wurde als Negativkontrolle mitgefuhrt.
Die Messung im FACS-Gerat ergab den starksten Abfall der CD69 Expression
bei einer Peptidkonzentration von 2,5 ng/ml. Bei dieser Konzentration war daher
davon auszugehen, dass die OT-l Zellen eine submaximale Proliferationsrate
aufweisen und damit einen fur folgende Versuche optimalen

Aktivierungszustand.

3.7.2 Zytostatische Behandlung / Bestrahlung Antigen-
prasentierender Zellen zur Hemmung ihrer Proliferation

FUr einen Teil der Proliferationsassays wurde ein transfizierter Klon der EL4
Zellreihe, der Ovalbumin exprimiert, sog. EG.7-OVA Zellen verwendet. Sie
dienten als Antigen-prasentierende Zellen. Diese EG.7-OVA Zellen, ebenso wie
die Kontroll-Zelllinie EL4 wurden mit 50 Gray bestrahlt, um die Verfalschung der
Proliferationswerte der OT-I Zellen zu verhindern. Die radioaktive Strahlung fuhrt
zu DNA-Strangbrichen und damit zum Stopp der Zellteilung.

Alternativ wurden die Zellen mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum
Mitomycin C behandelt. Mitomycin C fuhrt ebenfalls zu DNA-Strangbrichen
sowie zu Quervernetzungen von komplementaren DNA-Strangen. Maximal 5 x
10° Zellen/ml in RPMI oder BSS wurden mit 50 ug/ml Mitomycin C versetzt. Sie
wurden bei 37°C 30-40 min inkubiert und alle 10 min sanft geschuttelt. Danach
wurden die Zellen 3-4 Mal mit BSS oder RPMI + FCS/SC gewaschen.

3.7.3  Durchfuhrung der Proliferationsassays

OT-l Zellen wurden aus 6-8 Wochen alten OT-l transgenen Mausen mittels

immunmagnetischer Separation isoliert. Teilungsunfahige EG.7-OVA Zellen
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dienten als Antigen-prasentierende Zellen und EL4 Zellen, ebenfalls
teilungsunfahig, als Kontroll-Zelllinie.

Zellen in definierter Zellzahl (5 x 10* OT-l Zellen/well, 1 x 10* EG.7-OVA
Zellen/well, 1 x 10* EL4 Zellen/well), stimulierendes Peptid SIINFEKL (c = 2,5
ng/ml) und der Antikdrper 25-D1.16, bzw. die Isotypkontrolle PPVO06 (in
absteigender Konzentration, 1:10 Verdunnungsreihe) wurden in 96-well-Platten
pipettiert. Als Medium diente RPMI+ 10% FCS. Das Gesamtvolumen pro well
betrug 200 ul.

Die 96-well-Platten wurden Uber einen Zeitraum von 24 oder 48 Stunden bei
37°C und 5 % CO; inkubiert.

AnschlieRend wurden aus jedem Napf 125 ul Uberstand fiir den IFN-y-ELISA
entnommen, in eine zweite 96-well-Platte Uberfuhrt und tiefgefroren.

Die Platten fur den Proliferationsassay wurden mit 125 ul RPMI+ 10% FCS pro
Napf aufgefillt, danach wurde 50 ul radioaktives [*H] Thymidin in RPMI (c = 10
uCi/ml) zugegeben, sodass die endgultige Thymidin-Konzentration in den
Napfen 2,5 uCi/ml betrug. Die Platten wurden fur 16 Stunden im Warmeschrank
bei 37°C und 5% CO; gelassen.

3.7.4  Auswertung mittels automatisiertem Harvester

Nach 16 Stunden Thymidin-Einbauzeit wurde der Inhalt der 96-well-Platten
mittels Betaplate Harvester nach den Herstellerangaben auf 96-Loch
Glasfaserfilter (Printed Filtermat A, Wallac Oy) ubertragen. Diese Filter wurden
im Ofen bei 50°C fur 30 min getrocknet und nach Zugabe von 5 ml Betaplate-
Szintillationsflissigkeit in spezielle Folie (sample bags) eingeschweil3t.

Die Messung des radioaktiven Zerfalls des von proliferierenden Zellen in neu
gebildete DNA eingebauten [°H] Thymidins erfolgte in  einem
Flussigkeitsszintillationszahler. Der radioaktive Zerfall wurde von dem
Computerprogramm MicroBeta Systems der Firma Wallac als Zerfalle pro Minute
(cpm = counts per minute) angegeben. Diese Grolde ist der Proliferationsrate der

Zellen direkt proportional.
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3.8 IFN-y-ELISA

Im Anschluss an oben beschriebene Proliferationsassays wurde mit den
entnommenen Uberstanden ein Zytokin-ELISA durchgefiihrt, bei dem die IFN-y
Produktion der OT-I Zellen in Anwesenheit von 25-D1.16 bzw. der Isotypkontrolle
PPV06 bestimmt wurde. Die Zytokin-ELISAs wurden nach der Sandwich-
Methode durchgefuhrt. Hierfur wurde ein von BD Biosciences erworbenes IFN-y
Kit verwendet, welches einen Antikdrper (Capture Antibody) zum Beschichten
der Platte (96-well Nunc-Platten), einen zum Detektieren (Detektor), eine
Peroxidase (Enzym) und einen Standard enthalt.

Als erster Schritt wurde eine Mikrotiterplatte im 96-well-Format beschichtet.
Hierfir wurde der Primarantikorper anti-Maus IFN-y 1:250 in Coating Puffer
verdiinnt. Die 96-well-Platte wurde mit 100 ul pro Napf beschichtet. Uber Nacht
erfolgte bei 4°C die Adsorption des Antikorpers an die Platte.

Ungebundener Primarantikbrper wurde durch 5-maliges Waschen mit
Waschpuffer (= 300 ul/well) abgespult.

Freie Proteinbindungsstellen wurden durch Zugabe von 200 uwl Blocking-
Puffer/well fir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur abgeblockt. Wahrenddessen
wurden Standardreihe und Proben vorbereitet. Standardreihe: rekombinantes
Maus-Zytokin IFN-y; hochste Konzentration 2000 pg/ml, 1:2 Verdunnungsreihe,
niedrigste Konzentration 31,3 pg/ml. Nach erneutem Waschen der
Mikrotiterplatte wurden je 100 ul der Standards, Proben und Kontrollen
aufgetragen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Der Detektionsantikorper (biotinylierter anti-Maus IFN-y) wurde 1:250 in PBS™
[10%FCS verdunnt. 15 min vor Gebrauch wurde das Enzym Meerrettich-
Peroxidase (HRP) im Verhaltnis 1:250 zur Sekundarantikérper-Losung
zugegeben.

Die Platten wurden mit Waschpuffer gewaschen, bevor 100 ul / well des
Gemisches aus Detektionsantikdrper und Enzym aufgetragen und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert wurden.

Nach diesem Schritt wurde 10x grindlich gewaschen. Die Enzymreaktion wurde

durch Zugabe von 100 ul der colorimetrisch detektierbaren Substratlosung / well
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(TMB/H20O2 = Tetramethylbenzidine/Wasserstoffperoxid) gestartet. Die Platten
wurden ca. 30 min bei Dunkelheit inkubiert. Sobald sich in der Standardreihe
eine schon abgestufte Blaufarbung zeigte, wurde die Farbreaktion durch 50 ul
Stoppldésung (1 M H3PO4) pro Napf gestoppt.

Die Extinktion des bis zu diesem Zeitpunkt gebildeten Produktes wurde bei einer
Wellenlange von 450 nm im ELISA-Reader gemessen.

Mit dem Programm Microsoft Excel wurde anhand der Extinktionen der
Standards bekannter Konzentration eine Standardkurve erstellt. So konnten

anschlielend die Zytokinkonzentrationen der Proben ausgerechnet werden.

3.9 Versuche mit OT-l und ODC-OVA transgenen
und ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen

3.9.1 Haltung transgener Mause

Die Versuchstiere wurden in einer SPF-Anlage (spezifiziert pathogenfrei) gemaf
gultigen Tierschutzrichtlinien in Kafigen von maximal 5 ausgewachsenen Tieren
gepflegt. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 12 Stunden.

Sie erhielten artgerechtes Futter und freien Zugang zu Trinkwasser.

Die Offnung der Kafige fur Antikorper-Injektion, Beobachtung und

Gewichtskontrolle erfolgte ausschlieBlich unter der Sterilbank.

3.9.2 Antikorper-Gabe in vivo

Der aus Hybridomzellen isolierte Antikdrper 25-D1.16 wurde nach
Konzentrierung, Reinheitskontrolle mittels SDS-Page und Funktionskontrolle
mittels FACS-Titration (siehe Kap. 4.2) fur die Verwendung bei in vivo-Versuchen
mit Hilfe einer Filtereinheit (Porenweite 0,2 um) sterilisiert.

Potentiell ODC-OVA/OT-lI doppelt transgenen Mausen wurden am siebten
Lebenstag 100 ug, 200 ug oder 500 ug des Antikdrpers einmalig verabreicht. Die
Injektion erfolgte intraperitoneal.

Anschlieend wurden die Tiere jeden Tag beobachtet. Es wurden EAE-

Krankheitsstadium und Kérpergewicht bestimmt.
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3.9.3 Gewebeentnahme und Fixierung

Mit 25-D1.16 behandelte Mause wurden entweder im EAE-Stadium 4 ohne
Besserungstendenz oder bei Versuchsende mit CO, getdtet. Ein kleines Stuck
Schwanz wurde fur die PCR zur Genotypisierung verwendet. Es folgte die
Eréffnung von Bauchraum und Thorax fur die Enthnahme von Thymus und Milz,
die in 5 ml BSS/BSA aufbewahrt wurden. AnschlieBend wurde der rechte
Ventrikel des Herzens punktiert und Blut abgezogen. Zum Schluss wurden
Gehirn und Ruckenmark zugig entnommen und in 4 % Paraformaldehyd
eingelegt.

Bei alteren Tieren wurde die Perfusionsfixierung angewendet. Vor der
Gewebeentnahme wurden ihnen 400 ul eines Anasthetika-Gemisches (500 ul
Ketaminhydrochlorid und 200 ul Xylazinhydrochlorid in 55 ml PBS)
intraperitoneal injiziert. Nach Entnahme von Schwanz, Thymus und Milz wurde
der linke Ventrikel punktiert und ein Perfusor mit PBS in das Gefal3system
eingebracht. Die Vena cava superior wurde durchgetrennt. Nach dem Ausbluten
wurde der Perfusor auf 4 % Paraformaldehyd umgestellt. Auf diese Weise
wurden die Organe fixiert. Dann wurden Gehirn und Ruickenmark
herausprapariert und in Formaldehyd aufbewahrt.

Bereits in situ fixierte Organe konnen schon nach 2-3 Stunden in 4 %
Paraformaldehyd in PBS Uberfuhrt werden, nicht fixierte Organe werden uber
Nacht bei 4°C in 4 % Paraformaldehyd vollstandig fixiert.

Die Weiterverarbeitung von Schwanz, Milz, Thymus und Blut ist in Kap. 3.3 und
Punkt 3.10 dargelegt.

3.9.4 Einbettung in Paraffin

Nach der Fixierung wurden Gehirn und Rickenmark voneinander getrennt. Das
Gehirn wurde entlang der Falx cerebri in zwei Halften geschnitten, wobei eine
Halfte noch einmal geviertelt wurde. Das Ruckenmark wurde in Zervikal-,
Thorakal- und Lumbalmark zerlegt, die wiederum jeweils in drei Teile geschnitten
wurden.

Die Gewebeteile wurden in Kassetten gelegt und konnten in PBS ca. 1 Woche

aufbewahrt werden.
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Das Einbetten in Paraffin erfolgte Uber Nacht in einer Einbettmaschine (Citadel
1000 Wax Bath, Thermo Electron Corporation). Hier wurden die Praparate
zunachst mittels aufsteigender Ethanolreihe (50%, 70%, 80%, 96%, 100%
Ethanol, je 20 min) entwassert, bevor sie zweimal fur je 30 min in ein Ethanol-
Chloroform-Gemisch (100% Ethanol : Chloroform = 1 : 1) und zweimal fir je 30
min in Chloroform absolut getaucht wurden. Zum Schluss wurden sie in Paraffin
uberfuhrt (Paraffin I, 50 min und Paraffin 1l, 30 min). Danach wurden die
paraffinierten Objekte aufgeblockt. Die Einbettmaschine wurde freundlicherweise
vom histologischen Labor der Neurologischen Klinik der Universitat Wirzburg

zur Verfigung gestellt.

3.9.5 Herstellung der Gewebeschnitte und Beschichten von
Objekttragern

Die Gewebeschnitte wurden an einem manuellen Schlittenmikrotom angefertigt.
Vor dem Schneiden wurden die Paraffinbléocke mit den Gewebeproben fur 1
Stunde im Gefrierschrank gekuhlt. Die Schnittdicke betrug 5 um.

Die fertigen Schnitte wurden in einem ca. 40°C warmen Wasserbad aufgefangen
und gestreckt, bevor sie auf Objekttrager Ubertragen und bei 37°C fur 48

Stunden getrocknet wurden.

3.9.6 Histologie der Gehirn- und Riickenmarksschnitte

Zur Beurteilung der EAE-Entzindungaktivitat im Zentralnervensystem der mit 25-
D1.16 behandelten Tiere wurden verschiedene histologische und

immunhistologische Farbungen der Gewebeschnitte durchgeflhrt.

3.9.6.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung stellt eine Routinefarbung in der konventionellen
Histologie dar. Hamatoxylin farbt Zellkerne blau-violett, durch Eosin werden
Zytoplasma, Bindegewebe und Interzellularraume nuanciert rot dargestellt. Die
H.E. Farbung diente hier als Ubersichtsfarbung.

Die Paraffinschnitte wurden durch zwei Xylolschritte zu je 10 min entparaffiniert
und Uber eine absteigende Alkoholreihe (Ethanol 99%, 96%, 70%, je 2 x 2 min)
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hydriert. Nach einem kurzen Waschschritt in destilliertem Wasser wurden die
Schnitte 10 min in Hdmatoxylin gefarbt. AnschlieRend wurde 10 min lang unter
flieRendem Wasser gespult. Im Anschluss an die nachfolgende Farbung mit
Eosin fur 7 min wurde noch einmal kurz mit destilliertem Wasser gewaschen,
bevor die Gewebeschnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%,
96%, 99%, je 2 x 2 min) und Xylol (2 x 10 min) entwassert wurden. Zum Schluss

wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckelt und getrocknet.

3.9.6.2 Immunhistochemische Farbungen (CD3, Mac-3)

In der Immunhistochemie nutzt man die Spezifitat von Antikérpern, um die
Verteilung von bestimmten Antigenen im histologischen Schnitt sichtbar zu
machen.

Zur Differenzierung der EAE-Entzindungsinfiltrate wurden hier
immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Oberflachenmarker von
T-Zellen (CD3) und Macrophagen/Mikroglia (Mac-3) durchgeflhrt.

Bei der eingesetzten indirekten Methode wird im ersten Schritt ein spezifischer
Antikdrper (Primarantikérper) auf das zu untersuchende Gewebe aufgebracht.
Dann wird ein zweiter Antikorper aufgetragen, der gegen den Primarantikdrper
gerichtet ist. Dieser Sekundarantikorper ist mit einem Enzym gekoppelt und [6st
mit einer Enzym-Substrat-Reaktion die Farbentstehung aus.

Wahrend des gesamten Farbevorgangs mussen die Praparate feucht bleiben.
Zur Sicherstellung, dass die Flussigkeit nicht von den relevanten Bereichen auf
den Objekttragern abfliet, wurden diese Bereiche mit einem hydrophoben
Markerstift (Liquid Blocker) als FlUssigkeitsbarriere ummalt.

Alle Inkubationszeiten fanden in einer feuchten Kammer statt.

Im Folgenden wird das verwendete Protokoll der CD3 und Mac-3 Farbung nach
ABC (Avidin-Biotin-Complex)-Methode beschrieben.

Die Paraffinschnitte wurden 2 x 10 min in Xylol deparaffiniert, in einer
absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 99%, 96%, 70% je 2 x 2 min) hydriert und in
destilliertem Wasser aufbewahrt.

Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte zusammen mit Siedesteinchen 30

min lang in 10 mM Citratpuffer (pH = 6,0) in der Mikrowelle gekocht. Durch
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langsamen Zufluss von kaltem Leitungswasser wurden die Schnitte abgekuhlt
und anschlief3end jeweils 4 x in destilliertem Wasser und PBS gewaschen.
Potenzielle unspezifische Antikorperbindungsstellen wurden durch 10% BSA in
PBS fir 30 min bei Raumtemperatur blockiert.

Anschlieend erfolgte die Detektion des Antigens durch Inkubation mit dem
Primarantikdrper (Ratte anti-Maus CD3 (Serotec) fur die Farbung der T-Zellen,
Ratte anti-Maus Mac-3 (BD Biosciences) fur die Makrophagen/Mikrogliafarbung)
Uber Nacht bei 4°C. Die Primarantikorper wurden dabei 1:200 in 1% BSA in PBS
verdunnt.

Nach dreimaligem Spulen der Schnitte in PBS erfolgte die Blockierung der
endogenen Peroxidase mit POD-Block fir 13 min bei Raumtemperatur. Es
wurde erneut 3 x in PBS gewaschen, bevor die Primarantikdrper mit dem ABC-
System detektiert wurden. Hierfur wurden die Gewebeschnitte zunachst mit
einem Dbiotinylierten Sekundarantikdrper (Biotin anti-Ratte IgG  (H+L),
Verdunnung 1:200 in 1 % BSA in PBS) fur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert,
dann 3 x in PBS gewaschen und anschlieend mit dem Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex (1:100, verdunnt in PBS) fur 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Farbesubstrat fur die Peroxidasereaktion diente 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB). Dieses wurde zuvor in PBS und 3 %
H20, geldst und filtriert. DAB wurde ca. 10 min unter genauer Beobachtung auf
den Schnitten belassen.

Die an den Avidin-Biotin-Komplex gekoppelte Peroxidase ubertragt Elektronen
von DAB auf das zugegebene Substrat Wasserstoffperoxid (H,O2), das so zu
Wasser reduziert wird. DAB fallt als unlésliches, braunliches Produkt aus.

Nach zweimaligem Waschen in destilliertem Wasser erfolgte die Gegenfarbung
mit Hamatoxylin flr 40 sec bis 1 min im Falle der CD3 Farbung, bzw. fir 1,5 min
bei der Mac-3 Farbung. AnschlieBend wurde 10 min unter flieRendem
Leitungswasser gespult, bevor die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Ethanol 70%, 96%, 99%, je 2 x 2 min) dehydriert, fir 2 x 2 min in Xylol gegeben

und zum Schluss mit Entellan eingedeckelt wurden.
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3.9.6.3 Luxol Fast Blue- und PAS-Farbung

Um das Ausmald der Demyelinisierung zu bestimmen, wurden die Schnitte des
Zentralnervensystems mit Luxol Fast Blue und PAS gefarbt. Aufgrund der
Affinitdt von Luxol Fast Blue (LFB) zu dem im Myelin enthaltenen Neurokeratin
konnen so myelinisierte Fasern dargestellt werden.

Nach Entparaffinierung in Xylol (2 x 10 min) und Hydrierung in Ethanol (99% und
96%, je 2 x 2 min) wurden die Schnitte in 0,1 % Luxol Fast Blue-Losung
transferiert und bei 56 °C Uber Nacht aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde kurz
in 96% Ethanol und destilliertem Wasser gewaschen, bevor die Gewebeschnitte
zur Differenzierung fur 30 bis 60 Sekunden in 0,1 % Lithiumcarbonat gegeben
wurden. AnschlieRend wurden die Schnitte fur ca. 20 Sekunden in 70% Ethanol
getaucht und in destilliertem Wasser gesammelt. Zur Gegenfarbung erfolgte eine
PAS-Farbung indem die Schnitte fur 10 min in 1% Perjodsaure gegeben, mit
destilliertem Wasser gewaschen und fur 20 min in Schiffsches Reagenz
uberfuhrt wurden. Im Anschluss daran wurde 3 x 2 min mit einer Sulfit-
Waschlésung gewaschen und 10 min unter flieRendem Wasser gespult. Danach
wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%, 96%,
99%, je 2 x 2 min) und zwei Xylolschritte zu je 10 min dehydriert und mit Entellan

eingedeckelt.

3.10 Genotypisierung der Versuchstiere mittels PCR
3.10.1 Praparation genomischer DNA

Die fur die in vivo Versuche mit dem Antikérper 25-D1.16 verwendeten Tiere
wurden mittels PCR genotypisiert.

Als Template fur nachfolgende PCR-Reaktion wurde genomische DNA aus
einem Schwanzstlck oder aus dem Blut der Mause extrahiert.

Hierfir wurden 500 ul Lysepuffer in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gegeben und
mit 10 ul Proteinase K (20 mg/ml) versetzt. Ein 1 cm langes Schwanzstuck der
Mause, bzw. das durch Herzpunktion gewonnene Blut wurde hinzugeflgt und
bei 56 °C in einem Schattler iber Nacht verdaut. Anschlieend wurde der Inhalt

des Rohrchens kurz mit einem Vortexer vermischt. Nach Zentrifugation fur 10
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min bei 14000 rpm und 4°C wurden 500 ul 100% lIsopropanol zugegeben und
der Ansatz durch mehrfaches Umwenden grundlich gemischt. Das DNA-
Prazipitat wurde mit der geschmolzenen Spitze einer Glas-Mikropipette
entnommen und kurz in 70% Ethanol getaucht. Nach 1 min Antrocknen wurde
die DNA in 200 ul destilliertes Wasser Uberfuhrt und Gber Nacht bei 56 °C wieder

in Losung gebracht.

3.10.2 Amplifikation der DNA mittels PCR

Fir die PCR-Reaktion wurde das Panscript-DNA-Polymerases-Kit? verwendet.
10x Puffer, MgCl, und Polymerase waren in den entsprechenden Verdinnungen
im Kit enthalten.

Die Primer wurden jeweils mit soviel destilliertem Wasser geldst, dass sich eine
Stock-Konzentration von 10 pmol ergab.

Es wurde fur jede Probe folgende Ldsung in einem Eppendorf-Réhrchen

hergestellt (auf Eis):

2 ul  10x Puffer
+0,8 ul MgCl,
+0,4 ul dNTPs
+1ul  Vorwartsprimer (10 pmol)
+1ul  Ruckwartsprimer (10 pmol)
+1u DMSO
+ 12,7 ul destilliertes Wasser
+ 0,1 ul Tag-Polymerase

Nach Zugabe von 1 ul DNA-Template (genomische DNA, s.o.) wurden die
Roéhrchen in den vorgeheizten PCR-Cycler (T3 Thermocycler, Biotron) gegeben.

Folgende Einstellungen wurden gewahlt:

94 °C 4 min
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94 °C 1 min

35x 66 °C 1 min (annealing)
72 °C 1 min (extension)
72°C 5 min
4°C

Das PCR-Produkt wurde im Kihlschrank (4°C) aufbewabhrt.

3.10.3 Auftrennung der DNA mit Agarose-Gel-Elektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden unter Gleichspannung in 1,2 %igen Agarose-Gelen
horizontal aufgetrennt.

Fir die Herstellung des Gels wurden 0,48 g Agarose in 40 ml TBE-Puffer durch
Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Zur Visualisierung der DNA wurde dieser
Losung 1 ul Ethidiumbromid zugesetzt. Diese Substanz interkaliert in DNA und
leuchtet unter UV-Bestrahlung.

Das fertige Gel wurde in TBE-Laufpuffer gelegt. Zu jeder Probe wurden 5 ul
Farbmarker (Probenpuffer) gegeben. Anschlieend wurden die Taschen des
Gels mit je 7 ul (kleine Taschen), bzw. 20 ul der Proben (groRe Taschen)
beladen. Als GréRenstandard wurden 2 ul einer 1 kb-DNA-Leiter (GeneRuler™,
Fermentas) aufgetragen.

Zuletzt wurde eine konstante elektrische Spannung angelegt, je nach Grdlie der
Elektrophoresekammer 90 V oder 150 V. Nach Ende der Elektrophorese wurde

das Gel enthommen, unter einer UV-Lampe betrachtet und fotografiert.

3.11  Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur Auswertung und graphischen Darstellung von Daten wurden die Programme
Excel (Microsoft), Prism (Graph Pad), Photoshop (Adobe), lllustrator (Adobe),
MicroBeta Worksstation (Wallac Oy) und Cell Quest (BD Biosciences)

verwendet.
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Die Messwerte sind als Mittelwerte angegeben. Als Fehlermal® wurde die
Standardabweichung verwendet. Signifikanzpriafungen wurden mit Prism

durchgefuhrt (student t-test).
Abbildungen und Schemata wurden mit lllustrator (Adobe) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung des monoklonalen Antikorpers 25-
D1.16 aus Kulturuberstand

Um die Effekte des Antikorpers 25-D1.16 auf die Aktivierung der OT-I Zellen in
vitro und in vivo untersuchen zu kénnen, galt es zunachst, den Antikorper zu
isolieren. Er wurde aus dem Kulturiberstand einer Hybridom-Zelllinie (durch
Fusion mit Myelomzellen immortalisierte antikdrperproduzierende B-
Lymphozyten) affinitats-chromatographisch Uber Protein G aufgereinigt. Zur
Kontrolle der Reinheit der Praparation wurde der Antikdrper mittels SDS-PAGE
analysiert und mit einem kommerziell produzierten Antikdrper (D665) verglichen.
Abb. 4.1 zeigt die Coomassie-Farbung des Gels zur Visualisierung der
Proteinbanden. 25-D1.16 und D665 weisen jeweils zwei Banden auf, welche der
leichten, bzw. der schweren Kette der Antikdrper entsprechen. Die
Bandenaufsplittung  entsteht  wahrscheinlich  durch  verschiedengradige
Glykosylierung und wurde bei beiden Antikdrpern beobachtet. Signifikante
Verunreinigungen von 25-D1.16 durch Proteine anderen Molekulargewichts sind

auf dem Gel nicht zu erkennen.

D1 D665

\

SDS ®© o o o

° —> 25kDa -
[4]

Abb. 4.1 Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE von 25-D1.16 und D665. Rechts im Bild ist das Gel nach Coomassie-
Farbung gezeigt. Der kommerziell hergestellte Antikérper D665 (rechte Spur) diente als Kontrolle. Als Proben wurden
jeweils 5 ug 25-D1.16 und D665 unter denaturierenden, reduzierenden Bedingungen auf einem 10%igen Gel
aufgetragen. Links ist ein GréRBenmarker auf das Gel geladen.

Beide Antikorper zeigen 2 Banden, deren Molekulargewichte (50 kDa und 25 kDa) denen der schweren, bzw. leichten
Kette eines Antikorpers entsprechen. Die Aufsplittung der Banden entsteht wahrscheinlich durch unterschiedliche
Glykosylierung. Die Praparation des Antikorpers 25-D1.16 enthalt keine sichtbaren Verunreinigungen.

Links im Bild: schematische Zeichnung der Reduktion der Disulfidbriicken eines IgG-Antikérpers durch f-
Mercaptoethanol sowie der Auflésung der hoheren Proteinstrukturen durch SDS. Es entstehen negativ geladene,
linearisierte Proteine. Farbkodierung: rot = schwere Kette, blau = leichte Kette.
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4.2 Nachweis der Erkennung des Octapeptid-MHC-I-
Komplexes durch 25-D1.16 mittels FACS-
Analyse und fluoreszenzmikroskopischer
Analyse

4.21 FACS-Analyse

Um nachzuweisen, dass der aufgereinigte monoklonale Antikérper 25-D1.16 an
den Komplex aus MHC-I-Molekll und dem Ovalbumin-Peptid SIINFEKL bindet,
wurde zunachst eine FACS-Analyse durchgefuhrt.

Hierzu wurde die Thymom-Zelllinie EL4 (siehe Kap. 2.7) aus C57BL/6 Mausen
verwendet.

Diese EL4 Zellen wurden mit SIINFEKL inkubiert. Dadurch wird ein Teil der auf
der Zelloberfliche exprimierten H-2K°-Proteine von aufen mit dem Peptid
beladen. Durch den angebotenen SIINFEKL-Uberschuss findet eine direkte
Bindung des Peptids an die zellstandigen MHC-I-Komplexe statt im Austausch
gegen endogene Peptide.

Abbildung 4.2 zeigt auf der linken Seite eine FACS-Farbung unbeladener EL4
Zellen, die der FACS-Farbung von mit SIINFEKL beladenen EL4 Zellen
gegenuber gestellt wurde (rechts).

Die rote Linie reprasentiert 25-D1.16. Als Negativkontrolle diente ein Standard
Antikdrper der Maus gleicher Subklasse (IgG1-Maus-Isotyp-Kontrolle, gegen ein
Antigen nicht tierischer Zellen gerichtet und daher bindungsunfahig, dunkelblaue
Linie im Histogramm). Positivkontrolle war ein anti-H-2K® Antikérper (siehe Kap.
1.2.3), der alle K’-Proteine erkennt, unabhangig davon, welches Peptid sie
gebunden haben (hellblaue Linie).

FUr alle primaren Antikorper wurde ein PE-konjugierter Sekundarantikdrper

verwendet.
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Abb. 4.2 25-D1.16 detektiert OVA-8:H-2K® Komplexe auf der Oberfliche von mit SIINFEKL inkubierten EL4 Zellen.
FACS-Farbung: Antikérper 25-D1.16 (rote Linie), IgGs-Maus-Isotyp-Kontrolle (dunkelblau), Positivkontrolle anti-H-2K®
(hellblau). PE-konjugierter Sekundar-Antikorper. 25-D1.16 bindet nicht unspezifisch an reine EL4 Zellen (links), sondern
erkennt spezifisch den H-2K":SIINFEKL-Komplex auf der Oberflache von EL4 Zellen, die mit dem Peptid (1 ug/ml) fiir 1,5
Stunden inkubiert wurden (rechts).

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass 25-D1.16 sich in seinem
Bindungsverhalten bei unbeladenen EL4 Zellen nicht von der Negativkontrolle
unterscheidet. Bei SIINFEKL-beladenen EL4 Zellen jedoch zeigt sich eine
deutliche Rechtsverschiebung der zugehdrigen Kurve in der FACS-Farbung. Der
Antikdrper bindet also nicht unspezifisch an Strukturen auf der Oberflache von
EL4 Zellen, sondern erkennt selektiv MHC-I-Molekile, welche SIINFEKL
prasentieren. Da nicht alle K°-Molekiile auf der Zelloberflache mit diesem Peptid
beladen sind, zeigt 25-D1.16 im Vergleich zur Positivkontrolle eine niedrigere

Fluoreszenz Intensitat.

Die Erkennung des OVA-8:H-2K" Komplexes durch 25-D1.16 I&sst sich titrieren
(siehe Abbildung 4.3). Fur die dargestellte FACS-Analyse wurden EL4 Zellen mit
SIINFEKL beladen, mit einer Verdinnungsreihe des Antikdrpers 25-D1.16, bzw.
einer |Isotyp-Kontrolle inkubiert und anschlieBend mit einem PE-konjugierten
Auf der

in ug/ml,

Sekundarantikorper gefarbt. x-Achse des Diagramms ist die

Konzentration von 25-D1.16 auf der y-Achse A MFI (Mean
Fluorescence Intensity) angegeben. A MFI wurde aus der Differenz der mittleren
Fluoreszenzintensitat der mit 25-D1.16 markierten EL4 Zellen und des 1gG+-
Maus-Isotyp-Standards errechnet. Unter dem Diagramm sind exemplarisch
einzelne Histogramm-Plot-Overlays zu der jeweiligen Antikérper-Konzentration

gezeigt.
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Abb. 4.3 Mit steigender Verdiinnung von 25-D1.16 nimmt die Anzahl der durch den Antikorper markierten OVA-
8:H-2K® Komplexe ab. x-Achse: 25-D1.16-Konzentration in ug/ml. y-Achse: A MFI (Mean Fluorescence Intensity). EL4
Zellen wurden mit 1ug/ml SIINFEKL fir 1,5 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit 25-D1.16, bzw. mit
der IgG4-Maus-Isotyp-Kontrolle und einem PE-konjugierten Sekundarantikérper. Unter dem Diagramm sind beispielhaft
Original-FACS-Daten der jeweiligen 25-D1.16-Konzentration zu sehen. Je geringer die Konzentration von 25-D1.16,
desto geringer die Anzahl der mit Antikorper markierten SIINFEKL:MHC-I-Komplexe.

Farbkodierung: rot = 25-D1.16, blau = IgGs-Maus-Isotyp-Kontrolle.

Es zeigt sich, dass der Intensitatsunterschied zwischen 25-D1.16 und Kontrolle
mit zunehmender Verdlinnung des Antikorpers immer geringer wird, da die
Anzahl der durch 25-D1.16 markierten OVA-8:H-2K® Komplexe abnimmt.

Durch diesen Versuchsaufbau wurde auch jede neu isolierte Charge Antikdrper

25-D1.16 auf ihre Funktion Uberpruift.

4.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Um die Bindung von 25-D1.16 an mit SIINFEKL beladene EL4 Zellen zu
visualisieren, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen durchgefuhrt. Das Ergebnis

zeigt folgende Abbildung aus der konfokalen Mikroskopie.
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a) b) c) e)

Abb. 4.4 Erkennung von OVA-8:MHC-I Komplexen auf mit SIINFEKL inkubierten EL4 Zellen durch 25-D1.16. In der
oberen Zeile sind Immunfluoreszenz-Farbungen mit FITC-konjugiertem Anti-Mouse-IlgG als Sekundarantikdrper
dargestellt. In der unteren Zeile sind die Zellkerne durch eine DNA-Farbung mit DAPI gezeigt. Zueinandergehdrige
Farbungen desselben Objekttragerausschnitts sind untereinander angeordnet.

a) EL4 Zellen ohne SIINFEKL wurden mit 25-D1.16 und dem Sekundarantikorper gefarbt. b)-e) EL4 Zellen wurden mit
SIINFEKL inkubiert und b) nur mit dem Sekundarantikdrper, ¢) mit IgGi-Maus-Isotyp-Kontrolle und Sekundarantikérper,
d) mit H-2K® als Positivkontrolle und Sekundarantikérper, e) mit 25-D1.16 und Sekundarantikérper gefarbt.

Eine positive Immunfluorenszenz lief sich nur fiir die Positivkontrolle und den Antikérper 25-D1.16 nachweisen.

Die Bildunterschrift gibt die verwendeten Antikorper an. In der oberen Zeile
wurden die primaren Antikdrper jeweils mit einem grunfluoreszierenden
Sekundarantikdrper nachgewiesen. Des Weiteren wurde DNA mittels DAPI-
Farbung markiert. Es konnten so die Zellkerne der EL4 Zellen bei Anregung mit
ultraviolettem Licht (A = 360 nm) als blaue Fluoreszenz sichtbar gemacht
werden. Die Ergebnisse sind in der unteren Zeile zu sehen. Zueinandergehdrige
Immunfluoreszenz und DAPI-Farbungen sind jeweils in vertikaler Anordnung
dargestellt.

FUr Gruppe a) wurden EL4 Zellen ohne vorherige Inkubation mit SIINFEKL mit
25-D1.16  und dem Sekundarantikorper gefarbt. Es wurde keine
Immunfluoreszenz detektiert, was in Einklang mit der fehlenden Bindung des
Antikorpers an unbeladene EL4 Zellen steht. Die Bilder b)-e) sind Aufnahmen
von EL4 Zellen, deren MHC-I-Molekile mit dem OVA-8-Peptid beladen wurden.
b) zeigt die Farbung dieser Zellen mit dem Sekundarantikorper alleine. Auch hier
war keine Immunfluoreszenz nachweisbar und eine unspezifische Bindung
konnte somit ausgeschlossen werden. Auch mit der 1IgG4-Maus-Isotyp-Kontrolle
liel sich die Zellmembran erwartungsgemald nicht anfarben (c), wohingegen die

Positivkontrolle H-2K® ein deutliches Signal lieferte (d). Die Farbung mit 25-
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D1.16 (e) fiel ebenfalls deutlich positiv aus, wie in der FACS-Farbung jedoch
etwas schwacher als die Positivkontrolle. So konnte der an der Zellmembran
gebundene Antikorper 25-D1.16 sichtbar gemacht werden und es wurde
bestétigt, dass er selektiv mit SIINFEKL beladene KP-Proteine detektiert.

4.3 Interferenz des Antikorpers 25-D1.16 mit der
durch exogen zugefiuhrtes SIINFEKL initiierten
Aktivierung von OT-l Zellen

FUr diese Arbeit sollte zunachst in vitro geklart werden, ob 25-D1.16 durch
Bindung an OVA-8:H-2K°-Komplexe die Antigenerkennung durch OT-I Zellen
storen und im Sinne einer kompetitiven Inhibition die Aktivierung der OT-| Zellen
verhindern kann.

Die dazu bendtigten OT-I Zellen wurden aus den Lymphknoten 6-8 Wochen alter
OT-l transgener BL/6 Mause mittels MACS (magnetic cell sorting) isoliert.
Abbildung 4.5 zeigt exemplarisch fur alle weiteren Zelltrennungen die
Uberprifung der Reinheit der OT-I Zellen per FACS-Analyse. Hierzu wurden die
Zellen auf CD4, CD8 und die beiden Ketten des transgenen T-Zell-Rezeptors
Va2 und VB5 gefarbt. Der Reinheitsgrad der isolierten Zellen betrug im
Durchschnitt 94 %.

A
94 % 94 %
[e.]
[a)
o
- = -
CD4 Va2 VB5

Abb. 4.5 Reinheitsgrad der aus Lymphknoten von OT-l transgenen BL/6 Mdusen immunmagnetisch separierten
CD8" Zellen. Die isolierten Zellen wurden fiir die FACS-Analyse auf CD4, CD8 und Va2 Expression gefarbt. Zur
doppelten Kontrolle erfolgte eine zweite Farbung mit anti-CD4, anti-CD8 und anti-VB5. Der Prozentsatz der CD4-
CD8+Va2+Vp5+ Zellen betrug durchschnittlich 94%.
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Alternativ wurden OT-l Zellen aus OT-I/RAG Mausen (siehe Kap. 1.2.4.1 und
Kap. 2.8) verwendet. Diese Tiere besitzen in den Lymphknoten einen
durchschnittlichen OT-l Zellanteil von 95 %. Dementsprechend war hier keine

Zellisolation notig.

431 Expression von Aktivierungsmarkern durch SIINFEKL-
stimulierte OT-l Zellen

Fur die Stimulation der OT-I Zellen mit SIINFEKL musste zunachst eine optimale
Peptid-Konzentration festgelegt werden, bei der die Zellen nicht maximal aktiviert
werden. Dies ist notig, um den Plateaubereich der Sattigungskurve zu verlassen
und somit sensible Bedingungen fur eine Blockade der Aktivierung zu erhalten.
Auch hier wurde davon ausgegangen, dass man die membranstandigen MHC-I-
Molekulle der OT-I Zellen durch SIINFEKL artifiziell von aul3en mit diesem Peptid
beladen kann. In diesem Versuchsaufbau sind die OT-I Zellen also gleichzeitig
prasentierende und reagierende Zellen.

Mit FACS-Farbungen wurde nun die Expression des Aktivierungsmarkers CD69
durch die mit verschiedenen Peptid-Konzentrationen stimulierten OT-I Zellen
untersucht. CD69 ist ein sog. ,early activation marker’ (Testi et al., 1994), der in
der frGhen Phase der T-Zell Aktivierung vorubergehend exprimiert wird.

Die OT-I Zellen wurden mit verschiedenen SIINFEKL-Konzentrationen einen Tag
lang stimuliert. AnschlieRend wurden Oberflachenfarbungen mit anti-CD69
durchgefuhrt. IgG-Maus-Isotyp-Standard wurde als Negativkontrolle mitgefuhrt.
In Abbildung 4.6 ist die CD69-Expression der OT-l Zellen nach 24-stundiger
Stimulation durch SIINFEKL zu sehen. Die Isotyp-Kontrolle ist alternierend zu

den CD69-Messwerten angegeben.
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Abb. 4.6 Oberflaichenfarbungen des Aktivierungsmarkers CD69 auf OT-l Zellen, die durch SIINFEKL stimuliert
wurden. Die aus Lymphknoten von OT-I transgenen BL/6-Méausen isolierten CD8 T-Zellen wurden mit anti-CD69 und als
Kontrolle mit IgGs-Maus-Isotyp-Standard gefarbt. Die Stimulationszeit betrug 24 Stunden. Die zugehdrige Isotyp-Kontrolle
ist alternierend zu den CD69-Messwerten im Diagramm angegeben. Auf der x-Achse ist die SIINFEKL-Konzentration, auf
der y-Achse die MFI (Mittlere Fluoreszenz Intensitat) aufgetragen.

Wahrend sich zwischen 250 ng/ml und 25 ng/ml kein signifikanter Unterschied der CD69 Expression zeigt (Plateauphase,
Sattigungsbereich), findet hin zu 2,5 ng/ml ein deutlicher Abfall der Expression statt. Diese hdchste der submaximal
aktivierenden SIINFEKL-Konzentrationen wurde in allen folgenden Versuchen verwendet, da so submaximale und damit
optimale Proliferationsraten erzielt werden kénnen, die fiir die Untersuchung der Wirkung von 25-D1.16 nétig sind.
Farbkodierung: griin = CD69; grau = IgG;-Maus-Isotyp-Standard.

Eine hohe CD69 Expression spricht flr einen starke Aktivierung der OT-I Zellen.
Mit den beiden hdéchsten SIINFEKL-Konzentrationen lasst sich eine maximale
Hochregulation des Aktivierungsmarkers erreichen. Es st also bei
Peptidkonzentrationen von mehr als 25 ng/ml eine Sattigung erreicht
(Plateauphase), wahrend hin zu 2,5 ng/ml ein deutlicher Abfall der CD69
Expression eintritt. 0,25 ng/ml und weniger stellen keinen ausreichenden
Aktivierungsstimulus mehr dar. Entsprechend der Ergebnisse scheint eine
Peptid-Konzentration von ca. 2,5 ng/ml ideal zu sein fur die Stimulation der OT-I

Zellen, da so im submaximalen Proliferationsbereich gearbeitet werden kann.

4.3.2 Proliferation Peptid-stimulierter OT-l Zellen in
Anwesenheit des Antikorpers 25-D1.16

Zur Untersuchung der Frage, ob 25-D1.16 die Proliferation von OT-l Zellen
durch  Blockade der Antigenerkennung hemmen  kann, wurden
Proliferationsassays durchgeflhrt.

Nach der Aufreinigung wurden OT-Il Zellen mit SIINFEKL stimuliert und in Kultur

genommen. Um die in 4.3.1 ermittelte optimale Peptid-Konzentration zur T-Zell-
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Aktivierung fur die Proliferationsassays zu validieren, wurden erneut drei
verschiedene SIINFEKL-Konzentrationen getestet. Jedem der drei Ansatze
wurde 25-D1.16 in einer 1:10 Verduinnungsreihe zugegeben, wobei im Ansatz
mit 2,5 ng/ml Peptid-Konzentration der IgGi-Maus-Isotyp-Standard PPV06 als
Negativkontrolle ebenfalls in absteigender Konzentration mitgefihrt wurde.
PPV06 bindet nicht an Saugetier-Zellen und sollte somit, egal in welcher
Konzentration, keinen Einfluss auf die Zellproliferation haben.

Nach einem Tag wurde mit [°H] Thymidin gepulst. Dieses wird von
proliferierenden Zellen in neu gebildete DNA eingebaut. Die beim radioaktiven
Kernzerfall frei werdende B-Strahlung kann im p-counter gemessen werden und
wird als ,Zerfalle pro Minute® (counts per minute = cpm) angegeben. Diese
Grole ist direkt proportional zur Proliferationsrate der Zellen. Das Ergebnis der

Messung ist in Abbildung 4.7 dargestellt.
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Abb. 4.7 Proliferation von OT-l Zellen in Anwesenheit von SIINFEKL und 25-D1.16. Die gereinigten OT-I Zellen (5 x
10*/ml) wurden mit 25 ng/ml (b), 2,5 ng/ml (a) und 0,25 ng/ml (c) SIINFEKL stimuliert. Die Peptid-Konzentrationen sind
jeweils Uber den Diagrammen angegeben und gelten fiir den gesamten Ansatz. Jeder der drei Ansatze wurde auf’erdem
mit einer Verdiinnungsreihe des Antikdrpers 25-D1.16 versetzt, wobei im Ansatz mit 2,5 ng/ml SIINFEKL-Konzentration
PPV06 (IgGs-Maus-Isotyp-Standard) als Negativkontrolle mitgefiihrt wurde (Diagramm a). Nach 24 Stunden wurde mit
[3H] Thymidin gepulst. Nach 16-stiindiger Einbauphase wurde die Proliferation im p-Counter analysiert.

x-Achse: 25-D1.16- bzw. PPV06-Konzentration, die zugehdrige Isotyp-Kontrolle in Diagramm a) ist alternierend zu den
25-D1.16-Messwerten aufgetragen. y-Achse: counts per minute. Kontrollen: i = OT-I Zellen ohne stimulierendes Peptid; ii
= OT-l Zellen und 25-D1.16/PPV06 (25 ng/ml), ebenfalls ohne Stimulation.

In Gegenwart von 25-D1.16 nimmt die Proliferation der OT-I Zellen auf bis unter 25% der maximalen Proliferationsrate
ab. Die deutlichste Hemmung der Proliferation ergab sich dabei Giberraschenderweise nicht bei der héchsten, sondern bei
mittlerer Antikérperkonzentration.

***=p<0,001.

Farbkodierung: rot = Titration von 25-D1.16; blau = Titration von PPV06.

Die SIINFEKL-Konzentrationen der Ansatze sind Uber den einzelnen
Diagrammen angegeben und gelten fur den gesamten Ansatz. Auf der x-Achse
ist jeweils die Konzentration des Antikorpers 25-D1.16 aufgetragen. In Diagramm
a) ist zusatzlich die zugehoérige Negativkontrolle PPV06 alternierend zu den
Messwerten bei 25-D1.16-Zugabe aufgetragen. Die y-Achse kennzeichnet den in
counts per minute gemessenen radioaktiven Zerfall.

Die ersten vier Balken in Diagramm a) zeigen, dass OT-| Zellen ohne Stimulation
durch SIINFEKL kaum proliferieren (i) und die Zugabe von 25-D1.16 oder PPV06
alleine keinen Effekt auf die Zellvermehrung hat (ii). Die restlichen Balken
entsprechen der Proliferation der OT-I Zellen in Anwesenheit von absteigenden
25-D1.16- bzw. PPV06-Konzentrationen.

Von den drei getesteten SIINFEKL-Konzentrationen zeigte sich bei 2,5 ng/ml
Peptidkonzentration die gro3te Beeinflussbarkeit der Proliferation der OT-I Zellen

durch 25-D1.16. Deshalb ist davon auszugehen, dass hier eine submaximale
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Proliferation stattfindet. Dies steht im Einklang mit dem Ergebnis der zuvor
gezeigten Messung der CD69-Expression. Die festgelegte Peptid-Menge scheint
also auch bei den Proliferationsassays eine geeignete Konzentration fur die
Stimulation der OT-I Zellen zu sein.

Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass es bei einer SIINFEKL-Konzentration
von 25 ng/ml in Gegenwart des Antikdrpers 25-D1.16 zu einem
hochsignifikanten Abfall der OT-I Zellproliferation bis auf weniger als 25% der
Maximalantwort kommt. Als Maximalantwort wurde der gemessene Wert ohne
Antikdrper-Zugabe (c (25-D1.16) = 0 ng/ml) herangezogen, bei dem sich die OT-
| Zellen ungehemmt teilen.

Bei Zugabe der Isotyp-Kontrolle zeigte sich konzentrationsunabhangig kein
signifikanter Effekt auf die Zellproliferation. Die inhibitorische Wirkung von 25-
D1.16 scheint demnach auf dessen Bindungsspezifitdt fur an MHC-I-Proteine
gebundenes SIINFEKL zurickzuflhren zu sein.

Uberraschenderweise Ubte 25-D1.16 in diesem System seine maximal
inhibierende Wirkung nicht bei der hochsten, sondern bei mittlerer Konzentration
aus. Dies kénnte zum einen daran liegen, dass der im Uberschuss vorhandene
IgG-Antikdrper nur mit einem seiner zwei Fab-Arme an das Epitop binden kann
und somit die Aviditat (Bindungsenergie einer multivalenten Bindung zwischen
Antigen und Antikorper) und damit die blockierende Wirkung von 25-D1.16
gegenuber dem T-Zell Rezeptor sinkt. Eine zweite Erklarungsmoglichkeit ware
eine unspezifische Aktivierung der Zellen durch intrazellulare Signalwege bei
Bindung eines Antikorpers an die MHC-I-Molekule der Zellmembran (Geppert et
al., 1989; Ruhwald et al., 1999; Turco et al., 1988) (siehe Kapitel 5.1).

4.3.3 Zytokinausschiittung durch OT-l Zellen in Gegenwart
von SIINFEKL und 25-D1.16

Zur weiteren Validierung der Ergebnisse aus 4.3.2 wurde die Interferon-y-

Ausschuttung der OT-l1 Zellen nach 24-stindiger Inkubation mit 2,5 ng/ml

SIINFEKL und Verduinnungsreihen des Antikorpers 25-D1.16 und der

Negativkontrolle PPV06 mittels ELISA quantifiziert.
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IFN-y wird von aktivierten CD8" T-Zellen freigesetzt. Es vermittelt die
Hochregulation der Molekile, die fur die Prozessierung und Prasentation
intravesikularer Antigene zustandig sind, einschliellich der MHC-I- und MHC-II-
Molekule selbst. Aulerdem ist IFN-y ein starker Makrophagen-Aktivator.

Fir den Zytokin-ELISA wurde Uberstand aus den Zellkultur-Napfen entnommen

und auf den Gehalt von IFN-y untersucht.
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Abb. 4.8 Interferon-y-Produktion durch OT-l Zellen in Gegenwart von SIINFEKL und 25-D1.16. 5 x 10* OT-l
Zellen/ml wurden mit 2,5 ng/ml SIINFEKL und absteigenden Konzentrationen von 25-D1.16 bzw. PPV06 24 Stunden lang
in Kultur gehalten. AnschlieBend wurde der Uberstand aus den Né&pfen entnommen und mittels Sandwich-ELISA auf
seinen Gehalt an IFN-y untersucht.

x-Achse: 25-D1.16-, bzw. IgG;-Isotyp-Standard-Konzentrationen; y-Achse: Zytokin-Gehalt in pg/ml. Kontrollen ohne
stimulierendes Peptid: i = OT-I Zellen, ohne 25-D1.16/PPVO06; ii = OT-I Zellen und 25-D1.16/PPV06 (c = 25 ug/ml).

Bei einer 25-D1.16-Konzentration von 25 pg/ml produzieren die OT-lI Zellen 30% weniger IFN-y als ohne
Antikorperzugabe. Der héchste Zytokin-Gehalt befand im Uberstand der OT-I Zellen, denen 25-D1.16 in einer
Konzentration von 25 ug/ml zugesetzt war. Die PPV06-Konzentration beeinflusst die Interferon-Produktion der OT-I

e
Auch im Hinblick auf die Interferon-y-Produktion zeigte sich eine hochsignifikante
Suppression durch 25 pg/ml 25-D1.16.

In der Negativkontrolle war die INF-y-Ausschuttung von unterschiedlichen
PPV06-Konzentrationen unbeeinflusst.

Auch in diesem Assay wurde unerwartet eine Erhdhung der T-Zellaktivierung bei
hohen 25-D1.16 Konzentrationen gemessen. Modgliche Erklarungen wurden in

Kapitel 4.3.2 erwahnt.
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4.4 Erkennung des Octapeptid-MHC-I-Komplexes
durch 25-D1.16 auf Ovalbumin-
synthetisierenden Zellen

In dem flr die beschriebenen Aktivierungstests verwendeten in vitro-Modell sind
die OT-I Zellen nicht nur Responder-Zellen, sondern sie fungieren gleichzeitig als
Antigen-prasentierende Zellen, indem sie sich das Peptid SIINFEKL gegenseitig
darbieten.

Im Modell der CD8" T-Zell vermittelten EAE (Experimentelle Autoimmune
Enzephalomyelitis) jedoch wird das Peptid als Neoautoantigen von
Oligodendrozyten als Fragment eines in der Zelle selbst synthetisierten Proteins
prasentiert.

Um den in vitro Versuchsaufbau der in vivo Situation der EAE besser
anzundhern, wurde ein zweites Modell herangezogen. Statt EL4 oder OT-I
Zellen von auflen mit dem Peptid zu beladen, wurde eine Zelllinie gewahlt, die
das Peptid endogen produziert und mit Hilfe von MHC-I-Proteinen prasentiert.
EG.7-OVA ist ein transfizierter Klon der EL4 Zelllinie, der Ovalbumin exprimiert
(Moore et al., 1988). Eventuell verfalschende Effekte durch kinstliche Beladung
der OT-1 Zellen mit SIINFEKL kdnnen so umgangen und eine realistischere

Nachahmung der Gegebenheiten im Tiermodell erreicht werden.
Durch FACS-Analyse wurde zunachst nachgewiesen, dass 25-D1.16 den

SIINFEKL-MHC-I-Komplex auch auf der Oberflache dieser Zellen erkennt. Dies
ist in Abbildung 4.9 dargestellt.
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Abb. 4.9.a Oberflichenfiarbung von EG.7-OVA Zellen. 25-D1.16 erkennt die in geringer Anzahl auf der Zelloberflache
von EG.7-OVA vorhandenen Peptid-MHC-I-Komplexe.

Farbkodierung: Maus-IgG;-Isotyp-Standard  (dunkelblau), H-2K° (hellblau), 25-D1.16 (rot). PE-konjugierter
Sekundarantikorper.

Abb. 4.9.b Titration des Antikorpers 25-D1.16 in einer FACS-Farbung. x-Achse: 25-D1.16-Konzentration in ug/ml. y-
Achse: A MFI (Mean Fluorescence Intensity).

EG.7-OVA Zellen wurden mit 1 ug/ml SIINFEKL fir 1,5 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit 25-
D1.16, bzw. mit der IgGs-Maus-Isotyp-Kontrolle oder einem anti-H-2Kb-Antik6rper und einem PE-konjugierten
Sekundarantikorper. Unter dem Diagramm sind beispielhaft Original-FACS-Daten der jeweiligen 25-D1.16-Konzentration
zu sehen (rot: 25-D1.16, blau: IgG4-Maus-Isotyp-Kontrolle).

Je geringer die Konzentration von 25-D1.16, desto geringer ist die Anzahl der mit Antikérper markierten SIINFEKL:MHC-
I-Komplexe.

Abbildung 4.9.a zeigt eine Oberflachenfarbung von EG.7-OVA Zellen mit einem
Maus-lgG+-Isotyp-Standard als Negativkontrolle (dunkelblaue Linie), anti-H-2K"
als Positivkontrolle (hellblau) und dem Antikérper 25-D1.16 (rot). Die leichte
Rechtsverschiebung der Kurve des Antikorpers deutet darauf hin, dass 25-D1.16
den SIINFEKL:MHC-I-Komplex detektiert, obwohl dieser nur in kleiner Menge
von ca. 90 Komplexen (Malarkannan et al., 1995; Rotzschke et al., 1991) auf der
Oberflache von EG.7-OVA Zellen vorhanden ist. Das in der Zelle synthetisierte
SIINFEKL-Peptid muss mit Tausenden anderer ebenfalls endogen produzierter
Peptide um die Bindungstasche von H-2K® konkurrieren und liegt demnach nicht,
wie bei exogener Beladung, im Uberschuss vor. Diese Situation entspricht
weitgehend den Gegebenheiten im Mausmodell der CD8 T-Zell vermittelten

EAE. Dort wird das Peptid SIINFEKL ebenfalls nur in geringer Anzahl von
Oligodendrozyten (Na et al., 2008) prasentiert.
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Fur Abbildung 4.9.b wurde eine Verdinnungsreihe des Antikdrpers 25-D1.16
angelegt, mit der EG.7-OVA Zellen gefarbt wurden. Zum Vergleich wurde
zusatzlich ein Maus-lgG+-Isotyp-Standard verwendet. Als Sekundarantikorper
diente erneut ein PE-konjugierter anti-Maus-lIgG-Antikorper. Die roten Kurven
stellen jeweils 25-D1.16, die blauen die Negativkontrolle dar. A MFI (Mean
Fluorescence Intensity) wurde aus der Differenz der mittleren
Fluoreszenzintensitat der mit 25-D1.16 markierten EG.7-OVA Zellen und der
Isotyp-Kontrolle errechnet.

Die Menge der durch 25-D1.16 markierten SIINFEKL:MHC-I-Komplexe nimmt

mit zunehmender Verdlinnung des Antikorpers ab.

4.5 Interferenz von 25-D1.16 mit der Aktivierung von
OT-l Zellen durch von EG.7-OVA Zellen endogen
produziertes und prasentiertes SIINFEKL

451 Einfluss des Antikorpers 25-D1.16 auf die CD69-
Expression von SIINFEKL-stimulierten OT-l Zellen

Nun wurde der Effekt des Antikorpers 25-D1.16 auf die Aktivierung der OT-I
Zellen in dem neuen EG.7-OVA-in vitro-Modell gepruft.

Hierzu wurde zunachst die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 (,early
activation marker’, siehe Kapitel 4.3.1) untersucht.

Abbildung 4.10 stellt die Ergebnisse einer FACS-Farbung auf CD69 von OT-I
Zellen nach Inkubation mit EG.7-OVA Zellen und 25-D1.16 dar.
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Abb. 4.10 25-D1.16 verhindert die Hochregulation von CD69 durch OT-l Zellen nach SIINFEKL-Stimulation. EG.7-
OVA Zellen wurden mit OT-I Zellen in Gegenwart einer Verdinnungsreihe des Antikdrpers 25-D1.16, bzw. des Kontroll-
Antikérpers PPV06 24 Stunden lang co-kultiviert (a und b). Die FACS-Farbung erfolgte mit FITC anti-CD8 und anti-CD69.
Identisch wurde mit einer co-Kultur von EL4 und OT-I Zellen verfahren (c und d).

Balkendiagramme: x-Achse = 25-D1.16/PPV06-Antikorper-Konzentration, y-Achse: Anzahl der CD69 positiven Zellen in
Prozent der Gesamt-Zellzahl. Neben den Diagrammen sind jeweils FACS-Daten der darunter angegebenen Antikérper-
Konzentration mit durchschnittlicher Prozentzahl der CD69 positiven Zellen gezeigt.

Die CD69-Expression wurde in der co-Kultur von EG.7-OVA und OT-l Zellen mit 25 ug/ml 25-D1.16 auf 14% des
Expressionsniveau der Probe ohne Antikdrper reduziert.

***=p<0,001.

Farbkodierung: rot = EG.7-OVA / EL4 + OT-I + D1, blau = EG.7-OVA / EL4 + OT-l + PPV06.

OT-I Zellen wurden isoliert und mit EG.7-OVA Zellen co-kultiviert. Einer Halfte
der Proben wurde 25-D1.16 (Diagramm a) in verschiedenen Konzentrationen,
der anderen der IgG4-Maus-Isotyp-Standard PPVO06 (b) zugegeben. Nach einem
Tag wurde jeweils mit FITC anti-CD69 gefarbt, um den Anteil an CD69 positiven
Zellen zu ermitteln.

Diagramm a) obiger Abbildung zeigt, dass 25-D1.16 die Hochregulation des
Aktivierungsmarkers durch die stimulierten OT-I Zellen verhindert. Der Anteil an
CD69-positiven Zellen wurde durch 25 ug/ml 25-D1.16 im Vergleich zu den

Proben ohne Antikérper um Uber 85% gesenkt.
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Eine biphasische Dosis-Wirkungskurve wie
SIINFEKL beladener OT-1 Zellen wurde nicht beobachtet.
Die Antikorper-Negativkontrolle PPV06 zeigte keinen Einfluss auf die CD69-

in den Aktivierungstests mit

Expression (Diagramm b).

Fur die Histogramme c) und d) in der unteren Zeile wurden als zweite Zell-
Negativkontrolle mit gleichem Protokoll OT-l Zellen und EL4 Zellen unter Zugabe
von 25-D1.16 (c) bzw. PPV06 (d) kultiviert, gefarbt und analysiert. EL4 Zellen
sind im Gegensatz zu den EG.7-OVA Zellen nicht Ovalbumin-transgen (siehe
Kap. 2.7) und wurden abweichend von Kapitel 4.2 nicht mit SIINFEKL beladen.
Demnach findet keine Aktivierung der OT-l Zellen und damit auch keine
Hochregulation von CD69 statt. Weder 25-D1.16 noch PPVO06 flhren zu einer

Veranderung der Expression.

4.5.2 Proliferation von OT-l Zellen in Gegenwart von 25-D1.16

bei Prasentation von SIINFEKL durch EG.7-OVA Zellen

Auch in diesem Setting sollte die Proliferation der OT-l Zellen zur Bestatigung

der im vorhergehenden Kapitel gewonnenen Daten gemessen werden.

Abbildung 4.11 zeigt das Ergebnis der durchgeflhrten Proliferationsassays.

a) 24 Stunden

25-D1.16-Konzentration

PPV06-Konzentration
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Abb. 4.11 Proliferation von OT-l Zellen in Anwesenheit von EG.7-OVA und 25-D1.16 im Zeitverlauf. EG.7-OVA
Zellen dienten als Peptid-prasentierende Zellen. Sie wurden mit 50 Gy bestrahlt oder mit Mitomycin C behandelt, um die
Zellteilung zu verhindern. CD8 T-Zellen wurden aus OT-I transgenen BL/6 Mausen isoliert (siehe Kapitel 3.6). 1 x 10*
EG.7-OVA Zellen/ml und 5 x 10" OT-I Zellen/ml wurden in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von 25-D1.16
(linke Spalte), bzw. PPV06 (rechte Spalte) kultiviert. Nach 24 Stunden (a), bzw. 48 Stunden (b) erfolgte die Zugabe von
[*H] Thymidin und nach jeweils 16 weiteren Stunden die Messung der Proliferation im B-Counter.

Analog wurde mit EL4 Zellen verfahren (jeweils unterhalb der EG.7-OVA-Diagramme dargestellt).

Die ersten vier Balken jedes Diagramms stellen verschiedene Kontrollen dar: nur EG.7-OVA bzw. EL4 Zellen; nur OT-I
Zellen; EG.7-OVA bzw. EL4 und 25-D1.16/PPV06 (25 ug/ml), OT-l und 25-D1.16/PPV06 (25 ug/ml).

Der Antikérper 25-D1.16 inhibiert die Proliferation der OT-l Zellen, denen das OVA-8-Peptid von EG.7-OVA Zellen
dargeboten wird. Je hoher die Konzentration des Antikorpers, desto effektiver die Hemmung der Proliferation.
***=p<0,001.

Farbkodierung: rot = 25-D1.16; blau = Negativkontrolle PPV06.

EG.7-OVA Zellen wurden mit 50 Gray bestrahlt oder mit Mitomycin C behandelt,
um Mitosen zu verhindern. 6 Wochen alten OT-| transgenen Mausen wurden
Lymphknoten entnommen und daraus OT-I Zellen isoliert. Sie wurden mit EG.7-
OVA Zellen einen Tag (Abb. 4.11.a), bzw. zwei Tage lang (Abb. 4.11.b) co-
kultiviert, wobei einem Teil der Ansatze der Antikdrper 25-D1.16 (linke Spalte),
dem anderen Teil PPV06 (rechte Spalte) in verschiedenen Konzentrationen
zugegeben wurde. Als Maximalwert wurde jeweils der Proliferationswert
herangezogen, der ohne Zugabe des Antikdrpers gemessen wurde.

Bei einer 25-D1.16-Konzentration von 25 ug/ml wurde die Proliferation der OT-I
Zellen, sowohl an Tag 1 als auch an Tag 2, hochsignifikant auf nur 16 % des
oder Abwesenheit der

Maximalwertes supprimiert. Die An- Antikorper-

Negativkontrolle PPV06 veranderte die Proliferation nicht.
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Als Zell-Negativkontrolle wurden erneut EL4 Zellen mit OT-I Zellen co-kultiviert
und mit Verdinnungsreihen von 25-D1.16, bzw. von PPV06 versetzt. EL4 Zellen
tragen keine mit SIINFEKL beladenen MHC-I-Molekule auf ihrer Oberflache und
stellen demnach keinen Aktivierungsstimulus fur die OT-l Zellen dar. Es wurde
folgerichtig keine nennenswerte Proliferation gemessen, eine Tatsache, die
weder durch die Zugabe von 25-D1.16 noch von PPV06 beeinflusst wurde.
Abbildung 4.11 zeigt deutlich, dass 25-D1.16 die Proliferation von OT-I Zellen,
denen das Peptid SIINFEKL von EG.7-OVA Zellen prasentiert wird, inhibiert.

Mit zunehmender Verdunnung des Antikdrpers werden weniger Bindungsstellen
fur den OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptor auf den EG.7-OVA Zellen durch 25-
D1.16 blockiert. Dadurch nimmt die inhibitorische Wirkung des Antikdrpers ab,
weswegen sich die gemessenen Proliferationswerte langsam dem Maximalwert

annahern.

4.5.3 IFN-y-Produktion von OT-l Zellen in Gegenwart von 25-
D1.16 bei Prasentation von SIINFEKL durch EG.7-OVA

Neben Expression von CD69 und Proliferationsrate ist die INF-y-Ausschittung
ein weiterer Parameter fur den Aktivierungszustand der OT-I Zellen.

Es wurde hierfur, wie schon in Kapitel 4.3.4 beschrieben, aus Kulturen von OT-I
Zellen und EG.7-OVA Zellen mit zugesetztem Antikorper 25-D1.16 nach 24-
bzw. 48- stiindiger Inkubation Uberstand entnommen. AnschlieBend wurde ein
Sandwich-ELISA durchgefuhrt und der Gehalt an IFN-y im Photometer bestimmt.
Das Ergebnis ist in Abbildung 4.12 gezeigt.
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Abb. 4.12 Zytokinproduktion von OT-l Zellen bei verschiedenen Konzentrationen von 25-D1.16 ermittelt per
ELISA. Uberstand der unter 4.5.1. beschriebenen Kulturen wurde nach 24 Stunden (a) und 48 Stunden (b) auf IFN-y-
Gehalt untersucht.

x-Achse: 25-D1.16-Konzentration; y-Achse: IFN-y in pg/ml. Die ersten vier Balken jedes Diagramms beschreiben
verschiedene Kontrollen: nur EG.7-OVA Zellen, nur OT-I Zellen, EG.7-OVA bzw. OT-I und 25-D1.16 (c = 25 ug/ml).

Bei einer Antikdrper-Konzentration von 25 ug/ml wurde die IFN-y-Produktion der OT-l Zellen auf nicht nachweisbare
Werte (Tag 1), bzw. auf ein Zehntel des Wertes ohne Antikorper (Tag 2) reduziert. Mit fallender 25-D1.16-Konzentration
nahert sich der Zytokin-Gehalt dem Maximalwert bei ¢ (25-D1.16) = 0 pg/ml an.

*** = p<0,001.

In Abb. 4.12.a ist die Zytokin-Konzentration nach 24 Stunden, in Abb. 4.12.b
nach 48 Stunden dargestellt. An der x-Achse ist jeweils die zugegebene 25-
D1.16-Konzentration, an der y-Achse die gemessene Konzentration von IFN-y
angegeben.

An Tag 1 wurde die Produktion des Zytokins in den Proben mit der hochsten
Antikdrper-Konzentration auf nicht nachweisbare Werte reduziert. Mit
abnehmender Blockierung der Bindungsstellen auf den Peptid-prasentierenden
Zellen werden die OT-l Zellen in zunehmendem Mal aktiviert und die
Zytokinausschuttung steigt. Auch an Tag 2 wurde in den Proben mit der
hdchsten Antikdrper-Konzentration ein hochsignifikant reduzierter IFN-y-Gehalt
nachgewiesen. Die IFN-y-Produktion konnte zu diesem Zeitpunkt bis auf 10 %
des uninhibierten Vergleichniveaus supprimiert werden.

Die Blockade der Antigenerkennung durch 25-D1.16 vermag demnach nicht nur
die Expression von CD69 (siehe Kapitel 4.5.1) und die Proliferation der OT-I
transgenen T-Zellen (siehe Kapitel 4.5.2), sondern auch die IFN-y-Sekretion

effektiv zu reduzieren.
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Durch die in-vitro Experimente dieser Arbeit war somit bewiesen, dass der
Antikdrper 25-D1.16 in ausreichend hoher Konzentration in einer Co-Kultur von
EG.7-OVA Zellen und OT-l Zellen die Aktivierung der CD8" T-Lymphozyten
durch den Komplex SIINFEKL/H2K® inhibiert. In diesem EAE-nahen Zellsetting
zeigte sich eine deutliche Reduktion aller drei Aktivierungsparameter (CD69-
Expression, Proliferation, Zytokin-Sekretion). Besonders die effiziente
Suppression der IFN-y-Sekretion ist im Hinblick auf die Testung von 25-D1.16 im
Tiermodell vielversprechend. Die CD8 T-Zell vermittelte EAE ist in weiten Teilen
abhangig von der IFN-y-Produktion durch die OT-I Zellen, da dieses Zytokin zu
einer Hochregulation der MHC-I-Proteine auf Oligodendrozyten fuhrt. In vitro
verstarkt IFN-y die Erkennung des von Oligodendrozyten prasentierten OVA-8-
Peptids (Na et al., 2008).

IFN-y ist im Plasma ODC-OVA/OT-l doppelt transgener Mause nachweisbar,
bevor die Tiere Symptome einer EAE entwickeln (Na et al.,, 2008). Die
Produktion dieses Zytokins durch die OT-l Zellen steht also am Anfang der
Entzindungskaskade. Durch ihre Blockade lieRe sich moglicherweise die

zerstorerische Entzindungsreaktion in vivo schon bei Beginn unterdricken.

4.6 Therapeutischer Nutzen des Antikorpers 25-
D1.16 im ODC-OVA/OT-I Tiermodell in vivo

Um die in den vorhergehenden Kapiteln beschriebenen Ergebnisse im
Tiermodell zu bestatigen und somit zu ergrinden, ob der Antikorper 25-D1.16 in
vivo ebenfalls die T-Zell Aktivierung durch Interferenz mit der Antigenerkennung
verhindern kann und daher als Ansatzpunkt neuer Therapiestrategien zur
Behandlung der Multiplen Sklerose dienen konnte, wurden Versuche mit ODC-
OVA/OT-l doppelt transgenen Mausen (siehe Kapitel 1.2.3 und 1.2.4)
durchgefuhrt.

4.6.1 Evaluierung der klinischen Auspragung der EAE

Wahrend ODC-OVA beziehungsweise OT-l einzeln transgene Mause weder

klinisch noch histopathologisch Anzeichen einer Erkrankung aufweisen,
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entwickeln ODC-OVA/OT-I doppelt transgene Mause ungefahr ab dem zehnten
Lebenstag das Bild einer fulminanten EAE (Experimentelle Autoimmune
Enzephalomyelitis).

Um doppelt transgene Nachkommen zu erhalten, wurden OT-| transgene und
ODC-OVA transgene Mause gekreuzt. Am siebten Lebenstag wurden den
Jungtieren unterschiedlich hohe Dosen des Antikorpers 25-D1.16 injiziert. Da zu
diesem Zeitpunkt keines der Jungtiere Symptome einer EAE zeigte und somit
einzeln und doppelt transgene Tiere nicht voneinander zu unterscheiden waren,
wurde der Antikorper jeweils kompletten Wurfen potenziell ODC-OVA/OT-|
doppelt transgener Mause verabreicht.

Die klinische Auspragung der beobachteten Erkrankung nach 25-D1.16-Gabe
wurde auf einer Scala von 1 bis 5 quantifiziert. Da die CD8 T-Zell-vermittelte
EAE mit einer aufsteigenden Paralyse (Na et al., 2008) einhergeht, wurde das

Krankheitsstadium anhand der Symptome wie folgt bewertet:

Paralyse des Schwanzes
Paralyse eines Hinterlaufes
Paralyse beider Hinterlaufe

Paralyse aller vier Extremitaten, Tremor, tonisch-klonische Krampfe

o H 0N~

Exitus

Im Krankheitsstadium 4 ohne Besserungstendenz oder bei Versuchsende
wurden die Tiere mit CO, getdtet. Es folgte die Entnahme von Thymus, Milz,

Blut, Schwanz, Gehirn und Rickenmark.

4.6.2 Phano- und Genotypisierung

Um doppelt transgene von einzeln transgenen Tieren zu unterscheiden, wurden
die Mause phano- und genotypisiert.

Thymus und Milz wurden per FACS-Analyse auf das Vorhandensein transgener
T-Zellen Uberprift. Hierfur erfolgte eine Oberflachenfarbung der Thymus- und
Milzzellen mit anti-CD4, anti-CD8 sowie mit gegen die beiden Ketten des OT-I T-
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Zell-Rezeptors gerichteten Antikorpern anti-Vo2 und anti-Vp5 (Daten nicht
gezeigt).

In Abbildung 4.13 sind jeweils exemplarisch die FACS-Daten einzelner
CD4/CD8-Farbungen, sowie CD8/Va2-Farbungen fur Thymus und Milz von
ODC-OVA, OT-l und ODC-OVA/OT-I transgenen Mausen dargestellt. Es zeigten
sich charakteristische Zellverteilungsmuster. Der relative Anteil von CD8*, CD4"

und doppelt positiven Zellen ist in den Dot-Plots angegeben.

ODC-OVA ODC-OVA OT-l OT-l ODC-OVA/OT-I ODC-OVA/OT-I
Thymus Milz Thymus Milz Thymus Milz

2

Y

CD8

CcDs8

Y

Va2

Abb. 4.13 Phanotypisierung der Mause mittels FACS-Farbung. Alle Mause, denen 25-D1.16 verabreicht wurde,
wurden per FACS-Analyse auf das Vorhandensein OT-I transgener T-Zellen untersucht. Hierfiir wurden Thymozyten und
Milzzellen mit anti-CD8, anti-CD4, anti-Va2 gefarbt. Tragt man CD8 und CD4 in Dot-Plots gegeneinander auf, ergeben
sich die in der Abbildung sichtbaren Muster. Der relative Anteil von CD8", CD4" und doppelt positiven Zellen ist in den
Dot-Plots angegeben. Die zu den einzelnen Dot-Plots gehérigen Va2-Histogramme sind vertikal angeordnet.

Von links nach rechts: Jeweils Thymus und Milz einer ODC-OVA einzeln transgenen, einer OT-| einzeln transgenen und
einer ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Maus.

Im Vergleich zu ODC-OVA Ma&usen sind bei OT-I transgenen Tieren die CD8" Zellen sowohl im Thymus, als auch in der
Milz erhoht, wahrend bei ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Tieren eine Depletion dieser Zellen stattfindet. lhre CD8-
Zellzahl entspricht der von ODC-OVA einzeln transgenen Mausen.

Vor allem in Bezug auf CD8" T-Zellen besteht zwischen den Tieren ein deutlicher
Unterschied. Wahrend die CD8-Zellzahlen in Thymus und Milz von ODC-OVA
transgenen Mausen durchschnittlich 1 % bzw. 3 % betrugen, waren sie bei OT-I
transgenen Mausen im Thymus auf 7 %, in der Milz auf 15 % erhdht. Grund
hierfiir ist die positive Selektion von OT-l Zellen durch H-2K®/Selbst-Peptid
Komplexe in OT-I transgenen Tieren (Hogquist et al., 1994). In ODC-OVA/OT-I

doppelt transgenen Mausen jedoch findet eine Depletion von reifen CD8" T-

Zellen statt (Na et al., 2008), weswegen die CD8-Zellzahlen in diesen Tieren im
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Vergleich zu OT-| einzeln transgenen Tieren auf durchschnittlich 2 % im Thymus
und 4 % in der Milz vermindert waren.

Aufgrund dieser Zellverteilungsmuster und mit Hilfe von OVA-PCRs (siehe
unten) konnten ODC-OVA, OT-l und ODC-OVA/OT-l transgene Mause

unterschieden werden.

Fur den Nachweis des ODC-OVA-Transgens wurde Blut oder ein kleines Stlck
der Schwanze der Mause lysiert und zur Genotypisierung verwendet. Das
Genmaterial wurde mittels PCR amplifiziert und auf die Expression des
Neoautoantigens Ovalbumin getestet. Das PCR-Produkt einer OVA-PCR ist 733
bp lang (Cao et al., 2006). In Abbildung 4.14 ist das Ergebnis einer solchen
OVA-PCR zu sehen.

750 bp

Abb. 4.14 OVA-Genotypisierungs-PCR aus lysierten Schwianzen der mit 25-D1.16 behandelten Mause. Das OVA-
PCR-Produkt ist ca. 750 bp lang. M = Marker-DNA-Leiter; + = Positivkontrolle, - = Negativkontrolle, 6 Proben von ODC-
OVA-positiven Mausen.

4.6.3 Histologie

Zur histologischen Bewertung der Entzindungsprozesse im
Zentralnervensystem wurden den Mausen Gehirn und Rickenmark entnommen,
5 wm dicke Paraffinschnitte angefertigt und mit unterschiedlichen
Farbemethoden untersucht.

Die EAE ist charakterisiert durch extensive Zerstérung weil3er Substanz in Folge
von Entmarkungsreaktionen. Diese entstehen durch die Attacke OT-I transgener
T-Zellen auf Ovalbumin-exprimierende Oligodendrozyten, die das OVA-Peptid
SIINFEKL als antigenes Epitop iber MHC-I-Moleklle prasentieren.

Besonders deutlich sichtbar sind diese Entmarkungsreaktionen in Kileinhirn,

Hirnstamm, Nervus opticus und Rickenmark.
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Die folgende Abbildung zeigt reprasentative Histologie-Schnitte von Kleinhirn
und Ruckenmark einer OT-l einzeln transgenen und damit gesunden Maus
sowie einer unbehandelten ODC-OVA/OT-I Maus, die Symptome der EAE im

Stadium 4 entwickelt hatte.

H.E. CD3 Mac-3 LFB/PAS

a) OT-l transgene Maus

Kleinhirn

Rucken-
mark

Abb. 4.15 Histopathologie einer OT-l transgenen und einer ODC-OVA/OT-l doppelt transgenen Maus, ohne
Antikorper-Therapie. Reprasentative Schnitte des ZNS (Kleinhirn und Riickenmark) einer OT-| transgenen, gesunden
Maus (a) und einer ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen, unbehandelten Maus im EAE-Stadium 4 (b).

Die EAE ist gekennzeichnet durch spongiforme Zerstérung des Kleinhirns und der wei3en Substanz des Rickenmarks.
Von rechts nach links: H.E.-Farbung (Ubersichtsfarbung, Vergleich der Gewebestruktur), CD3-Farbung (Nachweis von T-
Lymphozyten), Mac-3-Farbung (Nachweis von Makrophagen) und Luxol Fast Blue (LFB)/PAS-Farbung (Visualisierung
der Myelinscheiden, bzw. der Demyelinisierung). Die Aufnahmen fiir Abb. 4.15.b) wurden freundlicherweise von Frau Dr.
S.-Y. Na zur Verfugung gestellt.

Die H.E.-Farbung dient der morphologischen Darstellung der Infiltrate und dem
Vergleich der Entzindungsaktivitat. Das Zentralnervensystem der an EAE

erkrankten Mause zeigt massive perivaskulare und parenchymale Infiltrate. Die
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bei den gesunden Mausen homogene Struktur der weillen Substanz des
Ruckenmarks und des Marklagers der Kleinhirnhemispharen ist aufgehoben.

Zur  weiteren  Differenzierung  der infiltrierenden  Zellen  wurden
immunhistochemische Farbungen mit Antikdrpern gegen den Oberflachenmarker
CD3 von T-Lymphozyten durchgefuhrt. CD3-positive Zellen farben sich hierbei
braun. Bei doppelt transgenen Tieren findet eine ausgepragte Invasion
immunreaktiver T-Zellen statt. In floriden Entmarkungsherden ist daher die Zahl
CD3-positiver T-Zellen stark erhoht.

AuRerdem wurde mittels Anti-Mac-3-Antikérpern die Einwanderung von
Makrophagen visualisiert (braune gefarbte Zellen). Makrophagen sind die
vorherrschenden Zellen in den L&sionen und in besonderem Mal} fur die
Zerstorung der Markscheiden der Axone verantwortlich. In den Schnitten der an
EAE erkrankten ODC-OVA/OT-I Maus sind zahlreiche perivaskular liegende
Makrophagen und Mikroglia sichtbar, wahrend im gesunden Kontrolltier keine
dieser braun gefarbten Zellen nachzuweisen sind. Eine erhdhte Anzahl an
infiltierenden Mac-3 positiven Makrophagen und Mikroglia ist typisches Zeichen
einer EAE und Iasst auf hohe Krankheitsaktivitat schlief3en.

Die Farbung mit Luxol Fast Blue (LFB)/PAS stellt das Myelin blau dar und dient
damit der Bestimmung des Ausmalles an Demyelinisierung. In spaten
Krankheitsstadien kommt es zum vollstandigen Myelinverlust unter
weitgehendem Erhalt der Axone (Na et al., 2008). Das Zentralnervensystem der
ODC-OVA/OT-I Mause zeigt massive Demyelinisierung im Bereich der gesamten
weillen Substanz (siehe Abbildung 4.15). Wie bereits erwahnt, wird
Makrophagen eine wichtige Rolle bei der Schadigung der Myelinscheide
zugesprochen. Dementsprechend korrelieren die Areale der Demyelinisierung

und der vermehrten Makrophagen-Infiltration miteinander.

82



4.6.4 Therapie der CD8" T-Zell vermittelten EAE mit dem
monoklonalen Antikorper 25-D1.16

4.6.4.1 Krankheitsverlauf

Mehreren Wirfen potentiell doppelt transgener Tiere wurden am siebten
Lebenstag jeweils 100 ug, 200 ug oder 500 ug des gereinigten Antikdrpers 25-
D1.16 in einer PBS-L6sung einmalig intraperitoneal verabreicht. Anschlief3end
wurden die Mause jeden Tag beobachtet und ihr Krankheitsstadium bewertet.

In Abbildung 4.16 ist die klinische Evaluation der ODC-OVA/OT-l doppelt
transgenen Mause zu sehen, denen 25-D1.16 verabreicht wurde (a-c). An der x-
Achse sind die Tage nach Antikérper-Gabe am siebten Lebenstag, an der y-
Achse der mittlere EAE-Punktwert (siehe Kapitel 4.4.1) der behandelten Tiere
aufgetragen. Die in Diagramm d) gezeigten Daten stammen von doppelt
transgenen ODC-OVA/OT-l Mausen ohne Antikrper-Therapie. Hier
kennzeichnet die x-Achse die Tage nach Geburt. OT-l einzeln transgene Tiere,

denen 25-D1.16 verabreicht wurde dienten als Negativkontrolle (e).

a) ODC-OVA/OT-l (n=4) b) ODC-OVA/OT-I (n=7) ¢) ODC-OVA/OT-l (n =12)
100 pg 25-D1.16 200 g 25-D1.16 500 pg 25-D1.16
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Abb. 4.16 EAE-Krankheitsverlauf bei ODC-OVA/OT-I Mausen nach Behandlung mit 25-D1.16.

x-Achse: Anzahl der Tage nach Antikdrper-Gabe (in PBS i.p. am siebten Lebenstag), bzw. Anzahl der Tage nach Geburt;
y-Achse: mittlerer EAE-Score.

Die verabreichte 25-D1.16-Dosis, sowie die Anzahl der behandelten Tiere sind Uber den Diagrammen angegeben.

a) Vier ODC-OVA/OT-I doppelt transgene Mause entwickelten trotz Injektion einer Antikdrper-Dosis von 100 ug eine
ausgepragte EAE.

b) Die Applikation von 200 ug 25-D1.16 schitzte 5/7 ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen vor einer letalen EAE.
Dabei entwickelten 2/5 Tieren Uberhaupt keine Symptome, 3/5 erkrankten transient und erholten sich wieder. Bei zwei
der ODC-OVA/OT-1 Mause wurde eine fulminante EAE beobachtet.

c) 10/12 doppelt transgenen Tieren konnten durch die Therapie mit 500 ug 25-D1.16 vor einem letalen Verlauf der EAE
geschiitzt werden. 7/10 entwickelten keine oder nur sehr milde Symptome, 3/10 zeigten transient ausgepragte
Symptomatik, regenerierten sich aber nach einigen Tagen wieder. 2/12 Mausen erholten sich zwar nach initialer schwerer
Erkrankung, starben jedoch nach der Erholung an ungeklarter Ursache.

d) Positivkontrolle: 10 ODC-OVA/OT-I Mause entwickelten ohne Antikérper-Therapie eine fulminante EAE.

e) Negativkontrolle: 16 OT-l transgene Tiere, denen der Antikérper in verschiedenen Dosierungen verabreicht wurde,
zeigten keine Symptome und dienten als Kontrolle.

Wie in Diagramm a) zu erkennen, hatte der Antikorper in der Dosierung von 100
ug keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Alle vier doppelt transgenen
Mause entwickelten trotz 25-D1.16-Gabe eine fulminante EAE, die rasch zum

Krankheitsstadium 4 flhrte.

17 Tieren wurde eine Dosis von 200 ug 25-D1.16 verabreicht. Sieben der Tiere
waren ODC-OVA/OT-| doppelt transgen (Diagramm b). Zwei (29%) der doppelt
transgenen Mause erkrankten vier Tage nach Antikorper-Gabe an EAE und
mussten entsprechend den Tierschutzrichtlinien getdotet werden. Drei Tiere
(42%) entwickelten unterschiedlich ausgepragte Symptome, erholten sich jedoch
nach einigen Tagen von der Erkrankung. Wahrend sich ein Tier vollstandig
erholte und zum Zeitpunkt der Organentnahme klinisch keine Symptome mehr
zeigte, war bei den anderen beiden Mausen noch eine leichte Gangataxie zu
sehen. Dies wurde als ,Restsymptom® mit einer 1 auf der EAE-Skala bewertet.
Zwei doppelt transgene Mause (29%) entwickelten Uberhaupt keine Symptome
einer EAE.

Bei Verabreichung von 200ug 25-D1.16 =zeigte sich also ein deutlich

abgemilderter Krankheitsverlauf mit positivem Einfluss auf die Uberlebensrate.

Es sollte nun getestet werden, ob sich durch eine weitere Dosiserhdhung die
Therapieeffektivitat erhndhen und der Ausbruch der Erkrankung verhindern Iasst.

Insgesamt 15 Tieren wurden deshalb 500 ug 25-D1.16 verabreicht (siehe
Abbildung 4.16.c). Die Mehrzahl der 12 doppelt transgenen, mit 25-D1.16

behandelten Mause entwickelte unterschiedlich ausgepragte Symptome der
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EAE. Bei Uber 80% bildete sich die Erkrankung jedoch wieder zurlck. Sie
zeigten zum Ende des Versuchs entweder keine oder nur eine leichte
Restsymptomatik. Besonders die Tatsache, dass einige Tiere eine fast
vollstandige Remission erfuhren, obwohl sie bereits kurzzeitig das Stadium der
Tetraplegie (Stadium 4) erreicht hatten, ist Gberzeugend.

Nur zwei von zwolf Tieren verstarben unerwartet nach erfolgreicher Therapie mit
dem Antikorper. Beide hatten sich von einer ausgepragten EAE (Stadium 4)
erholt und zeigten nur noch geringe neurologische Defizite in Form einer leichten
Gangataxie. lhr Tod lasst sich am wahrscheinlichsten durch ihre
Wachstumsretardierung und der damit einhergehenden mangelnden
Durchsetzungsfahigkeit bei der Futteraufnahme erklaren (siehe Kap. 5.2).

Als Positivkontrolle dienten 10 doppelt transgene Tiere, denen kein Antikdrper
verabreicht wurde. Sie zeigten allesamt schwerste Verlaufe einer EAE und
mussten in Krankheitsstadium 4 getotet werden.

16 OT-I einzeln transgenen Mausen wurden 100 ug, 200 ug oder 500 ug 25-

D1.16 verabreicht. Sie entwickelten keinerlei Symptome einer EAE.

In den Experimenten an ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen hatte der
Antikdrper 25-D1.16 in hohen Konzentrationen also durchschlagenden Effekt auf

Krankheitsverlauf und Letalitat.

4.6.4.2 Wachstumskurven von mit 500 ug 25-D1.16 behandelten doppelt
transgenen Mausen

Exemplarisch fur alle mit 25-D1.16 behandelten Mause zeigt Abbildung 4.17 den

Gewichtsverlauf von 9 Mausen, die mit 500 ug des Antikorpers therapiert

wurden. Sie wurden nach Antikorper-Applikation taglich gewogen. Das

Kdrpergewicht ist in Prozent des Gewichtes am Tag 1 nach der Verabreichung

von 25-D1.16 angegeben.
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Abb. 4.17 Wachstumskurven der mit 500 pug 25-D1.16 behandelten doppelt transgenen Tiere. 9 Mause wurden
nach Antikérper-Gabe taglich gewogen. Auf der x-Achse sind die Tage nach 25-D1.16-Behandlung aufgetragen. Die y-
Achse kennzeichnet das Korpergewicht der Mause in Prozent des Gewichtes am Tag 1 nach Antikdrper-Applikation.

Die Kurven der OT-I transgenen Mause sind blau dargestellt. Da diese Tiere vollig gesund waren, entsprechen ihre
Kurven normalen Wachstumskurven.

In roter Farbe sind die Wachstumskurven der ODC-OVA/OT-l doppelt transgenen Tiere eingezeichnet, die
unterschiedlich ausgepragte EAE-Symptomatik zeigten. Milde Symptome beeinflussten das Wachstum nur wenig,
wahrend Tiere mit einem schweren Krankheitsverlauf deutlich an Gewicht verloren. Die mit + gekennzeichnete Kurve
gehort zu einer doppelt transgenen Maus, die nach initialer schwerer EAE-Symptomatik (Stadium 4) eine vollstandige
Remission erfuhr; * kennzeichnet die Kurven von zwei Tieren, deren Krankheits-Auspragung sich durch die Antikérper-
Therapie von Stadium 4 hinzu Stadium 1 besserte, die jedoch im Verlauf ihr Wachstumsdefizit nicht mehr aufholen
konnten und verstarben (siehe Kap. 4.6.4.1).

Die blauen Kurven gehdren zu OT-I einzeln transgenen Mausen, die keine EAE-
Symptome zeigten. Sie nahmen nach der Geburt stetig zu. Ilhre
Wachstumskurven entsprechen denen von Wildtyp-Mausen.

Die roten Kurven stellen die Gewichtskurven von ODC-OVA/OT-I Mausen dar,
die unterschiedlich ausgepragte Krankheitssymptome entwickelten. Tiere mit
einer durch den Antikérper abgemilderten Verlaufsform nahmen zwar langsamer
zu als die Vergleichsgruppe, aber dennoch kontinuierlich. Aus den mit + und *
gekennzeichneten Kurven, die jeweils Tiere mit schweren Verlaufen
reprasentieren, wird deutlich, dass eine schwere EAE mit einer massiven
Wachstumsretardierung und Gewichtsreduktion einhergeht. Zwei dieser drei
Tiere starben trotz initialer Erholung von einer Erkrankung im Stadium 4,
wahrscheinlich an in Kapitel 4.6.4.1 und in der Diskussion (Kap. 5.2)

beschriebenen Ursachen.
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4.6.4.3 Histopathologie der mit 25-D1.16 behandelten ODC-OVA/OT-I
Mause

Die folgenden Abbildungen zeigen stellvertretend fur alle mit 25-D1.16
behandelten Mause Histologie-Schnitte von Kleinhirn, Hirnstamm und
Rickenmark. Die verabreichte Antikorper-Dosis (100 ug, 200 ug und 500 ug) ist

Uber den Bildern angegeben.

100 pg 25-D1.16
H.E. CD3 Mac-3 LFB/PAS

Kleinhirn

Hirn-
stamm

Rucken-
mark

Abb. 4.18 EAE-Lasionen im ZNS einer mit 100 pg 25-D1.16 behandelten ODC-OVA/OT-l Maus. Die mit niedriger
Antikorper-Dosis therapierten doppelt transgenen Méause entwickelten eine fulminante EAE. Die Bilder zeigen
ausgepragte lympho-monozytare perivaskulare und parenchymale Infiltrate. Einwandernde T-Zellen und Makrophagen
farben sich in der CD3, bzw. Mac-3 Farbung braun. Ausgepragte Markscheidendegeneration in der LFB/PAS-Farbung.
Das Ausmal der Zerstérung des Zentralnervensystems gleicht dem der unbehandelten doppelt transgenen Tiere (siehe
Abb. 4.16.).

Von links nach rechts: H.E.-Farbung, CD3-Farbung, Mac-3-Farbung, Luxol-Fast-Blue-Farbung; von oben nach unten:
Gewebeschnitte aus Kleinhirn, Hirnstamm und Rickenmark.

Abb. 4.18 zeigt reprasentative Schnitte des Zentralnervensystems einer ODC-
OVA/OT-l Maus, der 100 ug 25-D1.16 injiziert wurden. Trotz Antikdrper-Gabe
wiesen diese Tiere eine heftige Entzindungsreaktion, T-Zellen- und
Makrophagen/Mikroglia-Infiltration, sowie ausgepragte Demyelinisierung auf. Der
Therapieversuch der ODC-OVA/OT-I Mause mit 100 ug 25-D1.16 bewirkte
demnach keine histologisch sichtbare Reduktion der Erkrankung im Vergleich zu

unbehandelten Mausen (siehe Kapitel 4.1.3).
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In Abbildung 4.19 sind beispielhaft Schnitte eines ODC-OVA/OT-I doppelt
transgenen Tieres dargestellt, das mit 200 ug 25-D1.16 behandelt wurde. Wie
die meisten der mit dieser Antikdrper-Dosis behandelten Mause, erfuhr dieses

Tier nach initialer Symptomatik eine fast vollstandige Remission (siehe Kapitel
4.1.4.1).

200 pg 25-D1.16

LFB/PAS

Kleinhirn

Hirn-
stamm

Rucken-
mark

Abb. 4.19 Histopathologie einer ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Maus, der 200 pg 25-D1.16 injiziert wurden.
Die Mehrzahl der mit 200 ug Antikérper behandelten Tiere erkrankte nur voriibergehend und wies zum Zeitpunkt der
Organentnahme geringgradige Restsymptomatik auf. Die Gewebeschnitte zeigen in der H.E.-Farbung eine im Vergleich
zu Schnitten von untherapierten Mausen deutlich reduzierte Entziindungsreaktion mit weitgehend intakter
Gewebsarchitektur. In CD3- und Mac-3-Farbung sind nur moderate, v.a. perivaskular angeordnete Infiltrate von CD3 T-
Zellen und Makrophagen (braun gefarbte Zellen) nachweisbar. Die LFB/PAS-Farbung macht die therapie-bedingte
Remyelinisierung der Axone sichtbar.

Von links nach rechts: H.E.-Farbung, CD3-Farbung, Mac-3-Farbung, Luxol-Fast-Blue-Farbung; von oben nach unten:
Gewebeschnitte aus Kleinhirn, Hirnstamm und Rickenmark.

In der H.E.-Farbung sind lediglich geringgradige Vakuolisierung und wenig
ausgepragte Infiltrate zu sehen.

Vergleicht man die Menge der infiltrierenden Immunzellen miteinander, so finden
sich in den Histologieschnitten der mit 200 ug 25-D1.16 immunisierten ODC-
OVA/OT-lI Mause deutlich weniger CD3 T-Zellen und Makrophagen, als in

Gewebeschnitten unbehandelter Mause (siehe Abbildung 4.16).
Die LFB/PAS-Farbung zeigt den Grad der Myelinisierung im ZNS. Die Tiere
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hatten sich zum Zeitpunkt der Organentnahme klinisch wieder weitgehend erholt
(siehe Kapitel 4.1.4.1). Histologisch zeigten sich nun selbst bei Tieren, die
vorubergehend an schweren EAE-Symptomen litten zum Zeitpunkt der
Organentnahme wesentlich weniger demyelinisierte Areale als bei Tieren im
Krankheits-Stadium 4. Offensichtlich findet also im Lauf der Remission eine
schrittweise Remyelinisierung der Axone statt. Die histopathologisch sichtbaren
Residuen der Erkrankung nach erfolgreicher Therapie stimmen mit der bei den

Tieren beobachteten leichten Gangataxie Uberein.

Noch Uberzeugender war der therapeutische Erfolg bei einer Antikdrper-Dosis
von 500 ug. Hier konnten Uber 80% der ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen
Tiere vor einem letalen Ausgang der EAE geschutzt werden. Sie wiesen bei
Versuchsende histologisch grofdtenteils ein gesundes Zentralnervensystem oder
im Falle einer milden Restsymptomatik allenfalls leichte histologische
Krankheitsresiduen auf. Schnitte aus dem Zentralnervensystem einer solchen,
mit 500 ug 25-D1.16 erfolgreich therapierten doppelt transgenen Maus zeigt
Abb. 4.20.

Zu sehen ist ein Zentralnervensystem mit intakter Gewebsarchitektur ohne
Zeichen einer Entzindungsreaktion. Weder in Kleinhirn, noch in Hirnstamm oder
Ruckenmark sind infiltrierende T-Zellen oder Makrophagen/Mikroglia sichtbar.
Die LFB/PAS-Farbung zeigt durchgangig myelinisiete Axone ohne

Entmarkungsherde.
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Abb. 4.20 Reprasentative Schnitte aus dem ZNS einer mit 500 ug 25-D1.16 immunisierten ODC-OVA/OT-l Maus.
Die erfolgreich therapierten Tiere weisen ein gesundes Zentralnervensystem ohne EAE-Lasionen auf. Es bestehen keine
Anzeichen einer Entziindungsreaktion, die Gewebsarchitektur ist vollstandig intakt. In den immunhistochemischen
Farbungen sind weder in Kleinhirn, noch in Hirnstamm, noch in Rickenmark infiltrierende CD3-positive T-Zellen oder
Makrophagen/Mikroglia sichtbar. Die LFB/PAS-Farbung zeigt keinerlei Entmarkungsherde, sondern durchgéngig
myelinisierte Axone.

Von links nach rechts: H.E.-Farbung, CD3-Farbung, Mac-3-Farbung, Luxol-Fast-Blue-Farbung; von oben nach unten:
Gewebeschnitte aus Kleinhirn, Hirnstamm und Rickenmark.

4.6.4.4 Nachbeobachtung von erfolgreich therapierten doppelt
transgenen Mausen

Da der Antikorper 25-D1.16, ahnlich wie Antikdrper bei einer passiven Impfung,

dem natirlichen Abbau unterworfen ist und eine Halbwertszeit von nur drei

Wochen hat, sollte untersucht werden, ob die Erkrankung nach einer gewissen

Latenzzeit erneut auftritt. Deswegen wurde die Halfte der behandelten doppelt

transgenen Mause uUber drei Monate nachbeobachtet. Sie entwickelten sich

wahrend dieser Zeit regelrecht. Bei keinem der Tiere trat ein Rezidiv auf.

4.6.4.5 Effekt der Therapie mit 200 und 500 ug 25-D1.16 auf die
Entwicklung OVA-spezifischer T-Zellen in ODC-OVA/OT-I doppelt
transgenen Mausen

Thymozyten, die den OT-l T-Zell-Rezeptor exprimieren, werden durch H-
2K"/Selbst-Peptid-Komplexe ,lberselektiert* (Hogquist et al., 1994), was bei OT-I

transgenen Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu einer Vermehrung von
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CD8" T-Zellen in Thymus und in der Peripherie fiihrt.

ODC-OVA/OT-l doppelt transgene Mause besitzen zwar normale Gesamt-
Zellzahlen im Thymus, aber reife CD4 CD8" Thymozyten und periphere CD8" T-
Zellen sind stark erniedrigt. Ursache hierfur kdnnte die Expression von OVA im
Thymus und/oder in anderen Organen sein. Allerdings konnte in keinem Organ
auller in Gehirn und Ruckenmark OVA-mRNA oder -Protein nachgewiesen
werden. Auch findet bei Einkreuzen eines CD4-positiven OVA-spezifischen
TCRs (OT-Il) in ODC-OVA transgene Mause keine negative Selektion der OVA-
reaktiven T-Zellen statt (Na et al., 2008).

Wahrscheinlicher ist daher die Freisetzung von OVA aus dem
Zentralnervensystem in die Blutbahn, als Folge des Angriffs der OT-I Zellen auf
die OVA-prasentierenden Oligodendrozyten, bevor die Blut-Hirn-Schranke gegen
Ende der zweiten Lebenswoche fir CD8" T-Zellen impermeabel wird.
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese setzt die negative Selektion der OVA-
reaktiven CD8" T-Zellen im Thymus erst nach dem Angriff der OT-I Zellen auf die
Oligodendrozyten ein (Na et al., 2008).

In dieser Arbeit sollte nun in diesem Zusammenhang gepruft werden, ob eine
erfolgreiche Therapie mit 200 ug oder 500 ug 25-D1.16 die Depletion der reifen
CD8" Zellen in ODC-OVA/OT-I Mausen modulieren kann.

Beim Vergleich der CD8-Zellzahlen von unbehandelten ODC-OVA/OT-I Mausen
mit denen von therapierten Mausen, war dies nicht der Fall. Wenngleich der
durchschnittliche Anteil an reifen CD8" T-Zellen bei therapierten ODC-OVA/OT-
Mausen etwas hoher war als bei unbehandelten doppelt transgenen Mausen,
lieR® sich keine generelle Tendenz der ,Erholung” der CD8-Zellzahlen feststellen.

Auch bei ODC-OVA und OT-I einzeln transgenen Tieren blieb das Verhaltnis von
CD4*-, CD8"- und doppelt positiven Zellen durch die Verabreichung von 25-
D1.16 unbeeinflusst.

In Abbildung 4.21 sind FACS-Farbungen der Thymocyten und Milzzellen
einzelner unbehandelter ODC-OVA, OT-l, ODC-OVA/OT-I Mause und von ODC-
OVA, OT-l und ODC-OVA/OT-lI Mausen, denen 500 ug 25-D1.16 verabreicht
wurde, abgebildet. Der relative Anteil an CD4*, CD8" und doppelt positiven

Zellen ist in den Dot-Plots angegeben.
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In Klammern stehen die Durchschnittswerte fir alle untersuchten Tiere.
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Abb. 4.21 Vergleich der CD8 Zellzahlen von mit 200 und 500 ng 25-D1.16 behandelten und unbehandelten Tieren.
Entnahme von Thymi und Milzen aus ODC-OVA, OT-I und ODC-OVA/OT-I Mausen, denen 200 bzw. 500 ug 25-D1.16
verabreicht wurde. Die anschlieBende Farbung mit anti-CD4 und anti-CD8 zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zahlen der CD8" T-Zellen in unbehandelten und behandelten Mausen. Die Therapie mit dem monoklonalen
Antikorper hatte also weder Einfluss auf die Zellzahlen in Thymus und Milz von ODC-OVA oder OT-I Mausen, noch auf
die der doppelt transgenen Tiere. Die Daten der unbehandelten Tiere wurden von Frau Dr. S.-Y. Na zur Verfligung
gestellt.

Die Analyse der CD4 und CD8 Expression zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zahlen der CD8" T-Zellen in unbehandelten und

behandelten Mausen.
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Die Therapie mit 200 ug oder 500 ug hatte somit weder Einfluss auf die
Zellzahlen in Thymus und Milz von ODC-OVA und OT-I Mausen, noch auf die
der doppelt transgenen Tiere.

Offensichtlich wird bei ODC-OVA/OT-l doppelt transgenen Mausen trotz
Antikdrper-Gabe ausreichend OVA durch den OT-l Zellangriff aus dem ZNS

freigesetzt, um eine Depletion der CD8" T-Zellen hervorzurufen.

4.7 Zusammenfassung der Therapie der CD8" T-Zell
vermittelten EAE mit 25-D1.16
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Abb. 4.22 500 pg 25-D1.16 reduzieren hochsignifikant Schweregrad der EAE und Letalitdt. x-Achse: verabreichte
Dosis des Antikérpers 25-D1.16 in ug. Diagramm a) zeigt den maximal erreichten EAE-Score im Verlauf der Erkrankung,
in Diagramm b) ist auf der y-Achse der EAE-Score bei Versuchsende aufgetragen. Mit = 200 ug 25-D1.16 wird der
Schweregrad der EAE hochsignifikant gemildert. 75% der mit 500 ug therapierten ODC-OVA/OT-I Mause wiesen zum
Zeitpunkt der Organentnahme keinerlei Symptomatik einer EAE mehr auf.

*** = p <0001,

Abbildung 4.22.a zeigt den maximalen klinischen Wert auf der EAE-Scala, der
von den Tieren nach Therapie mit 0, 100, 200 und 500 ug 25-D1.16 erreicht
wurde. In Abbildung 4.22.b ist der EAE-Score zum Zeitpunkt der
Organentnahme nach Therapie angegeben. Wahrend eine Dosis von 100 ug
nicht ausreichend war, um ODC-OVA/OT-I doppelt transgene Tiere vor einem
todlichen Verlauf der Erkrankung zu schitzen, konnte der Krankheitsverlauf
durch die Applikation von 200 ug 25-D1.16 in 60% der Falle gemildert werden.
Bei zwei von sieben Tieren wurde der Ausbruch der EAE vollstandig unterdrickt.

Insgesamt sank die Letalitat um Gber 70%.
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Durch die Behandlung mit 500 ug 25-D1.16 wurde die Letalitat um ca. 83% von
100% auf ca. 17% gesenkt, wobei acht von zwdlf Tieren passager erkrankten
und zwei von zwolf Tieren keinerlei Symptome einer EAE entwickelten. 75% der
ODC-OVA/OT-l doppelt transgenen Mause zeigten zum Zeitpunkt der
Organentnahme keinerlei Symptomatik einer EAE.

Der Antikorper 25-D1.16 zeigte demnach einen durchschlagenden
therapeutischen Effekt bei der Pravention und Behandlung der CD8 T-Zell
vermittelten EAE im ODC-OVA/OT-I transgenen Mausmodell.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte somit gezeigt werden, dass der
monoklonale Antikdrper 25-D1.16 mit Spezifitat fur den Komplex aus dem OVA-
8-Peptid SIINFEKL und dem MHC-I-Molekl nicht nur in vitro durch Blockade der
Antigenerkennung inhibitorische Wirkung auf die Proliferation von OT-|
transgenen T-Zellen ausubt, sondern dartber hinaus in vivo sowohl Einfluss auf
die Letalitat, als auch auf den Schweregrad der Symptome der EAE hat.

In den Versuchen an ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen hatte eine
einmalige Dosis von mehr als 200 ug 25-D1.16 sowohl einen praventiven Effekt,

als auch mildernde Wirkung auf den Krankheitsverlauf.
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5 Diskussion

5.1 Blockade der Antigenerkennung der OT-l Zellen
durch den Antikorper 25-D1.16 in vitro

Durch FACS-Farbung und fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde in dieser Arbeit
bestatigt, dass der aufgereinigte monoklonale Antikorper 25-D1.16 den Komplex aus
dem von Ovalbumin abgeleiteten Peptid SIINFEKL und dem murinen MHC-I-Molekdl
H-2K° mit hoher Sensitivitit und Spezifitat detektiert (Porgador et al., 1997).
Sensitivitat und Spezifitat von 25-D1.16 entsprechen dabei Sensitivitat und Spezifitat
eines T-Zell Rezeptors, der ebenfalls diese Peptid:KP-Kombination erkennt
(Messaoudi et al., 1999; Porgador et al., 1997). Dies, verbunden mit einer hohen
Affinitat des Antikorpers (Mareeva et al., 2004), ist Voraussetzung dafur, dass 25-
D1.16 mit einem OVA-spezifischen T-Zell Rezeptor (OT-I TCR) um die Bindung an
die gemeinsame Zielstruktur konkurrieren und damit die Aktivierung von OT-I Zellen
blockieren kann.

Als Indikatoren flr den funktionellen Zustand der OT-I Zellen wurden die Expression
des Aktivierungsmarkers CDG69, die Proliferationsrate, sowie die IFN-y Sekretion
gewahlt. Ein Anstieg dieser drei Parameter korreliert mit einer zunehmenden
Aktivierung von CD8" T-Lymphozyten.

Zunachst wurde ein in vitro-Modell herangezogen, in dem OT-| Zellen zusammen mit
dem stimulierenden Peptid und 25-D1.16 kultiviert wurden. Da Antigen-
prasentierende Zellen in diesem Setting fehlen, werden hier OT-lI Zellen mit
SIINFEKL beladen und bieten sich das Peptid gegenseitig dar.

Bei der Messung der Aktivierungsparameter wurde eine hochsignifikante Reduktion
beobachtet, was fur einen deutlichen blockierenden Effekt des Antikorpers 25-D1.16
spricht. Entgegen der Erwartungen wurde diese Reduktion jedoch nicht bei den
hochsten der getesteten, sondern bei mittleren 25-D1.16-Konzentrationen
gemessen. Bei hohen Antikdrper-Konzentrationen wurde eine verstarkte T-
Zellaktivierung festgestellt.

Bei der Interpretation dieser biphasischen Dosis-Wirkungskurve sind zwei
Uberlegungen moglich.

Zum einen ware es denkbar, dass aufgrund der héheren Antikdrper-Konzentration
ein Ungleichgewicht zwischen auf der Zelloberfliche vorhandenen Peptid:H-2K"-

Komplexen und den sich in Losung befindenden Antikorpern besteht. Nicht jeder
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Antikdrper kann daher mit beiden Fab-Armen eine Bindung eingehen. Dies fuhrt zu
einer Verminderung der Aviditat (Gesamtenergie einer multivalenten, bzw. im Falle
von IgG-Antikorpern divalenten Bindung zwischen Antigen und Antikorper). Die
Bindung an die Zielstruktur ist also ,weniger stabil“ und die blockierende Wirkung des
Antikdrpers gegenuber dem OT-I TCR sinkt.

Mit diesem Ansatz ware zu erklaren, dass Proliferation und Zytokin-Ausschuttung bei
hohen 25-D1.16-Konzentrationen die gleichen Werte erreichen, wie bei sehr
niedrigen Antikdrper-Konzentrationen. Unbegrindet bliebe, warum die Werte die
Proliferation bei einer 25-D1.16-Konzentration von 0 ng/ml Gbersteigen.

In der Vergangenheit zeigten verschiedene Forschergruppen, dass MHC-I-Molekule
neben ihrer Aufgabe der Antigen-Prasentation auch der Signaltransduktion dienen.
Je nach Zelltyp und bindendem Antikorper kann das durch MHC-I-Molekile
vermittelte intrazellulare Signal u.a. zur Aktivierung der Zellen fuhren (Ruhwald et al.,
1999). Speziell fur T-Zellen wurden stimulatorische Effekte einer MHC-I-mediierten
Signaltransduktion mit damit einhergehender erhohter Proliferationsrate und Zytokin-
Produktion beobachtet (Geppert et al., 1989). Dieser aktivierende Effekt einer
Antikoérperbindung an MHC-I-Molekdle ist spezifisch und dosisabhangig (Turco et al.,
1988).

Die soeben erlauterten Mechanismen konnten die bei hohen 25-D1.16-
Konzentrationen gemessenen ,Uberhdhten® Aktivierungsparameter der OT-l1 T-

Lymphozyten erklaren.

Das beschriebene Modell ist aber insofern weniger wirklichkeitsgetreu, als OT-I
Zellen hier gleichzeitig als antigen-prasentierende und als Effektorzellen fungieren.
Die OT-l Zellen wurden deshalb in einem zweiten Zellsetting in ihrer Funktion als
antigenprasentierende Zellen durch EG.7-OVA Zellen ersetzt, die SIINFEKL
endogen produzieren und Uber MHC-I-Proteine prasentieren. Eine vermehrte
Aktivierung der OT-Il Zellen — hier nurmehr Responder-Zellen — bei hohen 25-D1.16
Konzentrationen wurde nicht mehr beobachtet.

In Gegenwart des blockierenden Antikdrpers konnten sowohl CD69-Expression, als
auch Proliferation und IFN-y-Produktion der OT-I Zellen hochsignifikant, z.T. sogar
auf nicht nachweisbare Werte, supprimiert werden.

EG.7-OVA Zellen tragen ca. 90 SIINFEKL:H-2K® Komplexe auf ihrer Oberfliche
(Malarkannan et al., 1995; Rotzschke et al., 1991). Das Modell, in dem EG.7-OVA
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Zellen das antigene Peptid in geringer Anzahl darbieten, ist der in vivo Situation in
dem ODC-OVA/OT-I Mausmodell gut angepasst, da SIINFEKL hier von
Oligodendrozyten ebenfalls in geringer Dichte prasentiert wird (siehe Kap. 4.4).
Aufgrund dieser Tatsache ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse in diesem
Zell-Setting in Bezug auf die Wirkung von 25-D1.16 in der CD8" T-Zell vermittelten
EAE aussagekraftiger sind.

5.2 Effekt von 25-D1.16 in der CD8" T-Zell mediierten
EAE bei ODC-OVA/OT-l doppelt transgenen
Mausen

Auch als Therapiestrategie in der CD8" T-Zell vermittelten EAE bei ODC-OVA/OT-I
doppelt transgenen Mausen hatte der monoklonale Antikérper 25-D1.16
durchschlagenden Effekt.

In einem praventiven Ansatz konnten durch die Verabreichung 200 ug des
Antikdrpers 71,4% der Mause vor dieser letal verlaufenden Erkrankung geschutzt
werden. Bei Gabe von 500 ug 25-D1.16 war die Therapie sogar bei Uber 83% der
Tiere erfolgreich.

Ein Teil der ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Tiere blieb nach Applikation des
Antikorpers vollig gesund, wahrend bei einem anderen Teil der Ausbruch der EAE
zwar nicht vollstandig verhindert werden konnte, der Schweregrad aber deutlich
gemildert wurde.

Der Effekt der Antikdrpertherapie war nicht nur klinisch, sondern auch
histopathologisch Uberzeugend. Nach Therapie zeigte sich in den Gewebeschnitten
ein weitgehend bis komplett intaktes Zentralnervensystem mit im Vergleich zu
unbehandelten Mausen drastisch reduzierter OT-I Zell- und Makrophagen/Mikroglia-
Infiltration. Die Tatsache, dass auch transient erkrankte Tiere bei Versuchsende
kaum noch demyelinisierte Areale aufwiesen, spricht dafur, dass wahrend der
Erholungsphase eine Remyelinisierung der Axone auftritt. Diese Fahigkeit zur
Neubildung von Markscheiden im Rahmen reparativer Vorgange ist auch bei
Patienten mit Multipler Sklerose bekannt (Patani et al., 2007; Patrikios et al., 2006).

Wie unter Punkt 4.6.4.1 beschrieben, starben zwei der zwolf mit 500 ug 25-D1.16

behandelten doppelt transgenen Mause unerwartet. Sie hatten sich nach initial
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ausgepragter EAE erholt und zeigten vor ihrem Tod nur noch geringe neurologische
Restsymptomatik in Form einer leichten Gangataxie.

Aufgrund taglicher, eingehender Beobachtung der Tiere und ihres Sozialverhaltens
wird vermutet, dass die mit der Erkrankung einhergehende Wachstumretardierung
sowie die verbleibende Unsicherheit beim Laufen ausschlaggebend fir den Tod
waren. Die beiden vorubergehend schwer erkrankten Mause hatten im
Konkurrenzkampf mit den sieben gesunden oder nur leicht erkrankten Tieren des
Wurfes einen klaren Nachteil beim Zugang zu Muttermilch. Es ist somit
wahrscheinlich, dass die beiden Tiere nicht direkt an der Erkrankung, sondern
vielmehr an dem sich aus den Folgen der durchgemachten EAE ergebenden

Selektionsnachteil verstarben.

Da der Antikdrper 25-D1.16 eine begrenzte Halbwertszeit hat, schien es moglich,
dass die EAE nach seinem Abbau durch die dann wegfallende Blockade der
Antigenerkennung durch OT-l Zellen erneut ausbricht. Es wurde deshalb die Halfte
der erfolgreich therapierten ODC-OVA/OT-| doppelt transgenen Mause drei Monate
lang nachbeobachtet.

In dieser Nachbeobachtungszeit trat jedoch bei keinem der Tiere ein Rezidiv der
EAE auf. Grund hierfur ist wahrscheinlich, dass sich die zuvor noch unzureichend
entwickelte Blut-Hirn-Schranke der Jungtiere im Alter von knapp zwei Wochen
vollstandig schlielt und OT-I Zellen somit keinen Zugang mehr zu dem
ausschlieRlich auf Oligodendrozyten vorhandenen Ovalbumin-Peptid haben (Na et
al., 2008) (siehe Kap. 1.2.4.2).

Diese Hypothese wird unterstitzt von Experimenten, bei denen CFSE
(Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester) -markierte OT-I Zellen in ODC-OVA einzeln
transgene Mause transferiert wurden (Na et al., 2008). Waren die ODC-OVA Mause
beim Zelltransfer maximal 10 Tage alt, so wurde eine starke Proliferation der OT-I
Zellen beobachtet. Erfolgte der Zelltransfer am 12. Lebenstag oder spater, wurden
die OT-I Zellen nicht mehr aktiviert und es wurde keine Zellteilung gemessen. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass sich die Blut-Hirn-Schranke der Mause
im Alter von fast zwei Wochen schlie3t und die naiven OT-l Zellen somit die
Oligodendrozyten im ZNS, d.h. den Ort ihrer initialen Aktivierung, nicht mehr

erreichen konnen.
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5.3 Neuere Experimente mit 25-D1.16

Um das in vitro-Modell den Gegebenheiten in vivo im ODC-OVA/OT-I Mausmodell
noch einen weiteren Schritt anzunahern, wurden SIINFEKL-prasentierende
Oligodendrozyten einbezogen. Im Folgenden werden Ergebnisse von Experimenten
beschrieben, die von Frau Dr. Na aus der Arbeitsgruppe von Prof. Hinig am Institut
fur Immunbiologie und von der Arbeitsgruppe von Prof. Wiendl an der
Neurologischen Klinik der Universitat Wirzburg durchgefuhrt wurden.

In einer Co-Kultur von OVA-transgenen Oligodendrozyten und OT-l Zellen wurde die
Lyse der Oligodendrozyten durch die zytotoxischen T-Zellen in Anwesenheit von 25-
D1.16 vollstandig gehemmt (Na et al., 2009).

Zudem wurde bewiesen, dass der Antikorper 25-D1.16 die Aktivierung der OT-I
Zellen durch Oligodendrozyten aus ODC-OVA Mausen blockiert. Hierzu wurden OT-|
Zellen und Oligodendrozyten ODC-OVA Mausen unter Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen von 25-D1.16 vier Tage lang co-kultiviert und anschliellend per
FACS-Analyse die Induktion des Aktivierungsmarkers CD69 gemessen. Bei Zugabe
hoher Konzentrationen von 25-D1.16 (20 pg/ml) wurde die Aktivierung der OT-I
Zellen durch die OVA transgenen Oligodendrozyten vollstandig blockiert (Na et al.,
2009).

In einem weiteren in vitro Ansatz, der die komplexe Architektur des Gehirns
bertcksichtigt, wurden aktivierte OT-I Zellen auf Gewebeschnitte lebenden Gehirns
von ODC-OVA transgenen Mausen aufgebracht. OT-I Zellen sind in diesem Setting
in der Lage, in Arealen mit Antigen-Expression durch Oligodendrozyten zu
akkumulieren (Gobel et al., 2009) und die Apoptose der Antigen-tragenden
Oligodendrozyten zu induzieren, was sich anhand erhdhter Konzentration
zytosolischer Caspase-3 nachweisen lasst (Gobel et al., 2009; Na et al., 2009).
Durch den Zusatz von 10 ug/ml 25-D1.16 in das Kulturmedium wurde die Anzahl der
Caspase-3" Oligodendrozyten in den Gewebeschnitten des ZNS der ODC-OVA
Mause signifikant reduziert (Na et al., 2009).

In vivo liefd sich nachweisen, dass 25-D1.16 die Proliferation von OT-| Zellen in ODC-
OVA transgenen Mausen verhindert. CFSE-markierte OT-l Zellen wurden ODC-OVA
transgenen Mausen am 7. Lebenstag verabreicht, zusammen mit 500 ug 25-D1.16
oder einem Isotyp-Kontrollantikdrper. Nur bei den Mausen, die den Kontrollantikdrper

erhalten hatten, lie sich drei Tage spater eine Proliferation der OT-1 Zellen
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nachweisen, wohin gegen die gleichzeitige Injektion des Antikorper 25-D1.16 die
Proliferation der OT-I Zellen verhinderte (Na et al., 2009).

Um zu untersuchen, ob 25-D1.16 in vivo auch einen kurativen Effekt hat, wurde der
Antikdrper ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen nicht nur praventiv, sondern
auch nach initialem Ausbruch der EAE verabreicht (Na et al., 2009). ODC-OVA/OT-I
doppelt transgenen Mause wurden in den EAE-Stadien 2 und 4 500 ug 25-D1.16
intraperitoneal appliziert. Wahrend Mause im Stadium 4 (n = 3) in den Tagen nach
der Behandlung keine Besserung zeigten und eingeschlafert werden mussten,
erholten sich 7 von 12 Mausen im Stadium 2 nach vorubergehender Exazerbation. 5
der 12 Mause erlitten trotz Therapie einen schweren Verlauf und wurden
eingeschlafert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass 25-D1.16 nicht nur den Ausbruch der EAE bei ODC-
OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen verhindern kann. Die Erkrankung lasst sich
zudem, zumindest in einem Teil der Falle, therapieren, wenn die Tiere bereits erste
Krankheitssymptome zeigen.

Die Mdglichkeit, den Antikorper nicht nur praventiv, sondern auch kurativ einsetzen
zu koénnen ist im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapiestrategien in der
Multiplen Sklerose wichtig, da hier aufgrund mangelnder Vorhersagbarkeit der

Erkrankung keine Pravention maoglich ist.

5.4 Monoklonale Antikorper mit Spezifitat flr
Peptid:MHC-Klasse-ll Komplexe

Neben 25-D1.16 existieren einige weitere monoklonale Antikorper, die ein
bestimmtes Peptid, gebunden an ein MHC-Molekul erkennen. Der murine
monoklonale Antikdrper Y-Ae detektiert das Selbst-Peptid Eas,.6s, €in Fragment der
a-Kette des MHC-II-Molekiils I-E im Kontext mit dem MHC-II-Molekiil I-A® (Rudensky
et al., 1991b). Wie ein T-Zell Rezeptor bindet er gleichzeitig sowohl an Peptid-, als
auch an MHC-II-Ketten mit hoher Affinitat (Murphy et al., 1992).

Ahnlich wie 25-D1.16 in Bezug auf OT-l Zellen, kann Y-Ae in vitro mit Eoisp-6s:1-AP
spezifischen CD4" T-Zellen konkurrieren und die Erkennung des Antigens durch die
CD4" T-Zellen blockieren (Murphy et al., 1992; Rudensky et al., 1991b).

Erste in vivo-Daten fir den monoklonalen Antikdrper Y-Ae wurden von Viret und

Janeway beschrieben. Y-Ae wurde neugeborenen Mausen verabreicht, die neben
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dem MHC-II-Molekiil I-E (und damit dem Selbst-Peptid Easz.6s im Komplex mit I-AP)
auch den transgenen CD4" T-Zell Rezeptor 1H3.1 TCR af (Va1/VB6) mit Spezifitat
fur ebendiesen Peptid:MHC-II Komplex exprimieren (Viret and Janeway, 2000). Bei
doppelt transgenen Tieren findet eine massive negative Selektion sowohl von
unreifen CD4'CD8" Eoisp.gs:l-A° spezifischen Thymozyten, als auch von reifen
Thymozyten (VA6""CD4*CD8") statt.

Durch wiederholte intraperitoneale Injektion des gereinigten Antikorpers Y-Ae ab
dem 2. Lebenstag, konnte der intrathymische Prozess der negativen Selektion 1H3.1
TCR transgener Thymozyten blockiert werden. Auch die GroRe und Zellzahl des
Thymus, sowie die Zahl VP6°'CD4" T-Zellen in der Milz war im Vergleich zu
unbehandelten doppelt transgenen Tieren deutlich erhdht. Letzteres spricht dafur,
dass Y-Ae nicht nur vor negativer Selektion im Thymus schitzt, sondern auch die
periphere Depletion autoreaktiver CD4" T-Zellen verhindert. Die Depletion ist hier,
wie bereits in Kap. 3.5 erlautert, Marker dafur, inwieweit autoreaktive T-Zellen ihr
Antigen erkennen und aktiviert werden.

Die verminderte negative Selektion von 1H3.1 TCR transgenen Thymozyten in
Anwesenheit des Antikorpers Y-Ae ist Folge der reduzierten Verfugbarkeit des Easy-
es:I-A° Komplexes aufgrund der Konkurrenz der beiden Immunrezeptoren (Viret and
Janeway, 2000).

Im Aufbau ahnelt dieses Experiment dem in dieser Arbeit durchgeflhrten Versuch,
die negative Selektion der reifen CD8" T-Zellen in ODC-OVA/OT-l transgenen
Mausen durch Gabe von 25-D1.16 zu modulieren. Negative Selektion findet bei
diesen Mausen nur statt, wenn sie erkranken, d.h. sie Iasst sich bei noch gesunden
(weniger als 10 Tage alten) Tieren nicht nachweisen. Ebensowenig findet eine
negative Selektion in den seltenen Fallen statt, in denen es bei den Mausen trotz
Vorhandensein beider Transgene nicht zur Erkrankung kommt.

Wie in Kap. 4.6.4.5 beschrieben, konnte die negative Selektion der OVA-reaktiven T-
Zellen bei ODC-OVA/OT-I transgenen Mausen durch 25-D1.16 nicht blockiert
werden. Jedoch bleibt hervorzuheben, dass der Antikdrper Y-Ae von Viret und
Janeway mehrmals (insgesamt 8x) appliziert wurde und dass das Antigen in diesem
Modell im Thymus exprimiert wird, was in unserem Tiermodell nicht der Fall ist. Dies
sind zwei mogliche Grunde, warum Viret und Janeway in ihren Versuchen eine

Blockade der negativen Selektion gelang.
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Weitere in vivo-Versuche zur Untersuchung der blockierenden Wirkung von Y-Ae auf
die Proliferation Eosp.gs:l-AP spezifischer CD4" T-Zellen wurden von Yarke et al.
durchgefuhrt.

In adoptiven Transfer-Experimenten wurden CD57BL/6 Mausen CFSE-markierte
CD4" T-Zellen, die das Peptid Easz.¢s, prasentiert von I-A°-Molekiilen erkennen, sog.
TEa CD4" T-Zellen, injiziert. Gleichzeitig wurden 100 ug des antigenen Peptids
zusammen mit LPS (Lipopolysaccharid) verabreicht, um eine klonale Expansion der
spezifischen T-Zellen hervorzurufen. Durch Injektion des Antikorpers Y-Ae wurde die
Erkennung des Peptid:MHC-Komplexes durch die T-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten blockiert. Erfolgte die Antikorper-Gabe zeitgleich mit der Immunisierung
mit dem Peptid Easpz.s, SO wurde die Proliferation der Easpy.es:l-A° spezifischen CD4*
T-Zellen nach 120 Stunden um 95% reduziert. Die Neutralisation des Easp.gs:l-A°
Komplexes durch Y-Ae zu spateren Zeitpunkten hatte einen abnehmenden
inhibitorischen Effekt.

Die Blockade der Antigenerkennung fiihrt also zu einem sofortigen Stopp der CD4"
T-Zell Proliferation. Grund hierflr ist nicht der fehlende Eintritt in den Zellzyklus (Go-
Phase — G;-Phase), sondern ein verlangsamter Ubertritt von der G;-Phase in die
SG,M Phase. Je groller die Konkurrenz um Peptid/ MHC-Komplexe, desto
drastischer ist der Abfall der Proliferation. Auch nach initialer Stimulation verringern
die T-Zellen ihre Zellteilungsrate, sobald das Antigen nicht mehr detektiert werden
kann (Yarke et al., 2008).

5.5 Immunmodulation durch Peptid:MHC-Klasse-ll
spezifische Antikorper in einem CD4" T-Zell
vermittelten EAE-Modell

Wahrend der inhibitorische Effekt des monoklonalen Antikorpers Y-Ae auf die
Proliferation von spezifischen CD4" T-Zellen nie therapeutisch genutzt wurde,
wurden andere Peptid:MHC-Klasse-Il spezifische Antikdrper von Aharoni et al.
erfolgreich in der Therapie einer CD4" T-Zell vermittelten EAE eingesetzt (Aharoni et
al., 1991).

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen sind neben den in dieser Arbeit
geschilderten Experimenten die einzigen Daten zur antigenspezifischen Therapie

einer Autoimmunerkrankung mittels Peptid:MHC-spezifischer Antikorper.
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Die aus Hybridom-Zelllinien isolierten monoklonalen IgM Antikoérper A-10-12, B-7-1,
B-18-7 und C-34-72 erkennen ein antigenes Peptid der Myelinkomponente MBP, im
Komplex mit dem murinen MHC-II-Molekdl [-A°.

In vitro wurde mittels FACS-Analyse im Gegensatz zu der hohen Spezifitat von 25-
D1.16 (Messaoudi et al., 1999; Porgador et al., 1997) eine nur in 10-15% spezifische
Bindung der Antikorper an ihre Zielstruktur festgestellt. Ein funktioneller Assay mit
Komplement-vermittelter Zytotoxizitat ergab 11.4-15.9% spezifische Lyse der
Zielzellen und bestatigte damit das Ergebnis der zuvor genannten FACS-Analyse.

In vivo jedoch war die Blockade der T-Zell Antwort durch anti-MBP/I-A® Antikorper in
Mausen, die zuvor mit MBP immunisiert worden waren, effizient. Auch die humorale
Immunantwort in Form von Antikérper-Produktion gegen MBP wurde reduziert.

Als nachstes untersuchten Aharoni et al. den Effekt der anti-MBP/I-A® Antikorper auf
die Symptomentwicklung in einer CD4" T-Zell vermittelten EAE. Diese wurde zum
Zeitpunkt O induziert durch Injektion von lyophilisietem Rluckenmark-Homogenat
oder aufgereinigtem MBP in CFA gefolgt von der Injektion von Pertussis-Toxin. Die
Antikdrper wurden zwischen den Tagen -2 und +9 vor bzw. nach Immunisierung
insgesamt neunmal intraperitoneal verabreicht. Drei der Antikérper (B-7-1, B-18-7
und C-34-72) konnten die Symptomentwicklung fast vollstdndig verhindern. Der
maximal erreichte mittlere EAE-Score betrug 0,5.

In diesem Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass die Tiere der Negativkontroll-
Gruppe, die nicht mit blockierenden Antikorpern behandelt wurden, héchstens das
EAE-Stadium 2 (Paralyse eines Hinterlaufes) erreichten und sich danach auch ohne
Therapie wieder erholten.

Im Vergleich zu der bei ODC-OVA/OT-I beobachteten fulminanten EAE, die
innerhalb von ca. 4 Tagen zum Tod fiihrt, ist also diese CD4" T-Zell vermittelte EAE
durch einen wesentlich milderen Krankheitsverlauf gekennzeichnet. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass zur Therapie dieser milden EAE ein weniger
potenter Peptid/MHC-spezifischer Antikdrper als 25-D1.16 ausreichend war.

Auch die Tatsache, dass die anti-MBP/I-A® AntikGrper wiederholt injiziert wurden,
konnte zum Therapieerfolg beigetragen haben.

Dennoch waren die beschriebenen Versuche ein erster Hinweis darauf, dass
Antigen/MHC-spezifische Antikdrper in Zukunft in der Therapie der EAE und anderer

Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen kdnnten.
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5.6 Weitere Moglichkeiten der Interferenz mit der
Antigenerkennung in ODC-OVA/OT-l doppelt
transgenen Mausen

Eine weitere antigenbasierte Moglichkeit, die Aktivierung von spezifischen T-Zellen
durch Peptid:MHC-I Komplexe zu modulieren sind sog. veranderte Peptidliganden
(,altered peptide ligands®, APLs). APLs sind Peptide, deren Struktur der der
Autoantigene sehr ahnlich, jedoch nicht identisch ist. APLs kdnnen nach Bindung am
T-Zell Rezeptor als Agonisten, partielle Agonisten und Antagonisten fungieren und
die nach Rezeptorbindung ablaufende Signaltransduktions-Kaskade und damit die T-
Zell-Antwort  verandern (Germain and Stefanova, 1999). Antagonistische
Peptidvarianten konnen auf diese Weise in vitro das Zytokinprofil von reifen
Immunzellen modulieren und T-Zell-Anergie auslésen (De Magistris et al., 1992;
Sloan-Lancaster et al., 1993).

Durch Verwendung eines von MBP durch Austausch einer einzelnen Aminosaure
abgeleiteten APLs konnte in einem CD4" T-Zell vermittelten EAE-Modell nicht nur
der Ausbruch der Erkrankung verhindert, sondern die EAE auch nach initialem
Auftreten erster Symptome therapiert werden (Smilek et al., 1991).

Auch fur SIINFEKL gibt es solche antagonistischen Peptidvarianten. Wahrend das
antigene Peptid SIINFEKL in fetalen Thymus-Organkulturen (fetal thymic organ
culture, FTOC, (Hogquist et al., 1993) zur negativen Selektion von Thymozyten, die
den OT-I TCR exprimieren, fuhrt, induzieren diese Peptidvarianten positive Selektion
von OT-l Thymozyten (Hogquist et al., 1994).

Die APLs kdnnen dariiber hinaus auch reifen OVA-spezifischen CD8" T-Zellen ein
anergisierendes Signal vermitteln. Aufgrund ihrer Fahigkeit der Inhibition der
zytotoxischen Aktivitat von OT-l Zellen wurden mehrere antagonistische Peptide
identifiziert.

Die SIINFEKL-Varianten V-OVA (Aminosduresequenz RGYNYEKL) und R4
(Aminosauresequenz SIIRFEKL) sind reine Antagonisten. E1 (EEINFEKL) zeichnet
sich  durch eine hohere Affinitat aus, ist jedoch ein  gemischt
antagonistisch/agonistisches  Peptid, das in niedrigen  Konzentrationen
antagonistisch, in hohen Konzentrationen agonistisch wirkt. Auch P7 (SIINFEPL) ist
ein starker Antagonist am TCR reifer OT-lI Zellen, obwohl er ein nur schwaches
Potenzial zur Induktion positiver Selektion von Thymozyten besitzt (Hogquist et al.,

1994). Obige Erlauterungen machen APLs zu interessanten Kandidaten fur eine
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antigenselektive Immuntherapie der CD8" T-Zell mediierten EAE bei ODC-OVA/OT-I
transgenen Mausen. Im Hinblick darauf sollte zunachst in vitro untersucht werden, ob
die antagonistischen Peptide die T-Zell Aktivierung ebenso effektiv wie der
Antikdrper 25-D1.16 blockieren konnen. Hierzu wirde sich erneut eine Co-Kultur aus
EG.7-OVA Zellen, OT-l Zellen und dem jeweiligen Peptid in unterschiedlichen
Konzentrationen anbieten. AnschlieRend musste man anhand der drei in dieser
Arbeit beschriebenen Aktivierungsparameter den funktionellen Zustand der OT-I
Zellen bestimmen.

In vivo sollte versucht werden, den Ausbruch der Erkrankung in ODC-OVA/OT-I
doppelt transgenen Mausen durch intraperitoneale Injektion der antagonistischen
Peptide zu modulieren. Als nachster Schritte konnte mit den APLs ein
Therapieversuch der EAE nach dem Auftreten erster Symptome unternommen

werden.

Es bleibt zu erwahnen, dass antagonistische Peptide ihren inhibitorischen Effekt nur
ausiliben, wenn sie in groem Uberschuss vorliegen (De Magistris et al., 1992;
Jameson et al., 1993).

AuRerdem sollte bedacht werden, dass APLs unter bestimmten Umstanden
enzephalitogene T-Zellen auch stimulieren kénnen. So fuhrte eine Studie mit dem
von dem immundominanten Protein MBP abgeleiteten APL CGP77116
(Aminosauren 83-99) bei einigen MS-Patienten aufgrund von Kreuzreaktivitat zu
einer drastischen Vermehrung MPB-spezifischer autoaggressiver T-Zellen,
einhergehend mit einer erheblichen Symptomverschlechterung (Bielekova et al.,
2000).

Daruber hinaus kdnnen Autoimmunerkrankungen im Verlauf, z.B. durch Erweiterung
des Epitopspektrums (,epitope spreading“) (Bischof et al., 2004; Fujinami et al.,
2006; McMahon et al., 2005) einer Therapie mit APLs unzuganglich werden.

Auf der anderen Seite zeigte eine weitere Phase Il Studie, dass man durch die
Verabreichung von APLs in niedriger Dosis die T-Zell Antwort in Richtung Th2-
vermittelter, antientzindlicher Prozesse verschieben kann (Kappos et al., 2000).
Obwonhl diese Studie wegen systemischer Uberempfindlichkeitsreaktionen bei 9%
der Patienten abgebrochen wurde, zeigt sie, dass APLs prinzipiell auch beim

Menschen antiinflammatorische Wirkung entfalten kénnen.

105



5.7 Regulatorische vs. pathogene Funktion der CD8" T-
Zellen in EAE und MS

Lange Zeit wurden fast ausschlieRlich CD4" T-Zellen firr die Immunpathogenese der
Multiplen Sklerose verantwortlich gemacht (Steinman, 1996). Bestimmte MHC-
Klasse-Il Allele, wie HLA-DR2, wurden als unabhangiger Risikofaktor fur die
Entwicklung einer MS identifiziert (Olerup and Hillert, 1991) und es wurden MBP-
spezifische T-Helfer-Zellen im Zentralnervensystem von Patienten mit Multipler
Sklerose gefunden (Oksenberg et al., 1993). Weitere Anhaltspunkte kamen von
klassischen EAE-Modellen, in denen die Injektion von Geweben des ZNS zur
Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten fiihrt.

Die Depletion von CD4" T-Zellen bei MS-Patienten verbesserte jedoch weder
Schubrate, noch mittels MRT gemessene Entzindungsaktivitat (Babbe et al., 2000;
van Oosten et al., 1997). Andere gegen CD4" T-Zellen gerichtete Therapiestrategien
fuhrten sogar zur Verschlechterung der Erkrankung (Friese and Fugger, 2005).

Seit einigen Jahren richtet sich das Augenmerk der Forschung nun zunehmend auch
auf die Rolle der CD8" T-Zellen in der Pathogenese der MS. Diese ist momentan
Gegenstand kontroverser Diskussion. Grund hierfur sind u.a. die widersprichlichen

Daten zur Funktion der CD8" T-Lymphozyten in verschiedenen EAE-Modellen.

5.71 CD8" T-Zellen als Suppressor-Zellen in der EAE

1992 wurde zunéchst eine regulatorische Funktion von CD8" T-Zellen in einem EAE-
Modell beobachtet (Jiang et al., 1992). CD8" T-Lymphozyten schiitzen in diesem
Modell vor Rezidiven der EAE. Diese initiale Beobachtung wurde durch Versuche
bestatigt, in denen aus Mausen, die eine EAE durchgemacht und sich wieder erholt
hatten, CD8" T-Zellen isoliert und in Empfanger-Mause transferiert wurden, die mit
MBP immuniziert worden waren. Mause, denen diese CD8" T-Zellen Ubertragen
wurden, erwiesen sich als resistent gegenuber einer MPB-induzierten EAE (Jiang et
al., 1992).

Einblick in den Mechanismus, mit dem suppressorische CD8" T-Lymphozyten die
Immunantwort verhindern kdnnen, gab die Entdeckung, dass diese Zellen einen
MHC-Klasse-l Qa-1 restringierten T-Zell Rezeptor exprimieren (Jiang et al., 1992).
Qa-1 gehort nicht zu den klassischen MHC-I-Molekulen. Es ist das murine Homolog
des menschlichen HLA-E-Molekiils und wird von einigen pathogenen CD4" T-Zellen
exprimiert. Es wird angenommen, dass CD8" regulatorische T-Zellen Peptide
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erkennen, die ihnen von autoreaktiven CD4" T-Zellen mit Hilfe von Qa-1 présentiert
werden (Kumar, 2004). Nach klonaler Expansion der CD8" regulatorischen T-Zellen
werden die autoreaktiven CD4" T-Zellen apoptotisch (Madakamutil et al., 2003).
Bestatigung fur dieses Modell kam von Experimenten mit Q1-a Knockout Mausen.
Die Induktion einer EAE in Q1-a Knockout Mausen flhrte zu einer Ubersteigerten
sekundaren, nicht jedoch primaren CD4" T-Zell Antwort gegeniber Fremd- oder
Selbst-Peptiden und damit zu einem schwereren Verlauf der EAE. Dadurch wurde
bewiesen, dass CD8" T-Suppressor-Zellen in diesem Modell nétig sind, um die
autoimmune CD4" T-Zell Antwort zu modulieren (Aboul-Enein et al., 2004).

Auch in anderen EAE-Modellen ilben CD8" T-Zellen eine regulatorische Funktion
aus. Linker et al. untersuchten den Krankheitsverlauf bei p2-Mikroglobulin Knockout
Mausen, bei denen wegen Fehlen des MHC-I-Molekiils keine Entwicklung von CD8"
T-Zellen stattfindet. Sowohl die Injektion von MOGg3s.s5, als auch von MBP fuhrte bei
diesen Tieren zu einer ausgepragteren EAE, als bei Wildtyp-Mausen (Linker et al.,
2005). Obwohl bezlglich dieses Modells einige Unklarheiten bestehen (Friese and
Fugger, 2005) spricht diese Tatsache fiir eine regulatorische Rolle der CD8" T-
Zellen.

Weiss und Mitarbeiter berichten Uber eine negative Korrelation zwischen Anzahl der
CD8" T-Zellen und Schweregrad der EAE bei C57/BL6 Mausen, die mit MOGgs.s5
immunisiert wurden (Weiss et al., 2007).

Darliber hinaus wurden in einer weiteren Studie antigen-spezifische, CD8'CD28
Zellen identifiziert, die nach direktem Zell-Zell-Kontakt mit APCs toleranz-
induzierendes Potential bekommen (Najafian et al., 2003). Diese tolerogenen APCs
fihren zu einer Anergie antigen-spezifischer CD4" T-Zellen. Transfer von
CD8'CD28 Zellen in CD8 Knockout Mause fiihrte zu Resistenz gegenliber EAE.
Neben einigen anderen Studien, in denen spezielle Funktionen regulatorischer CD8"
T-Zellen untersucht wurden (Faunce et al., 2004; Gilliet and Liu, 2002; Montero et al.,
2004; Perchellet et al., 2004), gibt es Studien, in denen Uber eine breitere
Wirkungsweise von CD8" T-Suppressorzellen durch Produktion immunsuppressiver
Zytokine berichtet wird (Filaci et al., 2001; Gilliet and Liu, 2002).

Im Gegensatz zu CD4" regulatorischen T-Zellen, die aufgrund ihrer Expression von
CD25 und Foxp3 (Sakaguchi, 2005) mittlerweise recht gut charakterisiert sind, gibt
es bis jetzt noch keine bestimmten Marker fir regulatorische CD8" T-Zellen auler
dem Fehlen der Expression von CD28 (Sun et al., 1988).
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5.7.2 CD8" T-Suppressor-Zellen bei Multipler Sklerose

Die Rolle CD8" T-Suppressor-Zellen bei Menschen mit Multipler Sklerose ist
schwieriger zu definieren. Einige Erkenntnisse wurden durch Studien an MS-
Patienten, die mit Glatirameracetat behandelt wurden, gewonnen. Dieses fiur die
Therapie der schubférmigen MS zugelassene Medikament soll die Anergie von CD4"
T-Zellen fordern (Dhib-Jalbut, 2003). Es hat sich jedoch gezeigt, dass durch
Behandlung mit Glatirameracetat auch die CD8" T-Zell-Antwort reduziert wurde. Teil
des Therapieeffektes kdnnte also durch eine Modulation der CD8" T-Zellaktivitat
zustande kommen (Biegler et al., 2006; Karandikar et al., 2002). Die glnstige
Wirkung von Glatirameracetat korreliert mit dem Vorhandensein eines bestimmten
CD8" T-Zell Subtypen. Dieser Subtyp von CD8" T-Zellen kann ex-vivo
Glatirameracetat-abhangig CD4" T-Zellen abtbten. Dies zeigt, dass zytolytische
Prozesse moglicherweise Ursache des regulatorischen Effektes der CD8™ T-Zellen in
vivo sein konnten. Die Rolle von HLA-E, dem menschlichen Qa-1 Homolog wurde in
diesen Experimenten nicht untersucht.

Auch fur die MS exisitieren nun zwei mdgliche Mechanismen der
Entziindungsregulation durch CD8" T-Zellen. Die Q1-a bezogenen Experimente an
Mausen und die klinischen Studien mit Glatirameracetat weisen auf eine direkte
Elimination von CD4" T-Zellen durch CD8" T-Zellen hin. Eine denkbare Alternative ist
ein indirekter Mechanismus, bei dem APCs durch Interaktion mit CD8" T-Zellen die
Fahigkeit gewinnen, die CD4" T-Zell Antwort zu inhibieren und dadurch die

Entzindungsreaktion zu dampfen (Johnson et al., 2007).

5.7.3 Pathogene Funktion von CD8" T-Zellen in EAE-Modellen

Im Widerspruch zu beschriebenen Daten stehen Experimente mit EAE-Modellen, in
denen CD8" T-Lymphozyten keine regulatorische Funktion ausiiben, sondern
eindeutig pathogen sind. Neben dem neuen Modell der ODC-OVA/OT-I doppelt
transgenen Mause, mit dem hier gearbeitet wurde, existieren eine Reihe weiterer
solcher EAE-Modelle.

Uberzeugende Daten zur Pathogenitdt von CD8" T-Zellen stammen von zwei
Tiermodellen, in denen EAE durch adoptiven Transfer von CD8" T-Lymphozyten
ohne die Hilfe von CD4" T-Zellen induziert wurde (Huseby et al., 2001; Sun et al.,
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2001). Mit MBP immunisierte C3H-Mause zeigten eine klonale Expansion von CD8"
T-Zellen, die spezifisch waren fiir MBP7¢.s7 gebunden an das MHC-I-Molekiil H-2K*
(Huseby et al., 2001; Huseby et al., 1999). Transferierte Zellen fuhrten zu schwerer
EAE in Empfanger-Mausen, die dem klinischen Verlauf der Multiplen Sklerose
ahnlicher waren als die konventionelle CD4" T-Zell vermittelte EAE, da die Mause
Ataxie, Spastik und eine hohere Mortalitatsrate aufwiesen.

In der zweiten Studie wurden C57BL/6 Mause mit MOGss.55 immunisiert (Sun et al.,
2001). Nach adoptivem Transfer MOGss.s5/H-2D? spezifischer CD8* T-Zellen
erkrankten Wildtyp-Mause an einer schweren EAE, p2-Mikroglobulin Knockout-
Mause (d.h. MHC-Klasse-I-defizient) blieben jedoch gesund. Die Erkrankung bei
Wildtyp-Mausen mit schubférmigem Verlauf und massiver Infiltration von CD8" T-
Zellen, Makrophagen/Mikroglia und Demyelinisierung wies ebenfalls eine starkere
Ahnlichkeit mit der Multiplen Sklerose auf als konventionelle EAE-Modelle.

Auch das MHC-|-restringierte MOG-Derivat MOGu4o.54 verursacht in C57BL/6 Mausen
eine EAE (Sun et al., 2003).

In einer EAE ausgeldst durch das kleine Epitop MOG*"*® gebunden an H-2D° (Ford
and Evavold, 2005), wurden im Friihstadium der Erkrankung MOG-spezifische CD8"
T-Zellen identifiziert. Sie wurden noch vor Beginn neurologischer Symptome im ZNS
nachgewiesen. AuRerdem sezernierten sie IFN-y, nicht jedoch TGF-g oder IL-10,
was sie als Effektorzellen, nicht als regulatorische Zellen in dieser MOG-induzierten
EAE auswies (Parker et al., 2004).

5.7.4 Pathogenitit der CD8" T-Zellen bei Multipler Sklerose

Im Gegensatz zu der sparlichen Datenlage zu der regulatorischen Funktion von
CD8" T-Lymphozyten bei Multipler Sklerose, gibt es eine Vielfalt von Daten, die fiir
eine hauptsachlich pathogene Rolle dieser Zellen beim Menschen sprechen.

Argumente hierfur sind in Abbildung 5.1 zusammengestellt.
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> Multiple Sklerose ist mit dem MHC-I-Allel HLA-A*0301 assoziiert

> In MS-Lasionen exprimieren alle Zellen des Neuroektoderms MHC-Klasse-I Molekiile und stellen daher
potenzielle Zielstrukturen fiir zytotoxische CD8" T-Zellen dar

> Verstirkte Migration von CD8" T-Zellen in das Zentralnervensystem im Vergleich zu CD4" T-Zellen
> Klonale Expansion von CD8" T-Zellen im ZNS, Liquor und Blut von MS-Patienten

> Im Vergleich zum Blut erhdhte Anzahl von CD8" T-Zellen in MS-Plaques, Anzeichen einer spezifischen
Anreicherung von CD8" T-Zellen im Gehirn von Patienten mit Multipler Sklerose

> Autoreaktive Myelin-spezifische CD8" T-Zellen kénnen bei MS-Patienten und Gesunden isoliert werden
> In einigen EAE-Modellen kénnen CD8" T-Zellen die Erkrankung auslésen und zur Pathogenese beitragen

> Die Zytokin-Effekte (INF-y, TNF-a) in Tiermodellen der CD8" T-Zell vermittelten EAE entsprechen den
beobachteten Zytokin-Effekten bei Multipler Sklerose

Abb. 5.1 Argumente fiir eine pathogene Rolle der CD8+ T-Zellen bei Multipler Sklerose.

Nach (Friese and Fugger, 2005).

Die Erkrankung ist nicht nur mit bestimmten, seit langerer Zeit identifizierten MHC-
Klasse-Il Allelen wie HLA-DR2 assoziiert. Auch das MHC-Klasse-I Allel HLA-A*0301
stellt eine unabhangige Pradisposition dar, die das Risiko, an MS zu erkranken,
verdoppelt (Fogdell-Hahn et al., 2000; Harbo et al., 2004).

Obwohl die Anzahl an CD8" T-Zellen im Blut nur ca. die Halfte der Zahl der CD4" T-
Zellen betragt, findet bei Multipler Sklerose eine verstarkte Rekrutierung von CD8-
positiven T-Lymphozyten in das Zentralnervensystem statt. CD8" T-Zellen sind in MS
Lasionen im Vergleich zu CD4" T-Zellen sogar in 10-13 facher Anzahl vorhanden
(Babbe et al., 2000; Booss et al., 1983).

In Gehirn, Liquor und Blut von MS-Patienten wurden klonal expandierte CD8-positive
T-Zellen nachgewiesen (Babbe et al., 2000; Monteiro et al., 1995; Skulina et al.,
2004). Einige Epitope, die von diesen CD8" T-Zellen erkannt werden, sind bereits
identifiziert. Hierzu zahlen verschiedene Peptide des MBP, PLP, MAG, MOBP
(myelin-associated oligodendrocyte basic protein) (Crawford et al., 2004; Jurewicz et
al., 1998; Zang et al., 2004) und das zytosolische Protein Transaldolase, ein Enzym,
das an der Energieversorgung bei der Lipidbiosynthese wahrend der Myelinisierung
beteiligt ist (Niland et al., 2005). Die Klone persistierten tber 2-5 Jahre, was darauf
hinweist, dass sie den Phanotyp von Gedachtniszellen aufweisen (Babbe et al.,
2000; Skulina et al., 2004).

Die fir die Erkennung durch CD8" T-Zellen benétigten MHC-I-Proteine sind im
Gehirn ubiquitéar vorhanden. Alle Zellen des ZNS, inklusive Oligodendrozyten,
Mikroglia, Astrozyten und Neurone exprimieren MHC-I-Molekule unter

inflammatorischen Bedingungen (Hoftberger et al., 2004; Neumann et al., 1995). All
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diese Zellen sind daher potenzielle Zielzellen der CD8" T-Zell vermittelten
Zytotoxizitat. Auch fur MS Plaques speziell wurde eine Hochregulation der MHC-I-
Molekule festgestellt (Gobin et al., 2001; Hayashi et al., 1988; Hoftberger et al., 2004;
Ransohoff and Estes, 1991). Die Fahigkeit von CD8" T-Zellen, Oligodendrozyten zu
lysieren und eine Transsektion von Axonen hervorzurufen, wurde in vitro
nachgewiesen (Jurewicz et al., 1998; Medana et al., 2001; Neumann et al., 2002;
Ruijs et al., 1990).

Die in MS-Plaques nahe an demyelinisierten Axonen angeordneten CD8" T-Zellen
(Neumann et al., 2002) exprimieren Granzym B, welches an der Zytotoxizitat gegen
Zielzellen entscheidend beteiligt ist. AuRerdem sind die mit zytotoxischen Stoffen
geflllten Granula der Zellen in Richtung der Axone ausgerichtet, was flr eine
zytotoxische Attacke spricht (Neumann et al., 2002).

In diesem Zusammenhang wurde eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
der Anzahl der CD8" T-Zellen und dem AusmaR axonaler Schaden in MS Lé&sionen
beobachet (Bitsch et al., 2000; Kuhlmann et al., 2002).

Auch der Effekt verschiedener Zytokine wie IFN-y und TNF-a bei Multipler Sklerose
wird durch die CD8" T-Zell vermittelte EAE gut nachgebildet (Friese and Fugger,
2005).

Es gibt also eine standig wachsende Anzahl an Hinweisen darauf, dass CD8" T-
Zellen (bis auf einzelne Subtypen) eine essentielle Rolle bei der Pathogenese der
Multiplen Sklerose spielen. Es existieren hierbei zwei mdgliche Mechanismen.
Einerseits ist es denkbar, dass CD8" T-Zellen Uber ihren TCR mit Peptid:MHC-I
Komplexen auf Axonen interagieren und diese mittels Ausschittung von
Effektormolekilen direkt schadigen. Die zweite Maoglichkeit ist ein indirekter
Mechanismus, bei dem CD8" T-Zellen Peptid:MHC-I prasentierende Gliazellen
zerstoren und die nun ungeschutzten Axone durch andere Komponenten der

Entzindungsreaktion angegriffen werden (McDole et al., 2006).

Die Tatsache, dass, wie in der CD4" T-Zell Population, auch CD8" regulatorische T-
Zellen identifiziert wurden, schliet eine groBtenteils pathogene Funktion der CD8" T-
Lymphozyten nicht aus. Therapieziel sollte es sein, die zerstorerische Antwort der
CD8" T-Effektorzellen einzudammen und die Wirkung der regulatorischen CD8" T-

Zellen zu starken. In jedem Fall sind weitere Modelle der CD8" T-Zell vermittelten
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EAE nétig, um die Aufgaben der einzelnen CD8" T-Zell Populationen endgliltig zu

klaren.

5.8 Die EAE als Modell der Multiplen Sklerose

Obwohl die EAE viele der klinischen, neuropathologischen und immunologischen
Aspekte der Multiplen Sklerose nachbilden kann (Babbe et al., 2000), ist sie weit
davon entfernt, die Erkrankung perfekt nachzuahmen. Viele neu entwickelte
Therapiestrategien erwiesen sich in der EAE als vielversprechend, zeigten aber bei
der Testung in der Multiplen Sklerose entweder keinen Effekt oder verschlimmerten
gar die Erkrankung (zum Beispiel TNFa-Inhibitoren, The Lenercept MS Study Group
and The UBC MS/MRI Analysis Group, 1999).

Grund daflr ist neben dem unzureichenden Verstandnis der Pathogenese der MS
vor allem die Heterogenitat der Erkrankung. Diese findet sich in allen Bereichen der
MS, sei es die genetische Pradisposition, der klinische Verlauf, der histologische
Aspekt der Lasionen oder das autoimmune Geschehen. EAE-Modelle kdnnen
letztlich immer nur einen Teilaspekt der Erkrankung nachahmen. Da in der
menschlichen Realitdt aber neben CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen, B-Zellen und
Autoantikérpern auch Komponenten des angeborenen Immunsystems wie
dendritische Zellen und Makrophagen/Mikroglia (Munz et al., 2005; Prinz et al., 2006;
Takeda et al., 2003) an der Pathogenese gemeinsam beteiligt sind, ist es
einleuchtend, dass es kein EAE-Modell gibt, dass die Komplexitat der Multiplen
Sklerose exakt abbilden kann.

Trotz dieser Unzulanglichkeiten tragt die EAE seit langem zum besseren Verstandnis
der Pathogenese der MS bei. Studien an Tiermodellen haben direkt zur Entwicklung
von drei weltweit verbreiteten Medikamenten gegen MS (Glatirameracetat,
Mitoxantron und Natalizumab) gefuhrt (Steinman and Zamvil, 2006) und die
Experimente mit EAE-Modellen enthillen standig neue potenzielle Zielstrukturen
zukunftiger MS-Therapien.

Die Generierung weiterer EAE-Modelle und die Kombination bestehender Modelle
sowie die Testung bereits bekannter und neu entwickelter Substanzen an
verschiedenen EAE-Typen wird auch in Zukunft effektive Therapiemdglichkeiten

eroffnen.
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5.9 Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit auf
den Menschen

Das Hauptziel der Therapie von Autoimmunkrankheiten besteht in einem gezielten
Eingriff, um die Toleranz gegenuber den betreffenden Autoantigenen wieder
herzustellen. Selektive, antigen-spezifische Immuntherapien sind besonders attraktiv,
da sie — zumindest theoretisch — maximale Effizienz und minimale Nebenwirkungen
miteinander vereinen.

Geht man davon aus, dass CD8" T-Zellen eine vorwiegend pathogene Rolle bei der
Multiplen Sklerose spielen, ware es prinzipiell denkbar, die Ergebnisse dieser Arbeit
auf den Menschen zu Ubertragen.

Man musste Antikorper generieren, die ahnlich wie 25-D1.16 eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat fir ein ZNS-Autoantigen, gebunden an ein MHC-I-Molekul, aufweisen.
Mogliche Autoantigene waren beispielsweise Peptid-Derivate der
Myelinkomponenten MBP, MAG oder PLP. Sollten diese Antikdrper, wie in der
vorliegenden Arbeit, mit dem antigenspezifischen TCR konkurrieren konnen, kénnte
die Aktivierung der autoreaktiven CD8" T-Zellen verhindert werden. Der besondere
Reiz besteht in der Tatsache, dass die Antikorper selektiv pathologische Prozesse
inhibieren wirden, ohne andere T-Zell Antworten gegen das gleiche MHC-I-Molekal
in Verbindung mit einem anderen Peptid zu beeinflussen, wie es bei anti-MHC-I
Antikdrpern der Fall ist.

Um eine Reaktion des Komplementsystems aufgrund Opsonisierung und die
anschlielende Zerstérung der mit Antikdrpern markierten Zellen durch den
Membranangriffskomplex C5b-9 zu verhindern, musste ein Antikdrper-Isotyp
entwickelt werden, der die Komplementkaskade nicht aktiviert.

Der monoklonale Antikorper musste aullerdem die Fahigkeit besitzen, die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberwinden, was jedoch je nach Grad der Schrankenstérung im
Rahmen der Entziindung prinzipiell moglich ware (Stuve et al., 2005).

Voraussetzung fiir eine antigen-spezifische Blockade der CD8" T-Zell Aktivierung bei
MS ist jedoch die Kenntnis der immundominanten Epitope im ZNS. Studien an EAE-
Modellen und am Menschen deuten darauf hin, dass es eine gro3e Anzahl mdglicher
ZNS-Autoantigene gibt. Die meisten der potenziell antigenen Epitope wurden mittels
Prognose-Algorithmen bestimmt (Friese and Fugger, 2005). Die tatsachliche

Erkennung durch autoreaktive CD8" T-Zellen muss in vivo noch bestéatigt werden.
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Die meisten Studien konzentrierten sich bis jetzt auf Peptide, die mittels HLA-A2
prasentiert werden, hauptsachlich aufgrund des haufigen Vorkommens dieses MHC-
[-Allels beim Menschen. Obwohl HLA-A2 einen protektiven Effekt zu haben scheint,
waren viele der HLA-A2 restringierten CD8" T-Zellantworten zytotoxischer Natur.
CD8" T-Zellantworten auf die vorhergesagten Epitope von MBP, PLP und MAG
wurden in MS-Patienten untersucht. Zytotoxische T-Zell Linien wurden isoliert; sie
reagierten mit verschiedenen MBP-, PLP- und MAG-Peptiden (Tsuchida et al., 1994)
und mit einem Transaldolase-Peptid (Niland et al., 2005). In den Studien wurde
gezeigt, dass ZNS-Antigen-spezifische CD8" T-Zellen leichter zu expandieren waren,
wenn sie von MS-Patienten stammten, als von gesunden Kontrollpersonen. Auch
Mischungen von ZNS-Peptiden wurden von CD8" T-Zellen aus MS-Patienten
schneller erkannt (Crawford et al., 2004).

Ein weiteres Hindernis fur die Identifizierung von Zielantigenen bei MS ist die
dynamische Entwicklung dieser Autoimmunerkrankung. Bei Nagetieren kann sich die
Immunantwort auf weitere Antigene ausdehnen (Lehmann et al., 1993). Tritt solch
ein ,epitope spreading“ auch beim Menschen auf, erhdht es die Schwierigkeit, das

auslosende Antigen zu identifizieren, immens.

Selbst wenn mogliche antigene Epitope eindeutig identifiziert waren, bleibt dennoch
das Problem der menschlichen Interindividualitat. Patienten mit Multipler Sklerose
besitzen viele verschiedene T-Zell-Klone mit unterschiedlicher Antigen-Spezifitat.

Mithilfe von Tetramer Technologie konnten klonal expandierte CD8" T-Zellen im
Hinblick auf ihre Spezifitat und Affinitat charakterisiert werden (Jurewicz et al., 1998;
Niland et al., 2005; Tsuchida et al., 1994). Noch fehlt aber eine effektive Screening-
Methode, um die Epitope zu bestimmen, die von den autoreaktiven T-Zellen jedes
einzelnen MS-Patienten erkannt werden. Die Entwicklung einer solchen Methode ist

eine Voraussetzung fur die effektive antigen-spezifische Immuntherapie.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass sich das von uns
verwendete Modell der MS mit einer spezifischen Antikdrper-Therapie erfolgreich
therapieren lasst. Die Strategie, der MS mit gezielter Interferenz der
Autoantigenerkennung zu begegnen, erwies sich als vielversprechend. Im Tiermodell

konnte so eine drastische Senkung der Letalitat erzielt werden.
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Es bleibt nun zu hoffen, dass ahnliche Therapiestrategien in einigen Jahren auch im
Menschen erfolgreich angewendet werden kénnen. In jedem Fall motivieren die

Ergebnisse dieser Arbeit zu weiterer Forschung auf diesem Gebiet.
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6 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine schwere, momentan noch unheilbare
Autoimmunerkrankung des Zentralnervensystems, die weltweit ca. 1 Mio. Menschen
betrifft. Da die zur Zeit verfugbaren, anti-inflammatorischen und immunsuppressiven
Therapieformen lediglich krankheitsverzogernd wirken, ist es Gegenstand intensiver
Forschungsbemuhungen, Maglichkeiten zur spezifischen Interferenz mit bei der MS
ablaufenden Pathomechanismen zu ergrinden und im Tiermodell zu testen.

Das von uns fiir diese Arbeit verwendete Mausmodell einer CD8" T-Zell vermittelten
Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) tragt dabei neuen
Erkenntnissen Rechnung, die zeigen, dass zytotoxische T-Lymphozyten bei der
Pathogenese der humanen MS von entscheidender Bedeutung sind. Es handelt sich
um doppelt transgene Nachkommen von Mausen, die das Modell-Antigen Ovalbumin
(OVA) unter der Kontrolle eines Oligodendrozyten (ODC-)-spezifischen MBP-
Promotors im ZNS exprimieren, und Mausen, die Ovalbumin-spezifische CD8" T-
Zellen besitzen (OT-I Zellen). Es kommt in diesem Modell zur Autoantigenerkennung
durch die CD8" T-Zellen mit konsekutiver Ausbildung einer fulminanten, letal
verlaufenden EAE.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, die therapeutische Potenz des
monoklonalen Antikorpers 25-D1.16 zu evaluieren, der gegen das Autoantigen
Ovalbumin in Kombination mit einem MHC-I-Molekul gerichtet ist.

Mit Hilfe von FACS-Analysen und Fluoreszenz-Mikroskopie konnten wir zunachst
bestatigen, dass 25-D1.16 spezifisch den Komplex aus dem Peptid SIINFEKL
(antigenes Epitop von Ovalbumin) gebunden an ein MHC-I-Molekiil (H-2K®) erkennt.
In nachfolgenden in vitro Versuchen wurde der Einfluss des Antikorpers auf
Aktivierung und Proliferation von durch SIINFEKL:MHC-I-Komplex stimulierten OT-I
Zellen untersucht. Es wurden hierfur Zellproliferation (Proliferations-Assays),
Expression des Oberflachenmolekils CD69 (FACS-Analysen) sowie IFN-y-Sekretion
(ELISA) gemessen. In Gegenwart von 25-D1.16 zeigte sich durchweg eine
hochsignifikante Reduktion der jeweiligen Proliferations-/Aktivierungsmarker. Wir
konnten somit in vitro zeigen, dass der gegen das Autoantigen Ovalbumin/H-2K®
gerichtete, monoklonale Antikdrper 25-D1.16 kompetitiv die Aktivierung und

Proliferation entsprechender T-Lymphozyten inhibieren kann.
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Um diese Daten in vivo zu validieren und die pathogenetische Relevanz zu
Uberprufen, haben wir ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Mausen verschiedene
Dosen von 25-D1.16 vor Auftreten erster EAE-Symptome einmalig intraperitoneal
verabreicht. Anschliefend wurde der Krankheitsverlauf klinisch beurteilt. Im EAE-
Stadium 4 ohne Besserungstendenz oder bei Versuchsende wurden auf3erdem
histologische Schnitte des Zentralnervensystems angefertigt, gefarbt (H.E., CD3,
Mac-3, Luxol Fast Blue/PAS) und mit unbehandelten Tieren verglichen.

Ein Teil der ODC-OVA/OT-I doppelt transgenen Tiere blieb nach Applikation des
Antikdrpers vollig gesund, wahrend bei einem anderen Teil der Ausbruch der EAE
zwar nicht vollstandig verhindert, ihr Schweregrad aber deutlich gemildert wurde.

Der Effekt der Antikorpertherapie war jedoch nicht nur klinisch, sondern auch
histopathologisch Uberzeugend. So zeigte das Zentralnervensystem erfolgreich
therapierter Mause eine weitgehend bis vollstandig intakte Gewebsarchitektur (H.E.-
Farbung) mit im Vergleich zu unbehandelten Mausen drastisch reduzierter OT-I Zell-
und Makrophagen/Mikroglia-Infiltration (Immunhistochemie CD3 und Mac-3). In der
Luxol Fast Blue/PAS-Farbung fanden sich keinerlei Entmarkungsherde sondern
durchgangig myelinisierte Axone.

Es gelang uns somit durch hohe Antikérperdosen (500 ug pro ODC-OVA/OT-I
doppelt transgener Maus) bei 83 % der behandelten Versuchstiere den Ausbruch der
EAE ganz zu verhindern bzw. deren Verlauf deutlich abzumildern.
Zusammenfassend beschreiben wir hier erstmals die antigen-spezifische Therapie
einer CD8" T-Zell mediierten EAE mittels eines gegen Peptid:MHC-I-Komplex
gerichteten, monoklonalen Antikorpers. Durch Interferenz mit der Erkennung des
Autoantigens durch die CD8" T-Zellen waren wir in vivo in der Lage, den
Pathomechanismus der EAE zu inhibieren. Hieraus ergibt sich ein
vielversprechendes Behandlungskonzept fur die Therapie der Multiplen Sklerose am

Menschen.
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