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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Immunsystem hoherer Lebewesen setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen.
Neben den unspezifischen Abwehrmechanismen, wie physikalische Barrieren (Haut,
Schleimhéaute), Phagozyten (Makrophagen, neutrophile Granulozyten), Komplementsystem,
Akute-Phasen-Proteine und Naturliche Killerzellen besteht mit der adaptiven bzw. erworbenen
Immunantwort ein spezifisches Abwehrsystem, welches sich im Lauf des Lebens entwickelt. Die
angeborene unspezifische Immunabwehr bildet einen sofortigen, vom eingedrungenen
Mikroorganismus unabhéngigen Schutz gegen Erreger, ist allerdings haufig allein nicht
ausreichend fur eine effektive Abwehr und kann keine Gedachtnisfunktion erzeugen. Zusatzlich
kommt bei Kontakt mit kérperfremden Strukturen, den sogenannten Antigenen, die adaptive
Immunantwort in Gang. Die dabei entstehenden Gedachtniszellen ermdéglichen bei erneutem
Kontakt mit dem Antigen eine schnellere und effektivere Abwehr des Mikroorganismus. Die
Zellen der spezifischen Immunitét sind die Lymphozyten [Gowans und McGregor, 1965], die sich
aus Knochenmarkstammzellen entwickeln. Die weiter im Knochenmark (bone marrow)
reifenden B-Lymphozyten tragen membranstandige Immunglobuline als Antigenrezeptoren.
Nach der Aktivierung durch Antigenkontakt differenzieren sie sich entweder zu Plasmazellen, die
antigenspezifische Immunglobuline sezernieren und auf diese Weise die sogenannte humorale
Immunantwort bilden, oder zu Gedachtniszellen, die bei erneutem Zusammentreffen mit dem
Antigen eine schnellere Sekundarantwort ermoglichen. Daneben unterscheidet man die im
Thymus reifenden T-Lymphozyten, die Trager der zellularen Immunitat sind [fir einen
Ubersichtsartikel siehe Janeway, 1995].

Nach Einwanderung der Vorlauferzellen der T-Lymphozyten in den Thymus entwickeln sich
diese weiter. Durch Wechselwirkungen mit dem Thymusstroma wird die Expression von CD2
stimuliert. In der Folgezeit entwickeln sich CD3" CD4 CD8 Thymozyten (,doppelt negative
Zellen“), die sich nun in zwei Gruppen aufteilen. Ein kleiner Teil wird zu CD3" CD4 CDS8 - y&-T-
Zellen, wobei in der Ratte die y5T-Zellen CD8" sind. Die gréRere Zellpopulation exprimiert
zundchst nur die B-Kette des T-Zell-Rezeptors (TZR) - wobei auch ydZellen B-Ketten
exprimieren kdnnen, allerdings nicht auf ihrer Oberflache - und CD8. Im néchsten Schritt werden
neben der -Kette CD8 und CD4 gebildet (,doppelt positive Zellen*) und die Umordnung der a-
Kette erfolgt. Von den nun entstehenden off CD3" CD4" CD8" - Zellen werden etwa 90% durch
Apoptose (programmierter Zelltod) eliminiert, da keine positive Selektion auf Selbst-MHC-
Restriktion erfolgt. Selbst-MHC-Restriktion bedeutet, dass reife Lymphozyten auf koérperfremde
Peptide nur bei Prasentation Uber MHC (major histocompatibility complex, auf néhere
Einzelheiten wird weiter unten noch eingegangen) reagieren. Die Ubrigen Zellen teilen sich nun
in die beiden Hauptgruppen der T-Lymphozyten auf, die CD8" zytotoxischen T-Zellen und die
CD4" T-Zellen. Eine zweite wichtige Eigenschaft reifer T-Zellen ist die Selbsttoleranz, d. h. sie
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dirfen nicht auf kdrpereigene Peptide reagieren, die ihnen tber MHC prasentiert werden. Bei
der klonalen Deletion werden die T-Zellen wahrend der Reifung mit kdrpereigenen Strukturen in
Verbindung gebracht. In diesem Stadium fuhrt die Bindung des TZR an das Antigen zur
Apoptose der Thymozyten. Durch diese negative Selektion werden vor Ausschleusung der T-
Zellen in die Blutbahn und die sekundaren lymphatischen Organe potentiell autoreaktive Zellen
eliminiert, wobei aufgrund der Tatsache, dass nicht alle Selbstantigene im Knochenmark und

Thymus vorkommen, noch immer autoreaktive Zellen heranreifen kénnen.

Reife Lymphozyten missen fir die Abwehr von Mikroorganismen diese erkennen kénnen. B-
Zellen kdénnen Antigene Uber den B-Zellrezeptor in intakter Form erkennen, wohingegen T-
Zellen Uber den TZR Fremdantigene nur in Form von Peptidfragmenten, welche an Molekiile
des oben bereits erwahnten MHC gebunden sind, erkennen konnen [Zinkernagel et al., 1974].
Die MHC-Molekule kdnnen in zwei Klassen (MHC-I und MHC-II) unterteilt werden, die sich in
Struktur und Funktion unterscheiden. MHC-1 wird von allen kernhaltigen Korperzellen exprimiert
und bindet intrazellulér prozessierte Peptide, welche dann von zytotoxischen CD8" aB-T-Zellen
gebunden werden [Monaco, 1992]. Erkennt die CD8"-T-Zelle das Peptid als fremd und erfolgt
eine suffiziente Co-Stimulation, wird die Zelle abgetdtet. MHC-1I wird dagegen nur von
Antigenprasentierenden Zellen (APZ), wie Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen
exprimiert. Uber MHC-II prasentieren diese Zellen Peptidfragmente aus endozytierten Proteinen
extrazelluldrer Herkunft oder von intrazellularen Erregern, die in angesduerten Vesikeln

abgebaut werden (z. B. in Makrophagen), an CD4"-T-Zellen.

Die aus dem Thymus ausgeschleusten T-Zellen werden vor ihrem ersten Antigenkontakt auch
als naive T-Zellen bezeichnet. Ohne Aktivierung kdnnen sie Uber mehrere Jahre in der Blutbahn
zirkulieren. Bei Kontakt mit einer APZ kommt es zu einer Bindung zwischen den Zellen tber
Interaktionen von Oberflachenmolekilen, wie etwa LFA-1 und CD2 auf den T-Zellen und ICAM-
1, -2, -3 oder LFA-3 auf den APZ. Erkennt der TZR das ihm Gber MHC préasentierte Peptid, wird
eine Konformitatséanderung von LFA-1 induziert, welche zu einer hdéheren Affinitat fur ICAM-1, -
2, -3 fuhrt, so dass eine bessere Assoziation zwischen T-Lymphozyt und APZ entsteht. Ist
zusatzlich ein co-stimulatorisches Signal vorhanden, kommt es zu einer Aktivierung der T-Zelle,
zur Proliferation und Differenzierung in eine sogenannte T-Effektor-Zelle.

Die alleinige Bindung zwischen dem TZR und APZ tber MHC flhrt nicht zu einer ausreichenden
Aktivierung von naiven T-Zellen und kann kein proliferatives Wachstum eines T-Zell-Klones
induzieren [Bretscher und Cohn, 1970]. Eine optimale T-Zell-Antwort mit einem starken IL-2-
Anstieg bendtigt zusatzlich ein co-stimulatorisches Signal [Jenkins et al., 1990; Schwartz et al.,
1990].

1980 wurde zuerst in Studien mit monoklonalen Antikdrpern das CD28-Molekil als
Differenzierungsmarker auf CD4"- und einigen CD8"-T-Zellen beschrieben [Hansen et al., 1980].
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In der Folgezeit zeigte sich, dass CD28 einer der wichtigsten Rezeptoren co-stimulatorischer
Signale ist [Hara et al., 1985; Damle et al. 1988, 1991; Gimmi et al.,, 1991]. In ersten
Untersuchungen wurde das humane CD28-Molekul naher betrachtet [Hansen et al., 1980].
CD28 ist ein Transmembranprotein aus der Immunglobulinsuperfamilie und ein etwa 90kDa
homodimeres Glykoprotein, welches auf ca. 80% der humanen T-Zellen exprimiert wird [Martin
et al., 1986]. 134 Aminosauren bilden eine immunglobulinartig gefaltete extrazellulare Domane.
Die intrazellulare Doméne ist kurz und hoch konserviert [Aruffo et al.,, 1987]. Es gelang,
homologe cDNA von CD28 auch fir Maus [Gross et al., 1990] und Ratte [Clark et al., 1992] zu
klonieren. Es zeigte sich eine etwa 68%ige Ubereinstimmung mit humanem CD28. Kurze Zeit
spater gelang es, das Mausprotein [Gross et al., 1992] und das Rattenprotein [Tacke, 1995]
durch monoklonale Antikérper zu identifizieren. Weitere Experimente ergaben, dass ca. 50% der
humanen CD8"-T-Zellen kein CD28 exprimieren [Azuma et al, 1993], wohingegen in Maus und
Ratte alle peripheren of3-T-Zellen CD28 auf ihrer Oberflache tragen. Auf allen NK-Zellen der
Maus [Nandi et al., 1994] und auf etwa der Halfte der NK-Zellen der Ratte [Tacke, 1995] wird
CD28 exprimiert, wohingegen bei erwachsenen Menschen kein CD28 auf den NK-Zellen

gefunden werden kann.

Natirliche Liganden des CD28-Molekills sind die auf APZ exprimierten CD80- (altere
Bezeichnung B7-1) und CD86 (B7-2) - Molekile [Azuma et al.,, 1993; Freeman et al, 1993].
CD80 und CD86 gehdren beide zur Immunglobulinsuperfamilie, sind allerdings in der
Aminosauresequenz nur entfernt verwandt. Normalerweise werden CD80 und CD86 auf B-
Zellen, dendritischen Zellen und IFn-y-stimulierten Makrophagen exprimiert [Freedmann et al.,
1987 und 1991; Symington et al., 1993]. Zuséatzlich ist die Expression auch auf aktivierten T-
Zellen induzierbar [Azuma et al., 1993]. In jlungster Zeit konnte CD86 auch auf humanen
Gedachtniszellen nachgewiesen werden, welche in der Lage sind, naive T-Zellen Uber Co-
Stimulation zu aktivieren [Jeannin et al., 1999]. Die Expression von CD80 auf APZ erfolgt auf
einem niedrigen Niveau. Erst nach Aktivierung durch lésliche Faktoren (z. B. Endotoxine oder
Zytokine) oder Bindung von Oberflachenmolekilen (z. B. MHC-Klasse-Il) kann CD80 vermehrt
nachgewiesen werden [Nabavi et al, 1992]. CD86 dagegen wird auf naiven B-Zellen und
Monozyten zu einem héheren Grad als CD80 exprimiert und kann nach Aktivierung noch starker
aufgezeigt werden [Azuma et al, 1993]. Es gibt Hinweise, dass CD86 der wichtigere co-
stimulatorische Ligand fur CD28 ist, da anti-B7-2-Antikérper die T-Zell-vermittelte Immunantwort
in vivo starker blockieren als anti-B7-1-Antikdrper [Hathcock et al., 1993]. Da B7-1 auch nach
Aktivierung der T-Zellen exprimiert wird, dient es vielleicht als priméarer Ligand fur CTLA-4
(Cytolytic T-Lymphocyte associated Antigen), einem Oberflachenmolekil, welches erst nach
Aktivierung der T-Zellen auf der Oberflache exprimiert wird [Freeman et al., 1992], ebenfalls von
CD80 und CD86 gebunden wird und - da es die weitere klonale Expansion proliferierender T-
Zellen hemmt [Walunas et al.,, 1994] - sehr wahrscheinlich eine antagonistische Wirkung
gegenuber CD28 hat. Die Bindungsaffinitat von CD80 und CD86 an ihre jeweiligen Liganden ist
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gleich hoch, wobei sie CTLA-4 mit einer 10-100fach héhren Affinitdt im Vergleich zu CD28
binden [Linsley et al., 1991].

Naive T-Zellen kénnen, wenn sie mit keinem Antigen in Kontakt kommen, fir mehrere Jahre
ruhen. In dieser Zeit kondensiert die Zelle ihr Chromatin, hat kaum Cytoplasma und es findet nur
eine geringe Synthese von RNA und Proteinen statt. Trifft die Zelle auf ein spezifisches Antigen,
welches ihr von einer APZ préasentiert wird und erfolgt gleichzeitig Co-Stimulation, tritt die Zelle
in die G1-Phase ein und beginnt mit einer starken Synthese von IL-2 und IL-2-Rezeptor. Nach
Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor wird der Zellzyklus vollendet und es entstehen aktivierte T-
Zellen, die sich zwei- bis dreimal taglich teilen kénnen, so dass sich schlie3lich Tausende fir ein
Antigen spezifische T-Zellen bilden. Die Bindung von CD28 an CD80 bzw. CD86 fuhrt zu einer
Stabilisierung der IL-2mRNA und somit zu einer um den Faktor 20-30 erhohten Synthese von IL-
2. Da gleichzeitig die Transkription von IL-2mRNA um etwa das Dreifache gesteigert wird,
erhoht die Co-Stimulation tber CD28 die IL-2 Konzentration um mehr als das Hundertfache und
ist somit - neben anderen Faktoren [Green et al., 1994] - sehr wichtig fir das T-Zell-Wachstum
[Gross et al., 1992; June et al., 1987]. Eine Blockade dieses Aktivierungsweges fihrt zu einer
verminderten T-Zell-Antwort und zu einer temporaren T-Zell-Anergie [Tan et al., 1993; Van Gool
et al., 1994; Harding et al., 1992], so dass - selbst bei Vorhandensein beider Aktivierungssignale
- im Stadium der Anergie keine T-Zell-Proliferation auszulésen ist (siehe Diagramm 1). Diese
Abschwachung der T-Zell-Antwort fuhrt zu einer Toleranz der T-Zellen gegeniiber eigenen

Gewebeantigenen und verhindert so moégliche Autoreaktionen.

Durch erfolgreiche Aktivierung der Zellen mittels Antigenprasentation und Co-Stimulation
entstehen T-Effektorzellen. Bei erneutem Immunogenkontakt ist fur die Effektorzellen keine Co-
Stimulation mehr notwendig, ein Mechanismus, der es dem Korper z. B. ermdglicht, auch
virusbefallene Zellen zu eliminieren, die nicht in der Lage sind, ein co-stimulatorisches Signal zu
geben. Die Umwandlung in Effektorzellen ermdglicht durch eine Steigerung von LFA-1 und CD2
eine bessere Adhasion an der Zielzelle. Gleichzeitig wird durch eine Anderung im TZR-Komplex
ein alternatives Spleil3en von CD45 induziert, was zu einem engeren Kontakt zwischen TZR und
Co-Rezeptor fuhrt und somit die Empfindlichkeit des TZR fir sein spezifisches Antigen erhéht

[fur einen Ubersichtsartikel siehe Janeway, 1995].
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Antigenprdsentierende Antigenprasentierende
Zelle Zelle
N A
T-Zelle T-Zelle

IL-2-5Synthese

Anergie klonale Expansion

Diagramm 1: Antigenprasentation an einer T-Zelle mit und ohne Co-Stimulation:
In Abwesenheit eines co-stimulatorischen Signals tiber den CD28-CD80/86-Weg kommt es zur Anergie der T-Zelle.
Nur bei erfolgreicher Co-Stimulation kommt es zur Ausschittung von IL-2 und dadurch verstéarkt zur klonalen

Proliferation.

Die Wechselwirkungen zwischen CD28, CTLA-4, CD80 und CD86 untereinander tben einen
wichtigen Einflu auf die T-Zell-Aktivierung und die Immunantwort aus und kdnnten in Zukunft
auch von therapeutischer Bedeutung werden. So zeigte sich im Tierversuch, dass zuvor nicht
immunogen wirksame Tumore nach Transfektion mit B7 durch CD8" - T-Zellen erkannt und
eliminiert werden koénnen. Zwar wurden Tumor-Antigen-Peptid-MHC-Komplexe schon zuvor
nachgewiesen, doch erst durch die Ermdglichung einer co-stimulatorischen Aktivierung konnte
eine effiziente Immunantwort einsetzen [Chen et al., 1992; Townsend et al., 1993]. Durch
Manipulation der CD28-B7-Interaktion gelang es in vivo TransplantatabstoBungen von
Pankreasinselzellen [Lenschow et al., 1992] und allogenen Herzen [Turka et al., 1992] zu

verhindern oder zumindest zu verzdgern.
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Die Immunantwort laf3t sich in verschiedene Gruppen unterteilen. Von intrazelluldren Erregern
befallene Zellen prasentieren Peptide des Pathogens iber MHC-I, welche von CD8"
zytotoxischen T-Zellen erkannt werden, die die befallene Zelle zerstéren. Handelt es sich
hingegen um Antigene von Krankheitserregern in intrazellularen Vesikeln oder von
aufgenommenen Bakterien und Toxinen, kommt es durch die Prasentation tiber MHC-II zu einer
Aktivierung der CD4" Zellen, welche in verschiedene Untergruppen fallen, von denen die Thi-
und Th2-Antwort die Extremformen darstellen. Inflammatorische T-Zellen (Th1) dienen vor allem
der Abwehr von intrazellularen Erregern, z. B. durch Aktivierung von infizierten Makrophagen,
die diese intrazellularen Pathogene dann eliminieren. Th2-Zellen unterstitzen nach ihrer
Aktivierung durch die Kommunikation mit B-Zellen die Ausschittung von Immunglobulinen, die
entweder extrazellulare Antigene durch Bindung neutralisieren, Antigene durch Aktiverung des
Komplementsystems zerstéren oder durch Opsonierung diese Erreger der Eliminierung durch

Phagozyten zuganglich machen.

Art der Immunantwort zellvermittelte Immunitat humorale Immunitat

typische Erreger Vaccinavirus Mycobacterium leprae | Clostridium tetani

Influenzavirus M.tuberculosis Staphylococcus aureus

Tollwutvirus Leishmania donovani

Listerien Pneumocystis carinii Poliovirus

Streptococcus pneumoniae

Toxoplasma gondii

Pneumocystis carinii

T-Zellen CD8™-T-Zelle inflammatorische CD4"- | CD4™-T-Helferzelle (Th2)
Zelle (Thl)
Abwehr des Erregers | Zerstorung der | Eliminierung des | Aktivierung von B-Zellen,
Zelle durch CD8'- | Erregers durch | Ausschittung von

T-Zelle

aktivierte Makrophagen

Immunglobulinen

Tabelle 1: Die spezifische Inmunantwort (modifiziert nach Janeway)

Die Entwicklung von CD4"-T-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen ist fiir eine suffiziente Immunantwort
1994].

Beeinflusst wird die Differenzierung durch die Art des Mikroorganismus und das Vorhandensein

gegenuber unterschiedlichen Krankheitserregern sehr wichtig [Paul und Seder,
bestimmter Zytokine, d. h. Botenstoffe, die von den Zellen ausgeschuttet werden und auf
benachbarte Zellen wirken. Ausgereifte Thl- bzw. Th2-Zellen produzieren dann auch
unterschiedliche Zytokine, die neben der Interaktion von Zelloberflachenmolekiilen zwischen T-
Zelle und Zielzelle eine wichtige Rolle in der Aktivierung spielen. Die unterschiedlichen
Funktionen der beiden Zelltypen lassen sich durch ihr Zytokinmuster erklaren [fur einen

Ubersichtsartikel sieche Mosmann und Coffmann, 1989].
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IL-12

Jf"

N-y IL-2

IE
; j TNF-B
Antigenkontakt pTH <

naive T-Zelle

Co-Stimulation iL-4
+] g IL-5
-4 - /F eTH2 ——=IL6

IFN-y IL-10

] IL-13

IL-12

Diagramm 2: Entwicklung und Differenzierung der CD4+-T-Zellen (modifiziert nach Paul und Seder)

Nach Antigenkontakt und bei erfolgreicher Co-Stimulation entwickelt sich eine naive CD4" T-Zelle in eine precursor-T-
Zelle (pTH). Unter wechselseitig regulierendem Einflu3 von IL-4 bzw. IL-12 und IFN-y differenziert sich die Zelle
entweder in eine Effektor-Th2-Zelle (eTh2) oder in eine inflammatorische Effektor-Thl-Zelle (eThl), die wiederum
typische Zytokine produzieren und somit auf andere Zellen einwirken.

Die Entwicklung einer CD4"-T-Zelle zu einer Thl- bzw. Th2-Zelle wird durch die Anwesenheit
von Zytokinen wéahrend des ersten Antigenkontakts gepragt. Bei Stimulation der naiven CD4" -
T-Zelle tber TZR und vorhandene Co-Stimulation kommt es zu einer IL-2 Produktion und zum
Ubergang zu sogenannten Precursor-TH-Zellen (pTH). Uber ein Th, Stadium [Kamogawa et al.,
1993], in dem die Zelle IFN-y und IL-4 produziert [Street et al., 1990], entwickeln sich die Zellen
unter dem EinfluB von IL-2, IFN-y und IL-12 zu Effektor-Thl-Zellen (eThl) bzw. bei
Vorhandensein von IL-2 und IL-4 zu eTh2-Zellen. IL-12 hat einen indirekten Einflul3 auf die Th1-
Zellen, da es die IFN-y-Bildung stark erhdht. Die antagonistischen Zytokine haben jeweils einen
hemmenden Effekt auf die Entwicklung der anderen TH-Zellen-Art. So blockiert IL-4 die Bildung
von IFN-y-produzierenden Zellen komplett, wenn kein IL-12 vorhanden ist und signifikant, aber
unvollstandig, wenn IL-12 vorhanden ist [Seder et al., 1992]. Im Gegensatz dazu fuhrt IFN-y zu
einer teilweisen Unterdriickung der Entstehung von IL-4-produzierenden Zellen, ein Effekt, der
durch IL-12 noch verstarkt wird [Seder et al., 1993]. IL-12 wird von Makrophagen produziert, die
mit intrazellularen Mikroorganismen infiziert sind. Bei Kontakt dieser Makrophagen mit einer
CD4"-T-Zelle filhrt die Ausschiittung von IL-12 zu einer IFN-y-Produktion dieser T-Zelle. Die
Balance zwischen lokalem IL-4 und IL-10 auf der Th2-Seite und IFN-y und IL-12 auf der Th1i-
Seite ist ein Schlusselfaktor in der Ausbildung von Effektor-T-Zellen [Nakumara et al., 1997].
Das Wechselspiel zwischen Thl und Th2 ist fUr eine suffiziente und vor allem nicht
UberschieBende Immunantwort wichtig. Da die Zytokine der Gruppen antagonistisch wirken,
kénnen Schaden durch eine zu starke Immunantwort unterdriickt werden. Bei einer Infektion mit
einem intrazellularen Erreger kann es bei einer weiteren Ausbreitung des Erregers oder einer zu
langsamen Eliminierung zu einer kontinuierlichen Aktivierung von Thl-Zellen komen. Daraus

kann ein lokal inflammatorischer Gewebsschaden entstehen, welcher die normale Funktion
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einschranken kann. Durch IL-4 und IL-10 koénnen Th2-Zellen die IFN-y-Wirkung auf
Makrophagen verkleinern bzw. die Produktion von IFN-y unterdricken und somit

~Selbstinduzierte Verletzungen* kontrollieren.

Unklar ist bisher die Herkunft des IL-4 flr die intiale Differenzierung der Th2-Zellen. Schon
vorhandene Th2-Zellen - Gedachtniszellen [Gollob et al., 1994] und bereits aktivierte T-Zellen -
[Croft et al., 1995] kommen in Frage. Auch Mastzellen [Bradding et al., 1992] und Basophile
[Romagnani, 1992] produzieren zwar IL-4, jedoch reagieren Antigene im Korper nicht sofort mit
diesen Zellen sondern erst bei einer sekundaren Immunantwort. Ein weitere Mdglichkeit sind y&
T-Zellen [Ferrick et al., 1995] und CD4" NK1.1.-Zellen [Arase et al., 1993; Yoshimoto et al.,
1994], die IL-4 bei Stimulation mit Pathogenen produzieren kénnen. Interessanterweise ist die
IL-4-Bildung von CD4" NK1.1.-Zellen nicht durch antagonistische anti-IL-4-Antikérper zu
inhibieren [Yoshimoto et al., 1994].

Thl-Zellen und Th2-Zellen wirken auf B-Zellen, stimulieren diese zur Differenzierung in
Plasmazellen und zur Ausschittung von Immunglobulinen, wobei Thl- und Th2-Zellen
unterschiedlicher Immunglobulinmuster induzieren. Wahrend Th1l-Zellen der Maus vor allem die
Produktion von IgG2a anregen, wird durch die Zytokine der Th2-Zellen vor allem die Produktion
von IgG1 und IgE verstarkt [Mosmann und Coffmann, 1989]. Um Verwirrung bei dem Vergleich
von Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen zu vermeiden, soll hier kurz auf die
Zusammenhange zwischen den Immunglobulinsubtypen von Maus und Ratte einhgegangen
werden. IgG1 der Ratte entspricht sowohl in der Sequenz [Briiggemann et al., 1986 und 1988]
als auch bei Antigen-Kreuz-Reaktionen [Carter et al, 1980] dem IgG1 der Maus. Auch IgE der
beiden Arten ist &quivalent. Beide Immunglobulintypen zeigen in der Ratte ein Th2-
Immunantwort an [Soares et al., 1996; Mason, personliche Mitteilung]. Etwas komplizierter ist
die Rolle von IgG2a, welches bei der Maus einer Thl-Immunantwort entspricht. Die
Gensequenz des
Ratten-lgG2a entspricht dem Maus-IgG1l. Das Ratten-IgG2b entspricht dem Maus-lgG2a
[Briggemann et al., 1986 und 1988]. Diese Zusammenhénge konnten auch in mehreren
funktionellen Untersuchungen bestétigt werden [Der Balian et al., 1980; Cuturi et al., 1994;
Sakai et al., 1995]. Das bedeutet, dass bei der Ratte IgG1, IgG2a und IgE eine Th2-gewichtete
Immunantwort anzeigen. Die verstarkte Bildung von IgG2b spricht fir eine Th1l-Antwort [Mason,
personliche Mitteilung]. In Diagramm 3 sind die Zusammenhange zwischen Maus- und
Rattenimmunglobuline sowie die Art der Immunantwort aufgezeigt [Mathieson; 1992; Groen,
1993; Beijleveld et al., 1996].

Maus-Ig-Subklasse IgG1 IgE IgG2a




Einleitung 9

(entsprechende) lgG1 IgG2a IgE IgG2b
Ratten-lg-Subklasse

Immunantwort Th2 Thi

Diagramm 3: Vergleich der Immunglobulinsubklassen von Maus und Ratte

Einer der Faktoren, die in die Thl/Th2-Differenzierung eingreifen, ist die Co-Stimulation Uber
CD28, wobei die hierzu durchgefuhrten Versuche sehr interessante Madglichkeiten in der
Entstehung und vielleicht in Zukunft auch in der Behandlung von Autoimmunerkrankungen und
Infektionen zeigen. Shahinian konnte an CD28-/- - Mausen zeigen, dass bei den Tieren die
Entwicklung und negative Selektion der T-Zellen vollig normal ablauft. Phanotypisch sind die T-
und B-Zellen CD28-defizienter Mause normal. Allerdings war bei Stimulation der Zellen mit
ConA eine deutlich verminderte IL-2-Produktion und eine deutlich verminderte Expression des
IL-2-Rezeptors festzustellen [Shahinian et al., 1993]. In anderen Versuchen konnte gezeigt
werden, dass antigen-spezifische T-Zell-Antworten, z. B. nach KLH-Stimulation reduziert waren.
Bei Infektion mit dem mouse mammary tumor virus (MMTV) [Palmer et al., 1996] zeigen die
Tiere eine verminderte IL-2-Produktion, eine verminderte B-Zell-Aktivitat und eine Veranderung
der Immunglobulinkonzentration im Serum. Nachweisbar ist eine Verminderung vpn IgG1 bei
gleichzeitigem Anstieg von 1gG2a. Da T-Zell-Antworten teilweise noch vorhanden waren, ist es
wahrscheinlich, dass andere Wege der Co-Stimulaiton bzw. andere co-stimumulatorische
Rezeptoren in Aktion treten bzw. neben IL-2 auch noch andere Lymphokine eine wichtige Rolle
spielen. Insgesamt zeigt sich, dass CD28-defiziente Mause eine normale Thl-Immunantwort
zeigen, bei einer gleichzeitig verringerten Th2-Antwort. CD28 -/- Mause zeigen bei einer
Infektion mit Schistosomen eine deutlich geringere Produktion von IL-4 und IL-5, IgG1 und IgE,
sind anfélliger fur eine Infektion und zeigen starkere Krankheitszeichen als CD28 +/+
Vergleichstiere. Unterbrechung der CD28-CD80/CD86-Interaktion durch Gabe von CTLA-4-Ig
unterdriickte auch bei CD28+/+ Mausen die Th2-Antwort [King et al., 1996]. Die Inzidenz und
Schwere der durch autoreaktive Thl-Zellen induzierten [Kuchroo et al., 1993] Experimentellen
Allergischen Enzephaltits (EAE) konnte durch Gabe von anti-CD80-Antikdrpern und auf diese
Weise verstarkte Th2-Antwort reduziert werden, wobei das Immunsystem der Tiere durch diese
Behandlung keine generelle Beeintrachtigung zeigte [Kuchroo et al., 1995]. In Untersuchungen
mit CD28 positiven bzw. defizienten Mausen konnten Rulifson et al. zeigen, dass die Co-
Stimulation tber CD28 durch einen IL-4 abhéngigen Mechanismus die Th2-Cytokinproduktion
bewirkt. Zusatzlich konnte durch Versuchen mit RAG 2 -/- Mausen gezeigt werden, dass dieser
Effekt nicht durch eine Restimulation von Memory-Zellen in vitro hervorgerufen wird [Rulifson et
al., 1997].

Durch die Genierung zweier CD28-spezifischer mAk gegen das CD28-Molekil in der Ratte,
JJ316 [Tacke, 1997] und JJ319 [Tacke, 1995], konnte das System der Co-Stimulation auch in
ein  Modellsystem Ubertragen werden, welches flr Autoimmunerkrankungen und die
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Transplantationsmedizin von groRer Bedeutung ist. Bei Experimenten in vitro zeigten diese
Antikorper - &hnlich wie bei Maus und Mensch - in Anwesenheit eines TZR-Signals eine
Aktivierung der Zellen. Tacke et al. konnten zeigen, dass es neben diesem co-stimulatorischen
Aktivierungsweg maoglich ist, mit einem der beiden Antikorper - mAk JJ316 - die Zellen ohne
TZR-Signal/TZR-Ligation zu stimulieren [Tacke et al.,, 1997]. In 100-1000fach hd&herer
Konzentration des mitogenen mAk JJ316 kommt es zu einer massiven Proliferation aller T-
Zellen in vitro durch direkte Stimulation ohne zusatzliches Signal Uber den TZR (siehe
Diagramm 4), eine Wirkung, die mit dem konventionellen mit JJ319 nicht zu erreichen ist. Auch
im humanen System ist eine Aktivierung von T-Zellen durch Vermittlung Uber CD28 unter
Umgehung des TZR-Signals beschrieben worden [Siefken et al., 1997].

e )
[ anti-cD28 ?nti-CDZS
\\\ (JJ316 und JJ319) / \ (nur JJ316)
pERREAN ERUANEE = AN
M ’ il
Il [ 0
TZR co2e TZR co28
T-Zelle T-Zelle
|L-2-Synthese | IL-2-Synthese |
Proliferation Proliferation
Co-Stimulation Direkte Stimulation

Diagramm 4: Co-Stimulation und direkte Stimulation einer T-Zelle

Anders als bei der bisher bekannten Co-Stimulation durch Antigenpréasentation iber MHC bei gleichzeitiger Bindung
eines co-stimulatorischen Liganden (z. B. CD80/86 an CD28) kann der mAk JJ316 in der Ratte auch ohne zusétzliche
Antigenpréasentation eine Proliferation der T-Zellen induzieren.

Bemerkenswert ist, da3 auch in vivo die Wirkung des mitogenen mAk JJ316 nachzuweisen war.
Durch eine Einzeldosis von JJ316 i.p. kam es zu einer starken, temporaren Vergro3erung der
Milz und der Lymphknoten mit maximalen Werten nach drei Tagen [Tacke et al., 1997]. Vor
allem CD4"-T-Zellen erhéhten sich betrachtlich (auf etwa das Sechsfache in der Milz und auf

etwa das Dreifache in den Lymphknoten), aber auch CD8"-T-Zellen stiegen an, wobei nach etwa
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zwei Wochen die Zellzahlen wieder auf das Ausgangsniveau abgesunken waren. Bedingt durch
die Aktivierung der CD4"-T-Zellen erhéhte sich auch die Anzahl der B-Zellen (auf etwa das
Vierfache in der Milz). Dass der B-Zell-Anstieg T-Zell-abhangig ist, zeigten Kontrollversuchen in
euthymischen und athymischen Ratten, da in letzteren keine B-Zell-Aktivierung nachweisbar
war. Die Aktivierung durch CD28 ohne TZR-Signal konnte sich erklaren, wenn es durch die
Bindung von mAk JJ316 an CD28-Molekile zu einer Konfigurationsdnderung kame, Uber die
das aktivierende Signal an die T-Zelle geleitet wird. Wahrscheinlicher ist die Mobilisierung des
CD28-Rezeptors, d. h. die Verdrangung inhibitorischer Molekile von CD28, so dass CD28 in der
Lage ist, einen eigenstandigen Signalweg zu induzieren. In der physiologischen Situation wird
diese Mobilisierung durch den TZR induziert, so dass geringe anti-CD28-Konzentrationen fir
eine Aktivierung ausreichen. Bei der direkten Stimulation, d. h. der alleinigen Gabe von mAk
JJ316, ist eine hohere Konzentration des Antikdrpers notwendig, da in diesem Fall der

Antikorper selber die inhibitorischen Molekile verdrangen muss.

Die Stimulation Gber CD28 kann die Immunantwort von mit Schistosoma mansoni infizierten
[King et al., 1996] bzw. an Experimenteller Allergischer Enzephalitis erkrankten [Kuchroo et al.,
1995] Tieren in Richtung Th2 verandern. In der humanen Jurkat T-Lymphom-Linie wird IL-2-
Synthese durch bestimmte CD28-spezifische mAk induziert [Nunes et al., 1993] und ein
Signalweg, durch den IL-4-Transkription nach CD28-Stimulation induziert wird, konnte kirzlich
nachgewiesen werden [Li-Weber et al., 1998]. Etwa 5% der CD4'CD45R0 - T-Zellen
differenzieren bei Stimulation mit CD28-spezifischen Antikdrpern und gleichzeitiger Gabe von IL-
2 zu Th2-spezifischen Zellen, ohne das ein zuséatzliches Signal Uber den TZR notwendig ist
[Brinkmann et al., 1996].

Aufgrund der Tatsache, dass die CD28-Co-Stimulation eine wichtige Rolle in der Th2-
Differenzierung einnimmt, ist der Effekt einer direkten Stimulation mit dem mitogenen mAk
JJ316 auf diese Differenzierung von besonderem Intersse. G. Hanke konnte in ihrer Arbeit
zeigen, dass die Behandlung mit JJ316 in vivo zu einem erhdhten IgG1l-Serumlevel fihrt
[Hanke, 1997].

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss des mitogenen anti-CD28-mAk JJ316 auf die
Entwicklung einer Thl- bzw. Th2-Immunantwort anhand der Immunglobulin-Isotypen
behandelter Tiere zu untersuchen. Es wird gezeigt, dass die Behandlung mit mitogenem mAk
JJ316 bei Brown-Norway- und Lewis-Ratten verschiedener Altersstufen eine Th2-Immunantwort
induziert, erkennbar an einem Anstieg der Th2-spezifischen Immunglobuline, besonders des
IgE.
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2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Monoklonale Antikérper zur in-vivo-Behandlung

Folgende mAk gegen Oberflachenantigene auf Lymphozyten der untersuchten Ratten wurden

unkonjugiert verwendet:

mAKk Spezifitat Referenz

JJ316 CD28 Tacke et al., 1997
JJ319 CD28 Tacke et al., 1995
R73 TCRap Hunig et al., 1989

2.1.2. Antikdrper zur ex-vivo-Analyse

Priméare Antikorper fir ELISA und ELISPOT:

Schaf anti Ratte IgG1 The Binding Site, Birmingham, GrofR3britannien
Schaf anti Ratte IgG2a The Binding Site, Birmingham, Grol3britannien
Schaf anti Ratte IgG2b The Binding Site, Birmingham, GrofR3britannien
Schaf anti Ratte Ig (G+A+M) The Binding Site, Birmingham, Grol3britannien
Maus anti-Ratte kK (MARK-1) freundlicherweise von Dr. H. Bazin, Louvain,

Belgien, zur Verfiigung gestellt

Sekundare Antikorper fur ELISA und ELISPOT:
Maus anti Ratte IgG1,

Biotin konjugiert (MaRIgG1-bio) Pharmingen, San Diego, CA, USA

Maus anti Ratte 1gG2a,

Biotin konjugiert (MaRIgG2a-bio) Pharmingen, San Diego, CA, USA
Maus anti Ratte IgG2b,

Biotin konjugiert (MaRIgG2b-bio) Pharmingen, San Diego, CA, USA

Maus anti Ratte IgM,
Biotin konjugiert (MaRIgM-bio) Serotec, Oxford, GroRRbritannien
Maus anti Ratte IgE,
Biotin konjugiert (MaRIgE-bio) Serotec, Oxford, GroR3britannien

Maus anti Ratte K,
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Biotin konjugert (MARK-1-bio)

Immunglobulinstandards fiir ELISA:
Ratte IgG1

Ratte IgG2a

Ratte IgG2b

Ratte IgM

Ratte IgE

Antikorper fur die FACS-Analysen:
L180/1 Schaf-LFA-3

0X33 LCA von B-Zellen
F(ab),-Fragmente Esel anti Maus Ig,
PE konjugiert (DaMIg-PE)
Streptavidin Red 670"

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Alaun

Albumin (Huhnerei), OVA
AMP

Agarose (,Jow melting point®)
Borsaure
Bordetella-Pertussis-Toxin

BSA (Rinderserumalbumin)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
(BCIP)

Diethanolamin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)
Formaldehyd (37%)

Glycin

*H-Thymidin (spezifische Aktivitat 5Ci/mmol)
KCI

laboreigene Herstellung

Pharmingen, San Diego, CA, USA
Pharmingen, San Diego, CA, USA
Pharmingen, San Diego, CA, USA
Pharmingen, San Diego, CA, USA
Serotec, Oxford, GroR3britannien

Hunig, 1985
Woolet, 1985

Dianova, Hamburg

Gibco BRL, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

freundlicherweise von Prof. A. Schimpl,
Institut fir Virologie und Immunbiologie,
Wirzburg, zur Verfiigung gestellt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Ferak, Berlin

Ferak, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein

Ferak, Berlin

Roth, Karlsruhe

Amersham Buchler, Braunschweig
Ferak, Berlin
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Methoxyfluran (Metofane)

MgCl, x 6 H,0

Natriumazid (NaN3)

Natriumcitrat

NaCl

(Na),COs

NaHCO;

NaOH

p-Nitrophenyl-Phosphat (p-NPP)
Protein-A-Sepharose

Streptavidin,

konjugiert mit alkalischer Phosphatase
(Streptavidin-AP)
Sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate
(Sulfo-NHS-Biotin)

Tris

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20 (Polyoxyethylen sorbitan mono)

Zitronensaure (10%)

Janssen, Neuss
Ferak, Berlin

Ferak, Berlin

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Ferak, Berlin

Ferak, Berlin

Ferak, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Boehringer Mannheim

Pierce, Rockford, GroR3britannien
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

2.1.4. Standardlésungen, Puffer und Medien

AMP-L6ésung

BCIP/AMP

Beschichtungspuffer

Boratpuffer

BSS (Balanced Salt Solution I, 1)

95,8ml AMP, 150mg MgCl,x6H,0,
100pl Triton, ad 1000ml H,O dest.,
mit HCI auf pH=10,25 einstellen

100mg BCIP in 100mI AMP-L6sung

0,8g Na,COs3, 1,45g NaHCO3,
ad 500ml| H20 dest.

0,1 M Borséaure mit pH=8

BSS I BSS I

50g Glukose 9,25¢g CaCl,
3g KH;PO, 20g KCI
11,99 Na,HPO, 320g NacCl
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BSS/BSA
Diethanolaminpuffer
einstellen

Elutionspuffer

FACS-Puffer

Hochsalzpuffer

PBS (Phosphate Buffered Saline)

PBS/Azid
PBS/BSA
PBS/FCS
PBS/Tween 20

PBS/Tween20/BSA
PBS -CI**, -Mg**

RPMI 1640
RPMI*

Stoppuffer

0,59 Phenolrotl0g MgCl,
10g MgSO,
ad 51 H,0O bidest ad 51 H,O bidest
125ml BSS | mit 125ml BSS Il mischen und mit
H,O ad 1000ml auffillen
0,2% BSA in BSS
48,5ml Diethanolamin, 0,1g NaN3, 50mg MgCl,,

ad 500ml H,O dest.,, mit HCI auf pH=9,8

7,359 Nas-Citrat, 2,92g NaCl, ad 500ml Aqua
dest., mit 10%iger Zitronensaure auf pH=3 ein-
stellen

0,1% BSA, 0.02% NaN; in PBS

112,69 Glycin, 175,3g NaCl, ad 1000ml Aqua
dest., mit 5M NaOH auf pH=8 einstellen

0,2g KCl, 0,2g KH,PQO,, 0,05g MgCl,, 8gNaCl,
1,159 Na,HPO, ad 1000ml H,0 bidest

0,02% NaNs in PBS

1% BSA in PBS

5% FCS in PBS

0,05% Tween 20 in PBS

0,05% Tween 20, 1% BSA in PBS

laboreigene Herstellung

Gibco BRL, Eggenstein
RPMI, 5% FCS

20mM Tris in PBS mit pH=8



Material und Methoden

16

Tris-Ammonium-Chlorid-Puffer

Trypanblau

2.1.5. Standards und Kits

Biorad"-Proteinassay

2.1.6. Gerate

DurchfluRzytometer FACScan®
LYSIS lI® Software

CellQuest Software
Szintilationszahler Betaplate Il
Zellerntegerat fur 96-Napfplatten
Spektrophotometer
Servall-SS34-Festwinkelrotor
Tisch-Ultra-Zentrifuge
UV-Photometer

Zentrifuge

2.1.7. Gebrauchsmaterialien

15ml Réhrchen

50ml Réhrchen
25-Napf-Flachbodenplatten
96-Napf-Flachbodenplatten
96-Napf-U-Platten
Centricon-Ultrafiltrationseinheit
Einmalsiebe
Eppendorf-Pipetten
Eppendorf-Réhrchen
FACS-Probenrdéhrchen
Glasfaserfiltermatten

Glaskapillare

0,48g Tris, 1,66g NH,4CI, ad 200m| Aqua dest.

0,04% in PBS/Azid

Biorad Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Wallac Oy, Turku, Finnland
Wallac Oy, Turku, Finnland
Pharmacia Biotech, Freiburg
Heraues, Hanau

Heraus, Hanau

Pharmacia Biotech, Freiburg

Heraues, Hanau

Greiner, NUrnberg

Greiner, Nurnberg

Greiner, NUrnberg

Greiner, Nurnberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Heraues, Hanau

Greiner, Nurnberg

Greiner, Nurnberg

Greiner, NUrnberg

Multimed, Kirchheim, Frankreich
Pharmacia, Freiburg

Greiner, Nurnberg
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Kanulen 21G

Spritzen 1ml, 5ml, 20ml, 50ml

Sterilfilter

Szintillationsflussigkeit

Zentrifugenréhrchen

Greiner, Nurnberg

Greiner, Nurnberg

Greiner, Nurnberg

Pharmacia, Freiburg

Greiner, Nurnberg

Bei allen nicht aufgefuhrten Geraten und Materialien handelte es sich um Standardgeréte und

handelstibliche Gebrauchsmaterialien.

2.2.

Versuchstiere

Die Versuche wurden mit Inzuchtstimmen von Lewis- und Brown-Norway-Ratten durchgefihrt.

Die Tiere wurden von folgenden Quellen bezogen:

2.3.

2.3.1.

Rasse

Alter

Herkunft

Lewis-Ratten

Jungtiere (1 Woche)

Charles River Wiga
(Sulzfeld)

Erwachsene Tiere (9
Wochen bis 3 Monate)

Institut fir Virologie und
Immunbiologie,

Wirzburg

Alttiere (7 Monate)

Charles River Wiga
(Sulzfeld)

Brown-Norway-Ratten

Jungtiere (1 Woche)

Erwachsene Tiere (3

Monate)

Alttiere (7 Monate)

Harlan-Winkelmann UK

Methoden

In vivo Applikation der monoklonalen Antikdrper JJ316, JJ319 und R73
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Eine Woche bis neun Monate alten Lewis (LEW)- und Brown-Norway (BN)-Ratten wurde eine
Einzeldosis oder mehrere Dosen mAk JJ316, JJ319, R73 oder PBS in gleichem Volumen in den
angegebenen Dosierungen intraperitoneal (i.p.) appliziert. Nach verschiedenen Zeitrdumen
wurden die Tiere getttet. Aus der entnommenen Milz wurden die Lymphozyten isoliert. Den
Ratten wurde Blut abgenommen und daraus Serum gewonnen. Mit den Lymphozyten und dem

Serum wurden weitere Analysen durchgefihrt.

2.3.2. Invivo Immunisierung mit OVA-Pertussis

Die Wirkung der mAk JJ316, JJ319 und R73 wurde auch an Tieren untersucht, die zuvor mit

einer Suspension aus OVA und Bordetella Pertussis Toxin behandelt wurden.

10 ml BSS wurden mit 100 ng OVA und 5 ml 10%igem Alaun vermischt. Zugabe von 2ml 1 M
NaOH fluhrt zur Ausbildung von Proteinprazipitaten, welche durch 30minitige Lagerung auf Eis
und anschlieBende Zentrifugation mit 2000 Umdrehungen/Minute (Upm) bei 6 °C getrennt
werden kdnnen. Zweimaliges Waschen mit PBS, Resuspension der Proteinprazipiate in 20 ml
PBS und Zupipettieren von 40 pl einer Losung mit 2x10" Bordetella Pertussis. 2 ml dieser
Losung wurde den Tieren i.p. appliziert und die Tiere nach vier Wochen mit den monoklonalen

Antikdrpern bzw. PBS weiterbehandelt.

2.3.3. Herstellung der Milz- und Lymphknotenzellsuspensionen

Am Versuchstag wurden die Ratten mit CO, getdtet, auf dem Ricken gelagert und mit 70%igem
Ethanol desinfiziert. Sterile Entnahme von Milz, sowie mesenterialen und inguinalen
Lymphknoten, weitgehende Sauberung von Fett- und Gewebsresten und Lagerung in
eisgekuhlten BSS/BSA. Die weiteren Arbeitsschritte wurden unter einer Sterilbank durchgefunhrt.
Milz und Lymphknoten wurden in sterilen Sieben zerrieben, die Zellen durch wiederholtes
Spulen mit BSS/BSA in ein 15 ml-Réhrchen (Lymphknoten) bzw. ein 50 ml-Réhrchen (Milz)
Uberfahrt. Abtrennung grofRerer Gewebeteile durch Lagerung fur zehn Minuten auf Eis,
Ubernahme des Uberstands in ein neues 15 ml-/50 ml Réhrchen, Zentrifugation bei 1600 Upm
fir funf Minuten bei 6 °C fuihrte zu Absinken der Zellen. Absaugen des Uberstandes. Zugabe
von 10 ml Tris-Ammonium-Chlorid-Puffer (TAC-Puffer) fir zehn Minuten zu den Milzzellen
lysierte die in der Milzzellsuspension vorhandenen Erythrozyten, so dass anschlie3end die zu
untersuchenden Lymphozyten isoliert waren. Erneutes Zentrifugieren bei 1600 Upm fur flnf
Minuten bei 6 °C, Absaugen des TAC-Uberstandes, zweimaliges Waschen mit 40 ml BSS/BSA
und Uberfiihrung in RPMI™ Uberfiihrt. Bei Lymphknotenzellen keine Zugabe von TAC-Puffer,
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einmaliges Waschen mit 10 ml BSS/BSA und Resuspension in RPMI*. AnschlieBend wurde die

Zellzahl in den Suspensionen in unten beschriebener Weise ermittelt.

2.3.4. Ermittlung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl in einer Milz- bzw. Lymphknotenzellsuspension wurde mit einer
Neubauer-Zahlkammer durchgefuhrt. Die Zellsuspension wurde mit 0,04%iger Trypanblau-
Lésung im Verhéltnis 1:20 verdunnt. Trypanblau wird nur von toten Zellen aufgenommen und
ermoglicht auf diese Weise die Unterscheidung der Zellen unter dem Binokular. Unter dem
Mikroskop wurden die lebenden, d. h. die nicht Trypanblau speichernden, Zellen ausgezéahlt und
die Gesamtkonzentration der Zellsuspension anhand folgender Formel berechnet:

Zellzahl / Anzahl der Quadranten x Verdinnungsfaktor x 10* = Zellzahl / ml

2.3.5. Serumgewinnung

Die Gewinnung des Serums erfolgte entweder durch kardiale Punktion oder durch Punktion der

retroorbitalen Venengeflechte.

Den getoteten Ratten wurde bei eréffnetem Brustkorb mit einer 21G Kantle durch Punktion des
rechte Vorhofs etwa 5 ml Blut entnommen. Gewinnung des Serums durch Abzentrifugieren bei
2000 Upm fiir fiinf Minuten bei 6 °C und anschlieRend erneutem Zentrifugieren des Uberstands
in der Ultra-Zentrifuge bei 10000 Upm fiir eine Minute. Sollte das Serum nicht am gleichen Tag

untersucht werden, wurde es bei -18 °C eingefroren.

Fur die Messung des individuellen Immunglobulinverlaufs bei LEW-Ratten Uber drei Wochen
wurde den Tieren in Methoxyfluran-Narkose Blut mit einer Glaskapillare aus dem retroorbitalen
Venengeflecht entnommen. Durch Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 10000 Upm fir eine

Minute konnte das Serum gewonnen werden.

2.3.6. ELISPOT Assay

Der enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay gibt die Mdglichkeit, die Frequenz immun-

globulinproduzierender Zellen spezifisch fiir bestimmte Isotypen darzustellen.
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25-Napf-Flachbodenplatten wurden mit den priméren Antikorpern beschichtet. Zum Nachweis
der verschiedenen Immunglobulinsubtypen wurden unterschiedliche Antikdrper verwendet. Fir
IgG1, IgG2a und IgG2b jeweils ein subklassenspezifischer Schaf-anti-Ratte-Antikdrper, Schaf-
anti-Ratte-Ig (G+M+A) fir IgM bzw. Maus-anti-Ratte-kappa-1 (MARK-1) fir IgE. Je 1 ml wurde
mit einer Konzentration von 5 pug/ml (algG1, algG2a, algG2b, algG+M+A) bzw. 1:100 (MARK-1)
in Beschichtungspuffer pro Napf pipettiert und die Platten bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.

Nach Abnahme der primaren Antikérper und viermaligem Waschen der Platten mit PBS,
wurden, um unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen, die Platten fir zwei Stunden mit
je 1 ml PBS/FCS bei Raumtemperatur geblockt. Die Zellsuspension wurde in oben
beschriebener Weise hergestellt und je 1 ml in gewiinschter Konzentration (10° oder 10’
Zellen/ml in RPMI" fur die Immunglobulinsubtypen 1gG1, 1gG2a, 1gG2b und IgE, 10° oder 10°
Zellen/ml in RPMI" fiir IgM) in die Napfe eingefillt und die Platten iber Nacht bei 37 °C und
5%CQO, inkubiert.

Viermaliges Waschen der Platten mit PBS. Zur Detektion sezernierter Immunglobuline
Inkubation der Platten mit je 1 ml biotinylierten sekundaren Antikbrper Maus-anti-Ratte (anti-
IgG1-bio, anti-lgG2a-bio, anti-lgG2b-bio, anti-lgM-bio, anti-IgE-bio) in einer Konzentration von 1
pg/ml in PBS/FCS fur zwei Stunden bei Raumtemperatur. Viermaliges Waschen der Platten mit
PBS. Inkubation der Platten mit je 1 ml mit alkalischer Phosphatase konjugiertem Streptavidin
der Verdinnung 1:1000 in PBS/FCS fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Viermaliges
Waschen der Platten mit PBS. Fur die Nachweisreaktion wurde die AMP/BCIP-Losung auf 37
°C erwarmt, 3%ige ,low melting point* Agaroselosung aufgekocht, auf 42 °C abgekuhlt, die
beiden Lésungen in einem Verhaltnis von 6:1 gemischt und 1 ml dieses Gemisches pro Napf
pipettiert. Die alkalische Phosphatase katalysierte die Bildung eines blauen Farbkomplexes aus
dem farblosen Substrat BCIP, so dass an den Stellen, an denen sich immunglobulin-
produzierende Zellen befanden, nach etwa finf bis zehn Minuten blaue Punkte (Spots)
auftraten. Nach etwa 30 Minuten verfestigte sich die Agarose und die Spots konnten im

Binokular gezahlt werden.

2.3.7. ELISA

Mit dem enzyme-linked-immunosorbent assay (ELISA) ist es mdglich, die Konzentration der

Immunglobuline im Serum behandelter Ratten nachzuweisen.
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Analog zum ELISPOT wurden zum Nachweis der verschiedenen Immunglobulinsubtypen
unterschiedliche Antikdrper verwendet. Fir 1gG1, IgG2a und IgG2b der subklassenspezifische
Schaf-anti-Ratte-Antikérper, Schaf-anti-Ratte-lg (G+M+A) fiir IgM bzw. Maus-anti-Ratte-kappa-1
(MARK-1) fir IgE. 96 - Napf - Flachbodenplatten wurden mit 100 ul primaren Antikérpern einer
Konzentration von 1 pg/ml bzw. 1:1000 fur MARK-1 in Beschichtungspuffer tiber Nacht bei 4 °C

inkubiert.

Abnahme der primaren Antikdrper und viermaliges Waschen mit PBS/Tween 20. Bei
Raumtemperatur Blockung mit je 100 pl PBS/BSA fir eine Stunde, um unspezifische
Proteinbindungsstellen zu eliminieren. Viermaliges Waschen mit PBS/Tween 20. Zur
Feststellung der Antikorperkonzentration wurde auf jeder Platte flr die nachzuweisenden
Isotypen ein Immunglobulin-Standard untersucht, mit dem eine Standardkurve erstellt wurde.
100 I in absteigenden Konzentrationen von 405 ng/ml bis 5 ng/ml in PBS/Tween 20/BSA I1gG1,
IgG2a und 1gG2b bzw. 135 ng/ml bis 1 ng/ml in PBS/Tween 20/BSA IgE wurden pro Napf
einpipettiert. Fur IgM war kein Standard vorhanden, hier wurden die jeweiligen Werte in Relation
zueinander untersucht. Das Serum der Tiere wurde wie oben beschrieben gewonnen und
entweder direkt verarbeitet oder bei -18 °C eingefroren. Die Konzentration des Serums richtete
sich nach den zu erwartenden Immunglobulinmengen - fir IgE wurde meist eine
Verdunnungsreihe von 1:1 bis 1:625 gewadhlt, fir die anderen Isotypen meist 1:1000 bis
1:625000. Die Verdunnungen wurden in PBS/Tween 20/BSA durchgefiihrt und je 100 pl pro
Napf pipettiert. Anschlielend wurden die Platten bei 4 °C tber Nacht inkubiert.

Dreimaliges Waschen mit PBS/Tween 20 und Inkubation mit je 100 pl biotinylierten
Nachweisantikdrper der Konzentration 1 pg/ml in PBS/Tween 20/BSA fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Dreimaliges Waschen mit PBS/Tween 20 und Inkubation mit je 100 pl mit
alkalischer Phosphatase konjugiertes Streptavidin in einer Verdinnung von 1:5000 in
PBS/Tween20 fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Viermaliges Waschen mit PBS/Tween 20.
Zum Entwickeln der Platten wurde eine Tablette p-Nitrophenyl-Phosphat in 10 ml
Diethanolaminpuffer aufgeldst und je 100 pl dieser Losung pro Napf einpipettiert. Nach 30
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur bildete sich eine gelbe Farbreaktion, die bei hdherer
Antikdrperkonzentration entsprechend starker ausfiel. Im Spektrophotometer wurde die
Absorbtion bei 405 nm bestimmt und mit Hilfe der Standardkurve die genaue
Antikdrperkonzentration im Serum berechnet.

2.3.8. Invitro - Produktion von Immunglobulinen und Nachweis im ELISA

Neben der in vivo - Produktion von Immunglobulinen wurde auch die Antikdrperproduktion im

Uberstand von Zellkulturen mit und ohne Zugabe des mAk JJ316 untersucht. Je 5x10°

ungetrennte Lymphknotenzellen/ml einer erwachsenen Brown-Norway-Ratte wurden in 96-Napf-
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U-Platten inkubiert, die Halfte unter Zugabe von 5pg/ml mAk JJ316 in RPMI*. Am zweiten,
vierten und siebten Tag wurde mit den Uberstanden ein ELISA in oben beschriebener Weise

durchgefihrt.

2.3.9. Proliferationstest

Mit Hilfe des Proliferations-Assays ist es mdoglich, durch Messung des Einbaus von *H-

markierten Thymidin die Zellproliferation in einer Kultur zu ermitteln.

Untersucht wurde die Proliferationsrate von ungetrennte Lymphknotenzellen von Lewis- und
Brown-Norway-Ratten, die in oben beschriebener Weise mit Iéslichem OVA immunisiert wurden,
denen nach vier Wochen mAk JJ316, JJ319, R73, losliches OVA bzw. PBS in gleicher Menge
i.p. gespritzt wurde und deren Lymphknoten nach funf Tagen in oben beschriebener Weise
entnommen wurden. In 96-Napf-Flachbodenplatten wurden Tripletes mit 100 pl/Napf von
ungetrennten Lymphknotenzellen einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml in RPMI* angelegt,
wobei der Hélfte der Zellen losliches OVA in einer Konzentration von 10 pl/ml in RPMI*
zugegeben wurde. Die Platten wurden fur drei Tage im Brutschrank inkubiert. Zur Bestimmung
der Proliferationsrate wurden die Zellen vom zweiten auf den dritten Tag fir 16 Stunden mit je
25 pl (O,5u Ci) *H-Thymidin ,gepulst*. Mit einem automatischen Zellerntegerat (Pharmacia Beta-
Plate-Harvester) wurden die Zellen mit Wasser aus der 96-Napf-Flachbodenplatte gesaugt,
lysiert und die radioaktiv markierte, genomische DNA auf einen Glasfaserfilter Ubertragen. Nicht
in die DNA eingebautes *H-Thymidin wurde ausgewaschen. Der Filter wurde fiir eine Stunde bei
50 °C getrocknet, anschlieBend in Plastikfolie eingeschweil3t und 12 ml Szintillationsflissigkeit
zugegeben. Im Beta-Counter wurde nun die radioaktive Emission als MalR des *H-

Thymidineinbaus bestimmt.

2.3.10. Antikdrperreinigung und -biotinylierung

MARK-1 wurde dem Institut fur Virologie und Immunbiologie freundlicherweise von Dr. H. Bazin,
Louvain, Belgien zur Verfigung gestellt. Zur Verwendung als priméarer Antikdrper in ELISPOT
und ELISA wurde der in Aszitesflissigkeit vorliegende Antikdrper gereinigt und zum Einsatz als
Nachweisantikdrper im ELISA und ELISPOT teilweise biotinyliert.
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Der Versuch wurde bei 4°C durchgefiihrt. 1 ml Protein-A-Sepharose wurde mit 20 ml
Hochsalzpuffer in einer 10ml Saule aquilibriert. MARK-1 in der Aszitesflissigkeit wurde mit
Hochsalzpuffer in einem Verhéltnis von 1:5 verdinnt und die Mischung zweimal durch die Saule
geleitet. Wahrend andere Proteine der Aszitesflissigkeit nicht gebunden wurden und durch
Waschen der Saule mit 15 ml Hochsalzpuffer entfernt wurden, sammelte sich der Antikérper in
der Protein-A-Sepharose, wurde mit Elutionspuffer (pH=3) geltst und jeweils in Fraktionen von
500 pl gesammelt. Zum Schutz des Antikdrpers vor dem saueren pH des Elutionspuffers

wurden 50 pl Tris-Puffer (pH=8) in den Rdhrchen vorgelegt.

Der Proteingehalt der Fraktionen wurde im Biorad-Protein-Assay bestimmt. Im Verhdltnis 1:10
wurden Anteile jeder Franktion mit dem Biorad-Testreagenz (1:5 in Aqua dest.) vermischt.
Blaufarbung zeigt vorhandenes Protein (und somit Antikdrper) an. Die Fraktionen mit dem

hdchsten Proteingehalt wurden vereinigt.

Zur weiteren Verwendung wurde der Antikdrper dialysiert. Ein 20 cm langer Membransack, der
lonenverkehr zuldsst, wurde in 10mM EDTA -L6sung fir 10 Minuten gekocht und anschlieBend
beidseits mit Ampuwa gewaschen. Die Antikdrperlosung wurde mit einer sterilen Plastik-
Eppendorf-Pipette eingefillt, der Membransacks verschlossen und fiir 72 Stunden bei 4 °C in

PBS ohne Ca*" und Mgz+, welches nach je 24 Stunden gewechselt wurde, gerihrt.

Die Konzentration des Antikdrpers wurde mittels UV-Detektion bestimmt. Die photometrische
Messung der Absorption von UV-Strahlung durch Proteine bei 280 nm beruht auf die
Anwesenheit von Tyrosin und Tryptophan in den Polypeptidketten. Die Absorption fir IgG einer
Konzentration von 1 mg/ml betragt bei 280 nm naherungsweise 1,35. Mit Hilfe diesen Wertes

konnte die Proteinkonzentration der MARK-1-Ldsung bestimmt werden.

Zur Biotinylierung wurde der gereinigte MARK-1 in eine Centricon 30 Ultrafiltrationseinheit
eingeflllt und zur Entfernung von eventuell vorhandenem Tris oder Aminen zwei Mal mit
Boratpuffer fir 30 Minuten bei 5000 g (ca. 6410 Upm) im Sorvall-SS34-Festwinkelrotor
gewaschen. Inkubation der Antikdrperlésung mit 10 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin in DMSO, in einem
Verhaltnis von 100 pg Sulfo-NHS-Biotin pro mg Protein, fir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Die Reaktion wurde mit Trispuffer beendet, anschliessend zweimal mit PBS zur Entfernung von
nicht gebundenen Biotin gewaschen, Antikdrper in PBS aufgenommen, die gewlnschte

Konzentration eingestellt und die Bindung an Immunglobuline in der FluRzytometrie Uberprift.

2.3.11. FluRzytometrie
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Die DurchfluBzytometrie ermdglichte durch Verwendung spezifischer, mit Fluoreszenzfarbstoff
konjugierter Antikorper, die quantitative Bestimmung der Prozentzahl von Zellen, die ein
bestimmtes Oberflachenantigen exprimieren. Durch einen Laserstrahl im ,Fluorescence
Activated Cell Scan“ (FACScan®, Becton Dickinson) wurden die Farbstoffe zur Emission von
Licht charakteristischer Wellenlange angeregt, welches vom Gerat gemessen wurde. Es konnte
Licht der Farbstoffe FITC (1. Fluoreszenz), PE (2. Fluoreszenz) und Streptavidin-Red 670™ (3.
Fluoreszenz) detektiert werden. Zusatzlich konnten Aussagen uber die ZellgréRe (,forward
scatter) und die Granulitét (,side scatter”) getroffen werden. Mit Hilfe der LYSISII® Software
wurden die Farbungen analysiert und mit der Cell-Quest-Software fur Apple-Macintosh

ausgewertet.

RoutinemaRig wurden 3x10° Zellen der Milzzellsuspension in 100 pl FACS-Puffer mit OX33,
einem murinen priméren Antikorper, der eine LCA-Isoform erkennt, welche nur auf B-Zellen
exprimiert wird, bzw. L180 als Negativprobe fir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Waschen der
Zellen mit 4 ml FACS-Puffer. Anschlielend wurden die Zellen mit dem sekundaren Antikorper
DaMlg-PE, welcher am primaren Antikérper bindet flr 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, um die
Farbung zu entwickeln. Nach erneutem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 100 pl

FACS-Puffer resuspendiert und im FACScan® (Becton-Dickinson) ausgewertet.

In dieser Arbeit wurde die FluRzytometrie vor allem verwendet, um die Wirkung von mAk JJ316
auf die Zellen in vivo zu erkennen. Bei Ansprechen des Tieres auf den Antikdrper kommt es
durch die verstarkte Zellproliferation zu einer Vergrof3erung der Zellen, welche im forward
scatter nachgewiesen werden kann. Als Kontrolle einer ausreichenden in vivo- Behandlung
wurde untersucht, ob mAk JJ316 bzw. JJ319 auf der Oberflache von Zellen von behandelter
Tiere bindet (M. Rodriguez-Palmero; unverétffentlichte Daten). Vergleichsuntersuchungen sollten
mogliche Unterschiede zwischen einzelnen batches des mAK JJ316 zeigen. Vor seiner
Verwendung wurde der gereinigte und biotinylierte MARK-1 auf seine Bindungseigenschaften

untersucht.
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3 Ergebnisse

Experimente mit dem mitogenen mAk JJ316 in vitro zeigten, dass die Stimulation Uber CD28
ohne zusétzliches Signal Uber den TZR zu einer deutlichen Proliferation aller T-Zellen [Tacke et
al.,, 1997] fuahrt (,direkte Stimulation“), ein Effekt, der durch den konventionellen CD28-
spezifischen mAk JJ319 nicht auszuldsen ist. G. Hanke konnte zeigen, dass Applikation von
mAk JJ316 in vivo zu einer Proliferation von T-Zellen (v. a. CD4"-T-Zellen) und B-Zellen fiihrt,
mit der Folge, dass es zu einem Anstieg der IgG1-Konzentration kommt [Hanke, 1997], was
Anzeichen fur einen Wechsel der Immunantwort zu Th2-gewichteten Reaktionen waren. Im
Rattenmodell wiirde neben dem Anstieg von IgG1 vor allem eine hohere Konzentration IgE und
eine grolRere Menge von IgG2a eine Th2-gewichtete Immunantwort anzeigen, wohingegen
IgG2b eher einer Thl-Antwort enspricht [Der Balian et al., 1980; Mosmann et al., 1989].
Weiterfihrende Untersuchungen der in vivo - Wirkung von JJ316, sowohl was den Einflu3 auf
die anderen Immunglobulinisotypen als auch zeitliche Verlaufe der Immunglobulinproduktion
betrifft, fehlten bislang.

Immunglobulin Zytokine Immunantwort
-subtyp
1gG2b IL-2 Thi
INF-y
1gG2a
lgG1 IL-4
IL-10 Th2
IL-13
IgE

Tabelle 2: Immunglobulinsubtypen und entsprechende Zytokine bei TH-1- und TH-2-gewichteter Immunantwort

Die Untersuchungen wurden bei zwei unterschiedlichen Rattenstimmen durchgefuhrt, Brown-
Norway- (BN-) Ratten und Lewis- (LEW-) Ratten. BN-Ratten reagieren auf Stimulation des
Immunsystems verstarkt mit einer Th2-Antwort [Mathieson et al.,, 1992], wohingegen LEW-
Ratten normalerweise Thl-gewichtet auf Antigene reagieren [Groen et al., 1993; Beijleveld et
al., 1996]. In den Experimenten sollte festgestellt werden, ob eine Behandlung mit mAk JJ316 zu
qualitativen Unterschieden der Immunantwort zwischen diesen Rattenstammen fihrt. Um einen
moglichen Einflul3 des Alters zu berlcksichtigen, wurden Jungtiere (1-3 Wochen), erwachsene
Tiere (2-3 Monate) und alte Tiere (ca. 7-9 Monate) untersucht. Die Untersuchung der Zellzahl in
Milz und Lymphknoten zeigte ein Maximum des Anstieges nach drei Tagen [Hanke, 1997]. Um
den zeitlichen Verlauf der Immunantwort zu charakterisieren, wurden die Tiere zwei, funf und
zehn bzw. dreizehn Tage, sowie in einem Versuch Uber drei Wochen nach Applikation

untersucht. Im letzten Teil wurde der EinfluB der Antikdrpergabe auf zuvor mit einem
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Modellantigen immunisierte Tiere getestet und auch hier auf Unterschiede beziglich Alter und

Stamm der Tiere geachtet.

Die Untersuchung der Immunglobuline erfolgte im Isotyp-spezifischen ELISA oder ELISPOT. Im
ELISA wird die Antikdrperkonzentration im Serum der Tiere untersucht. Im Gegensatz dazu wird
im ELISPOT die Frequenz der antikérperproduzierenden B-Zellen nachgewiesen. Bei den
Ergebnissen des ELISPOT-Assays ist es maglich, dass sich durch eine Umverteilung der B-
Zellen im lymphatischen System nur ein Teil der immunglobulinbildenden Zellen in der Milz
befindet. Daraus ergeben sich manchmal differierende Ergebnisse mit den beiden
Nachweismethoden.

3.1. Untersuchung der Immunglobulinproduktion bei Brown-Norway-

Ratten

Wie oben berichtet, reagieren BN-Ratten auf Stimuli ihres Immunsystems verstarkt mit einer
Th2-gewichteten Immunantwort. Die Wirkung des mitogenen CD28-spezifischen mAK JJ316
wurde in den folgenden Versuchen mit der Behandlung mit dem konventionellen CD28-
spezifischen mAk JJ319 und R73 - einem TCRap-spezifischen-Antikorper - verglichen. Als

Kontrolle wurde PBS appliziert.

3.1.1. Wirkung der mAk JJ316 und JJ319 bei Gabe ab der Geburt

Bei Vorversuchen mit dlteren Tieren zeigten sich gelegentlich Schwankungen der Serumtiter der
Tiere. Da zuvor durchgemachte Antigenerfahrungen schon zu einer Polarisierung der Immunitéat
und somit zu einer bestimmten Isotypzusammensetzung fihren und bei den Untersuchungen

miteinfliessen, wurden BN-Ratten ab kurz nach ihrer Geburt untersucht.

Den Jungtieren wurde fur vier Wochen nach ihrer Geburt steigende Mengen der mAk JJ316 und
JJ319 (100ug-200ug-300ug-400ug / Woche) bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Jede
Behandlungsgruppe enthielt drei Tiere beiderlei Geschlechts. Finf Tage nach der letzten Gabe
wurde Serum gewonnen, die Milz entfernt und mittels ELISA und ELISPOT die Immunantwort

untersucht.
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Abbildung 1: IgE-Titer und Frequenz der IlgG2a-produzierenden Zellen bei BN-Ratten bei Behandlung mit mAk
JJ316, JJ319 bzw. PBS fur vier Wochen ab der Geburt

BN-Ratten wurde fur vier Wochen nach Geburt jeweils 100ug-200ug-300pg-400pg / Woche mAk JJ316 oder JJ319
bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Finf Tage nach der letzten Inokulation wurde die Immunantwort untersucht.
Dargestellt ist die IgE-Konzentration in ng/ml (oben) und die Frequenz Ig2a-produzierender Zellen im ELISPOT bei je
107 Zellen/ml pro Napf (unten) als Mittelwert von zwei Tieren in der Behandlungsgruppe mit mAk JJ316 bzw. drei
Tieren in der Gruppe mit mAk JJ319 oder PBS.
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In der Behandlungsgruppe mit mAK JJ316 zeigte sich ein deutlicher Anstieg des IgE-Titers und
der Frequenz der lgG2a-produzierenden Zellen (Abb.1) im Vergleich zu den Kontrollen. Die
Behandlung mit JJ316 zeigte im IgG1l- und IgG2a-spezifischen ELISA zwei- bwz. dreifach
hohere Werte als die Kontrollgruppe mit PBS, allerdings waren die Titer auch bei den mit JJ319
behandelten Tieren erhoht. Die Frequenz der 1gG2b-produzierenden Zellen entsprach im
ELISPOT-Assay bei Behandlung mit mAk JJ316 der Kontrollgruppe, im ELISA lag der Titer des
IgG2b deutlich unter den beiden Vergleichsgruppen (Abb. 2). Insgesamt fuhrte die Gabe von
mAKk JJ316 in jungen BN-Ratten zu einer Verstarkung Th2-spezifischer Immunglobuline,

wohingegen sich ein hemmender Effekt auf die Th1-Antwort zeigte.
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Abbildung 2: 1g2b-Titer bei BN-Ratten bei Behandlung mit mAk JJ316, JJ319 bzw. PBS fir vier Wochen ab der
Geburt

BN-Ratten wurde fur vier Wochen nach Geburt jeweils 100ug-200ug-300pg-400pg / Woche mAk JJ316 oder JJ319
bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Finf Tage nach der letzten Inokulation wurde die Immunantwort untersucht.
Dargestellt ist die 1g2b-Konzentration in ug/ml als Mittelwert von zwei Tieren in der Behandlungsgruppe mit mAk JJ316
bzw. drei Tieren in der Gruppe mit mAk JJ319 oder PBS.

3.1.2. EinfluR von mAk JJ316, JJ319 und R73 auf erwachsene Tiere

In Jungtieren zeigte die Behandlung mit mAk JJ316 einen deutlichen Anstieg der Th2-
vermittelten Immunantwort. Im nachsten Schritt sollte der Einflu3 auf neun Wochen alte Tiere
und der Verlauf der Immunantwort an verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation der
Antikdrper untersucht werden. Den BN-Ratten wurde je 1 mg mAk JJ316, JJ319 oder R73
bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Nach zwei, funf bzw. dreizehn Tagen wurde die
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Immunglobulinproduktion im ELISPOT bzw. die Serumkonzentration der Isotypen im ELISA
untersucht.
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Abbildung 3: IgE-Titer bei neun Wochen alten BN-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319, R73 bzw.
PBS am Tag 5 und im Verlauf der Behandlung

Neun Wochen alte BN-Ratten wurden jeweils mit 1 mg JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt.
Zwei, funf und dreizehn Tage nach Applikation wurde die Immunantwort im ELISA untersucht. Dargestellt ist die
Antikdrperkonzentration im Serum nach fiunf Tagen (oben) und der Verlauf der IgE-Konzentration Uber den gesamten
Versuchszeitraum (unten). Die Werte entsprechen dem Mitttelwert von je zwei Tieren einer Behandlungsgruppe. Es
wurde die IgE-spezifische Absorption aufgetragen, da die Werte fir JJ319, R73 und PBS an den Tagen zwei und funf
unterhalb der Standardkurve lagen und nur die Immunglobulinkonzentration fir JJ316 berechnet werden konnte. Der
Wert fur die Behandlungsgruppe mit JJ316 am Tag 13 konnte nur ndherungsweise angegeben werden, da er deutlich

Uber den durchgefuhrten IgE-Standards lag.
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Durch die Behandlung mit JJ316 kam es zu einem starken Anstieg von IgE im Serum. Funf
Tage nach Applikation lag die Gruppe schon deutlich Gber den Kontrollen. Im Verlauf zeigten
auch die Behandlungsgruppen mit JJ319 und R73 héhere Werte (Abb. 3), wobei die Steigerung
deutlich hinter der Produktionserhéhung bei JJ316 zurlickblieb.

Am Tag 2 zeigten sich im ELISA noch keine signifikanten Unterschiede. Am flinften Tag stieg
die 1gG1- und IgG2a-Produktion in der Behandlungsgruppe mit mAk JJ316 (Abb. 4), v. a. im
Vergleich zu der Behandlung mit JJ319 und PBS, wohingegen auch die Applikation von R73 zu
einem Anstieg der Immunglobulinproduktion fiihrte. Nach dreizehn Tagen zeigten sich keine
grosseren Schwankungen zwischen den Antikdrpertitern der einzelnen Gruppen. Die Produktion
von IgG2b war an allen Tagen zwischen den Gruppen sehr ausgeglichen. Im ebenfalls
durchgefiihrten ELISPOT zeigten sich keine nachweisbaren Unterschiede (Ergebnisse nicht
gezeigt).
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Abbildung 4: IgG1- und IgG2a-Titer bei neun Wochen alten BN-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319,
R73 bzw. PBS nach 5 Tagen

Neun Wochen alte BN-Ratten wurden jeweils mit 1 mg JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt.
Nach funf Tagen wurde die Immunantwort in einem 1gG1- und IgG2a-spezifischen ELISA untersucht. Dargestellt ist die
Antikdrperkonzentration als Mitttelwert von je zwei Tieren einer Behandlungsgruppe.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung mit dem mitogenen mAk JJ316
die IgE-Produktion deutlich steigern kann, ein Effekt, der durch den konventionellen mAk JJ319
nicht erreichbar ist. Gemeinsam mit der Produktionssteigerung bei IgG1 und IgG2a spricht dies
erneut fur eine Verstarkung der Th2-Immunantwort. Eine Unterdriickung der Thl-spezifischen
IgG2b-Produktion konnte bei den neun Wochen alten BN-Ratten durch die Behandlung mit
JJ316 nicht erreicht werden.
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3.1.3. Effekt von JJ316, JJ319 und R73 bei alteren Tieren

Unterschiede in der Immunglobulinproduktion zeigten sich schon zwischen Jungtieren und neun
Wochen alten Ratten. Aufgrund von friheren Antigenerfahrungen kénnte eine Behandlung mit
mAk JJ316 in hoherem Lebensalter erneut eine andere Wirkung erzielen. Um diese Frage zu
klaren, wurden BN-Ratten im Alter von etwa acht Monaten in einem &ahnlichen Versuchsablauf
wie bei den neun Wochen alten Tieren mit den Antikérpern behandelt. Den Tieren wurde je 2
mg mAk JJ316, JJ319 oder R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert und nach zwei, funf
und zehn Tagen die Antikdrperproduktion untersucht.

In den Isotyp-spezifischen ELISAs zeigte sich erneut ein deutlicher Anstieg des IgE im Serum
(Abb. 5), der zehn Tage nach Applikation den héchsten Wert erreicht, wohingegen die anderen
Isotypen nur geringe Unterschiede zeigten. Zwar wurde 1gG1 am zweiten Tag etwas starker in
der Gruppe mit mAk JJ316 produziert, jedoch lag die Produktion ab Tag funf bei allen
Behandlungsgruppen auf einem vergleichbaren Niveau (Daten nicht gezeigt). Im IgE-
spezifischen ELISPOT war die Frequenz der IgE-produzierenden Zellen an den Tagen zwei und
funf besonders hoch (Abb. 5), wohingegen nach zehn Tagen nur noch eine geringe Bildung
vorlag. Einen ebenfalls hoheren Wert an Tag flnf zeigte die Behandlungsgruppe mit mAk JJ316
fur 1I9G2a (Abb. 7). Sowohl die Frequenz der IgG2b-produzierenden Zellen, als auch die 1gG2b-
Konzentratiom im Serum blieb im Verlauf in der Behandlunsgruppe mit JJ316 hinter den Tieren
mit JJ319 bzw. R73 zuriick (Abb. 6).
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Abbildung 5: Verlauf des IgE-Titers und Frequenz der IgE-produzierenden Zellen bei &lteren BN-Ratten zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS

Etwa acht Monate alte BN-Ratten wurden mit je 2 mg JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt.
Am zweiten, fUnften und zehnten Tag wurde die Immunantwort in ELISA und ELISPOT untersucht. Dargestellt ist der
IgE-Serumtiter im Verlauf des Versuches (oben) und die Frequenz der IgE-produzierenden Zellen (unten) bei je 10’

Zellen/ ml pro Napf an den Untersuchungstagen als Mitttelwert von je zwei Tieren einer Behandlungsgruppe.
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Abbildung 6: Ig2b-Konzentration und Frequenz der IgG2b-produzierenden Zellen bei alteren BN-Ratten nach
Behandlung mit mAk JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS an Tag 10

Etwa acht Monate alte BN-Ratten wurden mit je 2 mg JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt.
An Tag 10 wurde die Immunantwort im ELISA und ELISPOT untersucht. Dargestellt ist die IgG2b-Konzentration (oben)
und die Frequenz der IgG2b-produzierenden Zellen (unten) bei je 10° Zellen/ml pro Napf als Mitttelwert von je zwei

Tieren einer Behandlungsgruppe.
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Abbildung 7: Frequenz der Ig2a-produzierenden Zellen bei alteren BN-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319,
R73 bzw. PBS an Tag 5Etwa acht Monate alte BN-Ratten wurden mit je 2 mg JJ316, JJ319, R73 bzw. PBS in gleicher
Menge i.p. gespritzt. An Tag 5 wurde die Immunantwort im ELISPOT untersucht. Dargestellt ist die Frequenz der Ig2a-
produzierenden Zellen bei je 10° Zellen/ ml pro Napf als Mitttelwert von je zwei Tieren einer Behandlungsgruppe.

In alteren BN-Ratten zeigte sich durch die Behandlung mit mAk JJ316 vor allem eine
Beeinflussung der IgE-Produktion - in einem deutlichen Anstieg - und Veranderungen des
IgG2b, welches sowohl im Serum in einer geringeren Konzentration nach Behandlung mit mAk

JJ316 nachweisbar war, bei gleichzeitig geringerer Frequenz der IgG2b-produzierenden Zellen.

3.1.4. Untersuchung der Immunglobulinproduktion in vitro

Der Einflu einer Behandlung mit mAk JJ316 wurde in den bisherigen Versuchen in vivo
untersucht. Mit den gleichen Untersuchungsmethoden sollte nun die Wirkung in vitro auf die
Immunantwort dargestellt werden. Ungetrennte Lymphknotenzellen einer neun Monate alten
unbehandelten BN-Ratte wurden in 96-Napf-U-Platten ohne bzw. mit Zugabe von 5 pg/ml JJ316
in RPMI" in Kultur genommen. An den Versuchstagen zwei, vier und sieben wurden die

Uberstande abgenommen und isotypspezifische ELISAs durchgefiihrt.
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Abbildung 8: EinfluB von mAk JJ316 in vitro auf die Immunglobulinsubtypen-Produktion in ungetrennten
Lymphknotenzellen einer unbehandelten BN-Ratte

Je 1x10° ungetrennte Lymphknotenzellen/ml einer unbehandelten BN-Ratte (ca. 9 Monate alt) wurden ohne bzw. mit
5ug/ml JJ316 in RPMI™ Kultur gegeben. An den Tagen 2, 4 und 7 wurde jeweils der Uberstand der Zellen abgenommen
und ein Immunglobulinsubtypen-spezifisches ELISA durchgefiihrt. Dargestellt ist die 1gG1-Konzentration (oben links),
IgG2a (oben rechts), 1gG2b (unten links) und die IgM-Konzentration (unten rechts) zu verschiedenen Zeitpunkten,
jeweils fur die Produktion mit Zugabe von mAk JJ316 (4) bzw. ohne (O). Einschrankend ist zu beachten, dass sich in

den Kulturen der nicht-stimulierten Zellen ebenfalls im Versuchsablauf Immunglobuline ansammein.
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Auch in vitro konnte die Verstarkung der Immunantwort durch mAk JJ316 nachgewiesen
werden, wobei auch ein Anstieg des IgG2b zu erkennen ist, was normalerweise spezifisch fir
eine Thl-gewichtete Immunantwort ware. Insgesamt zeigte JJ316 in dieser Versuchsreihe in
vitro eine Vermehrung aller Immunglobulinsubtypen, so dass fur einen Wechsel der
Immunantwort wohl zusatzliche Faktoren bendtigt werden, die in vivo vorliegen.

Wie in Tabelle 3 noch einmal zusammengefasst, zeigten die verschiedenen Versuchsreihen bei
den Brown-Norway-Ratten insgesamt einen deutlichen Einfluss der Gabe des mitogenen CD28-
spezifischen mAk JJ316 im Vergleich zum konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 auf
die Immunantwort. In drei unterschiedlichen Altersgruppen - Jungtiere, erwachsene und altere
Tiere - zeigte sich in vivo eine Zunahme der Th-2-vermittelten B-Zellaktivierung, gekennzeichnet
vor allem durch einen Anstieg des IgE, aber auch der Isotypen IgG1 und IgG2a, wohingegen die
IgG2b-Produktion bei Jungtieren und erwachsenen Tieren in vivo geringere Werte als in den
Kontrollgruppen aufweist. Bei Versuchen in vitro (bei alten Tieren) ergab Zugabe von mAk
JJ316 zur Kultur eine generalisierte und nicht nur Th2-spezifische Zunahme der
Immunglobulinproduktion.

lgG1 lgG2a lgG2b IgE
JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319
Jungtiere i i i) i 4 e i) e
Erwachsene Tiere iy = iy e G & i) o
Alte Tiere i i i e i i i) =
in vitro *** iy i) i) n.n.

Tabelle 3: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse bzgl. des Einflusses von mAk JJ316 auf die
Immunantwort von BN-Ratten

Dargestellt ist in vereinfachter Weise die Wirkung der Gabe von mAk JJ316 bzw. JJ319 auf den Serumtiter bzw. die
Frequenz immunglobulinproduzierender Zellen im Verhaltnis zur Kontrollgruppe mit PBS. {t{t= starker Anstieg;
{'=moderater Anstieg; <~==keine Veranderung; J=Abfall

* Anstieg erst nach dreizehn Tagen; ** Anstieg erst nach zehn Tagen; ** Vergleich der Behandlungsgruppen
untereinander und nicht mit einer PBS-Kontrollgruppe; n.n.= nicht nachweisbar
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3.2. Untersuchung der Immunglobulinproduktion bei Lewis-Ratten

Die vorausgegangenen Versuche haben gezeigt, dass durch die Gabe von mAk JJ316 bei BN-
Ratten in vivo die Produktion Th2-spezifischer Immunglobuline erhdht wird. Da bekannt ist, dass
BN-Ratten generell auf Stimulation ihres Immunsystems starker mit einer Th2-Antwort
reagieren, stellt sich die Frage, ob auch in LEW-Ratten - die normalerweise mit einer Thl-
Reaktion antworten - die Behandlung mit dem mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 eine r

Th2-Antwort ausgelost werden kann.

3.2.1. Wirkung der mAk JJ316 und JJ319 bei Applikation ab der Geburt

Ahnlich dem Versuchsablauf bei jungen BN-Ratten wurde zunéchst die Wirkung von mAk JJ316
und JJ319 bei Gabe ab einer Woche nach Geburt untersucht. Anders als bei den
vorausgegangenen Versuchen wurde in einer ersten Versuchsreihe die B-Zellaktivierung
anhand der Immunglobulinproduktion jede Woche flr insgesamt drei Wochen untersucht, in

einem zweiten Ablauf nach insgesamt vier Wochen.

In einem ersten Schritt wurden die Immunglobulinsubtypen bei wéchentlicher Gabe steigender
Dosen jede Woche fiir insgesamt drei Wochen bestimmt. LEW-Ratten beiderlei Geschlechts
wurden in drei Versuchsgruppen eingeordnet. Die ersten Tiere erhielten eine Woche nach
Geburt 100 pg mAk JJ316 bzw. JJ319 i.p. appliziert. Die zweite Gruppe erhielt nach einer
Woche 100 pg und nach zwei Wochen 200 pg der Antikérper. Die letzte Behandlungsgruppe
erhielt von der ersten bis zur dritten Woche postnatal je 100 pg, 200 pg und 300 pg pro Woche
i.p. gespritzt. Je funf Tage nach Applikation wurde Serum und Milz gewonnen und die B-Zell-
Antwort in ELISA und ELISPOT untersucht.

Im ELISPOT zeigten die mit mAk JJ316 behandelten Jungtiere eine hohere Frequenz der
immunglobulinproduzierenden Zellen fiir IlgG2a und noch deutlicher fir IgG1 als die mit mAk
JJ319 behandelten Tiere (Abb. 9). Bei den jungen LEW-Ratten wurde auch der Isotyp 1gG2b
von der Gruppe mit JJ316 nach einer und nach drei Wochen starker produziert (Abb. 9).
Deutlich héher auch die Frequenz der IgE-produzierenden Zellen bei Behandlung mit JJ316,
wobei in den Jungtieren mit Hilfe des ELISPOTS nur sehr wenig nachgewiesen werden konnte

(Ergebnissse nicht gezeigt).
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Im ELISA zeigten sich deutliche Unterschiede der IgG1- und IgE-konzentration im Serum: die
Applikation von mAk JJ316 fiihrte - bei gleichen Ausgangswerten nach einer Woche - zu einem
starken Anstieg der IgG1 und IgE-Titer im Vergleich zur Behandlung mit JJ319 (Abb. 10).
Ausgeglichen waren die nachgewiesenen lgG2a-Titer im Serum, der Isotyps IgG2b war in

diesen Tieren nur sehr gering nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Verlauf des IgG1l- und IgE-Serumtiters bei LEW-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316 und
JJ319 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Geburt

LEW-Ratten beiderlei Geschlechts wurde ab einer Woche postnatal mAkJJ316 bzw. JJ319 appliziert. Die erste
Behandlungsgruppe erhielt nach einer Woche 100 pg JJ316 bzw. JJ319 i.p. Die zweite Gruppe wurde nach einer
Woche mit 100 pg, nach zwei Wochen mit 200 pg JJ316 bzw. JJ319 i.p. gespritzt. Der dritten Gruppe wurde nach einer
Woche 100 pg, nach zwei Wochen 200 pg und nach drei Wochen 300 pg der Antikdrper appliziert. Jeweils funf Tage
nach der Inokulation wurde die Immunantwort im ELISA untersucht. Dargestellt ist der Verlauf des IgG1- (links) und

IgE- (rechts) Serumtiters nach ein, zwei bzw. drei Wochen.

Die jungen LEW-Ratten zeigten &hnlich wie die zuvor untersuchten BN-Ratten bei bis zu
dreiwdchiger Behandlung nach Geburt eine deutlich verstarkte Th2-Antwort mit mAk JJ316 im

Vergleich zum konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Immunantwort im Vergleich mit einer PBS-
Kontrollgruppe nach vier Wochen untersucht. LEW-Ratten beiderlei Geschlechts wurde ab der
ersten Woche nach Geburt jede Woche mAk JJ316 oder JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p.
appliziert. Die Tiere erhielten steigende Mengen von 100 pg bis 400 ug pro Woche. Funf Tage
nach der letzten Gabe wurde die Immunglobulinproduktion als Folge dieser Stimulation
untersucht.
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Bei der Untersuchung der Serumtiter der Immunglobuline im ELISA zeigten sich vor allem
Unterschiede bei IgG1 und IgE. Die Produktion von IgG1 wurde durch mAk JJ316 im Vergleich
zur Kontrolle fast verdoppelt (Abb. 11), wohingegen die Gabe von mAk JJ319 einen etwas
geringeren Wert als die Kontrollgruppe ergab. Ausgeglichene Serumwerte ergaben sich far
IgG2a. Einen hoéheren Antikorpertiter des Isotyps IgG2b hatten die Behandlungsgruppen mit
mAk JJ319 und PBS, wohingegen die Behandlung mit mAk JJ316 zu einem im Vergleich zur
Kontrolle niedrigeren 1gG2b fihrte (Abb. 11). Eine sehr hohe IgE-Produktion zeigte eines der
Tiere aus der JJ316-Gruppe. Allerdings lagen auch die beiden anderen Tiere etwa 25mal héher
als die Kontrollgruppen. Aufgrund der Unterschiede zwischen den Tieren, wurden die
Ergebnisse fir IgE einzeln dargestellt (Abb. 11).
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0 - 1 1 rechts) Serumtiter bei den jeweiligen Tieren. In den
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Behandlungsgruppen mit mAk JJ319 und in der
Behandlung Kontrollgruppe war kein IgE nachweisbar.
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Abbildung 12: Frequenz der IgG1- und IgG2a-produzierenden Zellen bei Behandlung von LEW-Ratten mit mAk

JJ316 und JJ319 fir vier Wochen ab Geburt

LEW-Ratten wurde eine, zwei, drei und vier Wochen nach Geburt mAk JJ316 und JJ319 in steigender Dosis (100-400

pg) bzw. PBS in vergleichbarer Menge i.p. appliziert. Finf Tage nach der letzten Inokulation wurde die Immunantwort in

ELISPOT-Assays fir die verschiedenen Immunglobulinsubtypen untersucht.

Dargestellt ist die Frequenz der

antikdrperproduzierenden Zellen - 1gG1 (oben), IgG2a (Mitte) und 1gG2b (unten) - aufgrund der Unterschiede fur die

einzelnen Tiere getrennt.
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Die Frequenz der antikdrperproduzierenden Zellen im ELISPOT zeigte vor allem bei einem Tier
aus der Behandlunsgruppe mit mAk JJ316 einen starken Anstieg. Wegen der Unterschiede
zwischen den einzelnen Tieren wurden die Ergebnisse fir jedes Tier einzeln dargestellt. Im
ELISPOT war die Frequenz der IgGl-produzierenden Zellen in einem Tier der JJ316-
Behandlung deutlich erhéht. Dieses Tier zeigte auch den starksten Anstieg beim Isotyp IgG2a,
wobei auch die beiden anderen Tiere dieser Behandlungsgruppe Uber der Gruppe mit mAk
JJ319 und der Kontrolle mit PBS lagen. Ein ausgeglichenes Bild zeigt sich im ELISPOT fur
IgG2b, wobei aber hier die Produktion durch mAk JJ316 bei einem Tier verstarkt wird (Abb. 12).

Bei LEW-Ratten, die kurz nach Geburt mit mAk JJ316 behandelt werden, flhrt dieser Antikdrper
zu einer hdheren Produktion von IgE und IgG1 und somit zu einer Verstarkung der Th2-Antwort,
trotz der normalerweise starker Thl-gewichteten Immunantwort dieser Tiere. Ahnlich wie bei
den Brown-Norway-Ratten wurde nun die Wirkung bei erwachsenen und é&lteren Tieren

untersucht.

3.2.2. Einfluss von mAk JJ316 und JJ319 auf erwachsene LEW-Ratten

Bei neun Wochen alten BN-Ratten filhrte die Gabe von mAk JJ316 zu einer deutlichen
Steigerung der IgE-Synthese. Zur Untersuchung des Einflusses auf LEW-Ratten wurden drei
Monate alte Tiere mit einer Einzeldosis mAk JJ316 oder JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p.

behandelt und nach finf Tagen die Immunantwort untersucht.

Abbildung 13 zeigt, dass die Gabe von mAk JJ316 einen deutlichen Anstieg der Frequenz
immunglobulinproduzierender Zellen im ELISPOT der Isotypen IgG1 und IgG2a gegenlber der
Gruppe mit JJ319 ausldst. Die Behandlungsgruppe mit dem konventionellen CD28-spezifischen
mAk JJ319 verblieb auf dem niedrigen Niveau der Kontrollgruppe. Ahnliche Verhéltnisse zeigten
sich auch fur IgG2b, wobei die Produktion insgesamt niedrig blieb (Abb. 13). Eine Untersuchung
der Immunglobulinkonzentrationen im Serum und auch der Frequenz der IgE-produzierenden

Zellen wurde in dieser Versuchsreihe nicht durchgefihrt.

Diese Ergebnisse konnten in der Messung der individuellen Antikérperkonzentrationen im
Serum bei LEW-Ratten tber drei Wochen (siehe 3.4.) und bei Untersuchungen an mit OVA-
immunisierten Tieren bestatigt werden. In dieser Versuchsreihe wurde auch eine IgE-

Bestimmung durchgefihrt.
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Insgesamt zeigte sich, dass die Behandlung mit mAk JJ316 in den Versuchsreihen mit
erwachsenen LEW-Ratten zu einer starkeren Produktion von IgG1 und lgG2a flihrte, also auch
hier eine Th2-spezifische B-Zell-Antwort ausgelost werden konnte. Ahnlich wie bei den
Jungtieren zeigt sich - wenngleich auch auf insgesamt niedrigem Niveau - ein Einfluss auf die
1gG2b-Produktion.

3.2.3. Effekt von JJ316, JJ319 und R73 bei alten Tieren

Der Einflul? der mAk JJ316 und JJ319 wurde auch an alten LEW-Ratten untersucht und mit der
Wirkung von mAk R73 verglichen. Den ca. acht Monate alten Tieren wurde 2 mg des mitogenen
CD28-spezifischen mAk JJ316, des konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 oder des
TZR-bindenden R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Zwei, funf und zehn Tage nach

Inokulation wurde die Antikorperproduktion untersucht.

Bei den alten Tieren zeigten sich auR3er fur den Isotyp IgE nur geringe Unterschiede in den
einzelnen Gruppen. Im zehntégigen Verlauf kam es zu einem deutlichen Anstieg der IgE-
Serumkonzentration der mit mAk JJ316 behandelten Tiere, wohingegen sowohl die
Behandlungsgruppe mit mAk JJ319 als auch die Tiere mit der Applikation von R73 auf dem
Niveau der PBS-Kontrollgruppe blieben (Abb. 14).

Im ELISPOT stieg die Frequenz der IgE-produzierenden Zellen durch die Gabe von mAk JJ316
vor allem am zweiten Tag stark an, wobei auch durch die Behandlung mit R73 ein vermehrtes
Auftreten des Isotyps sichtbar wurde (Abb. 14). Nach funf Tagen nahm die Frequenz bei allen
Tieren ab, wobei in der Gruppe mit JJ316 noch eine leicht hdhere Frequenz der IgE-
produzierenden Zellen zu beobachten war (Daten nicht gezeigt). Am zehnten Versuchstag war
bei allen Tieren nur noch eine sehr geringe Produktion zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Die
Frequenz der produzierenden Zellen zeigte fir 1gGl, IgG2a und IgG2b keine grof3eren
Unterschiede. Im ELISA lag der IgG1-Titer am zweiten und finften Tag in der
Behandlungsgruppe JJ316 Uber den anderen Tieren, sank aber an Tag 10 auf ein
vergleichbares Niveau ab (Daten nicht gezeigt). Die IgG2a- und IgG2b-Konzentration im Serum

lag bei den verschiedenen Tieren etwa auf gleicher Hoéhe (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Verlauf des IgE-Titers bei alten LEW-Ratten und Frequenz der IgE-produzierenden Zellen nach
Behandlung mit einer Einzeldosis mAk JJ316, JJ319 und R73

Alten LEW-Ratten beiderlei Geschlechts wurde 2 mg mAk JJ316, JJ319 oder R73 bzw. PBS in gleicher Menge i.p.
gespritzt. Zwei, funf oder zehn Tage nach Applikation wurde die Immunantwort mit ELISA (links) bzw. ELISPOT
(rechts) untersucht. Dargestellt ist der IgE-Titer im ELISA (links) am Tag zwei, finf und zehn (Wert entspricht an Tag
zwei in der mit PBS behandelten Gruppe dem Mittelwert von zwei Tieren, bei den Behandlungsgruppen mit mAk JJ316,
JJ319 und R73 je einem Tier, an den Tagen funf und zehn den Mittelwerten von je zwei Tieren einer

Behandlungsgruppe). Rechts ist die Frequenz der IgE-produzierenden Zellen im ELISPOT.

Die Wirkung von JJ316 war bei den alten LEW-Ratten im Hinblick auf eine mdgliche
Verringerung der IlgG2b-Konzentration nicht so deutlich ausgepragt wie in den vorhergehenden
Versuchsreihen. Eventuell nimmt die Bereitschaft fur eine - fir diesen Ratten-Stamm eigentlich
untypische - Th2-gewichtete Immunantwort mit hdherem Lebensalter ab. Andererseits war die
Wirkung auf die IgE-Produktion sehr deutlich zu sehen. Méglicherweise sind vorausgegangene
Antigenerfahrungen ein Grund, dass diese Tiere ausgeglichenere
Immunglobulinkonzentrationen im Serum fir alle anderen Isotypen aufweisen und nur bei dem
normalerweise sehr gering vorhandenen IgE eine Wirkung durch Gabe von mAk JJ316 zu

deutlich erkennbaren Unterschieden fuhrte.
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3.2.4. Untersuchung des EinfluR von mAk JJ316 und JJ319 auf die

Immunglobulin-produktion einzelner LEW-Ratten tGber drei Wochen

Bei den zuvor durchgefiihrten Versuchsreihen wurde die Immunantwort verschiedener Tiere zu
unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Mdogliche individuelle Unterschiede zwischen
einzelnen Tieren aufgrund vorausgegangener Antigenerfahrungen - vor allem bei erwachsenen
und alten Tieren - waren bisher nicht nachweisbar. Um den individuellen Verlauf der
Immunglobulinantwort nach Behandlung mit mAk JJ316 und JJ319 besser darstellen zu kénnen,
wurden deshalb in dieser Versuchsreihe drei Monate alte LEW-Ratten Uber drei Wochen

longitudinal untersucht.

Die Tiere wurden in Behandlungsgruppen zu je drei Tieren eingeteilt. Zu Beginn des Versuches
wurde den Tieren Blut entnommen und ein Ausgangswert des jeweiligen Immunglobulins
bestimmt. Anschliel3end erhielten die Tiere mAk JJ316 oder JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge
i.p. appliziert. Am ersten, dritten, funften, siebten, zehnten, zwdlften, sechzehnten und
einundzwanzigsten Tag nach Inokulation wurde den Tieren erneut Blut entnommen und die

Serumkonzentrationen der Isotypen der Immunglobuline bestimmt.
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Abildung 15: Verlauf des IgG1-Titers bei erwachsenen LEW-Ratten nach Applikation von mAk JJ316 oder JJ319
Erwachsenen LEW-Ratten wurde eine Einzeldosis von 2mg des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316, des
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Vor der Inokulation bzw.
nach einem, drei, finf, sieben, zehn, zwolf, sechzehn und einundzwanzig Tagen wurde den Tieren retroorbital Blut
entnommen, das Serum gewonnen und ein IgG1-spezifischer ELISA durchgefiihrt. Dargestellt ist der Verlauf des 1gG1-

Serumtiters zu verschiedenen Zeitpunkten fur die Tiere behandelt mit JJ316 (m); JJ319 (A) und PBS (9).
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Die Behandlung mit mAk JJ316 brachte einen deutlichen Anstieg von IgG1 im Serum zwischen
dem funften und zwolften Tag nach Applikation. In Abbildung 15 sind die individuellen Verlaufe
der behandelten Tiere abgebildet. Es ist zu erkennen, dass die Ausgangswerte der Tiere auf
einem etwa gleichen Niveau liegen. Am Tag funf kommt es zu einem starken Anstieg der IgG1-
Konzentration im Serum bei den Tiere der Behandlungsgruppe mit dem mitogenen CD28-
spezifischen mAk JJ316. Leichte Schwankungen zeigte auch die Behandlungsgruppe mit dem
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 und die Kontrollgruppe mit PBS, wobei zu
beachten ist, dass die Gesamtkonzentration bei diesen beiden Gruppen um etwa die Halfte

geringer war als bei JJ316.
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Abildung 16: Verlauf des IgG2a- und IgG2b-Titers bei erwachsenen LEW-Ratten nach Applikation von mAk
JJ316 oder JJ319

Erwachsenen LEW-Ratten wurde eine Einzeldosis von 2mg des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316, des
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Vor der Inokulation bzw.
nach einem, drei, funf, sieben, zehn, zwolf, sechzehn und einundzwanzig Tagen wurde den Tieren retroorbital Blut
entnommen, das Serum gewonnen und ein 1gG2a- und IgG2b-spezifischer ELISA durchgefiihrt. Dargestellt ist der
Verlauf des 1gG2a- (links) und des IgG2b- (rechts) Serumtiters zu verschiedenen Zeitpunkten fur die Tiere behandelt
mit JJ316 (M); JJ319 (A) und PBS (¢).

Einen geringeren Anstieg zeigte der IgG2a-Serumtiter nach Behandlung mit mAk JJ316. Nur ein
Tier produzierte ab Tag funf - bei wiederum ausgeglichenen Ausgangswerten im Vergleich zu
den beiden anderen Behandlungsgruppen - verstarkt Antikdrper dieses Isotyps, wohingegen das

zweite Tier aus dieser Gruppe starke Schwankungen zeigt. Die Kontrollgruppe und
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Behandlungsgruppe mit JJ319 blieb im Verlauf des Versuches auf einem relativ konstanten
Niveau (Abb. 16). Keine Wirkung zeigte die Behandlung mit mAk JJ316 und JJ319 bei dieser
Versuchsreihe auf den Verlauf des IgG2b-Serumtiters. Bei ahnlichen Ausgangswerten verliefen
die Antikorperwerte fast parallel. Aufféallig ist der hohe Ausgangswert eines der Tiere aus der
Kontrollgruppe mit PBS und der Anstieg des 1gG2b eines der Tiere aus dieser Gruppe an Tag
11 (Abb. 16).

Einen starken Anstieg durch die Behandlung mit mAk JJ316 zeigte der Serumtiter von IgM. Bei
wiederum ausgeglichenen Anfangswerten stieg die Produktion am Tag funf in der
Behandlungsgruppe mit JJ316 steil an und fiel am Tag 12 wieder auf das Niveau der beiden
anderen Gruppen (Abb. 17). Die Behandlung mit JJ319 hatte keinen EinfluR auf die IgM-
Produktion und auch die Kontrollgruppe mit PBS blieb auf einem konstant niedrigen Niveau. Wie
zu erwarten, lag der Anstieg der Serumkonzentration des Isotypen IgM vor den steigenden
Werten bei IgG1 und IgG2a, die dann keinen Abfall, sondern eine langere Plateauphase zeigten.
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Abildung 17: Verlauf des IgM-Titers bei erwachsenen LEW-Ratten nach Applikation von mAk JJ316 oder JJ319

Erwachsenen LEW-Ratten wurde eine Einzeldosis von 2mg des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316, des
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Vor der Inokulation bzw.
nach einem, drei, finf, sieben, zehn, zwolf, sechzehn und einundzwanzig Tagen wurde den Tieren retroorbital Blut
enthommen, das Serum gewonnen und ein IgM-spezifischer ELISA durchgefiihrt. Dargestellt ist der Verlauf der IgM-

spezifischen Absorption zu verschiedenen Zeitpunkten fir die Tiere behandelt mit JJ316 (m); JJ319 (A) und PBS (0).
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Von besonderem Interesse war auch bei diesem Versuch die Wirkung von mAk JJ316 auf den
Th2-spezifischen Isotpyen IgE, zeigten doch alle bisher durchgeflihrten Versuche einen
deutlichen Anstieg dieses Antikorpers, der besonders fir eine starker Th2-gewichtete
Aktivierung der Immunantwort spricht. Im Vergleich zu der Behandlungsgruppe mit dem
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 war die Antikbrperproduktion durch Gabe des
mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 um mehr als das Zehnfache erhoht. Bei der
Kontrollgruppe mit PBS konnte keinerlei IgE nachgewiesen werden. Es kam zwar ab Tag 7 zu
einem Abfall der Serumkonzentration der Behandlungsgruppe mit JJ316, allerdings lag im

gesamten Zeitraum die IgE-Serumkonzentration deutlich Gber den anderen Tieren (Abb. 18).
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Abildung 18: Verlauf des IgE-Titers bei erwachsenen LEW-Ratten nach Applikation von mAk JJ316 oder JJ319
Erwachsenen LEW-Ratten wurde eine Einzeldosis von 2mg des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316, des
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Vor der Inokulation bzw.
nach einem, drei, funf, sieben, zehn, zwolf, sechzehn und einundzwanzig Tagen wurde den Tieren retroorbital Blut
entnommen, das Serum gewonnen und ein IgE-spezifischer ELISA durchgefiihrt. Dargestellt ist der Verlauf der IgE-
Serumtiters zu verschiedenen Zeitpunkten fur die Tiere behandelt mit JJ316 (m); JJ319 (A) und PBS ().

Die Untersuchung der Anderungen der Immunglobulinkonzentration nach Behandlung mit mAk
JJ316 an individuellen Tieren bestatigte die Ergebnisse der vorherigen Versuche mit LEW-
Ratten. Zwar war diesmal kein Einflul im Sinne einer erniedrigten 1gG2b-Konzentration
nachweisbar (allerdings im Vergleich zur Kontrollgruppe mit PBS auch keinerlei Erhéhung) und

auch der Verlauf des IgG2a-Titers zeigte keine grof3en Unterschiede, jedoch war bei IgG1 ein
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starker Anstieg erkennbar und die Serumtiter verblieben auf einem hohen Plateau. Die
verstarkte Produktion von IgM spricht flr eine starke Aktivierung primarer B-Zellen ohne
spezifische Verstarkung einer B-Zell-Antwort, allerdings zeigt auch hier die Gabe von mAk
JJ316 eine deutliche Wirkung. Der typischerweise nach kurzerer Zeit abfallende IgM-Titer wurde
bei diesen Tieren durch einen hohen - Th2-spezifischen - IgG1-Titer weitergefuhrt. Besonders
deutlich ist die Induktion der Th2-Antwort durch den mitogenen mAk JJ316 bei IgE sichtbar -
gab es bei den anderen Isotypen noch eine gewisse Produktion auch in der Behandlungsgruppe
mit JJ319 und der Kontrollgruppe, kommt es fast ausschlieBlich in der mit dem mitogenen
CD28-spezifischen mAk JJ316 behandelten Gruppe zu einem Anstieg des IgE. Interessant ist
das teilweise differierende Ansprechen der Tiere auf die gleiche Behandlung in einer Gruppe
und die teilweise schon zu Beginn héheren Serumkonzentrationen von Immunglobulinisotypen

bei manchen Tieren.

Insgesamt zeigte auch die Versuchsreihe an den LEW-Ratten, dass der mitogene mAk JJ316
auch bei den normalerweise Thl-pradisponierten Tieren zu einer Verstarkung der Th2-
Immunantwort fahrt. Tabelle 4 fasst die wichtigsten Ergebnisse bei den LEW-Ratten stark

vereinfacht zusammen.

IgG1 IgG2a 1gG2b IgE
JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319 | JJ316 | JJ319
Jungtiere
Behandlungsdauer
1 Woche* T Salay i) @ @ e e F
2 Wochen* iy ol i G B e ity @
3 Wochen*| 41 Lo i) i i & il i
4 Wochen @ el i) L @ Nl o | E=
Erwachsene Tiere i) e i) ol @ f n.d. n.d.
(zusammen)
Erwachsene Tiere i) Nalag i e 4 4 ity =
(individual)
Alte Tiere i e = e & & iy e

Tabelle 4: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse bzgl. des Einflusses von mAk JJ316 auf die
Immunantwort von LEW-Ratten

Dargestellt ist in stark vereinfachter Weise die Wirkung der Gabe von mAk JJ316 bzw. JJ319 auf den Serumtiter bzw.
die Frequenz immunglobulinproduzierender Zellen im Verhdltnis zur Kontrollgruppe mit PBS. 4 = starker Anstieg;
{'=moderater Anstieg; <==Kkeine Veranderung; {=Abfall

* Vergleich der Tiere miteinander und nicht mit einer PBS-Kontrollgruppe; ** starker Anstieg nur bei einem Tier;

n.d.=nicht durchgefihrt
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Bei nicht-vorbehandelten Brown-Norway- und Lewis-Ratten konnte durch die Gabe des
mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 die Immunglobulinkonzentration im Serum erhdht und
auch in die Richtung einer Th2-Reaktion gelenkt werden. Die unterschiedliche Ausgangslage
der beiden Stamme - BN eher Th-2-, LEW eher Th-1-gewichtet - beeinflusste die Wirkung auf
die Antikérperproduktion nicht ausschlaggebend, da in beiden Stammen gezeigt wurde, daf
eine Th2-Antwort durch Gabe von mAk JJ316 gefordert wird, eine Effekt, der mit dem
konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 nicht erreichbar ist. Allerdings zeigten sich bei
beiden Rattenstimmen Anzeichen, dass die Beeinflussung der B-Zell-Antwort in Richtung einer

Th2-Antwort von mAk JJ316 mit steigendem Alter der Tiere abzunehmen scheint.

3.3. Untersuchung der Immunglobulinproduktion bei zuvor

immunisierten Ratten

Nachdem in den vorausgegangenen Versuchen die Immunantwort bei jeweils vorher nicht
behandelten Ratten untersucht wurde, wurde nun der Einflu3 des mitogenen CD28-spezifischen
mAk JJ316 auf Tiere getestet, deren Immunsystem zuvor mit einer Mischung aus Ovalbumin
(OVA) - Alaun und Bordetella-Pertussis-Toxin aktiviert wurde. Den Tieren wurde diese
Suspension i.p. appliziert und nach vier Wochen erhielten die Tiere mAk JJ316, JJ319 oder
R73, losliches OVA bzw. PBS i.p. gespritzt. Analog zu den bisherigen Ablaufen wurden diese
Untersuchungen an erwachsenen und alten BN- und LEW-Ratten durchgefiihrt, um
moglicherweise unterschiedliche Reaktionen darstellen zu konnen. Da bei den bisherigen
Versuchen ein Effekt der Antikdrperbehandlung meist mit einem Anstieg der
Immunglobulinwerte ab dem funften Tag zu erkennen war, wurde bei diesen Versuchen die
Immunantwort nur funf Tage nach Applikation untersucht. Neben den in vivo- Tests wurde auch
der Einfluss einer erneuten Stimulation mit l6slichem OVA auf die Lymphknotenzellen der zuvor

mit Antikdrper behandelten Tiere in vitro mit Hilfe des Proliferationsassays nachgepruft.

3.3.1. Einfluss der Antikdrperbehandlung auf BN-Ratten nach Immunisierung

Bei immunisierten BN-Ratten zeigte die Behandlung mit mAk JJ316 oder JJ319 keine
bemerkenswerte Wirkung. Im ELISA wichen die Serumtiter von IgG1, IgG2a und IgE nur sehr
wenig von der Kontrollgruppe mit PBS ab (Daten nicht gezeigt). Nur eine leichte Steigerung der
IgG2b-Produktion bei neun Wochen alten BN-Ratten (Daten nicht gezeigt) und eine etwas
starkere Steigerung der IgG2b-Produktion bei sieben Monate alten Brown-Norway-Ratten war
erkennbar (Abbildung 18). Zugabe von loslichem OVA zu Lymphknotenzellen der
vorbehandelten Tiere in vitro fihrte bei den neun Wochen alten BN-Ratten zu einer starken



Ergebnisse 52

Proliferationssteigerung der mit I6slichem OVA gespritzten Tiere und zu einer leicht héheren
Proliferationsrate der mit JJ316 behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Daten nicht
gezeigt). Bei den sieben Monate alten BN-Ratten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
der Zellproliferation. Die Frequenz der OVA-spezifisch immunglobulinproduzierender Zellen im
ELISPOT war in beiden Altersstufen nur sehr gering und zeigte keine nennenswerten

Differenzen.
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Abbildung 18: Ovalbuminspezifische IgG2b-Produktion bei zuvor mit OVA immunisierten sieben Monate alten
BN-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319 und R73

Sieben Monate alte BN-Ratten wurden mit Ovalbumin (10 pg OVA in 0,5 ml Alaun auf 1,5 ml PBS) u. 2x10° Bordetella-
Pertussis-Toxin i.p. immunisiert. Vier Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren jeweils 2 mg mAkJJ316, JJ319
oder R73, 200 pg léslichem Ovalbumin bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Finf Tage nach Inokulation wurde
die OVA-spezifische Immunantwort untersucht. Dargestellt ist das Verhéltnis der IgG2b-Produktion in den
verschiedenen Behandlungsgruppen. Die Werte entsprechen in der Gruppe mit mAk JJ316 und JJ319 je einem Tier, in

den anderen Gurppen dem Mittelwert von je zwei Tieren.

3.3.2. Effekt der Antikérperbehandlung auf die antigenspezifische Immunreaktion bei

immunisierten LEW-Ratten
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Bei der Behandlung von drei Monate alten LEW-Ratten, die zuvor mit OVA-Alaun-Pertussistoxin
immunisiert wurden, zeigte die Applikation des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 im
Vergleich zum konventionellen mAk JJ319 im nicht-OVA-spezifischen ELISPOT einen Anstieg
der Frequenz der IgG1- und IgG2a-produzierenden Zellen in der Behandlungsgruppe mit JJ316
und bestétigte somit die bisherigen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Im Serum der Tiere
zeigten sich Unterschiede in der Konzentration OVA-spezifischer Immunglobuline. Im ELISA
zeigte sich eine hohere Serumkonzentration fir IgG1l nach Behandlung mit dem mAk JJ316
(Abb. 20). Im Vergleich zur Behandlungsgruppe mit dem konventionellen mAk JJ319 zeigte die
Gabe von mitogenem mAk JJ316 eine verringerte 1IgG2b-Produktion (Abb. 20). Auf die Frequenz
OVA-spezifischer Immunglobulinproduzierender Zellen hatte die Behandlung keinen

erkennbaren Einflu(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Ovalbuminspezifische IgG1l- und IgG2b-Produktion bei zuvor mit OVA immunisierten drei
Monate alten LEW-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316 und JJ319

Drei Monate alte LEW-Ratten wurden mit Ovalbumin (10pag OVA in 0,5ml Alaun auf 1,5ml PBS) u. 2x10° Bordetella-
Pertussis-Toxin i.p. immunisiert. Dreieinhalb Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren je 2mg mAK JJ316 oder
JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Finf Tage nach Inokulation wurde die OVA-spezifische Immunantwort
untersucht. Dargestellt ist die OVA-spezifische IgG1l-spezifische Absorption (links) bzw. die 1gG2b-spezifische
Absorption (rechts).

Erkennbare Unterschiede der OVA-spezifischen Immunantwort zeigte die Behandlung mit mAk
JJ316 bei sieben Monate alten LEW-Ratten. Im ELISA zeigt sich, dass sowohl der IgG2a- als
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auch der IgG2b-Serumtiter durch die Gabe des mitogenen mAk JJ316 im Vergleich zum
konventionellen mAk JJ319 und der Kontrollgruppe mit PBS deutlich ansteigt (Abb. 21). Bei den
Isotypen 1gG1l und IgE zeigte sich nur eine geringe Produktion und wenig Unterschiede
zwischen den Tieren (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Ovalbuminspezifische IgG2a- und IgG2b-Produktion bei zuvor mit OVA immunisierten sieben
Monate alten LEW-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316 und JJ319

Sieben Monate alte LEW-Ratten wurden mit Ovalbumin (10 pg OVA in 0,5 ml Alaun auf 1,5 ml PBS) u. 2x10°
Bordetella-Pertussis-Toxin i.p. immunisiert. Dreieinhalb Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren je 2 mg mAK
JJ316 oder JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Finf Tage nach Inokulation wurde die OVA-spezifische
Immunantwort untersucht. Dargestellt ist das Verhéltnis der Antikdrperproduktion als Einzelwert der Behandlung mit
mAk JJ316 und als Mittelwert von je zwei Tieren bei mAk JJ319 und PBS fiir IgG2a (oben) 1IgG2b (unten).

Unterschiede in der Frequenz der OVA-spezifisch Immunglobuline produzierender Zellen
konnten im ELISPOT vor allem fiir IgG2a nachgewiesen werden (Abbildung 22). Die Applikation
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von mitogenem CD28-spezifischen mAk JJ316 fuhrte zu einer deutlichen Steigerung nach funf
Tagen im Verlgeich zum konventionellen mAk JJ319, der auf Hohe der Kontrollgruppe verblieb.
Bei IgG1 war - dhnlich zum Serumlevel - auch die Frequenz der produzierenden Zellen fast
gleich. 1gG2b wurde nach Behandlung mit JJ316 und loslichem OVA am meisten gebildet,
jedoch waren die Gesamtmengen von IgG1, IgG2b und vor allem IgE sehr gering (Daten nicht
gezeigt).

Interessanterweise zeigt mAk JJ316 bei zuvor immunsierten Tieren einen starkeren Einflu® bei

alten Tieren, wohingegen bei den zuvor durchgefiihrten Versuchsreihen mit nicht

vorbehandelten Ratten, die Immunglobulinproduktion bei jingeren Tieren starker erhoht wurde.

OVA-spezifisches IgG2a
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Abbildung 22: Frequenz der ovalbuminspezifisches IgG2a-produzierenden Zellen bei zuvor mit OVA
immunisierten sieben Monate alten LEW-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316 und JJ319

Sieben Monate alte LEW-Ratten wurden mit Ovalbumin (10 pg OVA in 0,5 ml Alaun auf 1,5 ml PBS) u. 2x10°
Bordetella-Pertussis-Toxin i.p. immunisiert. Dreieinhalb Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren je 2 mg mAK
JJ316 oder JJ319 bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Finf Tagen nach Applikation wurde die OVA-spezifische
Immunantwort mit einem Elispot-Assay untersucht. Dargestellt ist die Frequenz der Zellen, die ovalbuminspezifisches
IgG2a produzierten, wobei der Einzelwert der Behandlung mit mAk JJ316 und die Mittelwerte von je zwei Tieren bei
mAk JJ319 und PBS aufgetragen wurden.

3.3.3. EinfluR der Behandlung mit mAk JJ316 auf die Zellproliferation immunisierter

Tiere
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Zur weiteren Untersuchung der Wirkung von JJ316 auf die Immunantwort der Tiere wurde den
zuvor mit OVA-Alaun-Pertussistoxin immunisierten Tieren nach vier Wochen mAk JJ316, JJ319
oder R73, losliches OVA bzw. PBS in gleicher Menge i.p. appliziert. Nach funf Tagen wurden
mesenteriale und zervikale Lymphknoten entnommen und ungetrennte Lymphknotenzellen mit
oder ohne Zugabe von loéslichem OVA in Kultur genommen. Nach vier Tagen wurde die
Zellproliferation durch Messung des Einbaus von 3H—Thymidin untersucht. Ohne Zugabe von
Ioslichen OVA kam es in vitro zu keinen gréRBeren Abweichungen in der Zellproliferation
zwischen den unterschiedlich vorbehandelten Tieren. Mit Zugabe von léslichem OVA kam es
jedoch zu einer deutlichen Steigerung der Proliferationsrate der Lymphknotenzellen des zuvor
mit mitogenem CD28-spezifischen mAk JJ316 behandelten Tieres. Einen positiven Effekt
erkennt man auch durch die Applikation von R73 und OVA, wohingegen die Behandlung mit
dem konventionellen mAk JJ319 in vitro zu keiner Verénderung der Proliferationsrate im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit PBS fuhrt (Abb. 23).

Proliferationsassay stimulierter/unstimulierter Lymphknotenzellen
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Abbildung 23: Proliferationsassay von stimulierten und unstimulierten Lymphknotenzellen von zuvor mit OVA
immunisierten sieben Monate alten LEW-Ratten nach Behandlung mit mAk JJ316, JJ319, R73 bzw. I6slichem
OVA

Sieben Monae alte LEW-Ratten wurden mit Ovalbumin (10 pg OVA in 0,5 ml Alaun auf 1,5 ml PBS) u. 2x10°
Bordetella-Pertussis-Toxin i.p. immunisiert. Dreieinhalb Wochen nach Immunisierung wurde den Tieren je 2 mg mAK
JJ316, JJ319 oder R73 bzw. 200 pg/ ml Iésliches OVA bzw. PBS in gleicher Menge i.p. gespritzt. Finf Tagen nach
Applikation wurden die Tiere getdtet, die Lymphknoten entnommen und je 5x10° Lymphknotenzellen entweder ohne
oder mit 20 pg/ml l6slichem Ovalbumin in RPMI" in Kultur genommen. Vom dritten auf den vierten Tag wurden die
Zellen mit 25 pl *H-Thymidin fiir 21 Stunden gepulst und anschlieRend geerntet. Dargestellt ist das Proliferationsassay
der stimulierten (mit OVA) und unstimulierten (ohne OVA) Lymphknotenzellen. Der Wert fir JJ316 ist ein Einzelwert,

wohingegen die restlichen Werte je dem Mittelwert zweier Tiere entsprechen.

Die Gabe von mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 an Tiere, deren Immunsystem zuvor

schon durch Applikation von OVA-Alaun-Pertussistoxin stimuliert wurde, fluhrte mit diesem
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Versuchsaufbau vor allem bei LEW-Ratten zu starkeren Unterschieden in der Immunantwort.
Besonders deutlich ist der Effekt bei dlteren Tieren, wohingegen bei jingeren LEW-Ratten nur
eine geringe Wirkung sichtbar wurde. Bei BN-Ratten ist in beiden Altersgruppen nur wenig
Einfluss auf die Immunantwort deutlich geworden. Anders als bei den nicht immunisierten Tieren
kénnen bei beiden Stammen durch die Antikdrpergabe auch erhdhte IgG2b-Werte nachgewisen
werden, dem Thl-spezifischen Immunglobulin. Mdoglicherweise fihrt bei mit OVA
vorbehandelten Tieren die JJ316-Applikation eher zu einer generalisiert verstarkten
Immunantwort und nicht zu einer spezifisch Th2-gewichteten Reaktion, wie es bei den nicht

immunisierten Tieren maoglich ist.
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4. Diskussion

Die Aktivierung von T-Zellen bendtigt neben einem Signal Gber den TZR ein co-stimulatorisches
Signal, da die T-Zelle in Abwesenheit dieser Co-Stimulation anergisch wird. Die Interaktion des
Oberflachenmolekiils CD28 auf T-Zellen mit CD80 bzw. CD86 auf APZ wurde in der
Vergangenheit als einer der wichtigsten Aspekte dieser Co-Stimulation beschrieben. Bei
Untersuchungen mit den CD28-spezifischen mAk JJ316 und JJ319 in der Ratte konnte gezeigt
werden, dass neben der herkémmlichen Co-Stimulation auch eine direkte Stimulation von
ruhenden T-Zellen mdglich ist. JJ316 und JJ319 sind Antikdrper des gleichen Isotyps und haben
identische co-stimulatorische Potenz mit einem Optimum in ng/ml - Bereich. Bei einer 100fach
héheren Konzentration kann der mitogene mAKk JJ316 in Abwesenheit eines TZR-Signals
ruhende T-Zellen direkt stimulieren, was zu einer deutlichen Lymphozytose vor allem von CD4"-,
aber auch in geringeren Umfang von CD8'-T-Zellen fiihrt [Tacke et al., 1997]. Bisherige
Untersuchungen zeigten, dass CD28 - in Abhangigkeit von der Starke des TZR-Signals [Tao et
al., 1997] - eine wichtige Rolle in der Differenzierung zwischen einer Thl- und Th2-
Immunantwort spielt [Tao et al., 1997; Rulifson et al., 1997; Hanke, 1997]. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde der Einflu des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 durch
direkte Stimulation in vivo auf die Immunantwort untersucht. Der konventionelle CD28-
spezifische mAk JJ319 diente als Kontrolle fur die CD28-Ligation ohne TZR-unabhéngige
Aktivierung.

Die Gabe des mitogenen mAk JJ316 in vivo fuhrte in BN-Ratten, einem Stamm der haufiger mit
einer Th2-Antwort reagiert, zu einer verstarkten Th2-Antwort, deutlich erkennbar an einem
Anstieg der Th2-spezifischen Immunglobuline IgE und IgG2a bei ab der Geburt behandelten
BN-Ratten, einer héheren Produktion von IgE, IgG1 und IgG2a bei neun Wochen alten Tieren
und erhdhten Konzentrationen von IgE und IgG2a bei sieben Monate alten BN-Ratten im
Vergleich zu einer Behandlung mit dem konventionellen mAk JJ319. Bei Untersuchung der
Immunglobulinproduktion in vitro zeigte der Zusatz von mitogenem CD28-spezifischen mAk
JJ316 einen Anstieg aller Isotypen, auch des Thil-spezifischen IgG2b. Mdglicherweise flhrt
JJ316 in vitro eher zu einer unspezifischen Aktivierung der T-Zellen und somit indirekt auch der
B-Zellen und benétigt noch zuséatzliche, in vivo vorliegende, Faktoren oder bei BN-Ratten fuihrt
der mitogene CD28-spezifische mAk JJ316 nicht zu einem anhand der Immunglobulinsubtpyen
sichtbaren Wechsel der B-Zell-Antwort, sondern nur zu einem - evtl. verstarkten - Abruf des

vorliegenden Potentials dieser Tiere.

Auch in den starker Thl-gewichtet reagierenden LEW-Ratten konnte ein deutlicher Anstieg von
Th2-typischen Immunglobulinen nachgewiesen werden. Bei Jungtieren, die ab der Geburt
behandelt wurden, zeigten zwei getrennte Experimente eine erhthte Produktion von 1gG1,
IgG2a und IgE, bei teilweiser Unterdriickung des Thl-spezifischen IgG2b. Auch bei drei Monate
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alten LEW-Ratten konnte in mehreren Versuchen ein Steigerung der Th2-Immunantwort
nachgewiesen werden, erkennbar an einem erneut erhéhten Serumlevel von IgG1, 1gG2a und
IgE. Vor allem der Effekt auf die Produktion von IgE war auffallend, da die Behandlung mit
mitogenem mAk JJ316 zu einer Uber 20fach hoheren Konentration des Th2-spezifischen
Immunglobulins im Vergleich zum konventionellen mAk JJ319 fihrte. Bei sieben Monate alten
LEW-Ratten bestanden evtl. aufgrund friherer Antigenerfahrungen ausgeglichene
Konzentrationen der Immunglobuline, wobei erneut eine stark erhthte Produktion von IgE

gezeigt werden konnte.

Untersuchungen an zuvor mit OVA-Pertussis immunisierten Ratten beider Stamme zeigten
teilweise ahnliche Ergebnisse wie unbehandelte Tiere. Bemerkenswert ist die grol3e Steigerung
der Proliferationsrate in vitro von LEW-Ratten, behandelt mit mitogenem CD28-spezifischen
mAk JJ316 nach Zusatz von l6slichem OVA zur Kultur.

Die Anwesenheit von IL-4 ist ein Wachstumsfaktor fur B-Zellen und fihrt zu einem
Klassenswitch von IgM zu IgG1l und IgE, den typischen Immunglobulinen einer Th2-
Immunantwort [Mosmann et al., 1989]. IL-4 -/- Mause haben nur einen verringerten IgG1-Level
[KUhn et al.,, 1991] und kein nachweisbares IgE im Serum [Kopf et al., 1993]. Aus diesen
Griunden ist IL-4 ein wichtiger Marker fir die Wirkung des mitogenen CD28-spezifischen mAk
JJ316 fir die Differenzierung der Th1/Th2-Immunantwort auf der Ebene der Zytokine. Bei den
untersuchten Tieren wurden parallel zu den obigen Versuchen von M. Rodriguez-Palmero
intrazellulare Zytokinassays durchgefiihrt und in RNase-Protektion-Assays die mRNA der Tiere
untersucht [Rodriguez-Palmero et al., 1999]. Die hierbei gefundenen Ergebnisse kdnnen die
Verstarkung der Th2-Immunantwort durch Behandlung mit dem mitogenen CD28-spezifischen
mAKk JJ316 bestatigen. Bei LEW-Jungtieren (Behandlung ab einer Woche nach der Geburt)
konnte ein Anstieg der Th2-spezifischen IL-4AmRNA und noch deutlicher der IL-10mRNA
nachgewiesen werden. Bei der ex-vivo-intrazellularen Zytokinfarbung von Milzzellen dieser Tiere
waren nach vier Tagen in der Durchflusszytometrie 6% der CD4"-Blasten der mit mAk JJ316
behandelten Tiere IL-4 positiv, wohingegen in den anderen Behandlungsgruppen nur
Hintergrundfarbungen nachweisbar waren. Die deutliche Steigerung der Th2-spezifischen
Immunglobuline 1gG1, IgG2a und vor allem IgE durch Behandlung mit mitogenem CD28-
spezifischen mAk JJ316 im Vergleich zum konventionellen mAk JJ319 kdnnte durch die erhdhte
Produktion von IL-4 initiiert werden. In den ex vivo-Untersuchungen bei drei Monate alten LEW-
Ratten fand sich eine geringere Induktion Th2-spezifischerZytokine. Zwar konnte mit Hilfe des
Rnase-Protektion-Assays erneut IL-10mRNA in den mit mitogenem mAk JJ316 behandelten
Tieren gezeigt werden, jedoch war in der Durchflusszytometrie kein Anstieg von IL-4 und im
RNase-Protektion-Assay keine IL-4-mRNA nachweisbar. Die Bereitschaft der normalerweise
starker Thl-reagierenden LEW-Ratten zu einer vermehrten Produktion Th2-spezifischer

Immunglobuline und Zytokine scheint im Alter abzunehmen, was auch in oben gezeigten
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Versuchen mit sieben Monate alten LEW-Ratten bestatigt wurde, wo nur noch der Isotyp IgE
einen Anstieg zeigte und die anderen Immunglobulinsubtypen nur gerinige Veranderungen in

den Serumkonzentrationen zeigten.

Neben dem IL-4 vermittelten Effekt gibt es aber auch Hinweise, dass CD28 auf einem teilweise
IL-4-unabhangigen Weg zur Th2-Immunantwort fuhrt. Bei einem kleinen Teil der humanen
CDA4'CD45RARO" T-Zellen fiihrt in einem ersten Schritt die Gabe von CD28-spezifischen mAk
zusammen mit IL-2 unabhéngig von einem TZR/CD3-Signal in Abwesenheit von IL-4 zur
Proliferation der Zellen und Differenzierung zu Th2-Vorlauferzellen. Kommt es zu einer erneuten
Stimulation mit CD3- und CD28 spezifischen Antikorpern produzieren diese Zellen verstarkt
Th2-spezifische Zytokine und induzieren in einem zweiten Schritt - evtl. &hnlich wie die murinen
CD4+NK1.1-Zellen - die Th2-Differenzierung anderer Zellen, dann allerdings Uber eine IL-4-
Ausschuittung [Brinkmann et al., 1996].

Hinsichtlich des Mechanismus der CD28-induzierten Th2-Differenzierung zeigten in vitro-
Untersuchungen, dass direkte Stimulation mit mitogenem CD28-spezifischen mAk JJ316 einen
LPriming“-Effekt far Th2-Differenzierung bewirkt, allerdings IL-4-Produktion in LEW CDA4-T-
Zellkulturen nur durch Zugabe von exogenem IL-4 herbeigefuhrt werden kann, wohingegen im
»Th2-Stamm“ BN kein exogenes IL-4 fir eine IL-4-Produktion bendtigt wird [Rodriguez-Palmero
et al., 1999]. Die in obigen Versuchen nachgewiesene Th2-Differenzierung in beiden Stammen
in vivo scheint demnach vor allem vom Vorhandensein von endogenem IL-4 in den Tieren
abzuhangen. Im Gegensatz zur ,direkten” CD28-Stimulation mit mitogenem mAk JJ316 hatte
die Co-Stimulation mit dem konventionellen CD28-spezifischen mAk JJ319 nur einen sehr
schwachen ,Priming“-Effekt fur die IL-4-abhangige Th2-Differenzierung.

Einen wichtigen Einfluss auf die Differenzierung der T-Helfer-Untergruppen scheint demnach die
Starke des TZR-Signals zu haben, welches bei direkter Stimulation Gber mitogenen CD28-
spezifischen mAk JJ316 im Vergleich zur Co-Stimulation fehlt. Andere Arbeitsgruppen konnten
in vivo [Pfeiffer et al., 1991 und 1994] und in vitro [Constant et al., 1995 und 1997; Tao et al.,
1997] diesen Zusammenhang bereits zeigen. Je starker das Signal Uber den TZR ist, desto
geringer wird die Bedeutung einer Co-Stimulation Uber CD28 fur die Qualitat der Immunantwort,
wohingegen bei einer schwachen Aktivierung Uber den TZR der CD28-abhéngige positive
Einfluss auf die Th2-Differenzierung verstarkt wird. Bei einem starken TZR-Signal findet auch
bei starker Co-Stimulation Uber CD28 keine Th2-Differenzierung statt [Tao et al., 1997].
Mdoglicherweise l6st die in dieser Arbeit vor allem untersuchte direkte Stimulation mit dem
mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316, bei der ein TZR-Signal fehlt, auf diesem Weg die

Th2-spezifische Aktivierung der B-Zell-Antwort aus.
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Die Differenzierung zwischen Thl und Th2 wird durch die Bindung von CD28 an B7-1 (CD80)
bzw. B7-2 (CD86) unterschiedlich beeinflusst. Wird die Produktion von IL-2, IL-2-Rezeptor-a-
und y-Ketten, sowie IFN-y Uber beide Liganden noch gleich stark angeregt, wird nur durch
Aktivierung Uber CD86 verstarkt IL-4 produziert, v. a. von naiven T-Zellen [Kuchroo et al., 1993].
Bei repetitiver Co-Stimulation von CD4'CD45RA"-Zellen mit B7-2 ergeben sich etwa gleiche
Konzentrationen von IL-2 und IL-4, wohingegen bei wiederholter Stimulation mit B7-1 hohe IL-2-
Mengen bei gleichzeitig niedrigen IL-4-Mengen messbar sind [Freeman et al., 1995]. Bei
Untersuchungen der Experimentellen Allergischen Enzephalitis (EAE), einer Erkrankung, die
durch autoreaktive Thl-Zellen erzeugt werden kann [Kuchroo et al., 1993], fiuhrte die
Behandlung mit hemmenden anti-CD80-Antikérpern zu einer starkeren Induktion der Th2-
Antwort bei gleichzeitig abgeschwéachter Thl-Antwort, was die Inzidenz und die Schwere der
Erkrankung senkte, ein Effekt, welcher durch gleichzeitige Verhinderung einer IL-4-
Ausschittung revidiert wurde. Andererseits fuhrte die Gabe von hemmenden anti-CD86-
Antikdrpern durch eine Verstarkung der Thl-Antwort zu einer hoheren Krankheitszahl bei den
Tieren. Die Behandlung mit den Antikorpern zeigte bei den Tieren keine generelle
Beeintrachtigung ihres Immunsystems [Kuchroo et al., 1995]. Mdglicherweise @hnelt die Bindung
des mitogenen mAk JJ316 an CD28 der Ratte der Interaktion von CD86 (B7-2) mit dem co-
stimulatorischen Oberflachenmolektl und kann deshalb ebenfalls eine verstarkte Th2-
Immunantwort induzieren, wobei einschréankend zu sagen gilt, dass andere Arbeitsgruppen B7-1
bzw. B7-2 keinen unterschiedlichen Einfluss auf die Zelldifferenzierung nachweisen konnten
[Lanier et al., 1995; Natesan et al., 1996].

Der Einfluss des CD28-CD80/86-Systems auf die Thl/Th2-Immunantwort ist fur viele
Infektionskrankheiten und  Autoimmunerkrankungen von entscheidender Bedeutung.
Moglicherweise kann durch ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhéange ein Eingriff in
dieses System, z. B. Uber Antikoérper analog zum mAk JJ316 erfolgen. Allerdings gibt es auch
sehr interessante Beispiele, bei der gerade der umgekehrte Effekt erwiinscht wéare. So zeigten
in vitro Versuche, dass durch Unterstiitzung der Thl-Immunantwort durch Gabe von IFN-y eine
Infektion mit Leishmania donovani durch Aktivierung Makrophagen zu einer schneller Abtdtung
des Erregers fuhrt, wohingegen dieser Effekt durch Th2-spezifische Zytokine, IL-4 und IL-10,
blockierbar ist [Liew et al., 1989]. Analog hierzu sind Beobachtungen in vivo, dass C57BL/6-
Mause, welche bei einer Leishmanieninfektion IFN-y produzieren und somit eine starkere Thi-
Antwort zeigen geringere Krankheitszeichen aufweisen, im Gegensatz zu BALB/c-Mausen,
welche bei Infektion mit Leishmania donovani verstarkt IL-4 bilden [Sadick et al., 1990].
Unterbrechung der CD28-Co-Stimulation durch l6sliches CTLA-4-lg konnte die in BALB/c-
Mausen die Produktion von IL-4 verringern und die Uberlebensrate deutlich steigern [Corry et
al., 1994].
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Die Differenzierung des Immunsystems in Richtung Thl bzw. Th2 spielt eine wichtige Rolle in
der Enstehung von Autoimmunerkrankungen, bei denen haufig eine zu starke Thl-
Immunantwort vorliegt, z. B. fuhrt das Fehlen von IL-10 in IL-10 -/- Mausen zu schweren
entziindlichen Darmerkrankungen, da evtl. schon auf eine normale Antigen-Stimulation eine zu
starke Thl-Antwort ausgeldst wird [Kihn et al., 1993]. Eingriffe in dieses System koénnen
Autoimmunerkrankungen positiv beeinflussen, z. B. hat IL-4 bei der Experimentellen
Allergischen Enzephalitis (EAE) einen protektiven Einfluss [Kuchroo et al., 1995]. Interessante
Einblicke ergeben Versuche mit NOD-Mause (nonobese diabetic mice), welche zu einem
Grol3teil im Laufe ihres Lebens eine schwere Insulitis im Pankreas und als Folge einen Diabetes
Typ | (IDDM = insulin dependent diabetes mellitus) entwickeln. Behandlung von neonatalen
NOD-Mausen mit einem konventionellen CD28-spezifischen mAKk in den ersten Lebenswochen
verhindert die Entwicklung einer Insulitis und eines IDDM auf einem IL-4-abhangigen Weg
[Arreaza et al.,, 1997]. CD28-/- NOD-Mause erkranken um einiges héaufiger an IDDM als
CD28+/+ Kontrolltiere. Mdglicherweise kontrolliert der CD28-Signalweg einen bzw. mehrere
Faktor(en), mit dem der Ausbruch der Erkrankung zu verhindern ist [Lenschow et al., 1996].
Vielleicht kénnte ein Eingriff in die Stimulation Uber CD28 in der Zukunft als Pravention gegen

den Ausbruch von Diabetes Typ | genutzt werden [Cameron et al., 1998].

Sehr wahrscheinlich wird eine erfolgreiche Behandlung von Autoimmunerkrankungen erst durch
Kombination von Antikérpern gegen verschiedene co-stimulatorische Epitope mdoglich sein, so
fuhrt z. B. erst die Gabe von CTLA-4-1g (Behinderung der B7-CD28-Stimulation) zusammen mit
einer Behandlung mit Antikdrpern gegen gp39 (Blockade der CD40-gp39-Interaktion) zu deutlich

héhren Heilungsraten bei Mausen mit murinem Lupus [Daikh et al., 1997].

Besonders interessant auch im Hinblick auf eventuelle spatere Therapiemdglichkeiten sind
naturlich Erkenntnisse mit humanen T-Zellen bzw. Klinische Erkenntnisse. Auch humane
Gedachtniszellen produzieren nach Pragung mit CD28-spezifischen Antikdrpern bei erneuter
Stimulation mit CD3- und CD28-spezifischen Antikdrpern verstarkt I1L-4 [Schulze-Koops et al.,
1998]. Durch Verwendung unterschiedlicher CD3-spezifischer Antikérper - OKT 3 (schwache
Stimulation Uber CD3) und 64.1 (starke Stimulation Gber CD3) [Geppert et al., 1987] - und
Anwendung in verschiedenen Konzentrationen konnte auch hier gezeigt werden, dass ein
starkeres TZR-Signal durch eine Steigerung des IFN-y und eine Verminderung des IL-4 zu einer
starkeren Thl-Differenzierung fuhrt, eine Bestitigung der bereits oben beschriebenen
Ergebnisse [Tao et al., 1997] und auch der Erkenntisse der in vitro-Versuche mit den in dieser
Arbeit behandelten Ratten. Bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis - die durch eine
UberschieBende Thl-Immunreaktion gepragt ist - wurde eine Behandlung mit einem
humanisierten anti-CD4mAK (Orthoclone OKT cdr 4a) durchgefiihrt. Da durch diesen Antikdrper
das CD4-untersitzte Signal Uber den TZR verringert wird, kommt es zu einer Dominanz des

CD28-Signalweges. Durch die Therapie konnte eine zeitweilige Verbesserung der klinischen
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Zeichen und ein signifikanter Abfall des Entziindungsparameters CRP erreicht werden, wobei
die Anzahl der zirkulierenden CD4-T-Zellen konstant war und nach einigen Wochen eine
Reduktion des IL-2 und der IFN-y-mRNA bei den behandelten Patienten nachweisbar war
[Schulze-Koops et al., 1998].

Die bisherigen Immuntherapien im Tierversuch z. B. bei muriner EAE, mit anti-CD4-Antikdrpern,
anti-MHC-II-Antikbrpern oder anti-TZR-Antikérpern fihrte immer zu einer allgemeinen
Blockierung der CD4"-T-Zellen, dhnlich wie die Behandlung mit Cyclosporin A oder FK506 in der
humanen Transplantationsmedizin. Der Eingriff in das Immunsystem birgt neben dem sicherlich
vorhandenen lebensverlangernden Nutzen fiur den Patienten auch einiges Risiko. Vielleicht kann
in Zukunft durch Eingriffe in die Zellaktivierung eine differenzierte Beeinflussung der
Immunantwort erfolgen und somit Transplantatabstossungen und Autoimmunerkrankungen
ahnlich wie im Tierversuch [Lenschow et al., 1992; Finck et al., 1994] verhindert oder die
Immunantwort gegen bestimmte Erreger verbessert werden. Selbstversténdlich ware auch die
Behandlung mit mitogenem CD28-Antikdrpern - wie z. B. der hier untersuchte mAk JJ316 im
Rattenmodell - ein starker Eingriff in das Immunsystem und immer noch ein recht unspezifischer
Ansatzpunkt. Allerdings fuhrt ein derartige Behandlung nicht zu einer Blockade des
Immunsystems, sondern zu einer Aktivierung der kdrpereigenen Abwehr. Bei immundefizienten
Patienten konnte dieses System zur T-Zell-Vermehrung genutzt werden. Da die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine geférdert wird, wére eine derartige Therapei mit hoher

Wabhrscheinlichkeit ungefahrlicher als bisherige Ansétze.
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5. Zusammenfassung

Zusétzlich zur Bindung eines MHCII-Antigen-Komplexes an den T-Zell-Rezeptor ist ein co-
stimulatorisches Signal erforderlich, um eine ruhende T-Zelle zu aktivieren. Einer der wichtigsten
co-stimulatorischen Rezeptoren auf T-Zellen ist CD28, das uber Bindung mit seinen auf
antigenprasentierenden Zellen exprimierten Liganden B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) Produktion
und Proliferation der Zelle induziert. In Abhéangigkeit vom TZR-Signal nimmt CD28 Einfluss auf
die Th1/Th2-Differenzierung der Immunantwort. Bei einem schwachen TZR-Signal fuhrt die
Interaktion zwischen CD28 und seinen Liganden in vitro und in vivo durch Erhéhung spezifischer
Cytokine (v. a. IL-4) zu einer Verstarkung der humoralen Th2-Antwort bei einer gleichzeitigen
Unterdrickung der inflammatorischen Thl-Antwort. Die rattenspezifischen monoklonalen
Antikorper JJ316 und JJ319 binden an das CD28-Molekiil und haben beide ein gleichstarkes co-
stimulatorisches Potential. Gabe des mitogenen CD28-spezifischen mAk JJ316 - und nicht des
konventionellen mAk JJ319 - fuhrt auch ohne TZR-Signal in vitro zu Produktion und Proliferation
der Zellen (Direkte Stimulation). In vivo fihrt Gabe von JJ316 zu einer Erhéhung der Zellzahl in

Milz und Lymphknoten mit einem Maximum nach drei Tagen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gabe des mitogenen CD28-spezifischen mAk
JJ316 im Vergleich mit dem konventionellen CD28-spezifischen mAkJJ319 auch in vivo zu einer
Erhohung der Th2-spezifischen Immunglobuline fuhrt. Bei Brown-Norway-Ratten, die generell
verstarkt mit einer humoralen Immunantwort reagieren, zeigte die Behandlung von Jungtieren
ab einer Woche nach Geburt einen deutlichen Anstieg von IgG1, IgG2a und vor allem IgE. Bei
neun Wochen und sieben Monate alten BN-Ratten ist der Effekt geringer ausgepragt, im
Vergleich zu den Kontrollgruppen aber besonders fur das Th2-spezifische IgE noch sehr
deutlich. Auch bei Lewis-Ratten, die bevorzugt mit einer inflammatorischen Reaktion antworten,
zeigte vor allem die Gabe des mitogenen mAk JJ316 kurz nach Geburt und die Untersuchung
von drei Monate alten Tieren eine starkere Produktion Th2-typischer Immunglobuline.
Untersuchungen mit zuvor OVA-Pertussistoxin-immunisierten Ratten beiderlei Stamme zeigten
eine geringere Auswirkung der Gabe von JJ316, aber auch hier teilweise eine Verstarkung der
humoralen Immunreaktion. In parallel in der Arbeitsgruppe durchgefihrten intrazellularen
Farbungen konnte teilweise ein Anstieg des IL-4 und IL-10 nachgewiesen werden und RNAse-
Protektion-Assays zeigten einer Erhéhung der IL4- und IL-10mRNA.

Der Einfluss des CD28-Systems auf die Differenzierung der T-Helfer-Zellen spielt eine wichtige
Rolle in der Enstehung von Autoimmunerkrankungen (z. B. Rheumatoide Arthritis, Diabetes
Mellitus Typ 1), Abwehr von Infektionen oder TransplantatabstoRungen. Eingriffe in dieses

System kodnnten vielleicht in Zukunft neue Behandlungsmaoglichkeiten er6ffnen.
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