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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einleitung

Das Immunsystem des Menschen stellt sich bei ndherem Betrachten als ein
Organsystem dar, dessen Grenzen mit dem heutigen Stand der Wissenschaft
nicht eindeutig abgesteckt werden koénnen. Das Immunsystem hat flir den
menschlichen Organismus lebenswichtige Funktionen: Infektionen durch unter-
schiedlichste Krankheitserreger, seien es Bakterien, Viren oder Pilze, kdnnen
vom menschlichen Korper gut bewaltigt werden. Allerdings hat jedes System,
sei es noch so perfekt, seine Lucken und Fehlreaktionen. Zum einen muss sich
der menschliche Korper oftmals trotz gréfdten Einsatzes schweren Infektionen
beugen, zum anderen kennt die Medizin eine Fulle von Erkrankungen, bei de-
nen sich das ,Organ“ Immunsystem gegen den eigenen Korper richtet. Diese
Formen von Erkrankungen sind mit der Bezeichnung ,Autoimmunerkrankun-
gen“ Uberschrieben. Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis, Sys-
temischer Lupus erythematodes, die Progressive systemische Sklerodermie,
Diabetes mellitus Typ | oder die Myasthenia gravis stellen nur eine kleine Aus-
wahl an Autoimmunerkrankungen dar. Aber schon am Beispiel des Diabetes
mellitus Typ | wird deutlich, dass es sich um Erkrankungen handelt, die in unse-
rer Gesellschaft haufig auftreten.

Gerade die jungste Vergangenheit hat aufgezeigt, dass erst die Grundlagenfor-
schung neue Mittel und Wege in der Therapie verschiedenster Erkrankungen
ermdglicht, insbesondere gilt dies auch fur die Gruppe der Autoimmunerkran-
kungen. Um Zugang zu den zell- und molekularbiologischen Mechanismen des
Immunsystems, dem Mittelpunkt der Autoimmunerkrankung, zu erlangen, ist es
unumganglich, Tiermodelle fur die verschiedenen Erkrankungen zu entwickeln
und als Forschungsgrundlage zu verwenden.

Diese Arbeit stellt die Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) in
den Mittelpunkt der Uberlegungen und Versuche. Die EAE wird bei Mausen und
Ratten als Modellerkrankung fur die Multiple Sklerose — auch als Enzephalitis
disseminata bezeichnet — verwendet. Schon in den dreilliger Jahren des letzten

Jahrhunderts hat Rivers in Tierversuchen die Grundlagen flr die Experimentelle
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Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) [1] geschaffen. Mit vielfaltigen Weiter-
entwicklungen bietet sie heute die Moglichkeit einer leicht zuganglichen Grund-
lagenforschung an Mausen und Ratten.

Weltweit leiden 1 Million Menschen an MS. Auffallend ist ein Geschlechterver-
haltnis fur Frauen gegenuber Mannern von 2:1 [2]. Obwohl in den letzten Jah-
ren einige Medikamente entwickelt wurden, mit denen der Krankheitsverlauf
beeinflusst werden kann, gibt es flr diese grof3e Anzahl an Patienten bis jetzt
keine Therapie, mit der diese oft mit zunehmender Behinderung einhergehende
Erkrankung geheilt oder vollstandig unterdrickt werden kann. Um dem Ziel
einer therapeutischen Moglichkeit zur Heilung naher zu kommen, gilt es, schritt-
weise immunologische Grundlagen zu erarbeiten. Wahrend und vor allem am
Ende eines Forschungsabschnittes gehen die Uberlegungen stets dahin, die
am Tiermodell errungenen Grundlagen und Therapieansatze moglichst optimal
auf den Patienten und seine Erkrankung umzusetzen. Die Ubertragung vom
Tiermodell auf den Menschen bietet Chancen und Mdglichkeiten neue Thera-
pieschemata zum Wohl des Patienten einzubringen; allerdings sollte man zu
jeder Zeit die Grenzen dieser Ubertragung erkennen und sensibel jede Einzel-
heit neuer Forschungsergebnisse prufen.

Im Zentrum der Fragestellung dieser Arbeit befinden sich zwei wichtige Begriffe:
Pertussistoxin und Apoptose. In den nachfolgenden Abschnitten soll auf diese
beiden Begriffe hingefihrt und detailliert eingegangen werden. Den Begriff
Pertussistoxin finden wir im Bereich der Auslosung der Modellerkrankung EAE
wieder, hier sollen neue Aufschlisse Uber die Funktion und die Auswirkungen
dieses Effektormolekils auf das Immunsystem gewonnen werden. Mit dem
zweiten Begriff der Apoptose, einer Bezeichnung fur den ,programmierten Zell-
tod“, soll darauf eingegangen werden, was mit den Zellen des Immunsystems
nach vollbrachter ,Arbeit® geschieht - bleiben diese Zellen in gleicher oder un-
terschiedlicher Funktion am Leben oder gehen diese Zellen in die Apoptose und

werden so eliminiert?
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1.2. Grundlagen des Immunsystems

Um die verwendeten immunologischen Methoden, die gewonnen Resultate und
die daraus gezogenen Schlussfolgerungen zu verstehen und zu interpretieren,
soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick zu den Aufgaben, den Komponenten

und den Mechanismen des Immunsystems gegeben werden.

1.2.1. Aufgaben des Immunsystems

Die zentrale Aufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Organismus vor
Krankheitserregern. Auflerdem ist das Immunsystem befahigt, transformierte
Korperzellen, das heildt gealterte, infizierte oder neoplastisch veranderte Zellen,
zu erkennen und zu eliminieren. Voraussetzung dafur ist die Fahigkeit gegen
korperfremde Stoffe eine kontrollierte Immunantwort auslésen zu kdénnen (=
Immunitat), aber auch eine Immunantwort gegen koérpereigene Stoffe zu hem-

men (= Immuntoleranz).

1.2.2. Komponenten des Immunsystems

Um den vielfaltigen Aufgaben gewachsen zu sein, verfugt das Immunsystem
uber zahlreiche Komponenten. Eine grundlegende Einteilung ist die Abgren-
zung eines angeborenen und eines erworbenen/adaptiven Immunsystems.
Parallel dazu verwendet man den Begriff der antigen-unspezifischen Immunitat
fur den angeborenen Anteil und die Bezeichnung antigen-spezifische Immunitat

fur den erworbenen Anteil des Immunsystems.

1.2.2.1. Unspezifische, angeborene Immunitat

Unabhangig von zellularen und humoralen Bestandteilen zahlt man hierzu auch
chemische Abwehrfaktoren auf Haut und Schleimhaut, die ihrerseits wieder als
mechanische Barriere eine erste Grenze fur kdrperfremde Stoffe bilden.

An zellularen Bestandteilen sind hier Makrophagen, Monozyten, Mastzellen und
Granulozyten zu nennen. Diese sind im Unterschied zum adaptiven Immunsys-
tem ontogenetisch sehr alte Zellarten. Einen besonderen Platz nehmen an
dieser Stelle auch die natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) ein, die sich aus der
lymphozytaren Zelllinie entwickeln, jedoch keinen Antigen-spezifischen Rezep-

tor tragen und deshalb zum angeborenen Immunsystem zahlen. Sie sind in der
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Lage Tumorzellen, Virus-infizierte Zellen und Zellen mit intrazellularen Patho-
genen zu erkennen und zu vernichten [3].

Wichtige humorale Faktoren sind das alternative Komplement-System, Akut-
Phase-Proteine und einige Zytokine. Das Komplementsystem ist eine Gruppe
von Proteinen, die in enzymatischen Kaskaden aktiviert werden. Ziel des Kom-
plements ist die Opsonisierung (z.B. von Bakterien), die Bindung an Antigen-
Antikdrper-Komplexen, die Aktivierung und Chemoattraktion von Phagozyten
und NK-Zellen, sowie die osmotische Lyse von Zielzellen Uber einen aulerst
bioaktiven Membranangriffskomplex [3, 4].

Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Glykoproteinen, welche von einer
grolen Anzahl an Immun- und anderen Zellen gebildet und sezerniert werden.
Uber Zytokine werden andere Zellen aktiviert, zur Differenzierung angeregt oder
in ihrer Zellfunktion moduliert. Hierzu gehoéren insbesondere: IL-1, IL-6, Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNFa), sowie die Interferone o und B. Zwei wichtige Ereig-
nisse, ausgelost durch Zytokine sind zum Beispiel die Induktion von Fieber im
Hypothalamus durch IL-1 und die vermehrte Synthese von so genannten Akut-
Phase-Proteinen in der Leber durch IL-6.

Ein wichtiger Unterschied zum antigen-spezifischen Immunsystem ist die Tat-
sache, dass es im angeborenen Anteil kein erregerspezifisches immunologi-
sches Gedachtnis gibt, das bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Erre-

ger einen schnelleren Aufbau von Abwehrfunktionen ermdglicht.

1.2.2.2. Antigenspezifisches, erworbenes (adaptives) Immunsystem

Analog dem angeborenen Immunsystem lasst sich auch hier eine weitere Un-
terteilung in zellulare und humorale Elemente vornehmen. Die zellulare Ebene
beinhaltet den Grofteil der Lymphozytenzelllinie in Form von B- und T-
Lymphozyten; zur humoralen Ebene zahlen Immunglobuline (Antikorper) ver-
schiedener Klassen (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM) und Zytokine (IL-2, IL-4, IL-5,
Interferon-y (IFN-y)). Virale, mykobakterielle, intrazellulare Erreger sowie Pilzin-
fektionen sind Hauptaufgabe des zellularen Anteils, wohingegen humorale

Abwehrmechanismen bei bakteriellen Erregern im Vordergrund stehen [3, 4].
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Damit antigen-spezifische T-Zellen ihr Antigen erkennen konnen und dadurch
aktiviert werden, muss diesen das besagte Antigen von so genannten Antigen-
prasentierenden-Zellen (APCs) dargeboten werden [3]. Zu den APCs zahlen B-
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Langerhanszellen der Haut, Kupffer-

Zellen der Leber, sowie die dendritischen Zellen des lymphatischen Gewebes.

1.2.2.3. Haupthistokompatibilititskomplex und Antigenprasentation

Entscheidendes Instrument der Antigenprasentation ist das MHC-Molekul
(major histocompatibility complex (MHC), auch als human leukocyte antigen
(HLA) bezeichnet). Von diesem Molekll gibt es zwei Klassen, die sich beziglich
Funktion und Prasentation auf verschiedenen Zellen unterscheiden.

MHC Klasse | Molekule werden mit Ausnahme der kernlosen Erythrozyten auf
jeder kernhaltigen Zelle exprimiert. Es zeigt sich fur die MHC Klasse | Molekule
ein umfangreicher genetischer Polymorphismus. Die auf diesen MHCs prasen-
tierten Proteinfragmente sind entweder kdrpereigene Antigene (Immuntoleranz)
oder Antigene von intrazellularen Bakterien, Viren sowie Tumorantigene [3].
Direkter Interaktionspartner ist die CD8-positive zytotoxische T-Zelle, deren T-
Zellrezeptor spezifisch fur die Erkennung von Antigenen zusammen mit MHC
Klasse | Molekulen ist.

MHC Klasse Il Molektle zeigen im Vergleich zu MHC Klasse | Molekulen eben-
falls eine dimere Struktur, mit dem Unterschied, dass die variable Antigen-
Bindungsgrube durch Anteile der o~ und der pB-Kette gebildet wird. Ebenfalls
zeigt sich ein deutlicher genetischer Polymorphismus. MHC Klasse || Molekule
werden nur auf den in 1.2.2.2 beschriebenen APCs und zusatzlich auf Zellen
des Thymusgewebes (zur T-Zell Reifung und Selektion) exprimiert. lhre Aufga-
be besteht in der Prasentation extrazellularer, durch Phago- beziehungsweise
Pinozytose aufgenommener Fragmente von Bakterien, Pilzen oder Viren an
CD4 positive Zellen In den flr wissenschaftliche Experimente im Allgemeinen
verwendeten Maus-Inzucht-Stammen ist der genetische Polymorphismus der
MHC-Molekule aufgehoben - alle APCs tragen dasselbe MHC-Molekul (bei
SJL-Mausen |-A®). Dieses spezielle MHC Molekiil wurde fiir die Herstellung

unserer MHC Klasse || Tetramere verwendet [3].
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1.2.2.4. B-Lymphozyten

B-Zellen leiten sich von lymphozytaren Stammzellen des Knochenmarks ab.
Die antigenspezifische Erkennung wird durch den B-Zell-Rezeptor-Komplex
ermdglicht. Uber diesen Rezeptor ist im Gegensatz zu T-Zellen die Erkennung
von Protein-Epitopen ohne Antigenprozessierung moglich. Damit nach einer
Antigenerkennung uber den B-Zell-Rezeptor die Aktivierung der B-Zelle erfolgt,
sind weitere kostimulatorische Signale notwendig. Diese stammen zum Beispiel
uber CD40/CD40L Interaktionen von T-Helfer-Zellen, Uber zusatzliche Stimula-
tion durch den B-Zell-Korezeptor direkt vom Antigen oder, wenn die B-Zelle
selbst als APC fungiert, Uber Zytokinsignale von T-Helfer-Zellen. Differenziert
sich die B-Zelle nach der Aktivierung zur Ak-sezernierenden Plasmazelle, so
werden zunachst Ak der Klasse IgM gebildet. Um Ak anderer Klassen zu pro-
duzieren, muss es zu einem so genannten Isotyp-Switch kommen. Dieser beno-
tigt unter anderem die Expression von CD40L durch T-Helfer-Zellen und wird

durch verschiedene Zytokine gesteuert [3].

1.2.2.5. T-Lymphozyten

Da fiur dieses Projekt T-Zellen eine der Hauptrollen spielen, soll diese Zellpopu-
lation etwas genauer vorgestellt werden. Als primares lymphatisches Organ gilt
der Thymus. Zellen der frGhen T-Zelldifferenzierung wandern aus dem Kno-
chenmark in den Thymus ein, um dort negativ und positiv selektiert zu werden.
Durch Selektion sollen Lymphozyten, die gegen korpereigene Antigene gerich-
tet sind, eliminiert werden. Charakteristisch fur die T-Zelle ist der T-Zell-
Rezeptorkomplex; es handelt sich dabei um eine Gruppe von Molekulen auf der
Zelloberflache, die fur die Antigenerkennung entscheidend ist. Im Mittelpunkt
steht der T-Zellrezeptor, ein heterodimeres Molekul, aufgebaut aus einer a- und
einer B-Kette (seltener aus einer y- und 3-Kette), die mit ihren variablen Anteilen
zusammen die antigenerkennende Region bilden. Gegenuberliegend finden
sich Domanen, die den Rezeptor in der Zellmembran verankern.

Daneben exprimiert ein Teil der T-Zellen den Korezeptor CD4. Diese Population
der CD4-positiven Zellen bezeichnet man auch als T-Helfer-Zellen. Andere T-

Lymphozyten exprimieren auf der Oberflache CD8. Diese Zellen werden als
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zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Zusammen mit den erwahnten Unterschieden
in der Antigenprasentation ergibt sich somit, dass T-Helfer-Zellen mit dem Ko-
rezeptor CD4 Antigene erkennen koénnen, die auf MHC Klasse |l Molekilen
prasentiert werden, wohingegen zytotoxische T-Zellen mit ihrem Korezeptor
CD8 auf Antigene spezialisiert sind, die durch MHC Klasse | Molekulen angebo-
ten werden.

Bei den CD8+ Zellen handelt sich um eine Zellpopulation, deren Aufgabe in der
Lyse von Zielzellen liegt. Hierzu stehen der T-Zelle verschiedene zytotoxische
Instrumente zur Verfigung; neben zellgebundenen Faktoren wie dem Molekdl
CD95 Ligand (siehe Apoptose 1.6) zahlen hierzu Zytotoxine (Perforine, Gran-
zyme) und verschiedene Zytokine (IFN-y, TNF-a und TNF-B) [3].

Lange ging man davon aus, dass es sich bei CD4+ Zellen um eine homogene
Population handelt. Mit zunehmenden Erkenntnissen wurde in den spaten 80er
Jahren jedoch klar, dass sich aufgrund von Funktion und Zelleigenschaften
weitere Subpopulationen abgrenzen lassen. Das folgende Schaubild (Abb. 1)

gibt einen Uberblick.

IL 12 von anderen T-Zellen IL 4 von anderen T-Zellen

stimulierend
‘ ' == = hemmend
',
Aktivierung von: IL 4 Aktivierung von:

Mastzellen, B-Zellen,
Makrophagen Eosinanhilen (h |
(zellulare Im- <= IL 2 IL5,IL9, ogmi)lp |'enh lilmorae
munreaktion) und a ireg;izoﬁ)mmun-

TNF § IL 10, IL 13

Abb. 1: T-Zell-Subpopulationen [3]

Damit eine unreife T-Zelle proliferiert und differenziert, bendtigt sie
verschiedene Signale. Neben der Aktivierung der T-Zelle Uber den T-

Zellrezeptorkomplex durch das spezifische Antigen sind noch zusatzliche
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Signale notwendig, fur die so genannte kostimulatorische Molekile (zum
Beispiel Interaktionen von B7.1/B7.2 (CD80/CD86) auf APCs mit CD 28 oder
CTLA-4 (CD152) auf T-Zellen sowie ICOS Ligand (APC ) und ICOS (T-Zelle))
ausschlaggebend sind. Erst beide Signale zusammen flhren zu einer
Aktivierung der T-Zelle; ein kostimulatorisches Signal alleine, so nimmt man an,
hat keinen Effekt auf die T-Zelle. Besteht eine alleinige Aktivierung durch den T-
Zellrezeptorkomplex ohne Kostimulation, so wird die T-Zelle anerg und bildet
keine Effektorfunktionen aus [3]. Uber den zweiten geschilderten Mechanismus
versucht man das Phanomen der Toleranzentwicklung zu erklaren [5].

Erhalt die unreife T-Zelle beide notwendigen Signale, so beginnt sie IL-2 zu
produzieren. Dieses IL-2 wirkt zum einen auf Zellen in der unmittelbaren
Umgebung (ahnlich der parakrinen Hormonwirkung), zeigt aber auch
,autokrine“ Wirkung auf die sezernierende Zelle selbst. Uber den IL-2-Rezeptor
kommt es dann zur Stimulation der T-Zelle mit nachfolgender Proliferation und
Differenzierung. Die unter IL-2 Stimulus proliferierende Zelle wird als unreife
Effektor-T-Zelle (TH0) bezeichnet. Von diesem Stadium ausgehend spaltet sich
die Entwicklung in zwei grof3e Subpopulationen auf. Wie in Abb. 1 gezeigt
spielen nun modulatorisch wirkende Zytokine von anderen (T-) Zellen die
entscheidende Rolle, ob sich eine Ty0-Zelle zur Tw1- oder Tp2-Zelle
differenziert. Dies hat ganz entscheidenden Einfluss auf die Funktion der Zelle:
Tu1-Zellen bewirken eine zellulare Immunreaktion durch Aktivierung von
Makrophagen, wohingegen Ty2-Zellen eine Aktivierung humoraler und
allergischer Entzindungsreaktionen zur Folge haben.

Tnu1 Zellen produzieren neben IL-2 in erster Linie IFN-y. Ty2 Zellen sezernieren
vor allem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13. Diese Zytokine vermitteln
nachfolgend weitere Reaktionen [3, 6, 7]. DarUber hinaus werden noch
sogenannte ,regulatorische T-Zellen® differenziert. Diese Zellen beeinflussen
die Aktivitat der anderen T-Lymphozyten. Regulatorische T-Zellen zeigen einen
CD4+, CD25+ (a-Kette des IL-2-Rezeptors) Phanotyp, sezernieren jedoch kein
IL-2. 1995 wurde erstmals von Sakaguchi gezeigt, dass CD4+CD25+ T-Zellen
andere T-Zellpopulationen hemmen kdnnen [8]. Seit dieser grundlegenden

Entdeckung wurde diese Gruppe von regulatorischen Zellen weiter in ihren
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Eigenschaften beschrieben: So wurde gezeigt, dass sie im Thymus positiv
selektiert werden, unerwarterterweise deutliche Proliferationsfahigkeit
aufweisen und sehr sensibel auf Antigenkontakt reagieren, um nur einige
Eigenschaften aufzuzahlen [9]. Es wurde darUber hinaus nach einem
spezifischen Marker fur regulatorische T-Zellen gesucht — das Molekul Foxp3,
ein Transkriptionsfaktor, stellte sich als ein moglicher Marker heraus [10].

T-Lymphozyten und B-Lymphozyten haben die Fahigkeit, bei einem zweiten
Kontakt mit dem selben Antigen starker und schneller eine Immunabwehr zu
generieren. Diese Eigenschaft wird immunologisches Gedachtnis (,memory®)
genannt. T-Gedachtniszellen zeichnen sich durch ein charakteristisches Muster
an Oberflachenproteinen aus: L-Selektin (ein auch als CD62 Ligand bezeichne-
tes Adhasionsmolekil) ist im Unterschied zur naiven T-Zelle meistens herunter-
reguliert, CD44 und LFA-1 (= CD11a/18, Molekul zur Leukozytenadhesion) wird
verstarkt exprimiert und es findet ein Wechsel der CD45-Isoform von der Iso-
form RA (hohes Molekulargewicht) in naiven T-Zellen zu der Isoform RO (ge-

ringstes Molekulargewicht) statt [3, 11].

1.3. Multiple Sklerose

1.3.1.  Allgemeines

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzlindliche Erkrankung des Zentralen
Nervensystems, bei der es zu Markscheiden-, Axon- und Neuronenverlust
kommt. Als Ursache der pathologischen Vorgange werden zur Zeit Autoimmun-
prozesse angenommen, die durch gewisse erbliche Faktoren und Umweltein-

flisse beeinflusst werden kdnnen [12-14].

1.3.2. Epidemiologie

In unseren Breiten ist die MS mit eine der am haufigsten auftretenden neurolo-
gischen Erkrankungen. In der Bevdlkerung Nord- und Mitteleuropas betragt die
Pravalenz 30-110 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner bei einer Inzidenz von
4-6 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr [14]. Es zeigt sich inte-
ressanterweise ein Geschlechterverhaltnis fur Frauen gegenliber Mannern von

2:1 [2]. Weitere Regionen mit hoher Pravalenz sind Russland, Sudkanada,
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nordliche USA, Neuseeland und Sudwestaustralien [14]. Auffallend ist im Ge-
samtuberblick ein deutliches Nord-Sud-Gefalle mit hohem Erkrankungsrisiko im

Norden Europas.

1.3.3. Klinische Symptomatologie

Die Erkrankung verlauft schubférmig oder primar oder sekundar chronisch pro-
gredient, wobei im Verlauf die neurologischen Ausfalle in Form von Lahmun-
gen, sensorischen Storungen, Sehstérungen, Blasenstorungen und kognitiver
Beeintrachtigung zunehmen. In 2/3 der Falle manifestieren sich die Krankheits-

symptome im jungen Erwachsenenalter [14].

1.3.4. Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der MS ist nur unvollstandig verstanden. Verschiedene Theorien
wurden in der Vergangenheit erortert. Dabei wurden die Moglichkeit einer Slow-
Virus-Infektion und die Annahme eines Autoimmungeschehens immer als sehr
wahrscheinlich erachtet. Fur eine Slow-Virus-Infektion sprechen Verknupfungen
in der Anamnese von MS-Patienten beziglich Infektionen mit Herpes simplex
Virus Typ 1 und Typ 2 [14]. Auch die Tatsache, dass Allgemeininfektionen
durch Viren (zum Beispiel Masern) als Trigger fur die MS agieren, kann die
These eines infektiosen Geschehen unterstutzen [2]. Allerdings lasst sich hier
auch die Brucke zur MS als Autoimmunerkrankung schlagen, da durch Mecha-
nismen des ,Molekularen Mimikry“ zwischen Selbst- und Fremdprotein auch die
Kreuzreaktion des Immunsystems von exogenen Antigenen aufgrund strukturel-
ler Ahnlichkeit mit kdrpereigenen Bestandteilen der Myelinscheiden erklarbar
waren [2, 15]. Auch eine Bystander-Aktivierung von autoaggressiven T-Zellen
ware als Beginn der Erkrankung zu diskutieren [16]. Weitere Fakten, die fur
eine Autoimmunhypothese mit T-Helfer Lymphozyten in der zentralen Funktion
sprechen, sind die morphologische Zusammensetzung der entzindlichen ZNS-
Lasionen, das Ansprechen auf immunsupprimierende Therapien und tierexpe-
rimentelle Daten [17, 18].

Zwillings- und Migrationsstudien haben gezeigt, dass sowohl eine genetische
Pradisposition, als auch Umweltfaktoren einen Einfluss auf die Inzidenz der
Erkrankung haben. So weisen monozygote Zwillinge eine Konkordanzrate von
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etwa 30% auf. Als sichere Assoziation wurden bisher lediglich die MHC Klasse
Il Region mit den HLA Haplotypen HLA-DRB1*1501, HLA-DRB5*0101, HLA-
DQB1*0602 klassifiziert [2, 19]. Dass genau diese Haplotypen eine entschei-
dende Rolle spielen, liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit daran, dass auf einem
oder mehreren dieser MHC Klasse |l Allele Peptidsequenzen an autoreaktive T-
Zellen prasentiert werden, wodurch es zur Aktivierung und funktionellen Diffe-
renzierung dieser T-Zellen mit nachfolgenden Autoimmunreaktionen kommt
[13].

Die ablaufenden Reaktionen beschranken sich allerdings nicht nur auf das
System der T-Zellen. Vielmehr gibt es Interaktionen, Verknupfungspunkte und
Effektormechanismen im Zusammenspiel mit Makrophagen, B-Zellen, Autoanti-
korpern und Komplementfaktoren, woraus die Gewebszerstorung im ZNS resul-
tiert [13].

Entsprechend den zur Induktion der EAE bei Mausen verwendeten Peptidse-
quenzen nimmt man auch beim Menschen an, dass das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), das Myelin Basisprotein (MBP) und das
Myelin Proteolipid Protein (PLP) zum Kreis der moglichen Autoantigene gezahlt
werden mussen. Es ist dagegen noch nicht bekannt, welcher Myelinbestandteil
als das Hauptautoantigen beim Grofteil der an MS erkrankten Patienten von
entscheidender Bedeutung ist [13, 20].

Betrachtet man die Gruppe der T-Helfer-Zellen etwas genauer, so muss man
sich die Frage stellen, welche Wirkung die beiden Subpopulationen Ty1 und
Tw2 spielen. Viele Untersuchungen weisen darauf hin, dass T-Helfer-Zellen vom
Subtyp Ty1 die entscheidende Rolle in der Initiierung der Autoimmunreaktion
spielen. Ty2-Zytokine wiederum scheinen einen positiven Einfluss auf die Re-
duktion der Entzindungsaktivitat bei der MS zu haben [2]. Deutlich wird diese
antagonistische Wirkung der beiden Subpopulationen in der Therapie mit der
immunmodulatorischen Substanz Copolymer-1, die das Gleichgewicht zwi-
schen den Populationen in Richtung Ty2 verschiebt und so eine Besserung der
Erkrankung und der Beschwerden erzielt [2].

Untersuchungen zeigten, dass die autoreaktiven, ZNS-spezifischen T-Helfer-

Zellen in der Lage sind, Zellen im ZNS direkt zu schadigen [21] und darUber
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hinaus zur Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen [22-24], B-Zellen [25, 26] und
Makrophagen [27] fuhren, die ihrerseits wieder entzindliche Schadigungen im

ZNS auslosen.

1.3.5. Therapie und Prognose

Als Standardtherapie der akuten MS-Schube gilt die intravendse Injektion von
hoch dosierten Glukokortikoiden [28, 29]. Wohl erreicht man hiermit eine Ver-
klrzung der Schubdauer, ein Einfluss auf den weiteren Verlauf des chronischen
Leidens ist aber nicht gesichert [14].Um Einfluss auf das Langzeitgeschehen
nehmen zu kénnen, wurden in den letzten Jahren gezielt Forschungen im Be-
reich der Langzeit- beziehungsweise Intervalltherapie angestrebt. Obwohl hier
deutliche Fortschritte, vor allem durch die Einfuhrung immunmodulatorischer
Substanzen wie zum Beispiel Interferon-p und Copolymer-1, erzielt wurden, gibt
es zum jetzigen Zeitpunkt keine die Krankheit zum Stillstand bringende oder
heilende Therapie [12, 13].

Bei Betrachtung der Langzeitprognose leben 10 Jahre nach dem ersten Schub
noch 80% der Patienten. Prognostisch ungunstige Faktoren sind ein hohes
Alter bei Krankheitsbeginn, Kleinhirn- und Hirnstammsymptomatiken, rasche
Progredienz und ein kurzes Intervall zwischen den ersten beiden Krankheits-
schiben [14]. Vereinzelt sind auch hochst akute Verlaufe beschrieben, die

innerhalb weniger Wochen zum Tod gefuhrt haben.

1.4. Experimentell autoimmune Enzephalomyelitis

Die Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine entzindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), die durch Immunisierung mit
ZNS-Antigenen oder Transfer von aktivierten ZNS-spezifischen T-Zellen ausge-
|6st wird. Diese Modellerkrankung wurde 1933 erstmals beschrieben [1].
Grundsatzlich gibt es zwei Mdglichkeiten, um in Mausen, Ratten oder Affen eine
EAE zu induzieren. Die erste Variante besteht in einer aktiven Immunisierung
der Tiere mit Myelinbestandteilen, die zweite Variante nutzt den passiven
Transfer von myelinspezifischen T-Zellen in den Empfangerorganismus (,adop-
tive transfer®) [30-32].
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Zur Induktion der EAE in SJL Mausen auf aktivem Wege werden folgende Pep-
tide mit enzephalitogenem Potential verwendet: MBP Aminosauren 84-96 (MBP
84-96), PLP Aminosauren 139-151 (PLP 139-151) und MOG Aminosauren 92-
106 (MOG 92-106). Zur Induktion wird der Maus das Peptid in einer Emulsion
mit einem Adjuvants (CFA) s.c. gespritzt. Die Protokolle fur eine vollstandige
Immunisierung unterscheiden sich daruber hinaus je nach verwendetem Peptid
in der zusatzlichen Anwendung von Pertussistoxin. Bei dem von uns verwende-
ten Modell der PLP 139-151 induzierten EAE in SJL Mausen wird 100-300ng
PTX i.v. gegeben. Lost man bei SJL-Mausen eine EAE mit MBP 84-96 aus, so
erfolgt eine Immunisierung mit Peptid-CFA-Emulsion an den Tagen 0 und 7,
erganzt durch eine PTX-Gabe von jeweils 200 ng an den Tagen 0 und 2 [33].
Die weite Spanne der verwendeten PTX-Dosis leitet sich zum einen durch ver-
schieden publizierte Angaben her, zum anderen zeigten unseren Versuchen,
dass die Aktivitat des PTX je nach verwendeter Charge deutlich schwankte.

Der klinische Verlauf der Erkrankung ist von einigen Faktoren stark abhangig:
Neben der verwendeten Spezies spielen der Stamm und das zur Induktion
verwendete Immunogen eine entscheidende Rolle. So entwickeln sich mo-
nophasische, schubféormige oder auch chronische Verlaufe der tierexperimen-
tellen Erkrankung [34]. In unserem Fall bei Induktion mit PLP 139-151 mit 200
ng PTX i.v. ergibt sich ein schubférmiger Verlauf mit ersten Krankheitserschei-

nungen um Tag 10-11.

Blut-Hirn-Schranke ZNS

/" | Peripherie (Lk. Milz. ..) | "\
1. Antigenkontakt

- Aktivierung/Proliferation praformier-

2. Antigenkontakt
- Inflammation \
- Demyelinisierung

- Krankheitssymptome

ter PLP-sepzifischer T-Zellen

- Ty1-basierte Immunreaktion - Elimination der Zellen?

/

Abb. 2: Vereinfachtes Krankheitsmodell der EAE [7, 35]
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Vom immunologisch/pathologischen Ablauf der PLP-EAE steht bei SJL-Mausen
die schon fur nicht-immunisierte Mausen beschriebene, erhdhte Vorlauferfre-
quenz PLP 139-151-spezifischer T-Helfer-Zellen im Mittelpunkt [36]. Diese
Zellen haben nach Immunisierung ihren ersten Antigenkontakt und proliferieren
im Sinne einer Ty1 gewichteten Immunreaktion. Wie Abb. 2 zeigt, erfolgt nach
peripherer Aktivierung und Proliferation ein erneuter zweiter Antigenkontakt im
ZNS. Zusammenfassend hat die EAE als breit akzeptiertes Tiermodell der MS
unser Wissen uber die Entstehung von Autoimmunerkrankungen und die Ent-

wicklung von neuen Therapieansatzen wesentlich beeinflusst.

1.5. Pertussistoxin

1.5.1. Herkunft, Struktur und Aufbau des PTX

Bordet und Genou entdeckten 1906 erstmals Bordetella pertussis, ein gramne-
gatives, stabchenformiges Bakterium, das beim Menschen das Krankheitsbild
des Keuchhustens verursacht [37]. Als wichtigen Pathogenitatsfaktor produziert
dieser Keim das thermolabile, nekrotisierende Exotoxin Pertussistoxin, das
auch als ,lymphocytosis promoting factor bezeichnet wird [37].

Es handelt sich um ein 105 kDa schweres Protein, das sich strukturell aus funf
Proteinketten zusammensetzt und funktionell zu den AB-Toxinen gehort. Hier-
bei vermittelt die B-Untereinheit die Bindung an spezifische Membranrezeptoren
der Zielzelle, wohingegen die A-Untereinheit die eigentliche Wirkkomponente
darstellt [37-40].

Die strukturellen Untereinheiten werden mit S4 bis Ss bezeichnet, wobei die
funktionelle A-Untereinheit allein durch die Proteinkette S4 gebildet wird. Die B-
Untereinheit besteht jeweils aus einer Kette Sy, S; und Ss, sowie zwei Ketten
Sa4.

1.5.2.  Funktion und Wirkung des PTX und dessen Untereinheiten

PTX bindet Uber die B-Untereinheit an Rezeptoren auf der Zelloberflache der
Zielzelle (als moglicher Rezeptor wird MAC-1 diskutiert [41]) und ermdglicht so

eine Internalisierung der anhangenden A-Untereinheit ins Zellinnere. Die A-
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Untereinheit tragt die enzymatische Funktion des PTX in Form einer NAD-
abhangigen ADP-Ribosylase.

Einfluss nimmt das Toxin auf Signaltransduktionsmechanismen im Zellinneren.
Zur entscheidenden Gruppe im Bezug auf PTX gehdren Rezeptoren, die an das
Adenylatzyklasesystem gekoppelt sind. Das Adenylatzyklasesystem setzt sich
aus Rezeptoren, heterotrimeren G-Proteinen und Adenylatzyklasen zusammen.
Die Adenylatzyklase, von der bis heute 8 Isoformen bekannt sind, bildet aus
ATP zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP), welches als einzige intrazellu-
lare Funktion zur selektiven Aktivierung der Proteinkinase A fuhrt. Diese gibt
durch Phosphorylierung nachfolgender Proteine Information ihrerseits weiter
und nimmt so Einfluss auf die Regulation verschiedener Zellfunktionen [42].
Neben der Aktivierung der Proteinkinase A resultieren erhohte cAMP-Spiegel
auch Uuber sogenannte ,cAMP response elements® in einer gesteigerten
Transkription spezifischer Gene [42].

Wo genau beeinflusst nun PTX diesen Signaltransduktionsweg? Dazu muss
man die Aufgabe der heterotrimeren G-Proteine naher betrachten. Sie bilden
die Kopplung zwischen Membranrezeptor und Adenylatzyklase und nehmen
direkten Einfluss auf die Aktivitat dieses Enzyms. Gemeinsam ist den unter-
schiedlichen G-Proteinen eine heterotrimere Struktur bestehend aus einer a-, -
und y-Untereinheit und die Tatsache, dass Guanosintriphosphat (GTP) eine
wichtige Rolle spielt. Entscheidend ist hier die o-Untereinheit (G,), die es in
diesem System in zwei Formen gibt: entweder eine die Adenylatzyklase stimu-
lierende Untereinheit G,s oder eine inhibitorisch wirksame Untereinheit G,. Im
aktivierten Zustand ist das G-Protein mit GTP beladen und es kommt zur Dis-
soziation von G, und Gg, (- und y- Untereinheiten bestehen als Dimer und
haben ebenfalls intrazellulare Funktionen). Je nach Auspragung des G, wird die
Aktivitat der Adenylatzyklase reguliert. Sobald eine GTPase (das G-Protein
selbst tragt die GTPase-Aktivitat) das GTP in Guanosindiphosphat (GDP) spal-
tet, wird das G-Protein inaktiviert und die einzelnen Untereinheiten assoziieren
wieder zu einem heterotrimeren Komplex [42].

Unterschiedlich beschrieben ist nun der Wirkungsansatz von PTX bezuglich der
unterschiedlichen G-Proteine. Uberwiegende Meinung ist, dass die A-
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Untereinheit von PTX die G, -Untereinheit inhibitorischer Proteine ADP-

ribosyliert, was zu deren permanenten Hemmung fuhrt [35, 37, 42, 43]. Andere
Autoren formulieren die Wirkung von PTX allgemeiner als Modifizierung von G-
Proteinen, ohne auf stimulierende oder inhibitorische Wirkungen einzugehen
[44]. Einleuchtender erscheint einem die selektive Hemmung inhibitorisch wirk-
samer G-Proteine, da sich hieraus eine direkte Reaktion ergibt: Wird die Adeny-
latzyklase in ihrer Aktivitat unter PTX-Einfluss nun weniger gehemmt, so ver-
schiebt sich das Gleichgewicht in Richtung stimulierender G-Proteine, sodass in
der Summe eine deutlichere Aktivierung der Adenylatzyklase mit konsekutivem

Anstieg der cAMP-Konzentration resultiert.

1.5.3. Pertussistoxin und EAE

1.5.3.1. PTX als Induktor/Promotor einer EAE

PTX erleichtert die Auslésung von experimentellen Autoimmunerkrankungen
wie EAE oder Experimentelle Autoimmune Orchitis. Die intravendse Infusion
von PTX ist Bestandteil der aktiven Induktion der EAE mit PLP 139-151 in SJL
Mausen. Es ist unklar, welche Mechanismen der Forderung von Autoimmunitat
durch PTX zu Grunde liegen. Es gibt die Hypothese, dass PTX die Permeabili-
tat der Blut-Hirn-Schranke senkt und dadurch den Eintritt ZNS-spezifischer
autoreaktiver Zellen ins ZNS ermoglicht. Untersuchungen zeigten, dass PTX
den Durchtritt von Serumproteinen durch die Blut-Hirn-Schranke erhoht [45, 46]
und dass dieser Prozess vor allem durch Histamin vermittelt wird [47, 48].
Demgegenuber steht ein ebenfalls betrachtlicher Eintritt von Serumproteinen
durch die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS bei der EAE in Abwesenheit von PTX und
die Tatsache, dass durch PTX-Gabe alleine keine deutlich Permeabilitatssteige-
rung der Blut-Hirn-Schranke erreicht werden kann [46].

Zu den biologischen Effekten von PTX in vivo zahlen gesteigerte Population
von T-Zellen, intensivierte Antikdrperproduktion und verstarkte Immunreaktion
vom Typ IV nach Coombs/Gell [35]. In-vitro-Untersuchungen zeigten eine
gesteigerte Proliferation bei gleichzeitiger Behandlung mit PTX [49] sowie
gesteigerte Sekretion von Ty1 und Ty2 Zytokinen [35, 50]. Nach i.v.-Injektion
von PTX steigen die Lymphozytenzahlen innerhalb weniger Stunden an und
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erreichen nach 72 Stunden ein Maximum. Zusatzlich zeigten Papayannopoulou
et al.,, dass PTX hamatopoetische Zellen aus dem Knochenmark mobilisiert
[51]. Hofstetter et al. [35] berichten von einer gesteigerten Proliferation
neuroantigen-spezifischer Ty1-Zellen. Sie zeigten, dass PTX die durch
Immunisierung mit Peptid in IFA ausgelosten Toleranzphanomene unterbinden
kann. Daruber hinaus werden im Gegensatz zur Immunisierung mit Peptid in
CFA plus PTX, wodurch eine Ty1 gewichtete Immunreaktion ausgeldst wird, bei
Anwendung von Peptid in IFA plus PTX erstaunlicherweise gleichstarke Ty1
und Ty2 Reaktionen erzielt. Die Ty2-Zellen scheinen aber die Ty1 bedingten,
krankheitsinduzierenden Effekte nicht antagonisieren zu kénnen, obwohl Ty2-

Zellen im ZNS nachgewiesen werden kdnnen.

1.54. Die Wirkung von PTX auf APCs.

Auch hier zeigten Hofstetter et al. [35], dass APCs durch PTX vermehrt MHC
Klasse IlI- und kostimulatorische (CD80, CD86) Molekile auf ihrer
Zelloberflache prasentieren. Eine ahnlicher Auswirkung zeigte sich bei der
Untersuchung von Zellen des Ruckenmarks (unter anderem Mikroglia,
Astrozyten), welche ebenso MHC-Klasse |I- Molekile, CD154 und Mac-1 (ein
Integrin) hochregulieren.

PTX hemmt nach Cyster et al. [52] in der Milz den Eintritt von Lymphozyten in
die Follikel innerhalb der weil3en Pulpa, wodurch die Zellen innerhalb der roten
Milzpulpa verbleiben. Der Hypothese nach werden so mdgliche periphere
Toleranzmechanismen verhindert, die in den sekundaren lymphatischen
Organen, also der weilken Pulpa mit den Lymphfollikeln innerhalb der Milz,
ablaufen.

Einfluss nimmt PTX auch auf das Apoptoseverhalten der T-Zellen [35]. Ramirez
et al. [53] zeigten, dass PTX in der Lage ist, die bei Thymozyten und Pra-B-
Zellen durch Aktivierung induzierte Apoptose zu unterbinden. Kamradt et al.
[43] beschreiben, dass eine in BALB/c-Mausen durch i.v.-Peptid-Injektion aus-
geloste T-Zell-Anergie durch PTX verhindert werden kann.

Bemerkenswert ist, dass in transgenen Mausen mit MBP-spezifischem T-Zell-

Rezeptor die alleinige Gabe von PTX ausreicht, um eine EAE zu induzieren.
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Diese Mause entwickeln bei Haltung unter unsterilen Bedingungen ebenfalls
spontane EAE-Erkrankungen [54].

1.5.4.1. EAE-Protektion durch PTX und mogliche Aufgabenverteilung an die

Untereinheiten von PTX

PTX weist sich nicht nur durch seine EAE-férdernden Eigenschaften aus; Ben-
Nun et al. [55] konnten zeigen, dass PTX protektiv gegen eine EAE-Induktion
wirkt, wenn man es in kleinen Mengen (5-50 ng) 30 Tage vor dem Immunisieren
den Mausen appliziert. Bei der durch PTX erzielten Protektion handelt es sich
um einen Langzeiteffekt [55]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass inaktivier-
tes PTX zwar keine EAE-Protektion gewahrleistet, aber immer noch proliferati-
onsanregende Wirkung besitzt [56]. Bezuglich der Mechanismen, Uber die eine
protektive Wirkung zustande kommt, lasst sich bis jetzt nur feststellen, dass die
enzymatische Aktivitat des Toxins erhalten sein muss [56]. Im Gegensatz zu
Robbinson et al. [56] schreiben Ben-Nun et al. [57] dem B-Oligomer des PTX
die protektive Wirkung und der A-Untereinheit die proliferationsanregenden

Eigenschaften zu.

1.5.4.2. Weitere bekannte Wirkungen von PTX

Untersuchungen, ob Chemokine und ihre zugehérigen Rezeptoren beim Uber-
schreiten der Blut-Hirn-Schranke durch autoreaktive T-Zellen eine wichtige
Rolle spielen, kamen zu dem Ergebnis, dass die Chemokine CCL19 und CCL21
in von inflammatorischen Zellen umrandeten Venulen exprimiert werden [58].
Begleitet wird dies durch die Expression des zugehdrigen Chemokinrezeptors
CCRY auf enzephalitogenen T-Zellen. Aufgrund der Tatsache, dass inhibitori-
sche G-Proteine bezlglich Chemokininteraktionen eine wichtige Rolle spielen,
ergibt sich bei Vorbehandlung enzephalitogener T-Zellen mit PTX als Inaktivator
inhibitorisch wirkender G-Proteine ein verzogerter Beginn einer passiv induzier-
ten EAE [58].

Arimoto et al. [59] zeigten, dass die zusatzliche Anwendung von PTX bei EAE-
Induktion (MBP) in Ratten zu einer Suppression der Produktion von IL-10 fihrt.
Da bei PTX-Gabe eine deutlich starkere EAE mit groReren Lasion im ZNS re-
sultierte, rechneten Arimoto et al. diesen Effekt der IL10-Reduktion zu.
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Eine Vorbehandlung autoreaktiver T-Zellen mit PTX ist in der Lage, den In-
tegrin-abhangigen Arrest der Zellen im Rahmen der Diapedese zu verhindern.
Auch hier werden Signalwege vermutet, bei denen inhibitorische G-Proteine
eine entscheidende Rolle spielen.[60].

Auf dem Gebiet der Alzheimer Erkrankung versuchte man durch Impfen mit -
Amyloid Peptid (AB) die Akkumulation von Amyloid im ZNS zu verhindern. Al-
lerdings beobachtete man unerwartet bei einigen Patienten gleichzeitig eine
Entzindung im ZNS. Im Tiermodell zeigte sich, dass diese Entzindung nur
zustande kommt, wenn man zum Immunisierungsprotokoll PTX hinzufugt. Es
ergab sich dann eine Ty1-gesteuerte, durch Ap 1-42-spezifische T-Zellen ge-
steuerte Entzindungsreaktion [61]. Das Verstandnis Uber die PTX-Wirkung in
diesem Modell ware enorm hilfreich, um neue, effektive und sichere Impfstrate-

gien unter anderem bei der Alzheimer Erkrankung zu entwickeln.

1.6. Apoptose

1.6.1. Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

Apoptose und Nekrose stellen fur eine Korperzelle zwei Moglichkeiten des
Zelltod dar. Jeder Mechanismus hat seine eigenen Ausloser, Ablaufe, Regeln
und Endpunkte.

Nekrose ist ein sehr ungeordneter Prozess, der im Rahmen von Verbrennun-
gen, infektidsen Krankheiten oder auch bei ischamischen Ereignissen ablauft.
Definitionsgemal handelt es sich um die Summe der Veranderungen, die dem
Zelltod in einem lebenden Gewebe beziehungsweise Organ folgen. Charakteri-
siert ist eine Nekrose durch Anschwellen und Vakuolisierung der Zellorganellen.
Es kommt zum Zellzerfall mit konsekutivem Freiwerden von Enzymen und che-
motaktischen Faktoren, die schliel3lich zu einer vielgestaltigen Entzindungsre-
aktion fuhren [62].

Der Organismus kann es sich allerdings nicht leisten, bei jedem Zelluntergang,
insbesondere beim ,physiologisch® geplanten Zelltod, eine Entzindungs-
reaktion zu provozieren. Um diesem Ziel gerecht zu werden, gibt es als zweite
Option den Weg Apoptose. Apoptose wird oft mit dem Begriff des ,program-
mierten Zelltods® Ubersetzt, womit der Tatsache eines geordneten, genetisch
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determinierten Ablaufs Rechnung getragen wird. Ziel der Apoptose ist ein mog-
lichst langer Erhalt der groben Zellstruktur mit Bildung von sogenannten ,apop-
totic bodies®, die von anderen Zellen unter Ausbleiben einer entzindlichen
Reaktion phagozytiert werden [62, 63]. Innerhalb des Immunsystems spielt die

Apoptose eine wichtige Rolle fur Entwicklung und Funktion der Lymphozyten.

1.6.2. Mechanismen der Apoptose

Ahnlich wie viele andere Prozesse im Organismus lauft auch die Apoptose in
Kaskaden sich nacheinander aktivierender Proteine ab. Der entscheidende
Anfang einer solchen Kaskade kann entweder intrazellular oder extrazellular an
der Zellmembran liegen. Betrachtet man Zellinteraktionen bei denen als Konse-
quenz Apoptose induziert wird, so sind vor allem zwei wichtige Rezeptorsyste-
me zu nennen, die fur die Annahme des ,Apoptoseinduktionssignals® und fur
die Vermittlung in den Intrazellularraum eine wichtige Rolle spielen: der
Fas/Fas-Ligand-Pathway (CD95/CD178-Pathway), sowie der TNF-a/TNFR-1-
Pathway. Beide Systeme sind fur sich in der Lage, intrazellular eine Kaskade
verschiedener Caspasen zu aktivieren, welche die Informationsweitergabe in
die verschiedenen Endstrecken des Apoptosemechanismus ubernehmen.
Jedes System mit kaskadenartiger Aktivierung wurde flr sich alleine ein zu
grolRes Risiko beinhalten vollig auf’er Kontrolle zu geraten. Um ein derart sen-
sibles System sinnvoll einsetzen zu konnen, gibt es in Gestalt der Bcl2-Protein-
Familie eine Gruppe von pro- und antiapoptischen Molekulen, welche in modu-
lierender Weise die Apoptosekaskade kontrollieren [64].

Eine besondere Eigenschaft der Apoptoseinduktion besteht in Form des so
genannten ,Activation induced cell death®. Gemeint ist die Apoptoseinduktion
als Folge einer andauernden Aktivierung einer Immunzelle durch Prasentation
ihres spezifischen Antigens. In diesem Zusammenhang scheint es eine wichtige
Rolle zu spielen, ob neben der Prasentation des eigentlichen Antigens eine

zusatzliche Aktivierung durch kostimulatorische Signale erfolgt [65, 66].

1.6.3. Methoden zum Apoptosenachweis

Entsprechend den dargestellten Apoptosemechanismen besteht heute die
Maoglichkeit, auf samtlichen Ebenen der Apoptosekaskade den aktuellen Zu-
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standes der Zelle aufzuzeigen. Neben der Option des direkten Nachweises
aktivierter Signalproteine, wie zum Beispiel unterschiedlichen Caspasen, lassen
sich apoptotische Veranderungen der Zelle selbst darstellen. Zur Verfligung
stehen hierbei die Annexin V Methode mit dem Nachweis von Phosphatidylse-
rinmolekulen auf der AuRenseite der Zellmembran (weiteres unter 2.2.14) oder
der ,TUNEL-Assay“ mit dem Nachweis von DNA-Spaltprodukten, welche im
Apoptoseprozeld durch DNA-spaltende Enzyme (DNAsen) entstehen [67].

1.7. Tetramere von MHC Klasse |l / Peptid Komplexen zur direkten

Darstellung spezifischer T-Helfer-Zellen innerhalb eines normalen,

polyklonalen T-Zell-Repertoires

Trotz der zentralen Stellung von T-Helfer-Zellen fur die Regulation von Immun-
antworten gab es bis vor einiger Zeit nicht die Moglichkeit, diese Gruppe von
Zellen direkt zu untersuchen. Bislang konnten T-Helfer-Zellen, die gegen ein
bestimmtes Antigen gerichtet sind, nur in T-Zell-Rezeptor transgenen Tieren
oder nach spezifischer Stimulation in vitro untersucht werden [68-70]. Diese
Methoden verandern Eigenschaften und Zusammensetzung der T-Zellen und
lassen nur indirekt Ruckschlisse auf die Verhaltnisse in einem physiologischen
T-Zell-Repertoire zu.

Vorbild flr einen neuen Weg der direkten Markierung und Untersuchung war
die etablierte Technik im System der zytotoxischen, CD8+ T-Zellen. Hier wur-
den mit fluoreszenz-markierten Tetrameren aus Peptid/ MHC-Klasse |-
Komplexen neue Madglichkeiten geschaffen [71-75]. Die Umsetzung dieser
Methode fur das T-Helfer-Zell-System mit Peptid/MHC-Klasse |lI-Komplexen
bildet fur uns das Instrument zur Analyse grundlegender Eigenschaften der
Biologie autoreaktiver T-Helfer-Zellen bezuglich Anzahl, Lokalisation, Phanotyp
und Funktion in verschiedenen Stadien der Autoimmunreaktion. Wir haben mit
Tetrameren aus Peptid/ MHC Klasse || Komplexen fur die EAE in SJL Mausen
ein System etabliert, das es uns ermdoglicht, autoreaktive T-Zellen innerhalb
eines physiologischen T-Zell-Repertoires direkt ex vivo und in situ zu untersu-
chen [76].
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1.8. Zusammenfassung der Fragestellungen dieser Arbeit

In dieser Arbeit werden die folgenden Fragestellungen bearbeitet:

1. Welche Mechanismen liegen der Induktion von Autoimmunotat durch PTX
zugrunde?

2. Welche Veranderungen in der Aktivierung und der phanotypischen Differen-
zierung autoreaktiver T-Helfer-Zellen in vivo gehen mit der Induktion einer
ZNS-gerichteten Autoimmunerkrankung durch PTX einher?

3. Wie werden autoreaktive T-Zellen wahrend der Entstehung und im Verlauf
von Autoimmunitat aus dem Organismus eliminiert?

4. Spielen Apoptosemechanismen autoreaktiver T-Helfer-Zellen bei der Ent-
stehung und im Verlauf einer Autoimmunerkrankung im ZNS eine wichtige
Rolle?
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Tabelle der verwendeten Laborgerate
Laborgerat Hersteller

-86°C Freezer

Forma Scientific, Inc., Marietta,
Ohio, USA

Auflichtmikroskop Wilovert A

Hund, Wetzlar

Computer, IBM kompatibel

Fujitsu Siemens Computers, Mun-
chen

Computer, Power Mac

Macintosh, Cupertino, USA

Digitalkamera AxioCam HRc

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Elektrische Pipette pipetus®-standard

Hirschmann® Laborgerite GmbH
& Co. KG, Eberstadt

Eppendorf-Pipetten (diverse Volumina und
Ausflhrungen)

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf

FACSCalibur

Becton & Dickinson, Heidelberg

Glasspritzen mit Verbindungsstick Fortu-
na® Optima® 2 ml

Walter Graf u. Co. GmbH & Co.,
Wertheim

Kihl-/Gefrierkombination glassline

Liebherr-Holding GmbH, Biberach
an der Riss

Klhlzentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanaus

Mikroskop Axioplan 2

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikrotom-Kryostat Cryo-Star HM 560

Microm International GmbH, Wall-
dorf

Neubauer-Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
JAssistent”, Sondheim/Rhon

Pinzetten

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Schuttel-/Mischgerat, wippend, Duomax
1030

Heidolph Instruments GmbH & Co
KG, Schwabach

Sterilarbeitsbank BioGARD Hood

the Baker Company, inc., Sanford,
Maine, USA

Transferpette® Pipetten (diverse Volumina
und Ausfuhrungen)

BrandTech Scientific, Inc., Essex,
UK

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein AG, Zlrich,
Schweiz

Warmebad Typ 1c

Gesellschaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel

Tab. 1: Laborgerate
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21.2.

Tabelle der verwendeten Laborverbrauchsmaterialien

Laborverbrauchsmaterial

Hersteller

15 ml Tube CELLSTAR®

Greiner bio-one, Frickenhausen

50 ml Tube CELLSTAR®

Greiner bio-one, Frickenhausen

96-well Zellkulturplatten CELLSTAR®

Greiner bio-one, Frickenhausen

Combitips 2,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Deckglas 24x50 mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

Einmal-Pasteurpipette

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe

Einmalspritze (diverse Volumina)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf Cup 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

FACS-Réhrchen groR, BD Falcon® 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tube 352052

Becton Dickinson Labware Euro-
pe, Meylan, Frankreich

FACS-Rohrchen klein, Screenmates Poly
Tubes 1.4 ml

MATRIX Technologies Corp. LTD,
Wilmslow, Cheshire, UK

Feather Disposable Scalpel No. 21

Produkte fur die Medizin AG, Koln

Glasgut (Becherglaser und ahnliches)

Schott/Duran, Mainz

Kaniilen Sterican® (diverse GréRen)

Braun Melsungen AG, Melsungen

Objekttrager Standard 76x26 mm

R. Langenbrinck, Emmendingen

Obijekttrager SuperFrost® Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen (kristall, gelb, blau)

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co,
Numbrecht

Sterilfilter Minisart® 0,2 pm

Sartorius AG, Goettingen

Stripette® 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10ml, 25 ml

Corning Incorporated, Corning,
USA

Zellkulturflaschen 200 ml Costar®

Corning Incorporated, Corning,
USA

Zellsieb, BD Falcon® Cell Strainer 40 um

Becton Dickinson Labware Eu-
rope, Le Pont De Claix, Frankreich

Tab. 2: Laborverbrauchsmaterialien

2.1.3.

Tabelle kommerzieller Medien, Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Artikel

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Gibco TM, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Alkohol 96 %/Alkohol 100 %

Apotheke Universitatsklinikum,
Tabingen

Annexin V-FITC

BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA

Aqua dest.

Apotheke Universitatsklinikum,
Tabingen

BSA Fraktion V, pH 7.0, lyophilisiert

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

CaC|2

Merck, Darmstadt

24




Material und Methoden

CFA

Difco Laboratories, Detroit, USA

Chloralhydrat

Merck, Darmstadt

Deoxyribonuklease | (EC 3.1.21.1)

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Diethylether Merck, Damrstadt
Eisessig Merck, Darmstadt
Eosin gelblich Merck, Darmstadt
EUKITT® Eindeckmedium O. Kindler GmbH & Co, Freiburg
Facs Flow Becton & Dickinson, Heidelberg
Facs Rinse Becton & Dickinson, Heidelberg
Facs Safe Becton & Dickinson, Heidelberg

FCS origin: South American

GibcoBRL® Life Technologies
GmbH, Karlsruhe

Hamatoxylin kristallin

Merck, Darmstadt

Hepes Buffer Solution 1 M

I?AA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

IMDM (1x), with 25 mM HEPES, with L-
Glutamine

EAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

Immersionsol Micorcopy

Merck, Darmstadt

KAI(SO4), (Kaliumaluminiumsulfat-Dodeca-
hydrat, Kalialaun)

Merck, Darmstadt

Kollagenase (Clostridiopeptidase A; EC
4.4.24.3)

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Mycobacterium tuberculosis desiccated
H37RA

Difco®, Voigt Global Distribution
LLC, Kansas City, USA

NaCl

Merck, Darmstadt

NalOj3 (Natriumjodat)

Merck, Darmstadt

NaN3; (Natriumazid)

SERVA, Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg

NH4CI

SIGMA Chemical Co., St. Louis,
USA

PBS Dulbeccos’s, w/o Calcium, w/o Mag-
nesium, w/o Sodium bicarbonate

Gibco™, Invitrogen GmbH, Karls-
ruhe

Penicillin/Streptomycin (100x)

I?AA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

Percoll™ (density 1,131 g/ml)

Amersham Biosciences AB, Upp-
sala, Schweden

Pertussis Toxin (Islet-activating protein)

LIST Biological Laboratories, Inc.,
Campbell, California, USA

Propidiumjodid, 95%

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Einbett-
medium

Sakura Finetek Europe B.V., Zoe-
terwoude, Niederlande

Tritriplex® Il (EDTA)

Merck, Darmstadt

Trypanblau

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Vectashield Mounting Medium for Fluores-

Vector Laboratories, Inc., Burlin-
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cence game, USA
Xylol Merck, Darmstadt
Zitronensaure-Monohydrat Merck, Darmstadt

Tab. 3: Kommerzielle Medien, Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

2.1.4. Tabelle der verwendeten Antikorper

Antikorper (Synonym) |Klon Fluoreszenz | Konzentration |Hersteller
CD 4 (L3T4) GK1.5 |FITC 0,5 mg/ml

CD 4 (L3T4) GK1.5 |PE 0,2 mg/ml c
CD 4 (L3T4) RM4-5 |APC 0,2 mg/ml o
CD 8a (Ly-2) 53-6.7 |PE 0,2 mg/ml £
CD 16/CD 32 (Feylll/ll-|2.4G2 |Unlabeled  |0,5 mg/ml ES
zeptor, Mouse BD Fc <2
Block™) o S
CD 25 7D4 FITC 0,5 mg/ml 3 2
CD 44 (Pgp-1, Ly-24) IM7 FITC 0,5 mg/ml 3 <
CD 69 (Very early acti-|H1.2F3 |FITC 0,5 mg/ml § 3
vation antigen) ol
CD 95 (Fas) Jo2 FITC 0,5 mg/ml Q
CD 154 (CD 40L, gp 39) | MR1 PE 0,2 mg/ml m
CD 178 (FasL, CD95L) |MFL3 |PE 0,2 mg/ml

Tab. 4: Kommerzielle Antikorper

2.1.5. Erythrozyten-Lyse-Puffer

(Mengenangaben gelten fur 500 ml 10-fach konzentrierten Puffer)

45¢ NH,4CI (entspr. 1,6825 M)
5¢ KHCO3 (entspr. 99,9 mM)
185 mg EDTA (entspr. 0,99 mM)

— mit Aqua dest. auf 400 ml auffiullen und mit 1M NaOH auf pH 7,3 einstellen

— mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen, durch einen 0,2 um Filter steril filtrieren
und bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahren.

Zur Verwendung wird der hergestellte Puffer im Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest.

verdunnt.

2.1.6. Komplettes Zellkulturmedium (cIMDM)

100 ml IMDM
10 ml FCS, inaktiviert
2ml Penicillin/Streptomycin (100x)
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60 ul B-Mercaptoethanol aus einer 1:100 Verdlinnung mit PBS

Man sollte das cIMDM trotz unsteriler Versuche madglichst steril halten, da es
sonst relativ schnell bakteriell kontaminiert.

Es empfiehlt sich auch die B-Mercaptoethanolverdinnung (1:100) in regelmafi-
gen Abstanden frisch anzusetzen, da sich B-Mercaptoethanol rasch zersetzt

und es so zum Verklumpen der Zellen kommen kann.

2.1.7. ZNS-Verdau-Losung

(Mengenangaben fur 20 ml ZNS-Verdau-L6sung, ausreichend fur 4 Mause)
20 ml IMDM
200 pl DNAse | (aus einer 3000 U/ml-Verdunnung, entspr. 30 U/ml)

20 mg Kollagenase (entspr. 1 mg/ml)

2.1.8. Percollverdiinnungen

Percoll® Dichte A (1,095 g/ml) fiir 4 MAusegehirne:

10 ml Percoll®

3,68 ml PBS

Percoll® Dichte B (1,030 g/ml) fiir 4 M&usegehirne:
3 ml Percoll®

10 ml IMDM

21.9. FEACS-Puffer
(Mengenangaben gelten fur 200 ml Puffer)

19 BSA (entspr. 0,5 %)
0,04 g NaN3 (entspr. 0,02 %)
0,067 g EDTA (entspr. 0,9 mM)

— mit PBS auf 200 ml auffillen
Anschlie3end wird der Puffer mittels 1M NaOH am pH-Meter auf pH 7,4 titriert.

2.1.10. Annexin V-binding buffer

(Mengenangaben gelten flr 200 ml Puffer)
2 ml Hepes-Puffer (1 M) (entspr. 10 mM)
1,6363g NaCl (entspr. 140 mM)
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0,0735g CaCl,
— mit Aqua dest. auf 200 ml aufflllen

Anschlieend wird der Puffer mittels 1M NaOH am pH-Meter auf pH 7,4 titriert
und zur langerfristigen Aufbewahrung, da keine konservierenden Stoffe enthal-

(entspr. 2,5 mM)

ten sind, durch einem 0,2 um Filter steril filtriert.

2.1.11. CD16/CD32 (FcyRIll/FcyRII Antikorper-Verdiinnung

Der CD16/CD32-Antikérper wird zur Verwendung 1:2500 mit FACS-Puffer ver-
dunnt. Da pro Versuchsansatz ein Volumen von 2 pl eingesetzt wird, ergibt sich
aus der Ak-Konzentration von 0,5 mg/ml (Rohlésung) eine eingesetzte Menge
von 0,4 ng pro Versuchsansatz.

Nach Zugabe des Antikdrpers zu 20 ul Versuchsansatz ergibt sich eine End-

konzentration von 1:25000.

2.1.12. Antikorperverdiinnungen

Um mit ausreichender Genauigkeit pipettieren zu kdnnen, werden die einzelnen
Antikorper im Verhaltnis 1:50 mit FACS-Puffer verdinnt. Von der Antikorper-
Verdunnung werden jeweils 7,5 ul pro Ansatz verwendet. Tab. 5 gibt Auskunft

uber die verwendete Menge an Antikorper pro Ansatz.

Antikorper Konzentration |Eingesetzte @ Menge an
Antikorper pro Ansatz in
1g

CD 4-FITC 0,5 mg/ml 0,075

CD 4-PE 0,2 mg/ml 0,03

CD 4-APC 0,2 mg/ml 0,03

CD 44-FITC 0,5 mg/ml 0,075

CD 69-FITC 0,5 mg/ml 0,075

CD 95-FITC 0,5 mg/ml 0,075

CD 154-PE 0,2 mg/ml 0,03

CD 178-PE 0,2 mg/ml 0,03

Tab. 5: Antikorperverdiinnungen

Da das Endvolumen des Farbeansatzes 50 pl betragt, ergibt sich eine resultie-

rende Antikorper-Verdlinnung von 1:333.
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2.1.13. Propidiumjodidverdinnung

Zunachst wurde eine Stammldsung von 1 mg Propidiumjodid pro ml FACS-
Puffer hergestellt. Die Stammlosung wurde zur Verwendung wiederum im Ver-
haltnis 1:100 mit FACS-Puffer verdinnt und im Kuhilschrank bei 4 °C aufbe-
wahrt. Die 5 ul der endgultigen Verdinnung, welche pro Messung eingesetzt

wurden, entsprechen einer Menge von 50 ng Propidiumjodid.

2.1.14. SJL/JHanHsd — Mause

Die Mause vom Stamm SJL/JHanHsd wurden von Harlan Winkelmann (Bor-

chen) bezogen. Es handelt sich um Inzuchtmause, die wir zum Teil selbst im

Tierstall der Kinderklinik der Universitat Tubingen weitergezichtet haben. Flr

unsere Versuche wurden nur weibliche Mause verwendet.

Aus einer Produktinformationsbroschure (freundlicherweise von der Firma Har-

lan Winkelmann zur Verfigung gestellt) sind folgende Charakteristika des

Stamms erwahnenswert:

— Inzuchtmaus aus der Schweiz, die aus drei verschiedenen Stdmmen durch
James Lambert im Jahr 1955 gezlichtet wurde

— Hohe Inzidenz (70-80%) von ,reticulum cell sarcomas” ab einem Alter von
einem Jahr

— Kurze Lebenserwartung unter konventionellen Bedingungen: Weibliche 395
Tage, mannliche Mause 472 Tage

— Moglichkeit der EAE-Induktion

— Stamm: H-2%; MHC-Molekiil: I-A°,

2.1.15. Herstellung der Peptide PLP 139-151 und MBP 84-96

Die fir die Versuche bendtigten Peptide wurden freundlicherweise von Herrn
Dr. rer. nat. Hubert Kalbacher, Universitat Tabingen, zur Verfligung gestellt. Zur
Herstellung wurde die y-Fluorenylmethoxycarbonyl-Methode verwendet. Die
Aufreinigung erfolgte mittels HPLC. Eine Kontrolle des Produktes erfolgte mit-

tels Massenspektroskopie. Die Peptidsequenzen sind der Tab. 6 zu entnehmen.
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PLP 139-151 HCLGKWLGHPDKF

MBP 84-96 VVHFFKNIVTPRTP

Tab. 6: Peptidsequenzen von PLP 139-151 und MBP 84-96

2.1.16. Farbelosungen fiir die HE-Farbung

a) Hamalaun nach Mayer

1g Hamatoxylin kristallin wird vollstandig uber Nacht in 300 ml Aqua dest.
aufgeldst. Nach vollstandiger Lésung wird weiter zugegeben:
200 mg NalO;

50 g KAI(SO4),
50 g Chloralhydrat
19 Zitronensaure-Monohydrat

L6sung umruhren und Uber Nacht stehen lassen. Die Losung wird Uber einen
Faltenfilter gereinigt und anschlie®end mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefullt.
Die besten Ergebnisse erhalt man, wenn man die gebrauchsfertige Lésung
noch 4-6 Wochen ,reifen“ Iasst.

Nach Farbung von jeweils 1000 histologischen Schnitten sollte die Losung
ausgetauscht werden.

b) Eosin

0,1 g Eosin gelblich werden in 90 %-igem Alkohol (Alkoholverdinnung mit Aqua
dest.) gelost. Zur Losungsvermittiung und Erhdhung der Leuchtkraft wird 1

Tropfen Eisessig zugegeben.

2.2. Methoden

2.21. Herstellung einer Peptid-Wasser-Ol-Emulsion zur Immunisierung von

Mausen

Zur Herstellung der Emulsion werden zunachst 1,54 mg PLP-Peptid in 1 ml
PBS gelést. Als Ol-Phase wird 1 ml komplettes Freund’sches Adjuvants (CFA)
verwendet, das man erhalt, wenn man zu inkomplettem Freund’schem Adju-
vants inaktiviertes Mycobacterium tuberculosis in einer Konzentration von 4
mg/ml gibt. Beide Phasen werden jeweils in eine 2 ml Glasspritze aufgezogen,

die Uber ein Zwischenstuck verbunden werden. Eine optimale Emulsion erhalt
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man, wenn man die Wasserphase in die Olphase spritzt und anschlieRend
abwechselnd die Emulsion auf Eis legt und wieder gut durchmischt.

2.2.2. Immunisieren von Mausen

Beim Immunisieren wird die Grundlage fiur die beiden Versuchsgruppen gelegt.
Die eine Gruppe wird nach einem Standardschema immunisiert und erhalt
Peptidemulsion s.c. und PTX i.v., die zweite Gruppe bekommt nur Peptid-
Emulsion s.c. gespritzt.

Zu Beginn der Immunisierung werden die Mause mittels Diethylether in einem
Becherglas narkotisiert und erhalten danach unter Narkose je 50 pul PLP-
Wasser-Ol-Emulsion s.c. in die Hinterlaufe gespritzt. Nachdem sie aus der
Kurznarkose wieder erwacht sind, werden die Mause der ersten Gruppe in
einem Kafig mittels einer Infrarotwarmelampe aufgewarmt, damit sich die zwei
venosen Blutgefalde im Mausschwanz durch Hyperamie besser darstellen. Mit
einer feinen Nadel punktiert man vorsichtig eine Schwanzvene und injiziert
langsam 100 ul der vorbereiteten Pertussistoxinverdinnung. In der Einleitung
und im Diskussionsteil wird genauer darauf eingegangen, welche Menge an
PTX den Mausen zur Induktion gespritzt wird. Es ist darauf zu achten, dass
man die Punktionsstelle nach Entfernen der Nadel sofort etwas komprimiert, um
zu verhindern, dass ein Groliteil des injizierten PTX wieder herausflief3t.

Da es bei unserem Versuchsaufbau zum Teil zu sehr deutlichen EAE-
Erkrankungen kommt, wodurch die Mause nicht mehr in der Lage sind, die
Nahrungsbehalter am Kafigdeckel zu erreichen, wird ab Tag 10 nach Immuni-
sierung Nahrung am Kafigboden angeboten, um zu verhindern, dass Mause an
Nahrungs- beziehungsweise Flussigkeitsmangel versterben und so falschen

Einfluss auf die Dokumentation des Krankheitsverlaufes nehmen.

2.2.3. Festlequng des Krankheitsgrades einer Maus — Krankheitsscore

Zur Festlegung wird die allgemein Ubliche Einteilung [76] wie folgt verwendet:

Grad 0 keine Krankheitssymptome

Grad 1 Lahmung des Mausschwanzes oder Parese der Hinterlaufe
Grad 2 Lahmung des Mausschwanzes und Parese der Hinterlaufe
Grad 3 Plegie der Hinterlaufe
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Grad 4 Plegie der Hinterlaufe, Parese der Vorderlaufe
Grad 5 Tod

2.2.4. Zentrifugieren von Zell- und Organsuspensionen

Wenn in einem der nachfolgend beschriebenen Schritte Zellen beziehungswei-
se Organsuspensionen abzentrifugiert werden sollen, so ist, wenn nicht anders
angegeben, folgendes Vorgehen anzuwenden:

Die Suspensionen werden in einer Standardzentrifuge 5 Minuten bei 1200 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert. Moglichst sollte der Innenraum der Zentrifu-
ge auf 4-10°C gekiihlt werden. Nach erfolgtem Zentrifugieren wird der Uber-

stand vorsichtig dekantiert und verworfen.

2.2.5. Herstellung der PLP- und MBP-Tetramere

Die Herstellung der verwendeten MHC-Klasse Il-Tetramere gehorte nicht direkt
zu meinen Aufgaben. Dennoch mochte ich hier zum besseren Verstandnis
zumindest einen groben Abriss uber die Art und Weise der Tetramer-
Produktion, wie sie durch Bischof et al. [76] beschrieben ist, geben.

Zur Herstellung rekombinanter Peptid/MHC-Klasse || Komplexe wurde die Me-
thode nach Kozono [77] gewahlt. Hierbei ist das Peptid Uber eine Linker-
Sequenz kovalent mit der p-Kette des MHC Moleklls verbunden (Abb. 3). Nor-
malerweise wird eine Zusammenlagerung der a- und B-Kette durch die hydro-
phoben transmembrandsen Abschnitte ermoglicht, was jedoch eine Sekretion
der rekombinanten Proteine verhindern und die Loslichkeit der fertigen Komple-
xe herabsetzen wurde. Aus diesem Grund wurden die hydrophoben trans-
membrandsen Abschnitte durch Leuzin-Zipper Sequenzen ersetzt, die eine
Heterodimerisierung der beiden Ketten bei erhaltener Wasserloslichkeit ermdg-
lichen. Zur Aufreinigung der Proteine Uber Nickel- oder Kobalt-Saulen wurde die
o-Kette um sechs Histidine verlangert, ebenso wurde an die B-Kette eine Se-
quenz angehangt, die eine Biotinylierung der Komplexe durch das bakterielle

Enzym BirA zulasst.
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signal acid
peptide I-A® o extracellular domain zipper —His tag
a N i i i Stop
signal basic
peptide epitope I-A® B extracellular domain zipper  biotin tag
B N } — } } Stop

Abb. 3: Aufbau der cDNA Konstrukte zur Herstellung von Tetrameren rekombinanter
Peptid/MHC Klasse Il Komplexe

Nach erfolgter Biotinylierung kdonnen nun die Komplexe Uber fluorochrom-
markiertes Streptavidin, welches vier Bindungsplatze fur Biotin zur Verfigung
stellt, tetramerisiert werden. Am 5’- Ende beider Ketten befinden sich Signalse-
quenzen zur Sekretion der exprimierten Proteine. Die Sequenz fir das spezifi-
sche Peptid ist durch zwei Restriktionsschnittstellen flankiert, die einen einfa-
chen Austausch des Epitops moglich machen. Die cDNA Konstrukte zur Tetra-
merproduktion flr die beiden enzephalitogenen Epitope PLP 139-151 und MBP
84-96 wurden mit molekulargenetischen Methoden hergestellt und in Baculo-
virustransfektoren kloniert. Rekombinante Baculoviren wurden mittels Kotrans-
fektion und homologer Rekombination hergestellt. Nach Virusamplifikation er-
folgte die Proteinexpression in Sf9 Insektenzellen. Die exprimierten Komplexe
wurden aufgereinigt, mit rekombinant hergestelltem Enzym BirA biotinyliert und
mit APC-markiertem Straptavidin tetramerisiert (Abb. 4).

PLP/MBP-
/HC I /peptide

Abb. 4: Schematischer Aufbau eines fertigen Peptid/MHC Klasse Il-Tetramers
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2.2.6. Titration der PLP- und MBP- Tetramere

Um eine grundlegende Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsdurchgange bei
unterschiedlichen Chargen beziehungsweise Peptidspezifitaten (PLP oder
MBP) der MHC-Tetramere zu gewahrleisten, ist es notig fur jede einzelne Pro-
duktion eine Titration der Tetramere durchzufuhren.

Je nach Verflgbarkeit von immunisierten Mausen oder T-Zelllinien sind die
folgenden Techniken moglich:

a) Farbung von DLN-Zellen einer Maus 6 Tage nach Immunisierung

Immunisieren von weibliche SJL-Mausen mit dem gewtnschten Antigen (PLP
oder MBP) und PTX wie unter 2.2.2 beschrieben. Nach Gewinnung von Einzel-
zellsuspenionen des DLN 6 Tage nach Immunisierung, werden diese nach
einer Titrationsreihe mit der neuen Charge Tm gefarbt. Als Referenz dient so-
wohl eine Farbung mit einem alteren Tm gleicher Antigenspezifitat, als auch
eine Negativkontrolle mit dem Tm der jeweils anderen Spezifitat. Die einzuset-
zende Menge des neu produzierten Tm wird so gewahlt, dass sie der Affinitat
des alteren Tm moglichst nahe kommt.

b) Farbung von Zellen einer T-Zelllinie

Die Austestung erfolgt im Prinzip wie unter a) beschrieben, nur dass anstatt
Zellen aus DLN nun Zellen einer T-Zelllinie verwendet werden. Sinnvollerweise
sollte die T-Zelllinie mit dem selben Antigen stimuliert werden, auf welches auch
das zu testende Tetramer spezifiziert wurde. Die T-Zelllinien werden, wie durch
Bischof et al. [76] beschrieben, aus DLN-Zellen immunisierter SJL Mause her-
gestellt, die in regelmaligen Abstanden (7-14 Tage) mit Antigen und Milzzellen
(als antigenprasentierte Zellen) aus nicht immunisierten Mausen restimuliert

werden.

2.2.7. Mauspraparation

Die Maus wird direkt vor der Praparation durch CO; in einem Behalter getotet.
Danach befestigt man die Maus auf dem Rucken liegend mittels 4 gewdhnlicher
Pinwandreilnagel auf einem Korkbrett. Um zu vermeiden, dass Fellreste die
entnommenen Organe kontaminieren, spruht man die Maus mit 70% Alkohol

ein, was gleichzeitig eine Verminderung der bakteriellen Kontamination zur
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Folge hat. Ein steriles Praparieren ist, solange keine Langzeitzellkulturen ange-
legt werden, nicht notwendig.

Es erfolgt nun die Eréffnung der Haut durch einen Medianschnitt mit Y-formiger
Verlangerung in Richtung der Extremitaten. Schon jetzt erkennt man in der
Poplitealregion die Lymphknoten durch Faszie und Muskeln hindurchschim-
mern; nur bei nicht immunisierten Mausen kann sich das Auffinden der Popli-
teallymphknoten schwieriger gestalten. Mit Hilfe zweier feiner Pinzetten wird die
Faszie Uber den Popliteallymphknoten beidseits entfernt und die umliegende
Muskulatur zur Seite hin abprapariert. Die Lymphknoten konnen nun vorsichtig,
moglichst stumpf, herausprapariert werden. Bevor man die Lymphknoten in 5
ml PBS aufbewahrt, sollte eventuell anliegendes Blut noch an einem Tuch ab-
gestreift werden.

Im zweiten Schritt erfolgt die Offnung der Bauchhohle zur Entnahme der Milz.
Mit einer anatomischen Pinzette kann man nach Einschneiden der Bauchwand
das perisplenische Fett fassen und dadurch die Milz aus der Bauchhdhle luxie-
ren. Mit einer zweiten Pinzette wird die Milz von Fett, Gefalken und Mesenteri-
um befreit und bis zur weiteren Aufarbeitung in 5 ml PBS aufbewahrt.

Vor der Praparation des Zentralnervensystems (ZNS) muss die Maus blutleer
gemacht werden, um die Kontamination des ZNS mit peripheren Lymphozyten
zu minimieren. Dazu wird der Thorax auf beiden Seiten mit der Schere von
unten nach oben eingeschnitten; anschliefend kann man das Thoraxschild
quer durchschneiden. Mit einer 20 ml Spritze gefullt mit PBS, versucht man nun
den freiliegenden linken Herzventrikel zu punktieren und mit mittlerem Druck
PBS in das arterielle System zu pressen.

Nachdem man die Praparation auf der Vorderseite abgeschlossen hat, wird die
Maus nun in Bauchlage neu fixiert, um das ZNS zu praparieren. Es erfolgt die
Eréffnung der Haut am Rucken in Form eines Medianschnitts vom Schwanzan-
satz bis zur Nasenspitze, die vorab gesondert am Praparierbrett befestigt wur-
de. Mit Hilfe eines scharfen Skalpells wird nun die Schadelkalotte langs inzidiert
und die gesamte Wirbelsaule von der Ruckenmuskulatur freigelegt. Auf einer
Seite werden die Wirbelbogen mit dem Skalpell von oben nach unten scharf

durchtrennt, um dann durch Umklappen der Wirbelbdgen samt Dornfortsatzen
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den Spinalkanal freizulegen. Mit der Schere wird der okzipitale Anteil der Scha-
delkalotte durchtrennt, damit man mit einer kleinen Pinzette die Kalotte nach
beiden Seiten aufspreizen kann. Jetzt liegt das ZNS bestehend aus Gehirn und
Ruckenmark durchgehend frei. Man kann es vorsichtig mit zwei Pinzetten, nach

Maglichkeit stumpf, entnehmen und in 5 ml PBS legen.

2.2.8. Isolation der Lymphozyten aus den drainierenden Lymphknoten (DLN)

Die Lymphknoten werden mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb
mit 40 um Porendurchmesser in ein 50 ml Tube gepresst und mit PBS nachge-
spllt. Die Zellen werden abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Ist
makroskopisch eine Kontamination mit Erythrozyten zu sehen, so erfolgt zu-
nachst eine Lyse der Erythrozyten (Anleitung siehe unter 2.2.9). Ansonsten
konnen die Zellen in 5 ml cIMDM resuspendiert und auf Eis oder in den Kuihl-
schrank bei 4°C gestellt werden. Die Zellzahl wird nach der Anleitung unter
2.2.11 bestimmt.

2.2.9. Isolation der Lymphozyten aus der Milz

Die Milz wird mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb mit 40 um
Porendurchmesser in ein 50 ml Tube gepresst und mit PBS nachgespdult. Die
Zellen werden zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Um die Erythrozyten,
die sich makroskopisch in reichlicher Menge im Sediment darstellen, zu lysie-
ren, resuspendiert man die Milzzellen in 5 ml 1-fach konzentriertem Erytrozyten-
Lyse-Puffer und inkubiert fur 10 min. auf Eis oder bei 4°C im Kuhlschrank. Da-
nach wird wieder zentrifugiert und der nun hamolytische Uberstand dekantiert.
Das Zellsediment hat nun als Zeichen der erfolgreichen Lyse der Erythrozyten
eine weile Farbe. Die Zellen werden in 5 ml cIMDM resuspendiert, auf Eis oder
in den Kuhlschrank bei 4°C gestellt und nach der Methode unter 2.2.11 gezahlt.
Sollten sich Bindegewebsreste oder sonstige Verunreinigung (evtl. durch Ge-

rinnungsvorgange) im Tube befinden, werden diese selbstverstandlich entfernt.

2.2.10. Isolation der Lymphozyten aus dem ZNS

Zunachst wird das ZNS zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, um eventuelle Blut-

reste am ZNS oder im Uberstand zu entfernen. Dann schneidet man das ZNS
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mit einem Skalpell und einer anatomischen Pinzette in einer Glaspetrischale in
moglichst kleine Stucke. Es werden nun 5ml der unter 2.1.7 beschriebenen
ZNS-Verdau-Ldsung zum geschnitten ZNS in ein 50 ml Tube gegeben, welches
fur 60 Minuten ins bewegte Wasserbad bei 37°C gestellt wird. Trotz der Ruttel-
funktionsautomatik sollte man gelegentlich das Tube aufschutteln.

Nach der Inkubation im Wasserbad erscheint das ZNS nun leicht mazeriert und
kann nun problemlos mit einem Spritzenstempel durch einen Zellsieb mit 40 um
Porendurchmesser gepresst werden. Zum Nachspulen wird wieder PBS ver-
wendet. Es sollte darauf geachtet werden, dass maoglichst das gesamte ZNS
verwendet wird. Dies gilt nicht nur hinsichtlich der Gesamtzellzahl im ZNS,
sondern auch aufgrund der Tatsache, dass sich bei einer an EAE erkrankten
Maus gerade im Ruckenmark viele Lymphozyten finden lassen. Die Zellsus-
pension wird wie bei den anderen Organen zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Es folgt nun die Erythrozytenlyse wie unter 2.2.9 fir die Milz be-
schrieben.

Nach der Erythrozytenlyse und der dazugehorigen Zentrifugation sollte der
Uberstand mit einer Pipette abgenommen werden, da fiir die im folgenden
beschriebene Dichtezentrifugation die Volumina maoglichst optimal dem Proto-
koll angepasst werden sollten und man bei einfachem Dekantieren sehr leicht
etwas Uberstand bei den Zellen belasst.

Fir die Percoll-Dichtezentrifugation, zum Isolieren der Lymphozyten aus der
verdauten Gehirnsubstanz, stellt man wie unter 2.1.8 beschrieben zwei Dichte-
fraktion A und B her. Die ,Gehirnsuspension® wird in 3 ml der Fraktion B (gerin-
gere Dichte) gelost und in ein 15 ml Tube vorgelegt. Oftmals kann man auch
hier einen kleine Verunreinigung aus Bindegewebe oder vermutlich geronne-
nem Material finden, die man fur optimale Ergebnisse beim Dichtegradienten
entfernen sollte. Anschliellend wird die vorgelegte Zellsuspension mit 3 ml der
dichteren Fraktion A unterlegt. Die anschlieliende Zentrifugation erfolgt fur 30
Minuten mit 2500 Umdrehungen pro min. bei 4°C ohne Zentrifugenbremse, um
ein Vermischen der Fraktionen beim Auslaufen der Zentrifuge zu vermeiden.
Nach dem Zentrifugieren erhalt man ein Ergebnis, das ungefahr wie folgt aus-
sieht (Abb. 5):
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eingedickte Reste
der Hirnsuspension
B
. . Anreicherung leuko-
Grenzschicht zwischen B
Fraktion A und B - T zytérer Zellen
A
N

Abb. 5: Ergebnis nach Dichtezentrifugation

Durch das Zentrifugieren lagern sich die leukozytaren Zellen aufgrund ihrer
Masse und Dichte auf der Grenzschicht zwischen den beiden Phasen ab. Die
restlichen, sehr fettreichen Anteile des Mausehirns befinden sich als etwas
festere Schicht auf der Fraktion B. Man versucht nun vorsichtig mit einer Ein-
malpipette, am besten unter Ausblasen der restlichen Luftblaschen in der Pipet-
te, am Rand der Fettschicht vorbeizugehen, um die Pipettenspitze wenige Mil-
limeter Uber der Grenzschicht zu positionieren. Mit kreisenden Bewegungen
werden nun vorsichtig die leukozytaren Zellen Uber der Grenzschicht aufgeso-
gen.

Die Zellen werden dann mit 5 ml IMDM in einem 15 ml Tube resuspendiert,
abzentrifugiert und nochmals mit 5 ml cIMDM gewaschen. Nach dem Abgiel3en
werden die Zellen mit 350 pl cIMDM resuspendiert. Hier sollte mittels einer
1000 pl-Pipette nachtraglich das Volumen der Zellsuspension bestimmt werden,
da nach dem vorherigen Dekantieren ca. 60-80 ul Medium bei den Zellen ver-
bleibt, was bei einem geringen Gesamtvolumen die Zellzahlbestimmung zu
stark verfalschen wirde. Die Zellen werden auf Eis oder in den Kuhlschrank bei
4°C gestellt und nach der Methode unter 2.2.11 gezahlt [78].

2.2.11. Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Hilfe der Neubauerzahlkammer

Um die Gesamtzellzahl zu bestimmen, werden 20 ul Zellsuspension nach gu-
tem Mischen aus dem Tube enthnommen und mit 20 ul Trypanblau gemischt. Mit
dieser Verdunnung wird nun eine Neubauerzahlkammer beflllt, in der man
unter dem Auflichtmikroskop 16 groRe Quadrate auszahilt.

Die Konzentration an Zellen pro Milliliter wird nach folgender Formel berechnet:

38



Material und Methoden

Zellen

c=Z7-f-10000
ml

Hierbei steht Z fur die Zellzahl in 16 groRen Quadraten und f fur den Verdun-
nungsfaktor (in diesem Fall 2). Werden grol3e Zellzahlen erwartet, wie zum
Beispiel im Fall der Milz, so empfiehlt es sich entweder nochmals mit 40 ul PBS
zu verdunnen ( — Verdunnungsfaktor f = 4) oder nur 4 gro3e Quadrate auszu-
zahlen und die Zellzahl Z mit 4 zu multiplizieren.

Die Gesamtzellzahl erhalt man dann durch Multiplikation der Konzentration c

mit dem Volumen der isolierten Zellsuspension.

2.2.12. Aussien und Farbung von Zellen mit MHC-Klasse IlI-Tetrameren

Fir die geplante FACS-Analyse werden pro Messung 500.000 Zellen verwen-
det. Man entnimmt dazu aus der Zellsuspension entsprechend der Anzahl der
Messungen pro Organ das aus der Zellkonzentration bestimmte Volumen, ver-
dunnt dieses mit 2 ml cIMDM und zentrifugiert ab. AnschlieBend werden pro
Versuchsansatz 20 ul cIMDM zugegeben und nach vorsichtigem Vortexen nach
Pipettierschema pro Well 20 ul Zellsuspension in eine 96 Well Zellkulturplatte
auspipettiert. Entsprechend des Pipettierschemas gibt man nun in jedes Well
die in Vorversuchen (siehe 2.2.6) ermittelte Menge an PLP- beziehungsweise
MBP-Tm-APC. Die Zellkulturplatte wird dann lichtgeschitzt Gber Nacht (min-
destens 8 h) bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert.

2.2.13. Farbung von Zellen mit Antikdrpern

Am darauf folgenden Tag werden zunachst die Fcylll- und Fcyll-Rezeptoren mit
2 ul eines 1:2500 verdlinnten CD16/CD32 (FcyRIII/FcyRIl) Antikdrpers geblockt
(10 min. Inkubationen bei 4°C im Kihlschrank oder auf Eis). Danach gibt man
zu jedem Well 20 ul FACS-Puffer, um fur die anschlieRende Antikorperfarbung
ein Endvolumen von 50 ul zu erreichen. Dabei wird vernachlassigt, dass 3 Kon-
trollmessungen nur mit einer Antikorperverdinnung gefarbt werden. Direkt im
Anschluss werden nach Pipettierschema jeweils 7,5 ul einer 1:50 Verdinnung
der jeweiligen Antikorper zugegeben — die Farbung mit Annexin V erfolgt erst
spater, das entsprechende Well wird nur mit CD4-PE gefarbt. Die Inkubations-
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zeit der Antikorperfarbung betragt 15 min bei 4°C im Kuhlschrank oder auf Eis
(in Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) bestatigte sich, dass diese Zeit fur eine
vollstandige Farbung ausreicht).

AbschlieRend werden die Zellen zweimal gewaschen, indem man mit jeweils
100 ul FACS-Puffer (Ausnahme: Annexin V Farbung, hier erfolgt Verdin-
nung/Waschvorgang mit 100 ul Annexin V-binding buffer) verdinnt und fur 3
min. bei 1200 Umdrehungen und 4°C zentrifugiert. Die Zellen werden zur
FACS-Analyse in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert und mit einer Mehrfachpi-
pette in kleine 1,4 mI-FACS-Tubes umpipettiert.

2.2.14. Apoptosenachweis mit Annexin V

Grundlage des Apoptosenachweises mittels Annexiv V ist die spezielle Anord-
nung der Phospholipide in der Plasmamembran der Zellen: In einer vitalen Zelle
befindet sich das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) zum groften Teil im
cytoplasmatischen Teil der Membran. Wird eine Zelle apoptotisch, so wird PS
externalisiert und erscheint zunehmend auch auf der AuRenseite der Plasma-
membran. Annexin V ist ein 35-36 kD schweres Protein, das Calcium-abhangig
an PS bindet. Zur Detektion mittels FACS wird an das Annexin-Protein der
Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt. Um eine Unterscheidung bezilglich des
Apoptosestadiums zu ermdglichen, farbt man vor der FACS-Analyse mit Propi-
diumjodid (PI, Strukturformel siehe Abb. 6), das durch Locher in der Plasma-
membran, wie sie bei spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen typischerwei-
se vorkommen, eindringt und unspezifisch an DNA bindet. Pl selbst hat Fluo-

reszenzeigenschaften und kann direkt im FACS gemessen werden.

. E}HzCHS
{CHE)S—I':J - CH3
CH2C2H3
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Abb. 6: Strukturformel von Propidiumjodid
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Eine frih-apoptotische Zelle zeigt demnach eine Farbung mit Annexin V bei nur
geringer Pl-Aufnahme, wohingegen sich eine spat-apoptotische Zelle sowohl
Annexin V als auch PI positiv darstellt. Die Verwendung eines speziellen Anne-
xin V-binding buffers ergibt sich aus der oben erwahnten Ca-abhangigen Bin-
dung von Annexin V an PS.

Ausgehend von der Produktinformation des Herstellers haben wir durch einige
notwenige Abweichungen vom Herstellerprotokoll die Farbung wie folgt durch-
gefuhrt:

Als Grundlage fur die Annexin V-Farbung hat man die uber Nacht mit Tetrame-
ren inkubierten Zellen mit CD4-PE-Antikorpern gefarbt und mit Annexin V-
binding buffer zweimal wie unter 2.2.13 beschrieben gewaschen. Die endgultige
Farbung mit Annexin V sollte nach Empfehlung des Herstellers moglichst kurz
vor der FACS Messung stattfinden. Hierzu gibt man zu Zellen aus peripheren
Organen (Lymphknoten, Milz) 15 ul und zu Zellen aus dem ZNS 7,5 ul einer
1:10 Verdunnung des FITC-gelabelten Annexin V-Proteins. Vorversuche zeig-
ten, dass sich bei Verwendung von ebenfalls 15 ul Verdlinnung flr das ZNS
eine unspezifische Farbung ergibt, die deutliche Signale im PE-Kanal aufzeigt,
was eine Auswertung unmdglich macht. Die Inkubationszeit betragt fur die
Annexinfarbung 15 min. bei Raumtemperatur und Lichtschutz. Der Uberstand
des nicht gebundenen Proteins wird nicht wie bei AntikGrpern Ublich abzentrifu-
giert, sondern man versucht nach dem Herstellerprotokoll eine zu starke Hinter-
grundfluoreszenz beim Messen durch Verdinnen mit 300 ul Annexin V-binding
buffer zu minimieren (Anmerkung: Hier weichen wir aufgrund der Zeitersparnis
beim Messen vom Protokoll des Herstellers, der 400 pul Puffer zur Verdinnung
empfiehlt, ab). Nun kann die Probe nach Zugabe von 5 ul Pl (Konzentration

siehe 2.1.13) gemessen werden.

2.2.15. FACS-Gerat und FACS Messung

Beim FACS - fluorescense analyzed cell sorter — oder auch DuchflulRzytometer
genannt, handelt es sich um ein Gerat, das die Fahigkeit besitzt, fur jede ein-

zelne Zelle einer Probe, die Grolde und Granularitat (= Komplexitat des Zellin-
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haltes) sowie die Fluoreszenzintensitat von einem oder mehreren eventuell
gebundenen Fluoreszenz-markierten Antikorpern zu messen.

Hierzu ist es notwenig die Zellen so einzusaugen und zu bewegen, dass sie
einzeln hintereinander die Messeinheit des Gerates passieren kdnnen. Ermdg-
licht wird dies durch eine vibrierende Fliellkammer. Wir verwendeten zur Mes-
sung ein FACSCalibur® Zytometer, das es ermdglicht, neben GréRe und Granu-
laritat noch vier weitere Fluoreszenzen zu analysieren. Um im Vergleich zum 3-
Farb-System FACSScan® die vierte Fluoreszenz zu messen, ist neben dem
blauen Argon-Laser der Einsatz eines zweiten, roten Lasers notwenig. Trifft das
Laserlicht auf die einzelne Zelle, so kommt es zum einem zur Lichtstreuung,
zum anderen werden Fluoreszenzfarbstoffe zur charakteristischen Lichtemissi-
on angeregt.

Die GrolRe der Zelle wird Uber die Vorwartsstreuung (FSC), die Granularitat
Uber die Seitwartsstreuung (SSC) bestimmt. Uber ein kompliziertes System aus
umlenkenden und halbdurchlassigen Spiegeln wird der Lichtstrahl zu 4 Detekti-
onsystemen fir 4 mdgliche Fluoreszenzen geleitet. In unseren Experimenten
sind die 4 Kanale stets folgendermalien belegt: Kanal 1 = FITC, Kanal 2 = PE,
Kanal 3 = Pl und Kanal 4 = APC.

Einstellungen, Messungen und Datenspeicherung wurden Uber die Software
CellQuest® (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) auf einem G3 Macintosh
vorgenommen. FUr die geplanten Messungen ist es Voraussetzung, an jedem
Versuchstag die selben Grundeinstellungen am FACS-Gerat zu verwenden, um
eine Vergleichbarkeit der Daten zu gewahrleisten. Uberpriift wurde die Einstel-
lung durch Einzelfarbungen von Milzzellen fur jeden verwendeten Fluoreszenz-
farbstoff an jedem Versuchstag.

Problematisch bei der Durchfuhrung war die Tatsache, dass wir nach den Ver-
suchdurchgangen 1-3 aus organisatorischen Grinden das FACS-Gerat wech-
seln mussten. Die geringen Unterschiede in der Gerateeinstellung konnten aber
in der Auswertung problemlos kompensiert und angeglichen werden.

Direkt vor der Messung wird zur Abgrenzung von nekrotischen und toten Zellen
jeweils 5 ul Pl (Konzentration siehe 2.1.13) gegeben (siehe auch 2.2.14). Ge-

messen wird mit einer Messwertabstufung von 256 (Durchgange 1-3) bezie-
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hungsweise 1024 (Durchgange 4-7) und einer Durchflussrate von bis zu 3000

Zellen pro Sekunde.

2.2.16. Auswertung der Daten

Um die enorme Datenmenge von uber 3000 Messungen zu bewaltigen, haben
wir uns fiir das Freeware-Programm WinMDI® Version 2.8 von Joseph Trotter

(Internetadresse: http://facs.scripps.edu) entschieden, welches ahnliche Mog-

lichkeiten wie CellQuest® (BD Bioscience, San Jose, USA) bietet, jedoch auf
Microsoft Windows®-Basis arbeitet.

Die Auswertung erfolgt in zwei Schritten: Im ersten Schritt steht die Bestimmung
der Zellzahlen im Mittelpunkt, im zweiten Schritt die phanotypische Analyse der
einzelnen Zellpopulationen.

Zu Beginn wahlt man sich Uber eine Region (R1) im FSC-SSC-Graphen die
Lymphozytenpopulation aus und grenzt somit Zellreste und andere Kontamina-
tion mit niedrigem FSC aus (Abb. 7a). Dann stellt man sich die Zellen in R1 im
CD4-PI-Graphen dar und grenzt stark apoptotische und nekrotische Zellen mit
starker Pl-Anfarbung aus (— Region 2 enthalt die ,lebenden“ Lymphozyten)
(Abb. 7b). Die Zellen aus R2 stellt man sich nun im CD4-Tm-Diagramm dar.
Dabei kann man zwischen einer graphischen Auflésung von 128 oder 256 (Abb.
7c/d) wahlen. Da man in der Graphik die Daten als farbcodierte Dichteverteilung
darstellt, hat man die Moglichkeit, einen Schwellenwert fur die Intensitat der
einzelnen Ereignisse festzulegen; es empfiehlt sich einen Schwellenwert von

0,2 zu verwenden.
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Abb. 7: Datensatz eines Lymphknoten einer Maus 6d nach Immunisierung: FSC-SSC-
Diagramm (a), CD4-Pl-Diagramm (b), CD4-Tm-PLP-Diagramm Auflésung 128 (c), CD4-Tm-
PLP-Diagramm Auflosung 256 (d)

Um die Zellzahlen berechnen zu kdonnen gilt es, eine Grenze (x-Koordinate des
,Quadranten®) zwischen Tetramer-positiven und Tetramer-negativen Zellen
festzulegen, die man im Verlauf der einzelnen Durchgange immer konstant
halten sollte. Die Abgrenzung der CD4-positiven T-Helfer-Zellen (y-Koordinate
des ,Quadranten®) ist aufgrund von deutlich abgrenzbaren Populationen einfa-
cher. Zur Bestimmung der x-Koordinate des verwendeten ,Quadranten® haben
wir folgende Vorgehensweise gewahlt: Einen ersten Anhalt fur die Bestimmung
der Grenze zur Tm-positiven Zellen war die Titration der einzelnen Tetramer-
chargen wie unter 2.2.6 beschrieben. Bei der Analyse der Daten von nicht im-
munisierten Mausen zeigte sich, dass bei diesen etwa 0,5 % der CD4-positiven
Zellen als Tm-PLP-positiv einzustufen waren. Deshalb wurde die Grenze einer
Versuchsreihe auch immer auf die Daten von nicht immunisierten Mausen
(nicht immunisiert = d0) bezogen und darauf geachtet, dass alle Mause einer
Versuchsreihe mit der selben Tetramercharge untersucht wurden (Abb. 8c). Als
letzter Vergleichsdatensatz wurde stets auch das Kontrolltetramer Tm-MBP
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verwendet, damit sich an Tag 0 in Tm-PLP- und Tm-MBP-Datensatzen ahnlich
starke Zellpopulationen ergaben (Abb. 8).
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Abb. 8: Datensatz eines Lymphknotens einer Maus d6 nach Immunisierung in 256-er
Auflosung (a) und 128-er Auflosung (b); Datensatz eines Lymphknotens einer nicht
immunisierten Maus (d0) (c); phdnotypische Auswertung spezifischer und unspezifischer
Lymphknotenzellen einer Maus 6d nach Immunisierung beziiglich des Markers CD44
(d.e)

Fir die Berechnung und Zusammenstellung der Daten empfiehlt sich die Tabel-

lenkalkulation Microsoft Excel 2000°. Folgende grundlegende Formeln wurden

zur Berechnung der Zellzahlen verwandt:

G pZ
Absolute Zellzahl: 7, =—— P Zmucos g

ZTm+/ CD4+ + ZTm—/CD4+

A
Relative Zellzahl:  Z_, = T/ CD4+ 100

rel Z Z
Tm+/CD4+ + Tm—/ CD4+

Erklarung der Variablen:

G = Gesamtzellzahl eines Organs in Millionen (nach 2.2.11)

p = Prozentualer Anteil der CD4+ Zellen im CD4-Tm-Graphen

Ztm+icpa+ = absolute Zahl der Tm- und CD4-positiven Zellen im CD4-Tm-
Graphen

Ztm-icpa+ = absolute Zahl der Tm-negativen, CD4-positiven Zellen im CD4-Tm-

Graphen
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Zur Zellzahlbestimmung wurden jeweils Mittelwerte aus drei Messungen er-
rechnet, die wiederum mit den Daten zweier weiterer Versuchsdurchgange
gemittelt wurden. Die Tabellenkalkulation Ubernahm die Berechnung der Stan-
dardabweichung s, sowie die Erstellung der Diagramme (absolute bzw. relative
Zellzahl gegenuber der Zeit nach der Immunisierung in Tagen).

Im zweiten Schritt erfolgt die phanotypische Analyse der Tm-positiven und -neg-
ativen CD4-positiven Zellen. Hierflr fasst man die beiden Populationen in die
Regionen 3 und 4 ein und erstellt fur jede der beiden Zellpopulationen ein
Histogramm mit Bezug auf den Fluoreszenzkanal des phanotypisierenden Anti-
korpers (Analyse Tm-positiver Zellen in Abb. 8d, Analyse Tm-negativer Zellen in
Abb. 8e). Man bedient sich nun eines oder mehrerer Marker zur Abgrenzung
der sich darstellenden Populationen. In vielen Fallen (zum Beispiel CD44 oder
CDG69) lassen sich positive Zellen deutlich abgrenzen, bei einigen Markern (wie
zum Beispiel CD95) Iasst sich ein Marker erst bei Mausen in fortgeschrittenem
Krankheitsstadium mit CD95-positiven Zellen definieren. In vielen Fallen kann
man Markergrenzen fur die einzelnen Versuchsdurchgange dbernehmen, man
sollte aber auf gelegentliche Verschiebungen aufgrund von Farbetechnik oder
FACS-Gerat-Kalibrierungen achten. Die Uber eine Histogrammstatistik in
WinMDI® angezeigten prozentualen Werte werden ebenfalls in Microsoft Excel
2000® ibernommen, mit anderen Durchgangen gemittelt und mit der berechne-
ten Standardabweichung s in Diagramme Ubernommen.

Die Microsoft Excel®-Diagramme stellen den Endpunkt der Auswertung dar,
aufgrund deren nochmals Werte mit auffallend groRen Standardabweichungen
verifiziert und Uberarbeitet werden mussen. Insgesamt wurden pro Untersu-
chungstag und fir jede der beiden Versuchsgruppen je 6 Mause gemessen und

ausgewertet.

2.2.17. Herstellung von ZNS-Gefrierschnitten fiir HE-Histologie

Zur Herstellung von Gefrierschnitten an Maushirn und -rickenmark erfolgt eine
ZNS-Praparation analog der Mauspraparation unter 2.2.7. Die Maus sollte vor
der Entnahme des ZNS mit 20 ml PBS Uber den linken Herzventrikel perfundiert
werden. Das Gehirn wird vom anhangenden Rickenmark abgetrennt; das Ru-

ckenmark wiederum wird in drei gleichlange Stlcke unterteilt. Die Gewebestu-
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cke sollten moglichst sofort mittels flissigem Stickstoff tiefgefroren werden. Um
zu verhindern, dass das Gewebe bei zu schneller Abkuhlung bricht, l1asst man
es langsam auf einem Metallspatel, welcher ein kurzes Stick in flissigen Stick-
stoff getaucht wird, ,durchfrieren®. Die tiefgefrorenen Gehirne kénnen bis zur
Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt werden.
Folgende Schnitte wurden am ZNS durchgefuhrt:

Horizontalschnitte von Grof3hirn mit Hirnstamm und Kleinhirn

Querschnitte des Ruckenmarks aus 2 verschiedenen Hohen

Langsschnitte des Ruckenmarks
Im ersten Schritt wird das Gewebe entsprechend der gewlnschten Schnittrich-
tung auf einem Metallobjekttrager bei —20°C im Kryostat mittels Tissue-Tek®
Einbettmedium ,aufgeblockt®. Zum Schneiden sollte sich das Gewebe im Block
auf -20°C erwarmt haben. Der Objekttrager wird in die entsprechende Halterung
eingesetzt, Uber die das Gewebe stets auf einer Temperatur von -13°C gehal-
ten wird. Die Temperatur des Messers sollte fur optimale Ergebnisse bei -19°C
liegen.
Es werden nun Schnitte mit einer Dicke von 9 um angefertigt, von denen man
im Mittel jeden 7. bis 8. Schnitt auf einen Standard-Objekttrager tbernimmt. Am
besten gelingt dies, wenn man mit zwei feinen Pinzetten den Schnitt etwas glatt
zieht und ihn anschlieBend auf den bei Raumtemperatur gelagerten Objekttra-
ger ubernimmt. Die Schnitte lasst man bis zur Farbung einige Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Objekttrager antrocknen.

2.2.18. Herstellung von ZNS-Gefrierschnitten fiir die Immunfluoreszenz

Das Vorbereiten und Schneiden erfolgt analog zur HE-Histologie (siehe 2.2.17)
mit folgenden Abweichungen:
Die Schnittdicke betragt nur 7 um.
Man verwendet speziell beschichtete SuperFrost® Plus Objekttrager, um bei
den aufwendigeren immunologischen Farbeprozeduren ein Ablésen des
Gewebeschnittes zur verhindern.
Die fertigen Objekttrager werden bei -20°C im Kryostat oder, wenn notwen-
dig, bis zur Farbung bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt.
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2.2.19. Durchfihrung der Standard HE-Farbung an ZNS-Gefrierschnitten

Die Farbung eines Gewebeschnittes nach der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

erfolgt in mehreren Schritten, die in Tab. 7 dargestellt sind:

Schritt Losung Zeitdauer
1 Hamalaun nach Mayer 5 Minuten
2 flieBRendes Leitungswasser | mindestens 5 Minuten
3 Eosin zwischen 5 und 15 Sekunden
4 Alkohol 96 % 10 Sekunden
5 Alkohol 96 % 10 Sekunden
7 Alkohol 100 % 10 Sekunden
8 Alkohol 100 % 5 Minuten
9 Xylol 100 % 5 Minuten
10 Xylol 100 % 5 Minuten
11 Xylol 100 % 5 Minuten

Tab. 7: Farbeprotokoll fiir HE-Histologie

Nach jedem Ldsungsbad sollte man das Gestell mit den Objekttragern gut ab-
tropfen lassen, um die Uberschissigen Farbstoffe gut auszuwaschen. Die vari-
able Einwirkzeit fur den Farbstoff Eosin ergibt sich aus der Intensitat des ver-
wendeten Losungsansatzes, welche mit der Zeit deutlich abnehmen kann.

Nach dem letzten Schritt erfolgt das Eindeckeln der Objekttrager mit Deckgla-
sern. Am besten gelingt dies, wenn man die Schnitte in noch Xylol-feuchtem
Zustand verarbeitet, da sich nur dann das Eindeckmedium optimal zwischen
Deckglas und Objekttrager verteilen lasst. Dazu gibt man auf ein Deckglas
einen diinnen Strich des Eindeckmediums Eukitt® und legt dieses anschlieRend
vorsichtig auf den Objekttrager. Mit Zellstoff wird das Deckglas vorsichtig ange-
presst, wodurch gleichzeitig Uberstehende Reste des Eindeckmediums sofort
entfernt werden. Wichtig ist es, dann mit einer flachen stumpfen Pinzette durch
leichtes Streichen Uber das Deckglas die darunter verbliebenen Luftblaschen zu
entfernen, um im Mikroskop ein optimales Bild des Gewebeschnittes zu errei-
chen.

Nach erfolgtem Eindeckeln sollten die Objekttrager vor dem Mikroskopieren am
besten Uber Nacht trocknen, um ein Verschieben des Deckglases auf dem

Schnitt zu verhindern.
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2.2.20. Durchfihrung von Immunofluoreszenzfarbungen an ZNS-

Gefrierschnitten

Die Objekttrager werden bei —20°C fur 10 Minuten in Aceton im Gefrierschrank
fixiert. Nach Mdoglichkeit sollten die Schnitte vor der Fixierung nicht auftauen.
Nach Fixierung erfolgt bei Raumtemperatur das Trocknen der Objekttrager fur
mindestens 30 Minuten. Anschlie3iend kann mit der Immunfluoreszenzfarbung
begonnen werden. Wird nur mit monoklonalen, direkt fluoreszenz-markierten
Antikorpern gearbeitet, kann man in nur einem Farbeschritt eine Losung mit
DAPI und dem gewilnschten Antikérpern auftragen. DAPI, welches an DNA im
Zellkern bindet, dient zur Darstellung der Zellkerne, um eine grobe Hintergrund-
struktur im Bild wiedergeben zu konnen und um nachzuweisen, dass sich hinter
einer Antikorperfarbung wirklich auch eine Zelle befindet.

Nach Austestung verschiedener DAPI- und Ak-Konzentrationen (Daten nicht

gezeigt) wurde folgende Farbeldsung verwendet:

DAPI 1:5000
Ak-FITC 1:50
Ak-PE 1:50

Als Puffer zur Verdunnung der Farbelésung und flir spatere Waschvorgange
wird PBS mit einem Zusatz von 0,1 % BSA verwendet.

Pro Schnitt werden maximal 100 ul Farbeldsung bendtigt; diese wird mit einer
100 ul-Pipette grofdzluigig auf dem Schnitt verteilt. Die Farbung erfolgt nun far 30
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln in einer feuchten Kammer (vorgefer-
tigte Plastikkammer mit feuchtem Zellstoffstreifen auf dem Boden).

Nach erfolgter Farbung wird der Objekttrager auf Zellstoff abgeschuttet und in
ein Gefall mit oben beschriebenem Waschpuffer gestellt. Fir 5 Minuten wird
das Waschgefald mittels eines speziellen Gerates durchbewegt (,bewegtes
Bad®). Der Waschpuffer wird anschlieBend gewechselt und das Gefal® noch-
mals 5 Minuten bewegt. Nach Entnahme des Objekttragers wird dieser vorsich-
tig luftblasenfrei mittels Eindeckmedium Vectashield® im feuchten Zustand
eingedeckelt. Da das Eindeckmedium nicht fest wird, sollte man zur langeren

Haltbarkeit das Deckglas vorsichtig mit farblosem Nagellack umranden. Die
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Schnitte kdnnen nun innerhalb einer Woche begutachtet und, wie unter 2.2.23

beschrieben, fotografiert werden.

2.2.21. Liste der Farbeprotokolle besonderer Immunfluoreszenzfarbungen

Farbung Protokoll

MOMA Aceton bei -20°C 10 min — Lufttrocknen 20 min —
Schweineserum 1% (Block) 10 min —» MOMA-rat anti-
mouse (1:40) 40 min — Waschen 2 x 5 min mit Puffer —»
anti-rat Fab-Cy3 (1:250) 30 min —» Waschen 2 x 5 min mit
Puffer —» Rattenserum 1% (Block) 10 min — CD4-rat anti-

mouse-FITC 30 min — Waschen 2 x 5 min mit Puffer

Neurofilament Aceton bei -20°C 10 min — Lufttrocknen 20 min —
Schweineserum 1% (Block) 10 min — Anti-Neurfilament-
IgG 30 min. - Waschen 2 x 5 min mit Puffer —» Sekunda-
rantikdrper Cy3-labeled 30 min. - Waschen 2 x 5 min mit
Puffer

Tab. 8: Farbeprotokolle fiir Immunfluoreszenz an ZNS-Schnitten

2.2.22. Mikroskopie und Digitalisierung von HE-gefarbten ZNS-Gefrier-

schnitten

Die fertigen Schnitte werden mit einem Mikroskop des Typs Axioplan 2, wel-
ches ebenfalls die Moglichkeit der Fluoreszenzmikroskopie bietet, durchgemus-
tert. Interessante Befunde sowie zugehorige Kontrollen der einzelnen Ver-
suchsgruppen werden dann Uber die am Mikroskop installierte Digitalkamera
AxioCam HRc fotografiert (Aufldsung 1300x1300 Pixel) und Uber das zum Mik-
roskop gehérende Steuer- und Bildbearbeitungsprogramm AxioVision (Version
3.1.2.1., Carl Zeiss Vision GmbH, Oberkochen) archiviert. Die Firma Zeiss lie-
fert als Freeware die vereinfachten Bildbetrachtungssoftware AxioVision Viewer
3.0, mit Hilfe derer man die Bilder am Heim-PC betrachten, bezlglich Helligkeit
und Kontrast nachbearbeiten und gegebenenfalls in andere Dateiformate kon-

vertieren kann.
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2.2.23. Mikroskopie und Digitalisierung von Immunfluoreszenz-gefarbten ZNS-

Gefrierschnitten

Optimal eignen sich zur Immunfluoreszenz an Kryoschnitten die Fluoreszenz-
farbstoffe DAPI, FITC und Cy-3. Zur Verfugung standen nur FITC- und PE-
markierte Antikdrper, weshalb es notwendig war, die PE-Fluoreszenz im Cy-3
Kanal zu messen. Beachtet werden muss, dass PE deutlich instabiler ist und
schneller ausbleicht, was durch ein zlugiges Arbeiten kompensiert werden kann.
Die Schnitte wurden ebenfalls am Mikroskop des Typs Axioplan 2 unter Ver-
wendung des jeweiligen Fluoreszenzfilters ausgewertet und reprasentative
Ausschnitte wurden mit dem Steuer- und Bildbearbeitungsprogramm AxioVision
(Version 3.1.2.1.) mittels Digitalkamera AxioCam HRc archiviert.

Die Freeware AxioVision Viewer 3.0 (aktuelle Version AxioVision LE Revision
4.3) bietet die Mdglichkeit der Veranderung von Helligkeit, Kontrast und Gam-
ma-Korrektur. Die dargestellten Bilder wurden bezuglich der genannten Para-
meter nachbearbeitet, wobei folgende Kriterien im Vordergrund standen: An-
gleichung der Signalstarke der verwendeten Fluoreszenzen, Verringerung der
Hintergrundfluoreszenz und eine optimale Balance von Kontrast und Detailge-

nauigkeit.
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3. Ergebnisse

3.1. Krankheitsverlaufe der EAE innerhalb der Versuchsgruppen

Grundlage fur alle weiterfuhrenden Versuche bildet die Untersuchung der
Krankheitsverlaufe beider Versuchsgruppen. Eine Gruppe von SJL-Mausen
wurde dazu mit PLP 139-151 in CFA s.c. plus PTX i.v. immunisiert, was einer
regelgerechten EAE-Induktion flr diesen Mausestamm entspricht, die zweite
Versuchsgruppe erhielt eine Immunisierung mit PLP 139-151 in CFA s.c., je-
doch ohne die zusatzliche Gabe von PTX i.v.. AnschlieRend wurde an jedem
Tag nach Immunisierung der Krankheitsstatus dokumentiert. Abb. 9 zeigt fur die
Gruppe mit PTX-Injektion kumulative Daten aus der Arbeitsgruppe. Die groliere
Fllle an Daten soll den Charakter der EAE nach dem ,remitting-relaps-Modell*
besser darstellen. Im Schaubild (Abb. 9) ist jeweils der Mittelwert des Krank-
heitsgrades gegenuber der Zeit aufgetragen; als Fehlerindikator des Krank-

heitsgrades dient der ,standard error of the mean® (SEM).
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Abb. 9: Diagramm zeigt die mittlere Krankheitsauspragung (MDS) in den beiden Ver-

suchgruppen iiber 50 Tage nach Immunisierung

Auffallend ist sofort, dass die Mause ohne PTX-Injektion keine Krankheitssymp-
tome aufweisen und somit vom klinischen Aspekt her fur die von uns betrachte-

te Zeitspanne von bis zu 50 Tagen als gesund gelten.
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Hingegen zeigen Mause mit PTX-Injektion eine zum Teil sehr ausgepragte EAE
mit einem Krankheitsbeginn um Tag 8-10 und einem ersten Krankheitshohe-
punkt an den Tagen 12 und 13 mit einem MDS von 3,9 (SEM 0,33/0,41). Wie
erwartet erholen sich diese Mause dann bis zum Tag 21 deutlich vom ersten
Krankheitsschub (MDS 1,4 SEM 0,36), um dann im weiteren Verlauf erneute
Krankheitsschibe mit Hohepunkten an den Tagen 25/26 und 32 zu zeigen. Die
Krankheitsschibe zwei und drei weisen im Vergleich zum ersten kein so enor-
mes Ausmaly auf, meistens besteht ein erneuter Schub in einer MDS-
Veranderung von ungefahr +1.

Da wir aufgrund der Menge an EAE-Induktionen auf unterschiedliche Chargen
an PTX zurtckgreifen mussten, bemerkten wir, dass nicht fur jede PTX-Charge
dieselbe Menge an PTX ausreichte, um vergleichbare EAE-Induktionen zu
erzielen. Beim Vergleich der Herstellerinformation der einzelnen Chargen fiel
auf, dass sich diese in Bezug auf die Enzymaktivitaten der A-Untereinheit zum
Teil auffallend unterscheiden. Um dieser Problematik gerecht zu werden, wurde
jede neue Charge PTX durch Titration im Rahmen einer EAE-Induktion getes-
tet, sodass am Ende vergleichbare Krankheitsverlaufe erzielt wurden. Die ver-
wendete Dosis an PTX lag bei unseren Versuchen im Bereich von 50-300 ng
pro Maus.

Der klinische Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen war Anlass
fur weitere Untersuchungen dieser Mause und daraus folgend vor allem flr die
Wirkung von PTX innerhalb des Immunsystems der Maus, da die zusatzliche
Anwendung dieses bakteriellen Toxins den einzigen Unterschied im Umgang

mit den beiden Versuchsgruppen darstellt.

3.2. HE-Histologie von Kleinhirn und Ruckenmark

Im Anschluss an die klinische Beobachtung der beiden Gruppen interessierte
vor allem das histologische Korrelat zur Krankheitsauspragung. Dazu wurden
von Kleinhirn (mit anhangendem Grol3- und Stammhirn) und Rickenmark HE-
gefarbte Histologie angefertigt, um die bei einer entziindlichen Gehirnerkran-
kung erwartete lymphozytare Infiltration mit der Bildung von grof3eren pla-

queahnlichen Lasionen nachzuweisen.
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Als Negativkontrolle wurde Histologie einer gesunden, nicht immunisierten

Maus angefertigt und zum Vergleich herangezogen. Dadurch soll gewahrleistet

sein, dass auch eine geringgradige Infiltration bei ,PTX-negativen® Mausen

erkannt wird. Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte semiquantita-

tiv. Es bewahrte sich eine Unterteilung in 5 Graden [35]:

Grad 0
Grad 1
Grad 2
Grad 3

Grad 4

keine Entzindungszeichen

wenige mononukleare Zellen

organisierte entzundliche Infiltration um Gefalle
ausgepragte Infiltration um GefalRe mit maRiger Invasion
des Subarachnoidalraums

ausgepragte Infiltration um Gefalle mit starker Invasion des

Subarachnoidalraums
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3.2.1. Histologische Untersuchung von gesunden, naiven Mausen als Nega-

tivkontrolle

« Gl
Abb. 10: HE-Histologie von nicht immunisierten Mausen (d0) aus folgenden Bereichen:
Kleinhirn (a und b, MaBstab = 500 um), Riickenmark zervikaler Querschnitt (c, MaBstab =
200 pm), Riickenmark thorakaler Langsschnitt (d, MaBstab = 500 um)

Abb. 10 zeigt Ausschnitte aus der Region des IV. Ventrikels (10a), einer Klein-
hirnhemisphare (10b), des zervikalen Rickenmarks (10c, Querschnitt) und dem
thorakalen Ruckenmark (10d, Langsschnitt). Die gezeigten histologischen
Schnitte zeigen reprasentativ, dass keine entziindliche Reaktion in Form von
Invasion inflammatorischer Zellen zu finden ist; dies entsprechend den Erwar-

tungen fur gesunde Mause vor Immunisierung.

3.2.2. Histologische Untersuchung von immunisierten Mausen mit Pertus-

sistoxininjektion

Nachdem in unseren Versuchen Mause mit PTX-Injektion deutliche Krankheits-
zeichen aufwiesen, erwarten wir bei dieser Versuchsgruppe deutliche Zeichen
einer entziindlichen Reaktion im ZNS. Die folgenden Abbildungen zeigen cha-
rakteristische histologische Schnitte erkrankter Mause 14 Tage nach Immuni-

sierung mit PTX-Gabe.
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D14/+PTX |

Abb. 11: HE-Histologie von immunisierten Mausen mit PTX-Gabe (d14) aus folgenden
Bereichen: Hirnstamm (a und b, MaBstab = 500 pym), zentrales GroBhirn(c, MaRstab = 500
pm), Hirnstamm (d, MaBstab = 50 pm)

Abb. 11 a und b zeigen Ubersichten des Hirnstamms von zwei Mausen mit den
klinischen Scores 2 und 3, welche multiple fokale Lasionen aufweisen. Vor
allem in Abb. 11 b sieht man andeutungsweise, dass die inflammatorischen
Bereiche langsgezogene Auslaufer ahnlich den Gefalverlaufen aufweisen.
Abb. 11 ¢ veranschaulicht, wie sich die Entzindungsreaktion tropfenférmig ins
Nervengewebe ausbreitet. Abb. 11 d, eine 40-fache VergroRerung einer
Hirnstammlasion, zeigt, dass es sich gehauft um perivaskulare Infiltrationen
handelt. Inmitten des Kreises von Entziindungszellen vermag man ein Gefal3-
lumen mit vier mononuklearen Zellen und einem kleinen Paket zusammenge-

ballter Erythrozyten zu erkennen.
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D14/+PTX

{

Abb. 12: HE-Histologie von immunisierten Mausen mit PTX-Gabe (d14) aus folgenden
Bereichen: Kleinhirn/-stil (a und b, MaBstab = 500 um), GroBhirn periventrikulér (c und d,
MaRstab = 100 um)

Erganzend zeigen Abb. 12 a und b ebenfalls von PTX-immunisierten Mausen
mit Krankheitsscore 2 und 3 Kleinhirnibersichten mit Entziindungsarealen vor
allem in medullaren Kleinhirnabschnitten. Die Abb. 12 ¢ und d lassen erkennen,
dass sich die Entzindungsreaktion auch periventriular im Bereich der Plexus
choroidei analog einer subarachnoidalen Entziindungsreaktion ausbreitet.

In Abb. 13 bestatigen sich in Langs- und Querschnitten des Ruckmarks noch-
mals die Charakteristika der Entzindung in Form von multiplen Lasionen, peri-

ventrikularer sowie subarachnoidaler Inflammationsreaktion.
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Abb. 13: HE-Histologie von immunisierten Mausen mit PTX-Gabe (d14) aus folgenden
Bereichen: Distales Riickenmark Langsschnitt (a, MaBstab = 200 ym), distales Riicken-
mark Langsschnitt (b, MaBstab = 100 ym), proximales Riickenmark Querschnitt (c, MaR-

stab = 200 ym), proximales Riickenmark Querschnitt (d, MaBstab = 100 pm)

3.2.3. Histologische Untersuchung von immunisierten Mausen ohne Pertus-

sistoxininjektion

Im Folgenden soll histologisch untersucht werden, ob sich bei immunisierten
Mausen ohne Pertussisinjektion trotz fehlender Krankheitssymptome Unter-
schiede zu gesunden Mausen in der ZNS-Morphologie finden lassen. Auch
hierzu werden nachstehend histologische Schnitte von Mausen 14 Tage nach
Immunisierung ohne PTX gezeigt:
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D14/-PTX

Abb. 14: HE-Histologie von immunisierten Mausen ohne PTX-Gabe (d14) aus folgenden
Bereichen (MaBstab = 500 pm) : Hirnstamm zentral (a), Frontalhirn (b), Kleinhirn mit
Anschnitten von Hirnstamm und Kleinhirnstiel (c und d)

D14/-PTX

Abb. 15: HE-Histologie von immunisierten Mdusen ohne PTX-Gabe (d14) aus folgenden
Bereichen: Proximales Riickenmark ldngs (a, MaBstab = 500 ym), Riickenmark léangs (b,
MaRstab = 200 um), Riickenmark quer (c, MaBstab = 200 pym), Riickenmark quer (c, 100
pm)
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In den Histologien von GrofR- und Kleinhirn (Abb. 14) sowie von diversen Berei-
chen des Ruckenmarks (Abb. 15) liel3en sich keine entzindlichen Zellformatio-

nen oder andere Zeichen inflammatorischen Geschehens nachweisen.

3.3. Gesamtzellzahlen in den einzelnen Organen

Im nachsten Schritt wurde den Mausen der beiden Gruppen an den Tagen 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14 und 20 nach Immunisierung die drainierenden Lymphknoten
aus den beiden Poplitealregionen, die Milz und das Gehirn mit anhangendem
Ruckenmark entnommen, um Uber die darin enthaltenen lymphatischen Zellen
weitere Aussagen machen zu kdnnen.

Zunachst soll an dieser Stelle auf den einfachsten Parameter dieser Organe,
die Gesamtzellzahl an Lymphozyten, ein detaillierterer Blick geworfen werden.
In Abb. 16 sind die in den folgenden Abschnitten besprochenen Gesamtzellzah-

len des jeweiligen Organs im Bezug zum Zeitpunkt nach Immunisierung darge-

stellt.
Gesamtizellzahl LKN Gesamtzellzahl Milz Gesamtzellzahl ZNS
70 140 2
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a Tage nach Immunisierung b Tage nach Immunisierung |G Tage nach Immunisierung

Abb. 16: Gesamtzellzahl in den Organen Lymphknoten (a), Milz (b) und ZNS 8 (c) bis zu

20 Tage nach Immunisierung

3.3.1. Gesamtzellzahl der drainierenden Lymphknoten

In einer unbehandelten gesunden Maus betragt die Anzahl an Lymphozyten in
den Popliteallymphknoten (es wurden jeweils die Lk beider Seiten gepoolt) im
Durchschnitt 5,78 Millionen Zellen (SEM 0,37). Fur Mause mit PTX-Injektion
ergibt sich ein geradlinig ansteigender Verlauf der Zellzahlen mit einem End-
punkt von 42,48 Millionen Zellen (SEM 5,63) am Tag 20 nach Immunisierung.
Als Besonderheit zeigt sich am Tag 10 p.i. ein von der beschriebenen Gerade
ausrei3ender Wert von 51,92 Millionen Zellen (SEM 9,20).
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Ohne PTX immunisierte Mause weisen ebenfalls einen geradlinigen Zellzahl-
verlauf auf, der sich kaum von Mausen mit PTX-Injektion unterscheidet. Hier
wird am Tag 20 p.i. ein maximaler Wert von 45,45 Millionen Lymphozyten (SEM
5,76) erreicht. Der bei erkrankten Mausen auffallende Lymphozytenreichtum an

Tag 10 konnte bei dieser Versuchsgruppe allerdings nicht festgestellt werden.

3.3.2. Gesamtzellzahl der Milz

Die Milz einer naiven Maus beinhaltet im Mittel 67,02 Millionen Lymphozyten
(SEM 8,15).

Wird eine Maus mit Peptid in CFA und PTX i.v. immunisiert, so ergibt sich vom
Tag 2 bis Tag 4 p.i. ein rascher Anstieg der Lymphozytenzahl auf bis zu 113,87
Millionen Zellen (SEM 9,63). Nach Erreichen dieses Hohepunkts nimmt die
Zellzahl sukzessive bis zum Tag 14 p.i. auf 50,48 Millionen (SEM 6,39) ab, um
dann wieder leicht auf 64,1 Millionen (SEM 15,06) anzuwachsen. Die deutlichs-
te Abnahme der Zellzahl erfolgt zwischen den Tagen 12 und 14 p.i. zu einem
Zeitpunkt, an dem in den erkrankten Mausen die Zellen in das ZNS einwandern.
PTX-negative Mause zeigen ein etwas anderes Verhalten. Vom Ausgangswert
einer gesunden Maus sinkt die Lymphozytenzahl bis zum d 10 leicht auf 52,17
Mio. (SEM 7,07) ab, um dann aber am Tag 12 wieder einen erneuten Anstieg
auf 70,03 Mio. (SEM 12,00) zu vollziehen. Schon ab Tag 14 p.i. sinkt die Zell-
zahl in der Milz wieder auf Werte um 60 Mio..

3.3.3. Gesamtzellzahl des Zentralnervensystems

Das ZNS einer SJL-Maus ist sehr lymphozytenarm. Makroskopisch erkennbar
ist das schon wahrend der Extraktion der Lymphozyten aus dem ZNS nach dem
Zentrifugieren des Percoll®-Gradienten, wo man bei einer hdheren Lymphozy-
tenzahl eine deutliche Tribung Uber der Grenzschicht wahrnimmt. Bei unseren
Versuchen ergab sich flr eine unbehandelte Maus im Mittel eine Gesamtlym-
phozytenzahl von 0,218 Millionen Zellen (SEM 0,021).

Die regelrechte Induktion einer EAE ergibt folgenden Zellzahlverlauf: Zunachst
erfolgt bis Tag 8 p.i. ein Anstieg auf das Doppelte des Ausgangswertes mit
0,444 Millionen Zellen (SEM 0,036). Am darauf folgenden 10. Tag p.i. stellt sich
dann mit 1,271 Millionen eine Uberaus deutliche Zunahme der Zellzahl im ZNS
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passend zu den ersten Krankheitssymptomen dieser Mause dar. Der Anstieg
setzt sich bis zum Tag 12 p.i. mit dann insgesamt 1,670 Millionen Zellen (SEM
0,243) fort. Anschlie®end stabilisiert sich die Zellzahl vom Tag 14 an mit 1,323
Mio. (SEM 0,152) bis zum Tag 20 p.i. mit 1,254 Mio. Zellen (SEM 0,106).

Im Unterschied dazu findet man bei Mausen ohne PTX-Gabe keinen Anstieg
der Lymphozytenzellzahl. Sie halt sich mit einer ,flachen Spitze“ von 0,390 Mio.
Zellen (SEM 0,041) an Tag 12 p.i. weitestgehend auf dem Ausgangsniveau
vom Tag 0. Am Tag 20 p.i. zahlt man im Schnitt 0,239 Mio. Lymphozyten (SEM
0,031).

3.4. Gesamtzellzahlen der CD4-positiven Zellen in Lk, Milz und ZNS

Nach Betrachtung der Gesamtzellzahl an Lymphozyten in den untersuchten
Organen, soll als nachstes unter Verwendung eines CD4-Ak bei jeder Messung
eine Analyse der Populationsdynamik der CD4-positiven Zellen vorgenommen
werden. Abb. 17 zeigt fur die Organe Lymphknoten, Milz und ZNS die Auswer-
tung der FACS-Daten bezuglich der Gesamtzahl an CD4-positiven Zellen ge-
genuber dem Zeitpunkt nach Immunisierung mit und ohne PTX.

Gesamtzellzahl der CD4+ Gesamtzellzahl der CD4+ Gesamtzellzahl der CD4+
30 Zellen LKN 30 Zellen Milz 500 Zellen ZNS
25 25 —o—-PT
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0F =+=PT 0l 0
02 4 6 8101214161820 0 2 46 8101214161820 0 246 8101214161820
a Tage nach Immunisierung b Tage nach Immunisierung C Tage nach Immunisierung

Abb. 17: Auswertung der Gesamtzellzahl der CD4+ Zellen in den Organen Lymphknoten
(a), Milz (b) und ZNS 8 (c) bis zu 20 Tage nach Immunisierung

3.41. CD4-positive Zellen in den Popliteallymphknoten

In gepoolten Popliteallymphknoten nicht immunisierter Mause befinden sich als
Ausgangswert 2,39 Mio. CD4-positive Zellen (SEM 0,08).
Der Verlauf der CD4+ Zellen in mit PTX immunisierten Mausen gleicht im Uber-

blick sehr der Gesamtzellzahl (siehe 3.3.1) innerhalb des Organs. Es ergibt sich
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eine nahezu gleichmafiger Anstieg der Zahl der CD4+ Zellen bis auf 22,46 Mio.
(SEM 3,92) an Tag 20 p.i.. Auch findet man die aus der Gesamtzellzahl be-
kannte, steil aufsteigende Spitze an Tag 10 p.i. mit 20,26 Mio. CD4+ Zellen
(SEM 4,01) wieder.

Bei Immunisieren ohne PTX erbringt die Datenauswertung ebenfalls analog der
Gesamtzellzahl einen geradlinig ansteigenden Verlauf der CD4+ Zellen ohne

markante Spitzen mit einem Maximum von 17,20 Mio. (SEM 1,71) am Tag 20
p.i..

3.4.2. CD4-positive Zellen in der Milz

Von den aus Abschnitt 3.3.2 erwahnten 67,02 Mio. Milzlymphozyten einer nai-
ven Maus exprimieren 10,26 Mio. Lymphozyten (SEM 1,41) das CD4 Antigen
auf der Zelloberflache.

Bei Mausen mit PTX-Gabe zur Immunisierung zeigt sich ein deutlicher und
rapider Anstieg der CD4+ Zellen am Tag 4 auf 22,27 Mio. (SEM 2,18). Zwei
Tage spater sind die CD4+ Zellen dann wieder auf 17,57 Mio. (SEM 0,62) zu-
ruckgegangen, um dieses Level dann bis zum Tag 12 p.i. zu halten. Ein weite-
rer Abfall der Zahl CD4+ Zellen auf 13,26 Mio. (SEM 1,17) findet nachfolgend
zum Tag 14 hin statt. Am Tag 20 p.i. befinden sich nach wie vor 13,32 Mio.
(SEM 3,89) CD4+ Zellen in der Milz.

Keine groRen Schwankungen finden sich fur die Zahl der CD4+ Zellen bei Mau-
sen ohne PTX-Injektion bei der Immunisierung. Einzig eine kurzzeitige Abnah-
me auf 8,87 Mio. (SEM 1,67) an Tag 10 ausgehend von 12,36 Mio. (SEM 2,59)
an Tag 8 p.i. fallt auf. Am Ende unseres Untersuchungszeitraumes befinden
sich an Tag 20 p.i. noch 11,07 Mio. CD4+ Zellen (SEM 1,55) in der Milz.

3.4.3. CD4-positive Zellen im Zentralnervensystem

Das ZNS einer gesunden Maus (d0) beinhaltet durchschnittlich 0,771*10° (SEM
0,396*103) CD4+ Zellen. Bei Mausen, welche ohne PTX immunisiert wurden,
zeigt sich keinerlei Dynamik (im Vergleich zu Mausen mit PTX-Injektion) der
CD4+ Zellzahl. Die Werte schwanken zwischen einem Maximum von 1,509*10°
(SEM 0,703*10%) an Tag 8 und einem Minimum von 0,481*10° (SEM 0,185*10°)
an Tag 2.
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Eine ganz andere Entwicklung fallt bei Mausen mit PTX-Injektion auf: Bei zu-
nachst ebenfalls moderaten Zellzahlen von bis zu 5,249*10° (SEM 2,266*10°)
CD4+ Zellen an Tag 8 nach Immunisierung steigt am Tag 10 die Zahl an CD4+
Zellen im ZNS pldtzlich auf Werte von im Mittel 284,897*10° (SEM 59,956*10°)
an. Am Tag 12 wird eine maximale Anzahl von 383,408*10° (SEM 61,197*10%)
CD4+ Zellen erreicht. Uber einen geringen Riickgang am Tag 14 sinkt die
CD4+ Zellzahl bis zum Tag 20 wieder auf 222,324*10° (SEM 36,829%10°) ab.

3.5. Populationsdynamik antigenspezifischer T-Helfer-Zellen in Lk, Milz
und ZNS+

Um in den CD4-Zellpopulationen der Organe beider Versuchsgruppen antigen-
spezifische T-Helfer-Zellen zu identifizieren, wurde im nachsten Schritt die
gleichzeitige Farbung sowohl des CD4-Anitgens als auch des PLP- bezie-
hungsweise MBP-spezifischen T-Zellrezeptors durchgeflhrt. Die folgenden
Abbildungen zeigen die Analyse der Gesamtzellzahl (Abb. 18) sowie der relati-
ven Zellzahl Tm+/CD4+ Zellen (Tm+/CD4+ Zellen bezogen auf die Gesamtheit
aller CD4+ Zellen im Organ, Abb. 19) im Verlauf von zwanzig Tagen nach Im-
munisierung. Da samtliche Mause mit dem PLP-Antigen immunisiert wurden,
stellt die Messung MBP-spezifischer T-Helfer-Zellen in diesem Experiment die
Negativkontrolle dar. Nochmals soll an dieser Stelle die Notwenigkeit der MBP-
Messung zur optimalen Bestimmung der Grenze zwischen Tm+ und Tm- Zellen
erwahnt werden.

Eine reprasentative Auswahl von Rohdatendarstellungen ist jeweils in den fol-

genden Unterkapiteln zu den einzelnen Organen zu finden.
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Abb. 18: Auswertung der Gesamtzellzahl der Tm+/CD4+ Zellen (Dreieck = PLP, Kreis =
MBP) fiir Mduse mit und ohne PTX-Injektion bei Immunisierung in den Organen Lymph-

knoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c+f) bis zu 20 Tage nach Immunisierung
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Abb. 19: Auswertung der relativen Zellzahl der Tm+/CD4+ Zellen (Dreieck = PLP, Kreis =
MBP) fiir Mause mit und ohne PTX-Injektion bei Immunisierung in den Organen Lymph-

knoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c+f) bis zu 20 Tage nach Immunisierung
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3.5.1. Analyse tetramerpositiver T-Helfer-Zellen im Lymphknoten

In den Popliteallymphknoten gesunder Mause finden sich im Mittel etwa
7,352*10° (SEM 0,602*103) Tm-PLP+/CD4+ Lymphozyten, was einer relativen
Zellzahl von 0,312 % (SEM 0,024) entspricht (Rohdaten Abb. 20a).

Fir SJL-Mause mit PTX-Injektion ergibt sich folgender Verlauf: es erfolgt vor
allem ab dem zweiten Tag nach Immunisierung ein zlgiger Anstieg der Tm-
PLP+/CD4+ Zellen auf 66,209*10° (SEM 4,568*10°) (Rohdaten Abb. 20b).
Auffallend ist hier der Vergleich mit der relativen Zellzahl, da diese ihren Hohe-
punkt mit 0,853 % (SEM 0,080) schon zwei Tage friher, also am Tag 4 erreicht.
Nach einem Abfall der absoluten Zellzahl am Tag 8 auf 43,396*10° (SEM
4,514) zeigt sich ein erneuter Anstieg am Tag 10 auf 106,251*10° (SEM
22,843*10%). Allerdings lassen neben der hohen Standardabweichung dieses
Wertes von Uber 20 auch der kontinuierliche Abfall der relativen Zellzahl bis
zum Tag 10 auf 0,509 % (SEM 0,035) und die parallel sehr hoch gemessene
Gesamtlymphozytenzahl an Tag 10 in den Lymphknoten (vgl. Abb. 16) an die-
sem doch hohen Wert zweifeln. Zudem steigt die absolute Zellzahl Tm-
MBP+/CD4+ am Tag 10 Uber ein zu tolerierendes Mal} annahernd parallel an,
was ebenfalls gegen einen so hoch gemessenen Wert der absoluten Zellzahl
an Tag 10 spricht. Den Wert an Tag 10 aufden vor gelassen, fallt die absolute
Zahl Tm-PLP+/CD4 Zellen Uber Tag 12 und 14 auf dann 32,758*10° (SEM
3,132*10%) Zellen ab. Erst am 20. Tag nach Immunisierung zeigt sich ein wie-
derholter Anstieg auf 70,961*10° (SEM 20,597) Zellen, ebenfalls ein Wert mit
etwas hoherer Standardabweichung. Fur die relative Zellzahl stellt sich vom
Tag 10 zum Tag 12 ein zunehmend rascherer Abfall auf 0,219 % (SEM 0,005)
dar, gefolgt von einer leichten Zunahme bis zum Tag 20 mit 0,311 % (SEM
0,065).
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Abb. 20: Darstellung der LKN-Rohdaten zu folgenden Versuchsansitzen: Maus d0 Tm-
PLP/CD4 (a), Maus d6 +PTX Tm-PLP/CD4 (b), Maus d6 +PTX Tm-MBP/CD4 (c), Maus d6 —
PTX Tm-PLP/CD4 (d) (Unspezifische Bindung in b und d rechter unterer Quadrant, frag-

lich an Monozyten)

Bei der Versuchsgruppe ohne PTX-Gabe zur Immunisierung ergaben die Mes-
sungen die nachfolgend beschriebenen Verlaufe: Ausgehend vom Wert gesun-
der Mause wird auch hier der erste Maximalwert der absoluten Zellzahl mit
51,330*10° (SEM 5,035*10%) am 6. Tag erreicht (Rohdaten Abb. 20d). Es folgt
ein leichter Riickgang bis zum Tag 8 (34,252*10% (SEM 1,692*10%)), worauf sich
dann am Tag 12 ein zweiter, jetzt aber weniger ausgepragter Hohepunkt von
49,604*10° (SEM 5,813*10%) ergibt. Nach einem erneuten Riickgang am 14.
Tag erreicht die absolute Zellzahl am Tag 20 einen Wert von 74,482*10° (SEM
10,653*10°) Zellen. Die relative Zellzahl, ausgehend von 0,312 % (SEM 0,024)

bei gesunden Mausen, zeigt im 20-tagigen Verlauf nur eine besondere Auffal-
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ligkeit: Am Tag 6 nach Immunisierung ergibt sich eine steile an- und auch ab-
steigende Spitze mit 0,807 % (SEM 0,106). Vor und nach Tag 6 pendelt die

relative Zellzahl zwischen Werten von 0,3 % und 0,5 %.

Tm-PLP+/CD4+ Zellen Tag 6, Rel. ZellzahITm-PLP+/CD4+
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Abb. 21: Vergleich der absoluten Zellzahl im LKN zwischen beiden Versuchsgruppen an
Tag 6 (a) sowie der relativen Zellzahl an Tag 4 (b).

Abb. 21 soll zusammenfassend nochmals zwei wichtige Punkte hervorheben:
Bei beiden Versuchsgruppen ist der erste Hohepunkt der absoluten Zellzahl an
Tag 6, wobei die absolute Zellzahl bei Mausen mit PTX-Injektion um ca. 14*10°
Zellen hoher lag. Der am eindeutigsten auffallende Unterschied liegt im Errei-
chen des ersten Maximalwertes der relativen Zellzahl. Dieser wird bei Mausen
mit PTX-Injektion am Tag 4 um zwei Tage friher erreicht als bei Mausen ohne
PTX-Injektion. Es soll an dieser Stelle nochmals erwahnt werden, dass erste
Krankheitssymptome bei Mausen mit PTX-Gabe nicht vor Tag 10 p.i. auftreten
und die Erkrankung bei langerer Beobachtung in Schiuben verlauft. Aufgrund
des Beobachtungszeitraums fallt es somit schwer, den bei beiden Versuch-
gruppen auftretenden Anstieg der absoluten Zellzahl zum Tag 20 im Hinblick
auf einen erneuten Krankheitsschub zwischen Tag 20 und 30 p.i. (vgl. Abb. 9)

zu untersuchen.

3.5.2. Analyse tetramerpositiver T-Helfer-Zellen in der Milz

Die Milz gesunder SJL-Mause enthalt im Mittel 50,370*10° (SEM 2,354*10%)
Tm-PLP+/CD4+ Lymphozyten, was einer relativen Zellzahl von 0,412 % (SEM
0,041) entspricht (Rohdaten Abb. 22a).

Bei Mause mit PTX-Injektion zeigte sich der im folgenden beschriebene Verlauf:
Zwischen den Tagen 2 und 4 entwickelte sich ein Anstieg der absoluten Zahl
Tm-PLP+/CD4+ um das Dreifache auf dann 145,702*10° (SEM 12,901*10°)
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Zellen (Rohdaten Abb. 22b). Fast ebenso schnell erfolgt ein Absinken der Zell-
zahl bis zum Tag 8 p.i. auf 84,972*10° (SEM 11,476*10°). Nach kurzem Peak
am Tag 10 p.i. fallen die PLP-spezifischen CD4+ Zellen bis zum Tag 14 suk-
zessive auf 38,989*10° (SEM 6,104*10%), um wiederum am Tag 20 nach Immu-
nisierung einen Wert von 81,439%10° (SEM 22,819*10°) zu erreichen. Analysiert
man die relative Zellzahl fur diese Versuchsgruppe, so erhalt man einen anna-
hernd spiegelbildlichen Verlauf. Das Maximum von 0,684 % (SEM 0,075) wird
ebenfalls an Tag 4 p.i. erreicht. Nach Absinken und zweitem kleineren Anstieg
am Tag 10 findet man auch dann einen deutlichen Ruckgang bis zum Tag 14
auf 0,290 % (SEM 0,027), gefolgt von einem erneuten Aufschwung der relativen
Zellzahl bis zum 20. Tag p.i. mit 0,563 % (SEM 0,134).

Die zur Kontrolle mitgefuhrte Untersuchung von Tm-/MBP+ T-Zellen ergibt
durchweg Werte auf niedrigem Niveau (Rohdaten Abb. 22c).

Die Versuchsgruppe der Mause ohne PTX-Injektion ergab folgende Zellzahlver-
laufe: Vom Ausgangswert einer gesunden Maus entwickelt sich bis zum 4. Tag
p.i. (Rohdaten Abb. 22d) nur ein zdgerlicher Anstieg der absoluten Zahl Tm-
PLP+/CD4+ Zellen. Erst zum Tag 6 stellt sich eine etwas steilere Zunahme der
Zellzahl auf 107,543*10° (SEM 12,966*10°) dar. AnschlieRend dezimiert sich
die Population bis zum Tag 10 wieder auf 57,863*10%( SEM 9,499*10°%). Nach
erneuter Zunahme zum Tag 14 auf dann 95,067*10° (SEM 19,179*10%) ergibt
sich ein maRiger Rickgang auf 72,033*10° (SEM 9,798*10% am Tag 20 p.i..
Auch hier findet man bezlglich der relativen Zellzahl einen vergleichbaren Ver-
lauf mit erstem HOhepunkt an Tag 6 mit 0,949 % (SEM 0,138). Im Anschluss
erstreckt sich der Abfall der relativen Zellzahl bis zum Tag 12 p.i. hin, hier findet
man dann 0,597 % (SEM 0,077) Tm-PLP+/CD4+ Zellen. Nach Erreichen des
zweiten Spitzenwertes von 0,805 % (SEM 0,095) an Tag 14 gibt die relative
Zellzahl zum Tag 20 wieder auf 0,740 % (SEM 0,122) nach.

Betrachtet man zur Kontrolle die Verlaufe fir Tm-MBP+/CD4+ Zellen, so findet
man nur in der Analyse der relativen Zellzahl in der Versuchsgruppe ohne PTX
an Tag 14 einen Wert, der auffallig den Verlauf der Tm-PLP+/CD4+ Zellen
imitiert und zudem eine zu stark ausgepragte Standardabweichung aufweist.
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Abb. 22: Darstellung der Milz-Rohdaten zu folgenden Versuchsansatzen: Maus d0 Tm-
PLP/CD4 (a), Maus d4 +PTX Tm-PLP/CD4 (b), Maus d4 +PTX Tm-MBP/CD4 (c), Maus d4 —
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Abb. 23: Vergleich der absoluten Zellzahl in der Milz zwischen beiden Versuchsgruppen

an Tag 4 (a), sowie der relativen Zellzahl an Tag 6 (b).
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Abb. 23 veranschaulicht nochmals zwei wichtige Punkte dieses Versuchsab-
schnittes: Im Bezug auf die absolute Zellzahl erfolgt der Anstieg in der Gruppe
mit PTX-Injektion zwei Tage friher und in deutlich hdherem Ausmal} verglichen
mit dem Maximum an Tag 6 in der Gruppe ohne PTX-Injektion. Betrachtet man
die Analyse der relativen Zellzahlen, so findet man das erste Maximum in der
Gruppe mit PTX-Injektion mit Tag 4 p.i. ebenfalls um zwei Tage friher. Umge-
kehrt weist die Gruppe ohne PTX-Injektion allerdings hohere relative Zellzahlen,

vor allem am Tag 6, auf.

3.5.3. Analyse tetramerpositiver T-Helfer-Zellen im ZNS

Basierend auf den Ergebnissen aus den Kapiteln 3.3.3 und 3.4.3 ergibt sich,
dass in der Gruppe ohne PTX-Injektion nur vereinzelt CD4+ Zellen vorkommen,
vergleichbar mit dem Zustand einer gesunden Maus. Verdeutlicht wird dies
nochmals durch die Rohdatendarstellungen fir eine gesunde Maus (Abb. 24a)
und eine Maus ohne PTX-Injektion 10 Tage p.i. (Abb. 24d). Demnach findet
sich in Abb. 19f die Darstellung der relativen Zellzahl nur der Vollstandigkeit
halber.

In der Versuchgruppe der erkrankten Mause nach PTX-Injektion lassen sich bis
einschlieBlich Tag 8 nach Immunisierung ebenfalls, analog einer gesunden
Maus, nur sehr wenige CD4+ Zellen nachweisen. Mit der Expansion der CD4-
Zellzahl ab Tag 10 nach Immunisierung findet man im ZNS erkrankter Mause
durchschnittlich 13,352*103 Tm-PLP+/CD4+ Zellen (SEM 2,942*103) entspre-
chend 4,809 % (SEM 0,527) der Gesamtzahl CD4+ Zellen. Nach gleich blei-
benden absoluten Werten an Tag 12 (die relative Zellzahl geht auf 2,995 %
(SEM 0,572) zurtck), ergibt sich weitere 2 Tage spater eine leichte Reduktion
auf 8,015*10° PLP+/CD4+ Zellen (SEM 1,5*10%), was nun allerdings wieder mit
einer relativen Zellzahl von 3,516 % (SEM 1,021) verbunden ist. Bis zum 20.
Tag nach Immunisierung wachst die absolute Zahl PLP+/CD4+ Zellen wieder
auf 14,725*10° (SEM 4,146*10%) an — auffallend ist hier ein begleitender Anstieg
der relativen Zellzahl auf 6,018 % (SEM 0,729). Eine fur die Versuchsreihen
reprasentative Darstellung der Rohdaten einer erkrankten Maus 10 Tage nach

Immunisierung ist in Abb. 24b gezeigt.
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Abb. 24c zeigt einen Rohdatensatz mit dem Tm-MBP einer erkrankten Maus
ebenso 10 Tage nach Immunisierung mit PTX als Einzelmessung aus dem
Gesamtverlauf der Tm-MBP+/CD+ Zellen in Abb. 18 und Abb. 19. Beim Analy-
sieren der MBP-Kontrolle fallt auf, dass diese beim Zellverlauf erkrankter Mause
nach PTX-Injektion doch parallel der PLP-Kurve mitreagiert. Man misst hier Tm-
MBP+/CD4+ Zellzahlen von maximal 4,681*10° Zellen (SEM 1,389*103). Scho-
ner ware es, wenn sich auch hier durchweg Zellzahlen auf niedrigstem Niveau
gezeigt hatten. Erklaren Iasst sich diese Mitreaktion hdchstwahrscheinlich durch
einen niedrigen Anteil unspezifisch gebundener Tetramere, verursacht durch
die doch aufwendige und nicht gerade ,zellfreundliche® Aufbereitung und Isola-
tion der ZNS-Lymphozyten. Bleibt in der Summe der durchweg deutliche Unter-
schied zwischen den Kurven der Tm-PLP+ und Tm-MBP+ CD4-Zellen.
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Abb. 24: Darstellung der ZNS-Rohdaten zu folgenden Versuchsansitzen: Maus d0 Tm-
PLP/CD4 (a), Maus d10 +PTX Tm-PLP/CD4 (b), Maus d10 +PTX Tm-MBP/CD4 (c), Maus
d10 —PTX Tm-PLP/CD4 (d) (Keine unspezifische Bindung in b und d rechter unterer Qua-
ndrant im ZNS im Vergleich zu Abb. 20)

3.6. Phanotypisierung der CD4 positiven Lymphozyten bezuglich der
Aktivierungsmarker CD44 und CD69

Ausgehend von der Differenzierung und Identifizierung der PLP-Antigen spezifi-
schen Zellen erfolgt in den weiteren Abschnitten deren Phanotypsierung bezlg-
lich unterschiedlicher Antigene und Proteine auf der Zelloberflache. Ziel dieser
weiteren Klassifizierung ist es, von den exprimierten Zellmembranproteinen auf
verschiedene Zellfunktionen, Zellzustande oder Zugehdrigkeiten zu bestimmten

Subpopulationen Rickschllisse zu ziehen.
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In diesem Unterkapitel sind zwei Phanotypenmarker zusammengefasst: CD44
und CD69. Beide Antigene lassen sich in der Gruppe der ,Aktivierungsmarker®

subsummieren.
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Abb. 25: Darstellung der CD44 Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen im
Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c)

Abb. 25 stellt die Expression des Markers CD44 dar. Im Lymphknoten einer
gesunden Maus findet man durchschnittlich eine CD44 Expression von 20%. Es
zeigt sich fur die PLP-spezifischen CD4 Zellen bei PTX-immunisierten Mausen
mit 76,6 % (SEM 3,0) an Tag 6 eine deutlich hdhere und frihere Expression als
bei Mausen ohne PTX-Gabe, wo sich mit 62,3 % (SEM 3,5) das Maximum erst
an Tag 8 einstellt (siehe auch Abb. 26a). Umgekehrt verhalt es sich im weiteren
Verlauf: Nach PTX-Immunisierung fallt ab Tag 10 die CD44-Expression wieder
auf Werte um 40-45 % ab, wohingegen bei nicht erkrankten Mausen sich ein
Expressionsniveau zwischen 50 und 60 % halt (siehe auch Abb. 26b). Ausge-
wahlte Rohdaten fur die CD44-Expression im Lymphknoten an Tag 0 und Tag 6
sind in Abb. 27 (a und b) gezeigt. Bei beiden Versuchsgruppen bleibt die Ex-
pression von CD44 in der Population der Tm-PLP-/CD4+ Zellen vom Ausmalf
deutlich unter derer der PLP-spezifischen CD4 Zellen zurlick. Es werden jeweils

nur Werte um 30-35 % an den Tagen 6-8 nach Immunisierung erreicht.
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Ausgehend von der Milz einer gesunden Maus mit einer Expression von CD44
zwischen 60 und 65 % steigt bei PTX-immunisierten Mausen die CD44-
Expression auf Tm-PLP+/CD4+ Zellen bis auf 81 % (SEM 2,0) an Tag 20 an.
Ohne PTX-Gabe zur Immunisierung erreicht die Expression von CD44 ein Ni-
veau von 80 bis 85 % schon ab Tag 4 (siehe auch Abb. 26c¢).

Am auffalligsten prasentiert sich die CD44-Expression im ZNS erkrankter Mau-
se: Hier findet man eine nahezu 100% Expression des CD44 Molekuls auf PLP-
spezifischen CD4-Zellen bei ebenfalls ungefahr 90 bis 95 % Expression auf der

restlichen CD4-Zellpopulation (Rohdaten hierzu in Abb. 27c).
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Abb. 26: Vergleich der CD44 Expression auf Tm-PLP+ CD4 Zellen zwischen beiden Ver-
suchsgruppen (+PT/-PT) fiir folgende Versuchsansiatze: LKN, d6 (a), LKN, d14 (b) und
Milz, d6 (c)
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Abb. 27: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die CD44 Expression der Versuchs-
gruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsanséatze (obere Reihe fiir Tm-PLP-/CD4+
Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphknoten d6
(b+e) und ZNS d12 (c+f)

Im folgenden sind in Abb. 28 die Expressionsverlaufe des auch als ,early acti-

vation marker” bezeichneten Molekulls CD69 dargestellt.
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Abb. 28: Darstellung der CD69 Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen im
Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c)

In den Popliteallymphknoten gesunder Mause findet man ein niedriges Expres-
sionslevel von ca. 5-8 %. In beiden Versuchsgruppen zeigt sich in der Populati-
on der PLP-spezifischen Zellen ein rascher Anstieg schon bis zum 4. Tag nach
Immunisierung mit dann 36,6 % (SEM 1,1) fur die Gruppe mit PTX-Gabe und
33,3 % (SEM 4,3) fur die Vergleichsgruppe. Bei erkrankten Mausen fallt die
CD69 Expression nach einem etwa gleich bleibenden Niveau um 30% an Tag
14 plotzlich auf 21,1 % (SEM 3,8) — die Reduktion setzt sich weitere 4 Tage
spater auf 17 % (SEM 3,5) fort. Im Gegensatz dazu bleibt bei den gesunden
Mausen der Versuchsgruppe ohne PTX-Injektion der Expressionsgrad von
CD69 bis zum Tag 20 auf Werten um durchschnittlich 35 %.

Bei den Tm-PLP-/CD4+ Zellen wurde bei beiden Versuchsreihen ein angedeu-
tet zweigipfeliges Verhalten mit jeweils wenig Expressionszuwachs gemessen.
Nach Immunisieren mit PTX findet man hier Maxima mit 17,5 % (SEM 0,7) und
16,9 % (SEM 1,4) an den Tagen 4 und 10, bei der Vergleichsgruppe ohne PTX
mit 20,3 % (SEM 1,3) und 19,1 % (SEM 2,1) an den Tagen 4 und 12. Ohne
PTX-Injektion finden sich die umschriebenen Maxima an den Tagen 4 und 12
mit 20,3 % (SEM 1,3) beziehungsweise 19,1 % (SEM 2,1). Die Rohdaten zur
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CD69 Expression in den Lymphknoten einer Maus mit PTX-Gabe sind fur die
Tage 0 und 6 in Abb. 29 (a, b und d, e) gezeigt.

Bei Analyse der CD69 Expression in der Milz fanden sich in gesunden Mausen
im Schnitt Werte zwischen 11 und 13 %. Es konnte keine Erklarung gefunden
werden, warum bei gesunden Mausen bei Betrachtung der Tm-PLP+/CD4+
Zellen eine auffallend hohere Expression von bis zu 30 % gemessen wurde.

In Mausen mit PTX-Injektion fallt die CD69 Expression auf PLP-spezifischen
CD4 Zellen bis zum Tag 8 auf 21,7 % (SEM 3,0). Erst anschlieend findet man
wieder einen Anstieg der Expression uber einen ersten Gipfel am Tag 12 mit
28,3 % (SEM 3,3) auf 36,4 % (SEM 5,2) an Tag 20. Nahezu parallel verlauft die
Expressionskurve der Tm-PLP-/CD4+ Zellen mit einem Niveau von 10 bis 15 %
unterhalb derer der PLP-spezifischen CD4 Zellen.

In der Versuchgruppe ohne PTX-Gabe bei Immunisierung ergab sich in der Milz
folgende CD69 Expression: PLP-spezifische T-Helfer-Zellen halten bis zum 4.
Tag nach Immunisierung lhre Expression von dann 35,8 % (SEM 6,2), um diese
anschlieBend bis zum Tag 8 auf 21,7 % (SEM 3,0) abzubauen. Es zeigt sich
eine erneute Hochregulation der CD69 Expression auf 39,5 % (SEM 6,4) an
Tag 12, gefolgt von einem kontinuierlichen Ruckgang auf 28,2 % (SEM 4,4) an
Tag 20. Tm-PLP-/CD+ Zellen vollziehen auch hier den Expressionsverlauf der
PLP-spezifischen Zellen auf einem ca. 10 % niedrigeren Niveau nach. Allein der
zuvor beschriebene Anstieg an Tag 12 ist hier nur minimal ausgepragt.
Interessant stellt sich fur die Expression von CD69 die Datenlage im ZNS dar.
Von allen PLP-spezifischen Zellen im ZNS einer erkrankten Maus prasentieren
zwischen 75 und 85 % der Zellen durchweg das CD69 Antigen. Im Unterschied
zum Expressionsverhalten von CD44 findet man auf Tm-PLP-/CD4+ Zellen das
CD69 Molekul ansteigend im Krankheitsverlauf nur auf durchschnittlich 45 bis
60 % der Zellen. Exemplarisch sind Rohdaten der CD69 Expression im ZNS
einer erkrankten Maus 12 Tage nach Immunisierung in Abb. 29 (c und f) ge-

zeigt.
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Abb. 29: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die CD69 Expression der Versuchs-
gruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsanséatze (obere Reihe fiir Tm-PLP-/CD4+
Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphknoten d6
(b+e) und ZNS d12 (c+f)

3.7. CD40 Ligand Expression der CD4 positiven Zellen in Peripherie
und ZNS

Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit der Phanotypisierung beztglich des Anti-
gens CD40 Ligand (CD40L), auch bekannt als CD154. Wie der Name des
Membranmolekulls schon beinhaltet, gibt es einen Gegenspieler, vielmehr
Kommunikationspartner: das CD40 Antigen. Beide Partner spielen als kostimu-
latorische Molekile eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion verschiedener
Zellpopulationen. Abb. 30 zeigt die Verlaufe der CD40L Expression in den un-
tersuchten Organen beider Versuchsgruppen.

Bei gesunden Mausen misst man in den Lymphknoten bei der Gesamtpopulati-
on an CD4+ Zellen eine extrem niedrige Expression von CD40L von 2-3 %.

In der Versuchgruppe mit PTX-Gabe steigt die CD40L Expression auf Tm-
PLP+/CD4+ Zellen vor allem ab dem 2. Tag nach Immunisierung langsam auf
7,7 % (SEM 2,7) am Tag 8 an. Darauf folgend ergibt sich eine zurlickgehende
Expression bis zum Tag 14 mit nur noch 3,0 % (SEM 0,8), wiederum gefolgt
von einer maRigen Zunahme auf 4,3 % (SEM 3,6) an Tag 20 (allerdings mit
grolRer Standardabweichung in Relation zum gemessenen Wert). In der Popula-
tion der Tm-PLP-/CD4+ Zellen gibt es bis auf einen Ausreil3er am Tag 8 mit 6,0
% (SEM 2,4) CD40L Expression keine auffallenden Schwankungen. Abb. 31 (a,
b und d, e) zeigt eine ausgewahlte Rohdatendarstellung der CD40L Expression

in Lymphknoten einer mit PTX immunisierten Maus an den Tagen 0 und 6.
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Abb. 30: Darstellung der CD40L Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen im
Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c)

Ohne PTX-Injektion zur Immunisierung zeigt sich in den Lymphknoten bezlg-
lich der CD40L Expression keine merkliche Dynamik.

Bei Betrachtung der Expressionsdaten in der Milz, ausgehend von circa 2,5 %
bei gesunden Mausen, findet man in der PTX+ Versuchsgruppe bei Tm-
PLP+/CD4+ Zellen bis zum Tag 8 (bei nicht zu vernachlassigender Standard-
abweichung) eine etwas hohere Expression (bis 5 %) als bei unspezifischen
CD4 Zellen. Im weiteren Verlauf ist in dieser Gruppe keine Differenz mehr fest-
zustellen. In Mausen ohne PTX-Injektion zeigt sich durchweg eine bis zu 5 %
hohere CD40L Expression in PLP-spezifischen Zellen im Vergleich zur restli-
chen CD4 Zellpopulation.

Das in Bezug auf den Marker CD40L auffalligste Ergebnis fand sich im ZNS.
Hier exprimieren an Tag 10 35,8 % (SEM 6,5) der Tm-PLP+/CD4+ Zellen das
CD40L Antigen. Im weiteren Verlauf wird die Expression bis zum Tag 20 auf
25,9 % (SEM 1,2) herunterreguliert. Auch die Tm-PLP-/CD4+ Zellen weisen in
bis zu 10 % der Falle CD40L durchgehend auf der Zelloberflache auf (ZNS
Rohdaten in Abb. 31 c und f).
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Abb. 31: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die CD40L Expression der Versuchs-
gruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsansatze (obere Reihe fiir Tm-PLP-/CD4+
Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphknoten d6
(b+e) und ZNS d12 (c+f)

3.8. Nachweis von Apoptose beziehungsweise von Oberflachenmar-

kern innerhalb der Apoptosesignalwege

3.8.1. Expression von CD95 (Fas)

Die Aufgabe des CD95 Molekuls (synonym: Fas, APO-1) wurde zuvor in Kapitel
1.6 im Rahmen der Apoptosemechanismen erlautert. Dieser Abschnitt zeigt die
unterschiedliche Expression von CD95 in den Versuchsgruppen.

Analog der Einstellungen und Kompensationsmechanismen des FACS-Gerates
bei der Verwendung anderer FITC-gelabelter Antikdrper wurde zunachst der
Marker M1 (siehe Abb. 33) zur Auswertung der Rohdaten gewahlt. Die Ergeb-
nisse, basierend auf den Marker M1, sind in Abb. 32 dargestellt. Schnell zeigte
sich, dass mit gro3er Wahrscheinlichkeit eine konstitutive Expression des Fas
Molekuls auf der gesamten T-Helfer-Zellpopulation vorliegt. Es finden sich hier
fur alle Organe beider Versuchgruppen, unabhangig von der Antigenspezifitat

der CD4 Zellen, konstant Expressionswerte von uber 85 bis 90 %.
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Abb. 32: Darstellung der CD95 Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen im
Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c) (Marker bei 60 bzw. 350 bezogen auf eine
Auflosung von 256 bzw. 1024)
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Abb. 33: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die CD95 Expression der Versuchs-
gruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsansatze (obere Reihe fiir Tm-PLP-/CD4+
Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphknoten d6
(b+e) und ZNS d12 (c+f)

Bei genauer Betrachtung der Rohdatendiagramme der CD95 Expression im
Lymphknoten im Verlauf von Tag 0 bis Tag 6 nach Immunisierung (Abb. 33 a, d
und b, e) fallt auf, dass ein Teil der CD4 Zellen CD95 noch starker auf der Zell-

membran prasentiert. Zur weiteren Identifizierung wurde der Marker M2 defi-
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niert und daraufhin die Datensatze nochmals auf eine ,CD95-high“ Expression
analysiert. Abb. 34 fasst die CD95high Expression der CD4 Zellpopulationen in

den untersuchten Organen zusammen.
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Abb. 34: Darstellung der CD95 ,,high“ Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen
im Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c) (Marker bei 111 bzw. 477 bezogen auf eine
Auflosung von 256 bzw. 1024)
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Abb. 35: Direkter Vergleich beider Versuchsgruppen beziiglich der CD95high Expression
auf Tm+/CD4+ Zellen in Lymphknoten 6 Tage nach Immunisierung

Demnach nimmt auf PLP-spezifischen CD4 Zellen bei Mausen mit PTX-Gabe
die CD95high Expression steil von 2,7 % (SEM 0,8) bei gesunden Mausen auf
38,3 % (SEM 2,6) an Tag 6 zu. Bei Tm-PLP-/CD4+ Zellen sind es im Vergleich
dazu an Tag 6 nur 20,3 % (SEM 2,6) CD95high tragende Zellen. Innerhalb der
gesamten CD4 Zellpopulation schlie3t sich ein Rickgang der CD95high Ex-
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pression an, allerdings ist dieser bei Tm-PLP+/CD4+ Zellen mit am Ende 24,1
% (SEM 4,1) an Tag 20 starker ausgepragt.

Die Mausgruppe ohne PTX weicht von diesem Verhalten etwas ab: PLP-
spezifische T-Helfer-Zellen erreichen das Maximum der CD95high Expression
verspatet erst an Tag 8 mit 31,1 % (SEM 4,5), gefolgt von einer Herabregulation
auf 25 % (SEM 3,1) an Tag 20. Hier reagieren auch die Tm-PLP-/CD4+ weniger
deutlich mit — nach leichter Zunahme auf 12 % (SEM 1,5) bleibt die CD95high
Expression auf diesem Niveau.

Abb. 35 zeigt nochmals den Unterschied der CD95high Expression in Lymph-
knoten beider Versuchsgruppen 6 Tage nach Immunisierung.

In der Milz stellt sich bei Gabe von PTX eine unregelmalige CD95high Expres-
sion dar. Gesunde Mause beinhalten im Mittel 5-10 % CD95high klassifizierte
CD4 Zellen. Hiervon ausgehend steigt in PLP-spezifischen Zellen die Expressi-
on unregelmafig auf 25 % (SEM 1,9) an Tag 8. Nach leichtem Ruckgang findet
sich an Tag 20 schlieBlich eine Kohorte mit 32,1 % CD95high Expression.
Wenig Bewegung findet man in den Expressionsverlaufen bei Mausen ohne
PTX Injektion. Tm-PLP-/CD4+ Zellen halten im Verlauf Werte zwischen 5 und
20 %. PLP-spezifische CD4 Zellen erreichen mit Tag 10 nach Immunisierung
ein Maximum von 22,7 % (SEM 5,2), welches sie mit minimalen Verlusten bis
zum Tag 20 halten.

Im ZNS erbringen die Messungen die héchste CD95high Expression. PLP-
spezifische CD4-Zellen erkrankter Mause zeigen zu 47,6 % (SEM 4,4) an Tag
10 eine CD95high Expression. Nach gleich bleibenden Verhaltnissen an Tag 12
sinkt diese Zellpopulation Uber Tag 14 und Tag 20 auf dann noch 33,9 % (SEM
5,8). Der Bestand an Tm-PLP-/CD4+ Zellen hat durchweg ab Tag 10 eine
durchschnittlich 25-30% grofde CD95high Zellpopulation.

3.8.2. Expression von CD95 Ligand (Fas Ligand)

Im Rahmen der Apoptosesignaltransduktionswege ist das CD95L Molekul der
Gegenspieler des CD95 (Fas/APO-1) Zellmembranrezeptors. CD95L ist in der
Klassifikation der Antigene auch als CD178 bekannt. Das CD95L Expressions-
verhalten der T-Helfer-Zellpopulationen ist in Abb. 36 aufgefihrt.
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Basierend auf einer CD95L Expression in Lymphknoten gesunder Mause von
unter 2% ergibt sich nach Immunisierung mit PTX ein Anstieg bis zum Tag 4 auf
8,2 % (SEM 1,2) mit nachfolgendem Ruckgang der Expression bis zum Tag 14
auf 0,65 % (SEM 0,4). Am Tag 20 fand sich wieder eine héhere Expression von
6 % (SEM 1,4). Tm-PLP-/CD4+ Zellen zeigen durchweg nur eine Expression
zwischen 1 und 2 %.

Mause ohne PTX zur Immunisierung exprimieren an Tag 6 zu 6,5 % (SEM 1,5)
CD95L. Nach niedrigen Werten um 3,5 % in den nachfolgenden Tagen misst
man an Tag 20 eine Expression von 8,0 % (SEM 1,6). In dieser Versuchsgrup-
pe liegt die hochste Expression von CD95L im restlich CD4 Zellkollektiv an Tag
14 bei 3,8 % (SEM 1,7). Zugehdrige Rohdatenbeispiele fur die CD95L Expres-
sion in Lymphknoten an Tag 0 und 6 sind in Abb. 38 zusammengefasst.
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Abb. 36: Darstellung der CD95L Expression auf Tm-PLP+ und Tm-PLP- CD4 Zellen im
Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung fiir beide Versuchsgruppen in den Organen
Lymphknoten (a+d), Milz (b+e) und ZNS (c)

Bei Analyse der CD95L Expression der Milzlymphozyten ergeben sich bei bei-
den Versuchgruppen ahnlich Verhaltnisse: Die bei gesunden Mausen vorhan-
dene CD95L Expression von 2-4 % erhoht sich auf einen ersten Hohepunkt an
Tag 4 auf ungefahr 7,5 %. Dem nachfolgenden Ruckgang der Expression reiht
sich ein zweiter Gipfel um Tag 10 mit wiederum durchschnittlich 7,5 % an. Tm-
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PLP-/CD4+ Zellen verbleiben jeweils auf einem Expressionsniveau von 2 bis
2,5 %.

Vergleichbar mit den vorherigen Antikdrpern findet sich die hochste Expression
von CD95L auch wieder im ZNS. Tm-PLP+/CD4+ Zellen tragen in erkrankten
Mausen ab Tag 10 maximal 47 % (SEM 4,1) CD95L, wohingegen das restliche
CD4 Zellkollektiv eine Expression von ungefahr 20 % aufweist. Entsprechende
Rohdaten des ZNS zeigt Abb. 38 (c und f).

Erganzend wurde bei diesem Antikorper auch die Expression auf CD4 negati-
ven Zellen analysiert und in Abb. 37 fur die einzelnen Organe zusammenge-
stellt. Hier ergab sich durchweg, dass die CD95L Expression samtlicher CD4

negativer Zellen mit der von PLP-spezifischen CD4 Zellen vergleichbar ist.
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Abb. 37: Vergleich der CD95L Expression aus Abb. 36 mit der Expression von CD95L auf
CD4 negativen Zellen im Verlauf von 20 Tagen nach Immunisierung bei Mausen mit PTX-

Injektion in den Organen LKN (a), Milz (b) und ZNS (c)
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Abb. 38: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die CD95L Expression der Versuchs-
gruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsanséatze (obere Reihe fiir Tm-PLP-/CD4+
Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphknoten d6

(b+e) und ZNS d12 (c+f)
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3.8.3. Apoptosenachweis mittels Annexin V und Propidiumjodid

Im folgenden Abschnitt wird auf Messungen zum Apoptoseverhalten der unter-
schiedlichen CD4 Population eingegangen. Abb. 39 zeigt die Phanotypisierung
bezuglich des Apoptosemarkers Annexin V, auf dessen Bedeutung schon unter
2.2.14 eingegangen wurde. Insgesamt gilt fur alle untersuchten Populationen,
dass in dieser Darstellung nur Propidiumjodid-negative Zellen eingegangen

sind; daraus folgt, dass nekrotische oder schon tote Zellen herausgefiltert wur-

den.
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Abb. 39: Darstellung der Annexin V positiven Tm+/Tm- CD4 Zellen in den Organen LKN
(atd), Milz (b+e) und ZNS (c) fiir beide Versuchsgruppen. Zuvor wurden PI+ und somit
nekrotische bzw. spat apoptotische Zellen ausgegatet.

In nicht immunisierten Mausen findet man durchschnittlich 30,36 % (SEM 7,64)
Annexin V Expression auf PLP-spezifischen Helferzellen. Es findet sich kein
Grund, warum in Lymphknoten wie auch in der Milz Tm-/CD4+ Zellen deutlich
weniger Annexin V auf der Zellmembran tragen (6,82 % (SEM 0,86).

Auffallend in der Gruppe mit PTX-Injektion ist die starke Zunahme von Tag 2
auf Tag 4 mit dann 70,83 % (SEM 1,94). Danach sinkt die Expression bis zum
Tag 10 wieder auf 29,67 % (SEM 8,07), um nach erneutem Gipfel an Tag 12
(46,4 % (SEM 5,24)) und Tiefpunkt an Tag 14 am 20. Tag nach Immunisierung
bei 46,4 % (SEM 8,42) zu liegen.
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In Lymphknoten von Mausen ohne PTX-Gabe steigt die Expression kontinuier-
lich bis zum Tag 10 auf 61,75 % (SEM 6,61) an, sinkt danach Uber 40,8 % an
Tag 12 und 51,4 % an Tag 14 auf am Ende 33,95 % (SEM 2,51) am 20. Tag
nach Immunisierung.

Fir beide Versuchgruppen zeigen Tm-/CD4+ Zellen einen kongruenten Verlauf
mit deutlich darunter liegendem Nieveau.

Vom Ausgangslevel der Annexin V Expression auf Tm+/CD4+ Zellen in der Milz
von etwa 70 % findet man in beiden Versuchgruppen bis zum Tag 10 keine
grofRe Variabilitat. Interessant ist in diesem Zeitraum vor allem die Zunahme der
Expression in der Gruppe ohne Pertussistoxin innerhalb der Population der Tm-
/CD4+ Zellen zwischen Tag 4 und 6 von 20 % auf knapp 50 %.

Wohingegen erkrankte Mause am Tag 14 eine geringe Abnahme der Expressi-
on auf 53,2 % (SEM 2,72) zeigen, findet man bei gesunden Mausen ohne PTX-
Injektion noch eine weitere Zunahme auf bis zu 91,5 % (SEM 1,72) an Tag 12.
FUr das ZNS findet man bei Tm+/CD+ Zellen erkrankter Mause ab Tag 10 eine
Annexin V Expression von 50 % (SEM 5,13), die bis zum Tag 14 weiter auf
62,33 % (SEM 3,87) ansteigt. Tm-/CD4+ Zellen zeigen einen parallelen Verlauf
mit nur geringfugig darunter liegender Expression.

In Abb. 40 ist fur Mause mit PTX-Injektion zu den bekannten Daten der vorheri-
gen Abbildung zusatzlich die Population der CD4+/AnnV+/Pl+ Zellen und damit
nekrotischen bzw. toten Zellen aufgetragen. Nennenswerte Zahlen findet man

hier nur im ZNS mit maximal etwa 17 % der Gesamtpopulation.
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Abb. 40: Im Vergleich zu Abb. 39 zusatzliche Darstellung der CD4+/Ann+/Pl+ Zellen der
Versuchsgruppe mit PTX Injektion in den Organen LKN (a), Milz (b) und ZNS (c)
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Abb. 41 zeigt abschlieRend eine reprasentative Darstellung einzelner Rohdaten
der Versuchsgruppe mit PTX-Injektion fur Lymphknoten an Tag 0 (a+d),
Lymphknoten an Tag 6 (b+e) und ZNS an Tag 12 (c+f).
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Abb. 41: Darstellung der Rohdatendiagramme fiir die Annexin V Expression der Ver-
suchsgruppe mit PTX Injektion fiir folgende Versuchsansitze (obere Reihe fiir Tm-PLP-
/ICD4+ Zellen, untere Reihe fiir Tm-PLP+/CD4+ Zellen): Lymphknoten d0 (a+d), Lymphkno-
ten d6 (b+e) und ZNS d12 (c+f)

3.9. Erganzende Immunfluoreszenzhistologie

Die nachfolgenden Abschnitte zeigen verschiedene immunhistologische Far-
bungen an Gefrierschnitten, die als grundlegende Vorarbeit fur weitergehende
Detailfarbungen in der Arbeitsgruppe dienen. Verwendet wurden gangige Mar-
ker in Einzel- und Mehrfachfarbungen, auf deren Basis in weiteren Arbeiten die

antigenspezifische Komponente der CD4 Zellen integriert werden kdnnte.

3.91. Nachweis CD4 und CD8 positiver Zellen innerhalb von ZNS-Lasionen

Abb. 42 zeigt die Immunhistologie eines Kleinhirns einer erkrankten Maus 14
Tage nach Immunisierung mit PTX in verschiedenen Vergro3erungen. Gefarbt
wurden die Zellkerne mit DAPI sowie CD4 positive Zellen. Zu erkennen sind
Lasionen im Kleinhirnmark, die sich deutlich von den Kleinhirnwindungen abhe-
ben. Auffallend die Anreicherung von CD4 positiven Zellen allein innerhalb der
Lasionen und in der ndheren Umgebung einer Lasion. Die Kernregionen der
Kleinhirnwindungen scheinen von CD4 Zellen frei zu sein. Vor allem Abb. 42c
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zeigt die zirkulare Farbung der CD4 Zellen entsprechend der zellmembrange-
bundenen CD4 Molekule.

Abb. 42: Immunfluoreszenzhistologie einer immunisierten Maus mit PTX-Gabe (d14) aus
dem Kleinhirn: Zellkernfarbung mit DAPI (blau), CD4-FITC (griin) (a: VergroBerung 50x
(MaBstab = 200 pm), b: 100x (MaBstab = 100 ym) und c,d: 200x (MaBstab = 100 ym)

In Abb. 43 sind Farbungen des CD4 und CD8 Antigens unter anderem auch in
einer kombinierten Farbung zu sehen. Auffallend ist, dass CD8 Zellen innerhalb
der ZNS-Lasion eher die Minderheit darstellen. Abb. 43 b untermauert die zell-
membranstandige Anfarbung des CD8 Antigens. Abb. 43 c zeigt im direkten
Vergleich das Verhaltnis von CD4 zu CD8 Zellen innerhalb einer Lasion, wel-

ches eindeutig zugunsten der CD4 Zellen ausfallt.
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Abb. 43 Immunfluoreszenzhistologie einer immunisierten Maus mit PTX-Gabe (d14) aus
dem Kleinhirn: Zellkernfarbung mit DAPI (blau), CD4-FITC (griin), CD8-PE (rot) (a,b:
VergroBerung 200x (MaBRstab = 200 ym), c: 200x optisch (MaBstab = 50 ym, zusatzlich
digital vergroRert)
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3.9.2. Expression der Oberflachenmarker CD44, CD95, B220 und Anfarbung
von Neurofilamenten in ZNS-Infiltraten

Abb. 44: Immunfluoreszenzhistologie einer immunisierten Maus mit PTX-Gabe (d14) aus
dem Kleinhirn, Zellkernfarbung mit DAPI (blau): a,b: CD44-FITC (VergroBerung 50x bzw.
200x, MaBstab = 200 pm bzw. 100 pm), c,d: CD95-FITC (VergroRerung 200x, MaBstab =
100 um), e: B220-PE (VergroBerung 200x, MaBstab = 100 pm), f: Anti-Neurofilament-Cy3
(VergroBerung 200x, MaRstab = 100 pm)

Abb. 44 a und b zeigen die Expression des CD44 Antigens auf dem Hintergrund
eines DAPI gefarbten Kleinhirnschnittes einer erkrankten Maus ebenfalls 14
Tage nach Immunisierung mit PTX. Auffallend ist, dass nahezu die gesamte
Zellpopulation einer ZNS-Lasion das CD44 Antigen exprimiert. Diese Feststel-

lung gilt nicht nur fur die einzelne Lasion, sondern auch ein nicht zu vernachlas-
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sigender Anteil der Zellen in der ndheren Umgebung farben sich deutlich mit
dem Anti-CD44-Antikorper an.

Ein etwas unterschiedliches Ergebnis findet sich fur die Expression des CD95
Molekuls, gezeigt in Abb. 44 c und d: Hier findet man Lasionen die das Fas-
Antigen sowohl nahezu ubiquitar aufweisen, als auch Lasionen mit nur im
Schnitt 30% Expression.

B220, auch bekannt als CD45R ist in Mausen ein B-Zellmarker, der insbeson-
dere im Rahmen der frihen B-Zellentwicklung exprimiert wird und im Rahmen
der Differenzierung zu Plasmazellen herunterreguliert wird. Abb. 44 e demonst-
riert somit das Vorhandensein von B-Zellen im ZNS einer erkrankten Maus. Die
Farbung spiegelt das nur vereinzelte Auftreten von B-Zellen innerhalb einer
Kleinhirnlasion wieder.

Abb. 44 e zeigt eine Farbung von Neurofilamenten innerhalb der Axone und
somit aulerhalb der Lasionen. Neben der Durchfuhrung einer Farbung mit
Sekundarantikdrpern sollte hier eine Mdglichkeit geschaffen werden, flr weitere
Experimente eine bessere anatomische Lokalisation zu den nervalen Strukturen

im Zentralnervensystem zu ermoglichen.

3.9.3. Milzhistologie mit MOMA

In diesem Abschnitt wird auf die anatomische Lokalisation autoimmunologischer
Vorgange innerhalb der Milz eingegangen. Ziel war es, unter Verwendung eines
Antikorpers gegen Makrophagen (MOMA-Cy3 (antimetallophilic macrophages))
speziell die Marginalzone eines Lymphfollikels mittels Immunhistologie darzu-
stellen, um somit eine Abgrenzung der einzelnen Lymphfollikel von der restli-
chen Milzpulpa zu erreichen. Erst dadurch bietet sich die Moglichkeit, das
Migrationsverhalten von T-Helfer- und anderen Zellen in den Versuchsgruppen
zu untersuchen. Ahnliche Experimente unter Verwendung des MOMA-
Antikérpers wurden von Cyster et al. [52] beschrieben. Grundlegend wurden
zunachst HE-Schnitte der Milz von Mausen aus beiden Versuchsgruppen ange-
fertigt. Abb. 45 zeigt fir die Versuchsgruppen reprasentative Ausschnitte der
Milz-HE-Histologie. In der Ubersicht gewinnt man den Eindruck, dass in Mau-
sen ohne PTX-Gabe die Dichte und GroRe der weilen Pulpa und somit des

lymphatischen Anteils der Milz hoher ist als in Mausen mit PTX-Injektion.
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Abb. 45: HE-Histologie der Milz von Mausen d10 nach Immunisierung ohne PTX (a und b)
und mit PTX (c und d) (a, b und ¢ MaRstab = 200 pm, d MaRstab = 100 pm)
Aufbauend auf der beschriebenen HE-Histologie soll anhand immunhistologi-
scher Untersuchungen der in Abb. 46 dargestellte mikrokopisch-anatomische
Aufbau der Milz nachvollzogen werden. Der verwendete MOMA-Antikdrper farbt
hierbei spezifisch Makrophagen innerhalb der ,marginal zone“ an.

Marginalzone

Tmn-\_-ulun of white pulp el Longitudinal section of white pulp

PALS
{mostly T cells)
— central areriole —
margnd sinus

red pulp

Abb. 46: Mikroskopische Anatomie der Milz (Abbildung aus [3])
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Flr Mause ohne PTX-Injektion stellt Abb. 47 eine Sammlung typischer Aus-
schnitte dar.

Abb. 47: Immunfluoreszenzhistologie der Milz einer immunisierten Maus ohne PTX-Gabe
(d10): Zellkernfarbung mit DAPI (blau), CD4-FITC (griin) und MOMA-Cy3 (anti-
metallophilic macrophages) (a: VergroBerung 50x (MaBstab = 500 pym), b: VergroRerung
100x (MaBstab = 100 um), c: VergroBerung 200x (MaBstab = 100 pm))

Auffallend ist die durch MOMA-Antikérperbindung an Makrophagen rot einge-
farbte Marginalzone. In gruner Darstellung die Gruppe der CD4 positiven Zellen
innerhalb der periarteriellen lymphatischen Scheide (PALS), welche sich scharf
von den als Polkappen anmutenden B-Zellregionen abgrenzt. Innerhalb der
PALS sind vor allem in Abb. 47 b die zentral gelegenen Arteriolen als vakuolare
Aussparungen zu erkennen. Vergleichend dazu zeigt Abb. 48 eine Auswahl von
Immunhistologien einer Mausmilz nach Immunisierung mit Pertussistoxin. In der
Gegenuberstellungen findet man die CD4 Zellen hier weniger dicht gelegenen
und von geringerer Anzahl als in Mausen ohne PTX-Gabe. Allerdings lassen die
bis jetzt angefertigten Schnitte mengenmafig nicht eindeutig eine genaue Diffe-
renzierung eines eventuell unterschiedlichen Migrationsverhaltens zu. Sie sind

mehr als grundlegende Arbeit flr weitere Versuche anzusehen.
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Abb. 48: Immunfluoreszenzhistologie der Milz einer immunisierten Maus mit PTX-Gabe
(d10): Zellkernfarbung mit DAPI (blau), CD4-FITC (griin) und MOMA-Cy3 (anti-
metallophilic macrophages) (a: VergroBerung 50x (MaBstab = 500 pym), b: VergroBerung
100x (MaRstab = 100 um), c: VergrofRerung 200x (MaRstab = 100 pm))
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4. Diskussion

Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Rahmen der Publikation Amend et. al ver-
offentlicht und werden im folgenden nicht gesondert zitiert [79].

4.1. Induktion von Autoimmunitat durch Pertussistoxin — Zentral oder

Peripher?

Die zentrale Frage, welche Mechanismen der Induktion von Autoimmunitat

durch Pertussistoxin zugrunde liegen, stellte sich um so mehr nach der Fest-
stellung, dass ohne die Gabe von PTX keine unserer SJL-Mause an einer EAE
erkrankte. Diese Beobachtung beschrankte sich nicht nur auf die fehlenden,
sonst Ublichen Krankheitsmerkmale. Unsere ersten Untersuchungen zeigten,
dass sich weder histologisch, noch immunzytologisch CD4 Zellen, insbesonde-
re spezifisch gegen das Antigen PLP reagierende Zellen, im ZNS finden lassen.
Im weiteren bleibt ungewiss, an welchem Punkt, beziehungsweise an welchen
Punkten im physiologischen Ablauf einer immunologischen Reaktion wie in
unserem Versuchsaufbau Pertussistoxin seine Wirkungen vermittelt. Unter-
schiedliche Denkansatze lassen Hypothesen mit Wirkungsmechanismen ent-
weder an peripheren lymphatischen Zellen, direkt an im ZNS der Mause lokali-
sierten Lymphozyten oder etwa unmittelbar an der Blut-Hirn-Schranke selbst
Zu.

Frahere Untersuchungen durch Amiel [45] und Tonra et al. [46] konnten zeigen,
dass Pertussistoxin Veranderungen im Bereich des zerebralen Gefalisystems
auslost, welche zur Erhdhung der Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fuhren.
Bei Experimenten mit Stimulation von Lymphozyten im mukosa-assoziierten
lymphatischen Gewebe mit PTX konnten Bargatze et al. [80] ebenfalls positive
Wirkungen auf das Migrationsverhalten herausstellen.

Allerdings wird die Wirkung von PTX eben auf die Blut-Hirn-Schranke auch
kontrovers diskutiert. So beschaftigten sich Adamson et al. [81] mit molekularen
Mechanismen an der Blut-Hirn-Schranke. Sie konnten zeigen, dass die ADP-
Ribosylierung von G-Proteinen auf endothelialen Zellen der Blut-Hirn-Schranke
durch PTX zu einer starken Inhibition der Lymphozytenmigration Uber die Blut-

Hirn-Schranke fuhrte. Allerdings blieben andere Wege der Migrationsstimulati-
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on, wie das ICAM-1 Adhasionsmolekul, in ihrer Funktion von der PTX Wirkung
unberuhrt. Hofstetter et al. [82] versuchten, als Ersatz fur Pertussistoxin durch
Setzen einer zerebralen Lasion die Blut-Hirn-Schranke zu durchbrechen, um
praformierten Gedachtniszellen den Weg aus der Peripherie in das ZNS zu
bahnen — auch hiermit konnte keine Erkrankung der Mause erzielt werden.
Unsere Ansatze in diese Richtung basierten auf eigenen Vorarbeiten durch
Bischof et al. [76], durch die gezeigt wurde, dass eine Gabe von PTX nach
peripherer Aktivierung beziehungsweise nach Migration der Zellen ins ZNS zu
keiner Aggravation der Erkrankung fuhrt.

Zur weiteren Prufung einer zentralen Wirkung von PTX an der Blut-Hirn-
Schranke stellten wir zunachst die Frage, ob die Wirkung von PTX auch bei
einer verspateten Gabe erst an Tag 6 nach Immunisierung mit PLP ohne PTX-
Gabe ausreicht, um eine EAE zu induzieren. Hintergrund war die Uberlegung,
dass eine Gabe nur wenige Tage vor dem eigentlichen Krankheitsbeginn, also
kurz vor dem eigentlichen Zeitpunkt einer zerebralen Migration der spezifischen
T-Zellen, Uber eine mogliche Wirkung an der Blut-Hirn-Schranke zur Erkran-
kung fuhrt. Nach nur wenigen Versuchsansatzen (Daten nicht gezeigt) konnten
wir feststellen, dass mit diesem Schema keine EAE-Induktion innerhalb der
zwanzigtagigen Untersuchungsdauer moglich war. Dies steht zudem im Ein-
klang mit der Tatsache, dass Pertussistoxin nicht zwingend zur Induktion einer
EAE notwendig ist. Bei EAE-Induktion durch ,adoptiv transfer“-Protokolle Uber-
winden antigenspezifische T-Zellen in Abwesenheit von PTX die Blut-Hirn-
Schranke zum ZNS [83].

In unseren weiteren Uberlegungen und Versuchen stellten wir die Wirkung von
Pertussistoxin an Lymphozyten in der Peripherie in den Mittelpunkt.. Speziell in
dem von uns verwendeten Tiermodell konnten Anderson et al. [36] zeigen, dass
in SJL-Mausen CD4-Zellen mit T-Zellrezeptoren spezifisch fur das PLP 139-151
Antigen in grélerer Anzahl vorhanden sind als T-Zellen mit anderer Spezifitat.
Durch Farbung der antigenspezifischen T-Helfer-Zellen ergab sich im Folgen-
den die Moglichkeit Uber Aktivierungsmuster und Phanotypisierung genauere
Aussagen zu treffen.
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4.2. Pertussistoxin fuhrt zur fruheren Aktivierung von CD4 Zellen in

Lymphknoten

Unsere Versuche konnten zeigen, dass die Gabe von Pertussistoxin zu einer
friher eintretenden Population der antigenspezifischen Zellen innerhalb der
drainierenden Lymphknoten fihrt. Mit einem Maximum an Tag 4 nach Immuni-
sierung, bezogen auf die relativen Zellzahlen, findet sich der Hohepunkt zwei
Tage fruher als bei Mausen ohne PTX-Gabe. Ebenfalls zu sehen ist die ver-
starkte Population an der héheren Wachstumsrate bis zum Erreichen des Ho-
hepunktes an Tag 6, welche insbesondere fur die absolute Zellzahl in der PTX-
Gruppe deutlicher ausfallt. Hier sei nochmals an Abb. 21 verwiesen. Zusatzlich
zur Erkennung des Antigens durch Immunzellen, welche innerhalb der Gruppe
ohne PTX-Gabe zur Population von antigenspezifischen CD4-Zellen fuhrt,
scheint PTX zusatzlich einen wachstumsférdernden Einfluss zu nehmen. Dar-
uber hinaus ist interessant, dass die Wirkung des Toxins schon zu Beginn des
Beobachtungszeitraums, also an den Tagen 0O bis 6, zu Unterschieden inner-
halb der Versuchsgruppen flihrt. Dies ist auch entsprechend der Beobachtung,
dass eine spate Gabe von Pertussistoxin, zumindest bezlglich der Krankheits-
entwicklung keine Auswirkungen hat. Uber die Steigerung der Gesamtzellzahl
hinaus stellt sich die Frage, welche Eigenschaften der einzelnen Zelle, veran-
dert durch Pertussistoxin, zur Entwicklung von Autoimmunitat im ZNS fahren.

Die beschriebene, wachstumsféordernde Wirkung des Toxins findet auch Aus-
druck im Aktivierungsverhalten dieser PLP-spezifischen Zellen im Lymphkno-
ten. Betrachtet man die Analyse des Aktivierungsmarkers CD44, einem Zellad-
hasionsmolekul, so findet man fur die PTX Gruppe sowohl einen rascheren
Anstieg der Zellaktivierung, als auch ein um circa 15% hoheres absolutes Akti-
vierungsniveau. Keine Unterschiede zeigten sich hier bei Betrachtung von
CD69. Zelladhasionsmolekule, wie in unserem Experiment CD44, stellen im
Extravasationsprozess durch die Blut-Hirn-Schranke wichtige Schaltstellen und
Funktionsmoleklle dar. Denkbar ist durchaus, dass im Zusammenspiel mit
anderen Zellparametern ein Expressionsniveau von Aktivierungsmarkern in
bestimmter Auspragung und zeitlicher Ubereinstimmung zu anderen Vorgangen

mit ausschlaggebend fur eine Extravasation ist. Vergleichbare Wirkungen von
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Pertussistoxin auf das Populations- und Aktivierungsverhalten fanden Papay-
annopoulou et al. [51] fur die Mobilisierung von hamatopoetischen Stammzel-
len. Zudem konnte durch Papayannopoulou dargestellt werden, dass es sich
bei der PTX-Wirkung um einen langlebigen Effekt handelt, der durch die lang-
same Abgabe des PTX von Erythrozyten erreicht wird.

Weitere Versuche in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass PTX vor allem zur
Induktion einer Th1-basierten Immunreaktion fuhrt. Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch von Shive et al. [41] beschrieben, die die Wirkung von PTX bei
Immunisierung mit Huhnereiweily in inkomplettem Freund’schen Adjuvants
untersuchten. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen werden hier die Wirkun-
gen von PTX als indirekt, durch Antigen prasentierende Zellen vermittelt, be-
schrieben, da Shive et al. auf T-Zellen keine Veranderung der Aktivierungsmar-
ker CD69 und CD44 feststellen konnten.

Auffallend an unseren Ergebnissen ist, dass gerade in der Gruppe mit PTX-
Injektion das zuvor erreichte Aktivitatsniveau schon nach Erreichen des Hohe-
punktes wieder abzufallen beginnt. Orientiert man sich an den Ergebnissen der
CD44 Phanotypisierung (siehe Abb. 25), so verbleiben antigenspezifische Zel-
len ohne PTX-Injektion auf konstantem Niveau nach dem Aktivitatshohepunkt.
Dieses Phanomen zeigt sich auch in der Markeranalyse von CD69, wo eben-
falls bis zum Tag 20 hin das Aktivitatsniveau bei Mausen mit PTX absinkt. Beim
Vergleich mit den Gesamtzellzahlen antigenspezifischer CD4+ Zellen im
Lymphknoten, wo sich ab Tag 8 nur minimal geringere Zahlen in der Gruppe mit
PTX finden lassen, bleibt hier offen, ob sich dieser Unterschied durch Herunter-
regulation der Marker, also Aktivitatsverlust, oder durch zahlenmafig kompen-

siertes Migrationsverhalten (gegebenenfalls auch mit Apoptose), erklaren lasst.

4.3. Verhalten von antigenspezifischen CD4+ Zellen in der Milz

4.31. PTX verhindert nicht das Eintreten von CD4+ Zellen in die weille Milz-
pulpa

Entgegen fruheren Puplikationen durch Cyster et al. [52] zeigten sich in unseren

Versuchen mit immunhistologischer Darstellung der weiflen Milzpulpa durch

MOMA-Antikorper (vergleiche Kapitel 3.9.3) keine wesentlichen Unterschiede in
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der Menge und Verteilung von CD4+ T-Lymphozyten innerhalb der Milz. Cyster
et al. berichteten, dass durch Pertussistoxinwirkung eine Unterdrickung der T-
Zellakkumulation innerhalb der Milz erreicht wirde. Dies sollte Erklarung fur
eine verstarkte Krankheitsinduktion durch die vermehrt zirkulierenden Zellen
sein. Passend zu unseren histologischen Ergebnissen der MOMA-Farbung ist
die Vermutung, dass die Milz als Station zwischen Lymphknoten und ZNS fun-
giert. Wie im folgenden Abschnitt diskutiert wird, finden wir, vollkommen im
Gegensatz zu Cyster et al., eine stete Zunahme der antigenspezifischen
lymphatischen Zellen in der Milz. Diese Beobachtung legt im weiteren die Frage
nahe, ob die Milz nur als Zwischenstation der ,Zellwanderung zum ZNS* auftritt
oder ob in der Milz ferner wichtige Veranderungen am Phanotyp der Zelle statt-

finden, die fur die Autoimmunitat im ZNS verantwortlich sind.

4.3.2. PTX fuhrt innerhalb der Milz zur erhohten Gesamtzellzahl von Lym-

phozyten, T-Helfer-Zellen und PLP-spezifischen CD4+ Zellen

Betrachtet man die Populationsdynamik samtlicher Immunzellen in der Milz, so
fallt auf, dass neben der Gesamtpopulation aller lymphatischer Zellen, auch die
Subpopulationen (CD4+, Tm-PLP+/CD4+) innerhalb der Gruppe mit PTX Gabe
einen signifikanten Anstieg um Tag 4 zeigen. Auch wenn prozentual in beiden
Gruppen CD4+ Zellen einen ahnlich groRen Anteil der Gesamtlymphozyten von
ca. 20-25 % ausmachen, sticht die um 30% hohere Anzahl PLP-spezifischer
CD4+ Zellen heraus.

Ahnliche Ergebnisse in Bezug auf die Verteilung antigenspezifischer T-Zellen in
der zeitlichen Dynamik der EAE zeigten Hofstetter et al. [84] fUr die Milz im
Modell der EAE mit MBP. Im Unterschied zu unserer Technik wurde hier mittels
IFN-y ELISPOT gezeigt, dass bei zunachst 3 Spots (Millionen) spezifischen
Zellen vor Immunisierung eine Zunahme auf 87 bis 137 Spots (Millionen) statt-
fand. Aufgrund der Tatsache, dass die Popliteallymphknoten der Milz schon
aufgrund des anatomischen Kreislaufs vorgeschaltet sind, ist davon auszuge-
hen, dass zunachst Zellen aus den Lymphknoten in die Milz eingewandert sind.
Ebenfalls zeigt sich hier, unabhangig vom zahlenmaligen Unterschied der
beiden Versuchsgruppen, der um 2 Tage friher eintretende Hohepunkt in der

Gruppe mit PTX. Zum Zeitpunkt des Maximums in der Milz muss beim Ver-
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gleich mit den Zellzahlen der Lymphknoten neben Zunahme durch Migration
auch eine Vermehrung der Zellen innerhalb der Milz stattgefunden haben. Ver-
gleichend zwischen beiden Versuchsgruppen zeigen hingegen die Aktivitats-
marker CD44 und CD69 keine kennzeichnenden Unterschiede. Nimmt man
Wachstums- und Aktivierungsverhalten der Immunzelle zusammen, so scheint
die Milz nicht als einfaches ,Zwischenlager” auf dem Weg zum ZNS zu dienen.
Auch wenn wir in Bezug auf Aktivierungsverhalten keine Unterschiede aufzei-
gen konnten, ist die Tatsache einer Zellpopulation Zeichen einer deutlichen
Einflussnahme auch auf die einzelne Zelle. Interessant wird hier in Zukunft die
Analyse weiterer Phanotypisierungsmarker zur Klassifikation der einzelnen

Zelle innerhalb der Milz sein.

4.3.3. CD4+ und PLP-spezifische CD4+ Zellen wandern unter PTX Gabe von
der Milz ins ZNS

Interessanterweise zeigt sich parallel zum Erkrankungsbeginn der Versuchtiere
mit PTX eine deutliche Abnahme der Lymphozytenpopulationen in der Milz.
Deutlich wird dies vor allem zwischen den Tagen 12 und 14 innerhalb der CD4+
und der Tm-PLP+/CD4+ Zellen. Hingegen zeigen nicht erkrankte Mause eine
konstante, zum Teil sogar ansteigende Zellzahl in der Milz. Dies legt nahe, dass
ab Krankheitsbeginn an Tag 10 Zellen aus der Milz in Richtung ZNS wandern.
Das entspricht dem Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von PLP-spezifischen
CD4+ Zellen im Gehirn. Ruckblickend auf die oft gestellte Hypothese einer
PTX-Wirkung allein an der Blut-Hirn-Schranke muss man hier die Frage stellen,
woher eine Immunzelle in der Milz kurz vor Krankheitsbeginn an Tag 8 oder 10
das Signal einer ,gedffneten® Blut-Hirn-Schranke bekommen soll. Zwar lasst
sich hiermit eine Wirkung bezuglich der zerebralen GefalRpermiabilitat nicht
ausschliel3en, vielmehr legt es aber peripher stattfindende Mechanismen einer
PTX-Wirkung nahe. Vergleichbare Ergebnisse bezlglich der Zelldynamik zwi-
schen Milz und ZNS beschreiben auch Bischof et al. [76].
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4.4. PLP-spezifische T-Helfer-Zellen im ZNS zeigen CD44+/CD69+
Phanotyp

Auffallend an den Ergebnissen des ZNS war die Expression beider Aktivie-
rungsmarker CD44 und CDG69.

CD44 wurde urspringlich als ,lymphocyte homing maker“ beschrieben [85].

Studien zeigten, dass CD44 nicht wie ursprunglich gedacht speziell fur die
Lenkung von Immunzellen zu Lymphknoten zustandig ist, sondern vielmehr
Immunzellen an Orte der Entziindung fuhrt. Fur die EAE konnte nachgewiesen
werden, dass eine Hemmung des CD44 Molekuls durch einen spezifischen
Antikorper den Erkrankungsgrad verringern, wenn nicht sogar die Erkrankung
komplett zu verhindern vermag [83, 86, 87].

Analysiert man T-Helfer-Zellen im ZNS auf CD44, so findet man eine nahezu
konstitutive Expression des Molekuls mit Erscheinen der Zellen intrazerebral an
Tag 10. Da sich die Prasentation von CD44 nach dem Aktivierungszeitpunkt
erst langsam entwickelt beziehungsweise aufbaut (als Beispiel dienen hierfur
die Phanotypisierungsdaten aus den Popliteallymphknoten), muss davon aus-
gegangen werden, dass samtliche CD4+ Lymphozyten im ZNS dieses Molekll
schon vor Eintritt durch die Blut-Hirn-Schranke exprimieren.

Sicherlich ist CD44 nicht das einzige Molekiil, welches fiir einen Ubertritt ins
ZNS ausschlaggebend ist. Tatsache bleibt jedoch, dass CD44 fir die Migration
der Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke notwendig zu sein scheint [87].

Die Expression des ,early activation antigens” CD69 zeigt hier ein etwas ande-
res Verhalten. Unspezifische CD4+ Zellen unterscheiden sich von Tm-PLP+
durch eine zu Beginn deutlich niedrigere Expression, welche sich erst langsam
steigert. Hingegen zeigen Tm-PLP+/CD4+ Zellen eine konstante Expression
von 80%. Zieht man auch hier den Vergleich zum peripheren Aktivierungsni-
veau so fallt auf, dass dieses deutlich niedriger liegt. Erklarbar ist dieses Verhal-
ten durch einen erneuten Antigenkontakt im ZNS, wodurch eine wiederholte
Aktivierung der antigenspezifischen Zellen erfolgt. Aufgrund des raschen Mar-
keranstiegs des CD69 Proteins (,early activation antigen®) sind antigenspezifi-
sche Zellen zu Beginn des ZNS-Eintritts schon auf hohem Niveau. Zudem
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macht sich die Antigenspezifitat der Aktivierung durch die niedrigere CD69-
Expression der unspezifischen CD4+ Zellen deutlich.

Graphisch untermauert die immunhistologische Aufarbeitung von ZNS-Lasionen
(vergleiche Abb. 42, Abb. 43, Abb. 44) nochmals das Expressionsmuster der
Molekule CD4 und CD44 passend zu den Ergebnissen der DurchfluBzyto-
metrie. Erwartungsgemal sind CD4+ Zellen innerhalb der zerebralen Lasionen
konzentriert. Allerdings scheint sich die Entzindungsreaktion nicht allein auf die
fokalen Herde zu beschranken; charakteristisch finden sich in der naheren
Umgebung der Lasion einzeln verstreute CD4+ Zellen. Dies spricht fur eine
zum Teil doch deutlich ausgepragte Umgebungsreaktion des Entzindungsge-
schehens. Bemerkenswert zeigt sich hier auch das deutliche Verhaltnis der
CD4+ Zellen zu Ungunsten der CD8+ Zellen, welche hier nur am Rand erwahnt
sein sollen. Insbesondere CD8+ Zellen zeigen ein flachiges Ausbreitungsmus-
ter um den Entzindungsherd. Vergleichend mit der Krankheitsauspragung
vermag die Interpretation einer ausgepragten Umgebungsreaktion ohne zah-
lenmaRiges Uberwiegen von Immunzellen die oft einschneidenden Krankheits-

symptome zu erklaren.

4.5. CD 40 Ligand — Kostimulatorisches Molekul oder Vermittler ins
ZNS

CD40 Ligand (CD154) steht ebenfalls als Molekul im Kreis der Aktivierungs-

marker. Gegenspieler ist das CD40 Molekill, welches konstitutiv auf B-

Lymphozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert wird [88, 89].
Neben vielen einzelnen Funktion von CD40L sind insbesondere die Aktivierung
von B-Zellen (Produktion von Immunglobulinen) und anitigenprasentierenden
Zellen als Effektorkomponente [90] ebenso wie die Interaktion mit Endothelzel-
len zur Extravasation von Lymphozyten zu nennen [91, 92]. Darlber hinaus
zeigten Experimente durch Howard et al. [88, 91], dass durch Antikorperblocka-
de des CD40L/CD40-System ein Ausbruch der EAE hinausgezdgert oder sogar
verhindert werden kann.

Da sich sowohl Ansatze in Richtung einer kostimulatorischen Funktion als ,Ef-
fektorvermittler® als auch in Richtung einer Wirkung am Gefal3endothel aus der
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Literatur ergaben, interessierte uns die Wirkung von PTX bezuglich der Expres-
sion dieses Molekuls peripher und zentral. Interessanterweise ergab sich in
Lymphknoten und Milz ein ganzlich unspektakularer Verlauf mit sehr niedriger
Expression und nur angedeuteter Dynamik analog der anderen Aktivierungs-
marker. Nach Eintritt der antigenspezifischen Zellen in das ZNS zeigen diese
ein auffallend hohes Expressionsniveau mit 30 bis 40%. Hierbei zeigte sich wie
zuvor bei CD69 ein markanter Unterschied mit niedrigerer Expression in unspe-
zifischen CD4+ Zellen. Betrachtet man in diesem Zusammenhang erneut die
Funktion dieses Moleklls, so stimmt die Expression von CD40L sowohl mit der
Funktion als Effektorkomponente im Zusammenspiel mit anderen Immunzellen
als auch mit dem Vorgang der Extravasation Uber die Blut-Hirn-Schranke Uber-
ein. Dass es sich bei dieser Immunreaktion um ein spezifisches Verhalten der
Zellen handelt, wird aufgrund des Unterschiedes der CD40L Expression zu
unspezifischen CD4+ Zellen deutlich. Die Expressionsabnahme lasst sich ne-
ben einer Abnahme des Aktivierungsstatus durchaus auch durch die im Fol-
genden beschriebenen Apoptosemechanismen erklarten. Die Rolle von CD40L
im Rahmen der Lymphozytenmigration ins ZNS ist auch konsistent mit den
Ergebnissen der CD44 Phanotypisierung. Offen bleibt allerdings, warum im
Vergleich zu CD44 nur ein Drittel der PLP-spezifischen CD4+Zellen CD40L
exprimieren. Entsprechend unseren Daten berichteten Issazadeh et al. [89]
einen ersten immunhistologischen Nachweis von CD40L im ZNS zum Zeitpunkt
des akuten Krankheitsgeschehens. Nach konstanter Phase im Rahmen der
Remission ergab sich eine umso hohere Expression nach erneutem Krank-
heitsausbruch. Aufgrund unseres zeitlich limitierten Modells kann zu dieser
Auffalligkeit keine Aussage getroffen werden. Hier kdnnten in Zukunft langer

dauernde Studien Aufschluss bringen.

4.6. Konstitutive Expression von CD95 (Fas) auf CD4+ Zellen - Definiti-
on einer Population CD95high

Unsere Versuche zeigten, dass CD95 auf samtlichen CD4+ Zellen konstitutiv
exprimiert wird. Es zeigten sich hier keinerlei Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Versuchsgruppen oder den untersuchten Organen. Vergleichbare Daten
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im Bezug auf eine flachendeckende Expression von CD95 berichten Dittel et al.
[93] fur T-Zelllinien MPB-transgener Mause.

Im Wechselspiel von Population und Apoptose ist eine dauerhafte Expression
von Fas verstandlich; durch Vorhandensein von Fas besteht die Moglichkeit,
dass von aul3en getriggert Apoptose induziert werden kann [94]. Es stellt sich
im Folgenden die Frage ganz unabhangig von anderen Signalwegen der Apop-
tose, ob jede Fas-exprimierende Zelle fur diesen Apoptosetransduktionsweg
gleich ,anfallig* ist. Naturlich muss man davon ausgehen, dass es sicherlich
quantitative Unterschiede betreffend der intrazellularen Informationsweitergabe
nach CD95 gibt - auffallig zeigte sich jedoch bei uns, dass sich zusatzlich zur
regelhaften Expression auf der T-Helfer-Zelle eine Uberexpression (im Weiteren
als CD95high bezeichnet) darstellen lasst. Bonetti et al. [95] konnten ebenfalls
den Vorgang einer Zunahme der CD95-Expression fur das intrazerebrale T-
Zell-Repertoire zeigen. Unabhangig von jeglicher Dynamik spiegelten auch
unsere immunhistologischen Ergebnisse das grobe Verteilungsmuster von
CD95 speziell in den zerebralen Lasionen.

Betrachtet man die Auswertung dieser mit CD95high tUberschriebenen Popula-
tion, so finden sich Parallelen zum Verlauf der Aktivierungsmarker. In den
Lymphknoten wird bei PTX-Gabe ein friherer und zudem ausgepragterer Ho-
hepunkt erreicht als in der Kontrollgruppe. Weiter zeigt die Kinetik in der er-
krankten Gruppe einen deutlichen Abfall. Ist dieses Phanomen nun Ausdruck
einer Aktivierung oder vielmehr Reaktion auf die Aktivierung der einzelnen
Zelle? Anhand der vorliegenden Daten kann diesbezuglich nicht unterschieden
werden. Allerdings legt die Tatsache, dass die Hauptaufgabe des Fas-
Monomers im Bereich der Apoptosevermittlung liegt, eher die zweite Hypothese
nahe.

Beobachtet man neben den Lymphknoten die CD95high Expression im ZNS, so
findet man hier ebenso hohe Level wie zum Zeitpunkt der starksten Aktivierung
peripher. Interpretieren Iasst sich dies im Vergleich zur CD40L Expression, dass
auch hier beim erneuten Antigenkontakt (im Rahmen der Effektorfunktion) mit
der wiederum maximal hohen Aktivierung eine Hochregulation des Fas-Proteins

auf der Zelloberflache stattfindet. Welches Ziel hat diese Sensibilisierung der T-
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Zelle fur Apoptose im Rahmen einer Aktivierungsreaktion? Die folgenden Kapi-
tel fokusieren weiter auf diesen Ubergang von Aktivierung zu Apoptose.

4.7. CD95 Ligand (Fas Ligand) — Effektormechanismen im ZNS

CD95 Ligand, auch bekannt als Fas Ligand, ist der Interaktionspartner des Fas
Moleklls im Apoptosemechanismus. Das Molekll stammt aus dem Kreis der
Rezeptoren fur Tumor Nekrose Faktor [94]. Fas Ligand, ob in membrangebun-
dener oder I6slicher Form [65], ist in der Lage, in benachbarten Zellen sowie in
der eigenen Zelle (im Rahmen eines Zellsuizids) Uber die Interaktion mit dem
Fas-Rezeptor einen Signalweg anzustol3en, der schlieldlich Uber die Aktivierung
von Caspasen zur programmierten Zelldestruktion fuhrt.

Unsere Daten zeigen, dass eine Einflussnahme von Fas Ligand vor allem im
ZNS stattfinden muss. In peripheren Organen zeigten sich nur niedrige Expres-
sionswerte mit sparlicher Dynamik. Eine Uberproportionale Expression zeigte
sich mit etwa 40 % erst im ZNS erkrankter Mause. Ein direkter Einfluss von
PTX auf die periphere Verteilung beider Gruppen war nicht festzustellen.
Konsistent mit unseren Daten zeigten auch Bonetti et al. [95] fur das T-
Zellrepertoir aus ZNS-Isolaten erkankter Mause (MBP-EAE) eine Zunahme der
Fas Ligand Expression. Ein direkter Nachweis auf CD4+ Zellen im ZNS wurde
immunhistochemisch durch Ouallet et al. erbracht und mit etwa 60% Expression
beschrieben [96].

Mehrere Autoren beschreiben auch eine Fas Ligand Expression auf dem
ortsstandigen Parenchym (Green et al. [65] am Beispiel der Darmepithelien,
Ouallet et al. im ZNS an Gliazellen und Neuronen). Somit ist eine Induktion von
Apoptose nicht nur durch Effektorzellen im Parenchym oder in Immunzellen
mdglich, sondern auch durch ortsstandige Parenchymzellen.

Auf welche Art und Weise PLP-spezifische Zellen Effektormechanismen im
ZNS ausuben, bleibt offen. Nimmt man die Ergebnisse der Phanotypisierung
bezuglich CD40L, CD95 und CD95 Ligand zusammen, so liegt nahe, dass zum
Zeitpunkt des zweiten Antigenkontaktes, welcher gleichzeitig zur Auspragung
der Erkrankung fuhrt, Ablaufe im ZNS stattfinden, bei denen T-Helfer-Zellen in

Interaktion mit Zellen des Hirngewebes und auch des Immunsystems stehen.
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Speziell die Kombination von CD40L und CD95L soll nach Rathmell et al. [97]
ausgehend von T-Zellen, reguliert durch den B-Zellrezeptor, sowohl zur klona-

len Expansion, als auch zur Deletion von B-Lymphozyten fuhren.

4.8. Activation induced cell death (AICD) — ein mogliches Modell zur

Erklarung der Fas/Fas Ligand-Induktion nach Aktivierung

Eine mogliche Erklarung fur die rasche Hochregulation des Fas/Fas Ligand
Systems nach Aktivierung der CD4+ Zellen ist die Theorie des ,activation indu-
ced cell death®. Im Rahmen der Immunreaktion auf ein Antigen kommt es im
Organismus, wie unsere Populationsdynamik zeigt, zur starken klonalen Ex-
pansion spezifischer und unspezifischer Immunzellen. Hat die jeweilige Zelle
ihre Aufgabe erflllt, muss man sich fragen, was mit dieser Zelle anschlie3end
geschieht. SchlieBlich zeigen unsere Analysen, dass speziell auch im ZNS nach
Erreichen des Maximums der Zellzahl diese sofort wieder zu sinken beginnt.
Der Korper muss also Mdoglichkeiten aufweisen, genau diese Zellen ebenso
schnell wieder zu eliminieren. Das Modell des ,activation induced cell death”
bietet eine plausible Erklarung, wie der Organismus dieses Problem angeht.
Nach Population und Expansion der Immunzellen erfolgt als Konsequenz der
Aktivierung eine Induktion des programmierten Zelltodes [65, 94, 98]. So ist es
moglich, dass noch am Ort des Geschehens, wahrend der florierenden Immun-
reaktion, die Deletion der riesigen Lymphozytenpopulation einsetzt. Vielmehr
stellt sich also nicht mehr die Frage nach dem konkreten Ort einer Immunzell-
elimination, sondern vielmehr die Frage, wann und wo eine Zelle zum einen
aktiviert wurde, und zum anderen ihre Aufgabe erfullt hat.

Erste wenige Untersuchungen unsererseits nach Orten der Elimination, wie
zum Beispiel Thymus oder axillare Lymphknoten (die sich ebenfalls oft deutlich
vergroRert darstellten), konnten keine spezifischen Zellen in Apoptose nachwei-
sen (Daten nicht gezeigt). Die Moglichkeit mittels Annexin V Zellen in frihapop-
totischem Zustand nachzuweisen, konnte hier zur parallelen Analyse eines
mdglichen ,activation induced cell death” verwendet werden [67].

Schon im Lymphknoten einer Maus mit PTX fallt Uberraschend auf, dass eine

massive Zunahme der Annexin V-bindenden Zellen zum Zeitpunkt der maxima-
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len Aktivierung auftritt. Deutlich wird dies vor allem auch durch die Tatsache,
dass unspezifische Zellen weniger stark der frihapoptotischen Phase zuzuord-
nen sind. Hier wird klar, dass schon zu Beginn der Immunreaktion, also zu
einem Zeitpunkt ohne Lasionen im ZNS, Lymphozyten in den kontrollierten
Zelltod geschickt werden. Leider reprasentiert sich diese Reaktion der Zellen
nicht in der Anzahl spatapoptotischer/nekrotischer (Pl+/Annexin V+) Zellen im
Lymphknoten wieder. Nebst Messungenauigkeiten der Pl-Farbung muss auch
diskutiert werden, dass Zellen zwar im Lymphknoten in die Apoptosesequenz
eintreten, endgultig womoglich aber an ganz anderer Stelle ,absterben® und
eliminiert werden. Eine weitere Theorie hierzu ist, dass Zellen, sobald sie einen
gewissen Punkt der Apoptose Uberschritten haben, so rasch eliminiert werden,
dass es zu keiner messbaren Akkumulation kommt.

Die zuvor beschriebene Wirkung von PTX auf das Aktivierungsverhalten macht
sich auch hier wieder deutlich. Bei Mausen ohne PTX findet sich nur ein zoger-
licher Anstieg der frihapoptischen Zellen mit spatem Maximum. Ob dies Aus-
wirkung auf ein weiteres Verhalten der verbliebenen Zellen hat, bleibt im Raum
stehen.

Durchweg hohe Annexin V-Bindung beider Versuchsgruppen in der Milz lassen
sich nur schwer in die Theorie der aktivitatsbedingten Apoptose eingliedern.
Auch in der Milz findet man nur wenige spatapoptische Zellen mittels Parallel-
analyse von Annexin V und PI. Die Tatsache, dass die Milz als Organ der Zell-
sauberung fungiert, kann auch hier die oben genannte Hypothese einer extrem
raschen, definitiven Eliminierung nach eingeleiteter Apoptose untermauern.
Méglich wére auch die Uberlegung, dass wenigstens zum Teil friihapoptotische
Zellen aus den Lymphknoten in die Milz wandern und somit hier als Annexin V+
gemessen werden. Im Gegensatz dazu steht aber die in 4.3 aufgeflihrte An-
nahme, dass innerhalb der Milz eine zusatzliche Proliferation von PLP-
spezifischen Zellen stattfindet.

Zutreffender zeichnet sich die durch Aktivierung induzierte Apoptose im ZNS
ab: Samtliche PLP-spezifische CD4+ Zellen im ZNS sind von Beginn an mit
ansteigender Tendenz dem fruhapoptotischen Stadium zuzuordnen. Gleichzei-

tig finden sich auch hier erstmals messbare Zahlen an spatapoptischen bezie-
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hungsweise nekrotischen CD4+ Zellen. Die mangelnde Anzahl an phagozytie-
renden Zellen (Mikroglia) im Vergleich zur Peripherie kdnnte hier das Verblei-
ben von Zellen im spaten Apoptosestadium erklaren. Ein komplexes Zusam-
menspiel mit Effektormechanismen (Destruktion von Parenchym mit Krank-
heitssymptomen), Interaktionen mit anderen Immunzellen (zum Beispiel B-
Zellstimulation) und ruckkoppelnde Wirkungen auf die eigene Zellfunktion
scheint fUr die einzelne Zelle im ,activation induced cell death® zu enden.

Kehrt man an dieser Stelle nochmals zum Fas/Fas Ligand-System zurlck, so
spricht vieles dafur, dass dieses System in der Regulation der Apoptose im
Rahmen des inflammatorischen Prozesses einen bedeutenden Platz einnimmt.
Pender [99] und Sabelko-Downes et al. [100] beschreiben die Aufgabe dieses
Systems innerhalb des ,activation induced cell death mit zwei Charakteristika:
Erstens Regulation und zweitens Eliminierung von Parenchym- beziehungswei-

se Effektorzellen.

4.9. Weiterentwicklung des Projektes - Moglichkeiten einer therapeuti-

schen Intervention in der Zukunft

491. Erneute periphere Populationsdynamik wahrend der Erkrankungspha-

se

Nicht eingegangen wurde bis jetzt auf die Tatsache, dass samtliche Analysen
der Zellzahlen in peripheren Organen einen erneuten Anstieg zum Tag 20 hin
aufweisen. Folglich zu einem Zeitpunkt, an dem die Mause den ersten Krank-
heitshdhepunkt Gberwunden haben. Dass es sich bei der von uns mit PLP indu-
zierten EAE um eine zyklisch verlaufende Erkrankung handelt, wurde in der
Einleitung beschrieben. Ob der erneute Ausbruch beziehungsweise Ruckfall der
Erkrankung innerhalb des Organismus rein intrazerebral gesteuert verlauft oder
ob periphere Immunmechanismen mit erneutem Eintritt von Zellen ins ZNS
hierfir eine wichtige Rolle spielen, ist eine interessante Fragestellung. Der erste
Hinweis eines wiederkehrenden PLP-spezifischen Zellwachstums innerhalb von
Lymphknoten und Milz in den ausgewerteten Daten konnte Grundlage weiterer
Untersuchungen der zuvor genannten Theorie sein. Hintergrund dieser erneu-

ten Zellpopulation muss ein Antigenkontakt sein, wenn auch dieser anhand
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unserer Daten nicht so spezifisch stimuliert wie zu Beginn einer Induktion.
MacKenzie-Graham et al. [101] entdeckten, dass innerhalb eines erneuten
Erkrankungsschubes bei MBP-induzierter EAE in Lymphknoten durch
Makrophagen ein MBP-ahnliches Antigen prasentiert wird. Studien zur Antigen-
prasentation in Popliteallymphknoten zum Zeitpunkt vor und wahrend des zwei-

ten Krankheitsschubes konnten hier weiter Aufschlufd erbringen.

49.2. Weitere Phanotypisierung PLP-spezifischer CD4+ Zellen

Weitere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bezuglich der Phanotypisie-
rung PLP-spezifischer CD4+ Zellen zeigten, dass PTX zur Th1-Differentierung
von T-Helfer-Zellen fuhrt. Vorbeschrieben ist dies durch Hou et al. fur dendriti-
sche Zellen [102]. Hier bietet sich mit der Durchfihrung einer weitergehenden
Phanotypisierung, auch unter Berucksichtigung regulatorisch wirksamer T-
Zellen (CD4+/CD25+, Nachweis von Foxp3-RNA [10]), die Mdglichkeit zur Iden-
tifikation von Untergruppen der PLP-spezifischen CD4+ Zellen mit kennzeich-

nenden Zellfunktionen an.

4.9.3. Therapiestrateqgien

Ziel einer jeden therapeutischen Intervention ist es, so spezifisch wie moglich
das gewunschte Ziel zu erreichen, um damit nicht unnétig weitere Teile des
Immunsystems zu beeinflussen. Durch Charakteristika wichtiger Untergruppen
der spezifischen T-Zellen kdnnten sich in der Zukunft gezielt wirkende Thera-
peutika entwickeln lassen.

Der oben beschriebene Sachverhalt einer durchgehenden CD44 Expression auf
inflammatorischen Zellen im ZNS konnte im Tiermodell in eine therapeutische
Strategie umgesetzt werden. Durch Gabe eines Antikorpers gegen das CD44
Protein auf der Zelloberflache konnte die Entwicklung einer EAE mit typischen
intrazerebralen L&sionen unterbunden werden [83]. Ahnlich diesem Prinzip
konnten Zhu et al. durch intrathekale Gabe eines Fas Ligand Antikorpers die
Auspragung der EAE verringern oder diese sogar ganz verhindern [103]. Die
Arbeitsgruppe gelangte zur Uberzeugung, dass durch Fas Ligand Antikdrper ins

ZNS eindringende Immunzellen zur Apoptose gebracht werden.
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Gelingt es, unter Anwendung der wachsenden Kenntnisse Uber Autoimmuni-
tatsentwicklung therapeutische Optionen gegen spezifische Subklassen an T-
Zellen zu entwickeln, so kdnnte in Zukunft gezielter gegen Autoimmunerkran-

kungen vorgegangen werden.
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5. Zusammenfassunq

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) gilt als Modellerkran-
kung der Multiplen Sklerose und stellt eine Forschungsgrundlage zur Aufkla-
rung von Mechanismen organspezifischer Autoimmunerkrankungen dar. SJL-
Mause entwickeln nach Immunisierung mit einem Peptid des Proteolipid Protein
(PLP139-151), einem Bestandteil des Myelins im zentralen Nervensystem
(ZNS), eine chronische EAE, die dem Verlauf einer schubformig-remittierenden
Multiplen Sklerose nahe kommt. Dies beruht auf der Aktivierung und Expansion
praexistenter, im Immunrepertoire naturlicherweise vorhandener PLP139-151-
spezifischer T-Zellen. Unter Verwendung von rekombinanten, oligomerisierten
MHC-Klasse Il Molekulen, die mit PLP139-151 beladen sind (sog. MHC-Klasse
[I-Tetramere) lassen sich CD4+ Antigen-spezifische T-Zellen ohne vorherige
Manipulation ex vivo im Gewebe und im zirkulierenden Blut detektieren. Mit
dieser neuartigen und hochspezifischen Methode wurden im Verlauf der EAE
detaillierte Untersuchungen zur Populationsdynamik Antigen-spezifischer CD4+
T-Helfer-Zellen in Lymphknoten, Milz und ZNS durchgefuhrt und Veranderun-
gen ihres Phanotyps nach Durchwanderung der Blut-Hirnschranke im ZNS
quantitativ erfasst. Abschlielend wurde die Frage verfolgt, auf welchem Weg
diese T-Helfer-Zellen nach Erflllung ihrer Effektorfunktion wieder eliminiert
werden.

Nach der Immunisierung mit PLP139-151 entwickelten nur die Tiere Krank-
heitssymptome einer EAE, die zusatzlich Pertussistoxin (PTX) erhalten hatten.
Ohne PTX waren nur vereinzelt CD4+ T-Zellen im ZNS nachweisbar. PTX fluhr-
te bereits in der Peripherie (Lymphknoten und Milz) zu einer rascheren Expan-
sion PLP-spezifischer CD4+ T-Zellen und zu einer friheren und verstarkten
Expression von Aktivierungsmerkmalen wie CD69 (very early activation marker)
und dem Zelladhasionsmolekil CD44 (pgp-1, homing cell adhesion molecule).
Unter den in das ZNS eingewanderten Zellen stellten die in der Tetramerfar-
bung nachweisbaren PLP139-151-spezifischen T-Zellen mit etwa 15.000 Zellen
nur eine Minderheit von etwa 5% aller CD4+ T-Zellen im ZNS dar. Alle Zellen im
ZNS exprimierten den homing rezeptor CD44 und nach Durchtritt durch die
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Zusammenfassung

Blut-Hirnschranke verstarkt das Merkmal CD69 als Hinweis fir einen erneuten
Antigenkontakt. Parallel zum Anstieg der Aktivierungsparameter wurde eine
verstarkte Expression der Apoptose-induzierenden Molekile Fas und Fas-
Ligand auf der Zellmembran von CD4+ T-Lymphozyten gefunden. Der Nach-
weis AnnexinV-positiver T-Zellen wies darauf hin, dass die infiltrierten T-Zellen
im Verlauf der EAE den Weg der Apoptose einschlagen und autoreaktive T-
Zellen somit nach Auslosung eines Krankheitsschubes im ZNS wieder eliminiert
werden. Dieses als ,activation induced cell death® bezeichnete Phanomen wur-
de unter den PLP139-151-spezifischen T-Zellen lediglich im ZNS, nicht aber in
den Lymphknoten oder in der Milz beobachtet.

Diese Untersuchungen zur Dynamik einer autoreaktiven T-Zell-Population im
Krankheitsverlauf der EAE sollten therapeutisch relevante Schlisselpositionen
identifizieren und zur Entwicklung neuer Therapiestrategien bei Autoimmun-

krankheiten wie der Mutiplen Sklerose beitragen.
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