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I ZUSAMMENFASSUNG

I ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose ist eine entzlindliche demyelinisierende Erkrankung des zentralen
Nervensystems und wird zu den Autoimmunkrankheiten gezéhlt. Durch die Zerstérung
von Myelinscheiden entstehen demyelinisierenden Lidsionen in der weilen Substanz
von Gehirn und Riickenmark, die zu einer Storung der Nervenleitung fiihren und mit
axonalem Verlust assoziiert sind. Histopathologisch sind die Lasionen durch eine dichte
Infiltration mit T-Lymphozyten und Makrophagen charakterisiert. Bisher sind jedoch
weder die pathogenetisch relevanten T-Zell-Klone, noch die erkannten Zielantigene
identifiziert. Viele Myelin- aber auch Nicht-Myelin Antigene wurden als mogliche Ziele
einer Autoimmunreaktion diskutiert (Steinman, 1996; Hafler, 1995). Auch die
Interaktion der Immunzellen mit den Zellen des Zielorgans und die molekularen
Effektormechanismen, mit denen die Zielstrukturen geschiddigt werden, sind noch
immer nicht bekannt. Die Kenntnis dieser molekularen Spieler und Mechanismen bildet
zugleich die Grundlage fiir die zukiinftige Entwicklung ,,spezifischer Therapien, die
nur die pathogenetisch relevanten Komponenten des Immunsystems betreffen.

Im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) konnte
gezeigt werden, dass T-Zellen, Makrophagen und Autoantikérper zur
immunvermittelten Demyelinisierung beitragen konnen (Brosnan, 1996; Wekerle, 1994;
Genain, 1999).

Autoreaktive T-Lymphozyten gehdren zum normalen Immunrepertoire des Menschen,
sind per se also nicht krankheitsspezifisch. Bei Autoimmunerkrankungen entkommen
diese autoreaktiven Lymphozyten durch unbekannte Mechanismen der Kontrolle des
Immunsystems, werden aktiviert und proliferieren. In diesem aktivierten und (oligo-)
klonal expandierten Zustand konnen sie dann das Organ, fiir das sie spezifisch sind,
schidigen.

Fir die Identifikation expandierter Lymphozytenklone wurde mit dem CDR3-
Spektratyping eine neuere, PCR-gestiitze molekulargenetischen Nachweismethode
etabliert, durch die es moglich ist, expandierte T-Zell-Klone in verschiedenen
Kompartimenten systematisch zu erfassen und Sequenzinformationen {ber die
Zusammensetzung der dritten hypervariablen Region (CDR3) der expandierten

Zellklone zu ermitteln.



I ZUSAMMENFASSUNG

Es bot sich uns die giinstige Gelegenheit, mit Hilfe des CDR3-Spektratypings das T-
Zell Repertoire von MS-Lisionen des Gehirns, des Liquors und verschiedener
Subfraktionen des peripheren Blutes zweier noch lebender MS Patienten systematisch
zu untersuchen.

Im Falle von Patient F.E. konnten wir die mit dieser Methodik erhaltenen Sequenzen
der CDR3-Region mit Sequenzen vergleichen, die von Babbe et al. auf Einzelzellebene
bei dem selben Patienten identifiziert wurden; mittels hydraulischer Mikromanipulation
wurden einzelne Zellen direkt aus der Hirnldsion (parenchymal) bzw. aus
perivaskuldrem Hirngewebe isoliert, und die CDR3 Region des T-Zell-Rezeptors durch
Einzelzell-PCR amplifiziert und sequenziert (Babbe et al.,, 2000). Mit CDR3-
Spektratyping konnten wir mit einer Ausnahme alle auf Einzelzellebene identifizierten
expandierten T-Zell-Klone im Gehirn bestdtigen. Dadurch schlossen wir aus, dass es
sich bei den von uns identifizierte T-Zell-Klonen um eine bloe Kontamination mit
Blut-Lymphozyten handelte. Zusétzlich identifizierten wir Sequenzen, die nicht mittels
Einzelzellanalyse gefunden wurden. 5 Jahre spéter waren die meisten dieser das Gehirn
infiltrierenden T-Zell-Klone im Liquor, in der CD8+ und/oder der CD38+
Subpopulation des peripheren Blutes expandiert detektierbar. Keiner fand sich unter den
CD4+ Blutzellen.

Wir haben erstmals gezeigt, dass bei der Multiplen Sklerose potentiell
krankheitsrelevante, expandierte CD8+ T-Zell-Klone nicht nur im Hirngewebe, sondern
auch im Blut und Liquor zu finden sind und {iber mehrere Jahre persistieren. Diese
Erkenntnis konnte fiir die zukiinftige MS-Forschung eine grof8e Bedeutung haben, da
krankheitsrelevante Zellen in einem peripheren Kompartiment (Blut, Liquor) erheblich
leichter experimentellen Zwecken zuginglich sind.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass insbesondere aktivierte T-Lymphozyten die
Fahigkeit besitzen, vom peripheren Blut in den Liquor zu wandern und dort iiber Jahre

zu persistieren.
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I EINLEITUNG

1.1 Grundlagen des Immunsystems

11.1.1 BESTANDTEILE DES IMMUNSYSTEMS

Die =zelluliren Hauptbestandteile des Immunsystems bilden die B- und T-
Lymphozyten, die Antigen-spezifische Immunreaktionen ausiiben kénnen, und die
Monozyten und polymorphnukledre Leukozyten, die Fremdstoffe und Pathogene mit
Antigen-unabhingigen Mechanismen entfernen kdnnen. Auf ihrer Oberfldche tragen B-
und T-Zellen Antigen-spezifische Rezeptoren, Immunglobuline (Ig) im Falle der B-
Zellen und T-Zell-Rezeptoren (TCR) bei T-Zellen. Das Immunrepertoire von B- und T-
Zellen, d.h. die Anzahl spezifisch erkennender Immunrezeptoren, wird auf mindestens
10" - 10" geschitzt (Janeway & Travers, 1994). Von jeder B- oder T-Zelle jeweils nur
ein einziger Typ von Antigen-spezifischen Rezeptoren, dieser jedoch in tausendfacher
Kopie exprimiert. Die Fragen, wie das Immunsystem mit einer begrenzten Anzahl von
Genen (geschitzt fir das menschliche Genom etwa 10°) diese fast unvorstellbar groBe
Anzahl spezifischer Immunrezeptoren generieren kann, wurde erst Anfang der 80’er
Jahre durch Tonegawa (Tonegawa, 1983) und Davis (Davis & Bjorkman, 1988) geklart.
Der Schliissel hierfiir liegt in dem Proze der ,,somatischen Rekombination®, einem
Mechanismus, der dem eines Zahlenschlosses dhnelt (Abb. 1 oben). Die Gene fiir
Immunglobuline und T-Zell-Rezeptoren werden als Sets von Gensegmenten vererbt.
Jedes Set kodiert fiir einen anderen Teil des Immunrezeptors und enthélt zahlreiche
Moglichkeiten, diese jeweilige Position im Immunrezeptor zu besetzen. Wéhrend der
Differenzierung von B-Zellen im Knochenmark und von T-Zellen im Thymus wird
nach dem Zufallsprinzip aus jedem der Sets jeweils ein Segment zufdllig ausgewéhlt
und zu einer -einzigartigen Genkombination zusammengefiigt, die dann die
Antigenspezifitdt aller Immunrezeptoren der jeweiligen Zelle festlegt und kodiert (Abb.
1 unten). Durch diesen Mechanismus kann mit einer begrenzten Anzahl von
Immunrezeptorgenen eine praktisch unbegrenzte Anzahl von verschiedenen
Immunrezeptoren generiert werden.

Wenn nun das Immunsystem mit einem invadierenden Pathogen konfrontiert wird,
werden diejenigen B- und T-Zell-Klone, die zufillig Rezeptoren tragen, die diese

Pathogene spezifisch erkennen, aktiviert und proliferieren (Abb. 2).
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Die Zellklone, die das Pathogen am besten erkennen, werden am stdrksten stimuliert.
Durch diesen Prozess der ,.klonalen Selektion* von einem grofen Pool vorbestehender
Immunzellen kann die beeindruckende Adaptationsfahigkeit des Immunsystems erklart
werden. Bei einer zweiten Begegnung mit demselben Pathogen sorgen langlebige
,Gedichtniszellen* fiir eine schnelle und effiziente Eliminierung des Pathogens. Diese
,»(Gedédchtniszellen” sind die Basis fiir eine langandauernde Immunitét nach Infektionen
und Impfungen.

B- und T-Zellen arbeiten bei den meisten Immunreaktionen eng zusammen. Mit Hilfe
des Ig-Rezeptors konnen B-Zellen Antigene aufnehmen, prozessieren und auf ihrer
Oberflache exprimieren, die dann von den Antigen-spezifischen Rezeptoren der T-
Helfer-Zellen erkannt werden konnen. Durch diese Interaktion kommt es zur
Proliferation und weiteren genetischen Modifikationen der B-Zelle. Eine dieser
Modifikationen ist das sogenannte ,,Isotyp-Switching*, bei dem die Isotyp-Klasse (IgM,
IgG, IgD, IgA, IgE) der Antikorper, die von einer B-Zelle produziert werden, gedndert
wird. Jede der verschiedenen Isotyp-Klassen hat eine eigene konstante Region. Durch
eine erneute genetische Rekombination der konstanten Gensegmente kann eine
Anderung der Isotyp-Klasse erfolgen. Dadurch wird zwar die Antigen-Spezifitit der
Immunglobuline nicht verdndert, wohl aber deren funktionellen Eigenschaften wie
Serumhalbwertszeit, Komplementaktivierung und Bindungsaffinitit an verschiedene
Typen von Fc-Rezeptoren.

Die andere Art der genetischen Modifikation ist die somatische Hypermutation. Hierbei
handelt es sich um zufillige Deletionen, somatische Punktmutationen und Insertionen in
den variablen Gensegmenten rasch teilender B-Zellen. Nur diejenigen B-Zellen, die
besonders hochaffine Rezeptoren exprimieren, iiberleben und entwickeln sich letztlich
zu Antikorper-sezernierenden Plasma- oder Gedichtniszellen.

Durch diesen Mutations- und  Auswahlprozel im Rahmen der somatischen
Hypermutation  wird die  Bindungsaffinitit der jeweiligen  Antikorper
(,,Affinitdtsreifung®) erhdht.

Die Rezeptoren von B- und T-Zellen erkennen Antigene auf vollig unterschiedliche Art
und Weise. B-Zellen und Antikorper binden Pathogene im Extrazelluldrraum.
Antikdrper neutralisieren das Pathogen, das dann von Phagozyten aufgenommen
werden kann, und aktivieren das Komplementsystem.

T-Zellen erkennen keine loslichen Antigene, sondern nur kurze Peptidbausteine

prozessierter Antigene, die im Zusammenhang mit korpereigenem MHC (,,Major
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histocompatibility complex®) von einer Antigen-prisentierenden Zelle (APC)
préasentiert werden (,, MHC-restringierte Antigenerkennung*). Zwei Klassen von MHC-
Molekiilen werden unterschieden (Abb. 3): MHC-Klasse-I-Antigene, die humanen
Leukozyten Antigene (HLA) -A, -B, und —C umfassen; zu den MHC-Klasse-II-
Antigenen gehdren HLA-DR, -DP und -DQ. Es gibt gewisse Unterschiede zwischen
beiden Klassen von MHC-Molekiilen beziiglich Struktur und Funktion. CD4+
(,,Helfer) T-Lymphozyten erkennen ihre Antigene im Kontext mit MHC-Klasse-II-
Molekiilen, wahrend CD8+ (,,zytotoxische®) T-Lymphozyten (CTL) Antigene erkennen
konnen, die von MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert werden.

Auf MHC-Molekiilen werden Peptide unterschiedlicher Quellen prédsentiert: MHC-
Klasse-I-Molekiile binden Peptide von Pathogenen, die sich im Zytosol infizierter
Zellen vermehren, wie z.B. bestimmte Bakterien und Viren. Diese Erreger konnen nur
eliminiert werden, wenn die sie enthaltende (Antigen-prasentierende) Zelle ebenfalls
zerstort wird.

Da MHC-Klasse-I-Molekiile auf fast allen Zellen des Korpers exprimiert werden, kann
jede infizierte Zelle auf diese Art eliminiert werden. Auf den MHC-Klasse-I-Molekiilen
nichtinfizierter Zellen werden tiblicherweise ,,Selbstpeptide* von endogenen Proteinen
prasentiert, die vom Immunsystem als ,kOrpereigen” erkannt und ignoriert werden.
MHC-Klasse-II-Antigene werden iiberwiegend auf Immunzellen wie B-Zellen,
aktivierten T-Zellen und Makrophagen exprimiert. MHC-Klasse-II-Molekiile binden
Peptide von Proteinen, die in intrazelluldren Vesikeln degradiert werden. Diese Peptide
stammen von intrazelluldren Bakterien oder von exogenen Antigenen, die durch Phago-
oder Endozytose in die Zelle aufgenommen werden.

Fiir die Aktivierung einer T-Zelle sind neben der Erkennung eines an ein MHC-Molekiil
gebundenen Fremdpeptids zusitzliche kostimulierende Signale von der jeweils Antigen-
prasentierenden Zelle erforderlich. Zu den sogenannten ,professionellen Antigen-
priasentierenden Zellen gehdren B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen. Ein
wichtiges kostimulierendes Molekiil ist beispielsweise das von professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen exprimierte Molekiill B7, das mit dem Molekiil CD28 auf T-
Lymphozyten interagiert. Ohne den zusitzlichen Einflul kostimulatorischer Molekiile
werden T-Lymphozyten nicht aktiviert, sondern im Gegenteil inaktiviert (,,anergisch®)
(Schwartz, 1996). Durch diese doppelte Erfordernis sowohl nach spezifischer
Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit Peptid/MHC-Komplex als auch nach
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Kostimulation wird verhindert, dass naive T-Zellen mit Antigenen reagieren, die auf
Gewebszellen ohne kostimulierende Eigenschaften préisentiert werden.

Nach Bindung der jeweiligen Liganden wird die intrazelluldre Signaltransduktion durch
den TCR-CD3-Komplex oder durch CD28 und CTLA-4 vermittelt, was zur Bildung
von sekunddren Botenstoffen (,,second messenger*) fiihrt.

Der Botenstoff Diacylglycerol bewirkt beispielsweise eine Aktivierung der
intrazelluldren Proteinkinase C, was wiederum zu einer komplexen Kaskade von
weiteren  Signaliibertragungsereignissen fiithrt, Inositoltriphosphat bewirkt eine
Erhohung des intrazelluldren Kalziums. Die Erhohung der intrazelluldren
Kalziumionen-konzentration und die Aktivierung der Proteinkinase C sind hidufige
Merkmale der Stimulation von Zellproliferation. Die Kombination dieser Signale
aktiviert DNA-bindende Proteine und Transkriptionsfaktoren und fiihrt zur Aktivierung
und Proliferation von T-Zellen (Hohlfeld, 1997).
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11.1.2 TOLERANZ UND AUTOIMMUNITAT

Durch den Mechanismus der somatischen Rekombination entsteht auch eine grofle
Anzahl von T-Zell-Rezeptoren, die entweder nutzlos sind, da sie korpereigenes MHC
nicht erkennen, oder gefdhrlich, da sie korpereigene Antigene im Kontext mit dem
korpereigenen MHC erkennen. Die Selektion dieser ,,unerwiinschten* T-Zellen erfolgt
im Thymus. Als Erstes lernen T-Zell-Vorlaufer, MHC-Molekiile als Antigen-
prasentierende Instanz zu erkennen (,,positive Selektion*). Darauthin miissen sie lernen,
korpereigene Antigene zu tolerieren, die auf diesen MHC-Molekiilen préisentiert
werden, was zumindest zum Teil dadurch geschieht, dass T-Zellen, die kdrpereigene
Peptide auf MHC-Molekiilen des Thymus erkennen, eliminiert werden. Etwa 98% der
tdglich generierten Thymozyten sterben im Thymus durch programmierten Zelltod
(Apoptose). Nur die wenigen T-Zellen, die diese Auswahlprozesse iiberleben, verlassen
den Thymus als reife T-Zelle. Dieser Prozess der Elimination autoreaktiver T-Zellen
bildet einen Hauptmechanismus zur Verhinderung von Autoimmunerkrankungen; es
wird jedoch zunehmend klarer, dass auch das normale Immunsystem viele T-Zellen
enthdlt, die im Thymus exprimierte Autoantigene erkennen (Wekerle et al., 1996). Es
werden im Thymus tatsdchlich auch viele Proteine exprimiert, von denen man lange
glaubte, dass sie nur in peripheren Geweben vorkommen. Dies gilt auch fiir
enzephalitogene Antigene, wie z.B. S100 oder basisches Myelinprotein (MBP)
(Wekerle et al., 1996). T-Zellen, die diese Antigene erkennen, kommen auch im
Immunsystem Gesunder vor. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Elimination
autoreaktiver T-Zellen im Thymus unvollstindig ist. Ein bestimmtes Mafl an
Autoimmunitdt ist physiologisch und wichtig fiir die normale Immunfunktion (Dighiero
et al., 1999).

Durch ,,periphere Toleranz* wird verhindert, dass autoreaktive T-Zellen, die nicht im
Thymus elimiert wurden, korpereigener Gewebe schidigen. Es kommt zur sogenannten
,klonale Inaktivierung®, wenn autoreaktive T-Zellen ihr Antigen zwar im Kontext mit
korpereigenem MHC erkennen, aber keine zusdtzlichen kostimulatorischen Signale
erhalten (Schwartz, 1996). So fehlt z.B. den meisten Gewebszellen das wichtige
kostimulierende Molekiil B7. Auf diese Art und Weise konnten periphere Gewebe mit
dazu beitragen, dass autoreaktive T-Zellen, die die Thymuskontrolle iiberwunden haben,

in der Peripherie inaktiviert werden. Die aktive Suppression autoreaktiver T-Zellen
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durch ,,Suppressor-T-Zellen* einen weiteren, noch wenig verstandenen Mechanismus
der peripheren Toleranz dar. Toleranz von B-Zellen wird durch &hnliche Mechanismen
bewirkt (Hodgkin & Basten, 1995).

Versagen die beschriebenen Mechanismen der immunologischen Toleranz, kénnen
Autoimmunerkrankungen entstehen. Eine Autoimmunerkrankung ist als klinisches
Syndrom definiert, das verursacht ist durch die Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen oder
beiden in Abwesenheit einer gerade ablaufenden Infektion oder anderer erkennbarer
Ursachen. Die genauen Faktoren, die den Autoimmunprozess ausldsen, sind meist nicht
bekannt. Es wird angenommen, dass bestimmte Infektionen z.B. durch Verdnderung der
Antigenitit des infizierten Gewebes bei genetisch empfianglichen Individuen
Autoimmunprozesse auslosen konnen. Durch eine Infektion konnen Gene, die
normalerweise nicht transkribiert werden, ,angeschaltet® werden oder normale
Genprodukte werden durch eine Anderung der posttranskriptionellen Prozessierung als
Autoantigen wirksam. Auch konnen kostimulatorische Faktoren, die auf normalem
Gewebe nicht vorhanden sind, durch einen Entziindungsprozess induziert werden und
so zu einer Stimulation autoaggressiver T-Zellen beitragen. Auch kann es zur
Kreuzreaktion von T- und B-Zellen zwischen infektiosem Erreger und Autoantigen
kommen, man als ,,molekulares Mimikry* bezeichnet. Bei der Multiplen Sklerose gibt
T-Zellen, die sowohl mit einem Peptid des Autoantigens Myelin-Basisches-Protein
(MBP) als auch mit Peptiden des Epstein-Barr Virus, des Influenzavirus und des
humanen Papillomavirus reagieren konnen (Wucherpfennig et al., 1995). Bei den
meisten Autoimmunerkrankungen ist es bislang nicht gelungen, krankheitsauslosende
Infektionen zu identifizieren, da der langsame Beginn der meisten
Autoimmunerkrankungen, den genauen Krankheitsbeginn verschleiert. Sobald der
Autoimmunprozefl einmal in Gang gekommen ist, ist die weitere Anwesenheit des

Infektionserregers wahrscheinlich nicht mehr notwendig, (Hohlfeld, 1997).
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Abbildung 1: Analogie der somatischen Rekombination der CDR3-Region, hier am Beispiel
des T-Zell-Rezeptors, mit der zufilligen Generation von Zahlen-Kombinationen bei einem
Zahlenschloss (untere Abbildung aus Janeway und Travers, 1994).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Deletion autoreaktiver Lymphozytenklone und der
klonalen Expansion von Lymphozyten nach Exposition mit einem spezifischen Fremdantigen
(aus Janeway und Travers, 1994).
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Abbildung 3: MHC Molekiile. A, B: schematische Darstellung der [3-Faltblattstruktur. C,D:
3D-Modell mit prisentiertem Peptid (aus Janeway & Travers, 1994).
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1.2 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose stellt die hdufigste neuroimmunologische Erkrankung und die
hiufigste entziindliche ZNS Erkrankung dar. Allein in Deutschland sind etwa 120.000
Menschen (d.h. rund 0,15 % der Bevolkerung) von dieser Krankheit betroffen. Die fiir
die MS typischen Lasionen werden als ,,Entmarkungsherde* (Plaques) bezeichnet Sie
sind histologisch durch die Zerstorung der Markscheiden von Nervenfasern des
Zentralnervensystems charakterisiert. Die Entmarkungsherde finden sich bevorzugt in
der weillen Substanz des Zentralnervensystems. Grofle Entmarkungsherde sind bereits
makroskopisch erkennbar (Abb. 4). Der Bereich aktiver Demyelinisierung befindet sich
am Rand des Plaque. Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen wandern wéhrend
eines frithen Stadiums aus kleinen Blutgefdflen in die umgebende weile Hirnsubstanz
aus (Abb. 4) und spielen eine entscheidende Rolle bei der Zerstéorung des Myelins.
Auch die Axone der Nervenfasern werden wahrscheinlich bereits in frithen
Krankheitsstadien geschéddigt (Trapp et al, 1998). In den Randgebieten der
Entmarkungsherde finden sich Axonabschnitte mit sehr diinnen Markscheiden,
wahrscheinlich als Ausdruck von Remyelinisierung. Wie immunzytochemische
Untersuchungen gezeigt haben, enthalten die Entmarkungsherde sowohl CD8+
(zytotoxische/ Suppressor-) T-Lymphozyten als auch CD4+ (Helfer-) T-Lymphozyten.
Der relativen Anteil der verschiedenen Effektormechanismen (T-Zellen, Makrophagen,
Antikorper) an der Zerstorung der Myelinscheiden ist noch ungekldrt. In der
Kernspintomographie stellen sich Entmarkungsherde nicht-invasiv als T2-hyperintense
Liasionen dar, wobei die mit der Kernspintomographie sichtbare Léasionsaktivitdt haufig
deutlich groBer ist als die an klinischen Symptomen erkennbare Krankheitsaktivitit.

Wahrscheinlich sind viele Entziindungsherde in klinisch ,,stummen‘ Arealen lokalisiert.
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Abbildung 4: Oben: Myelinfirbung eines Sagittalschnittes durch ein MS-Gehirn. Blau=Mpyelin,
V=Ventrikel, * = Demyelinisierung. Unten: Perivendses Infiltrat (Mafstab=50 um).
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[1.2.1 KLINIK

Das typische Erkrankungsalter liegt zwischen dem 15. und 50. Lebensjahre, Frauen sind
doppelt so hiufig betroffen wie Minner. Inzidenz und Privalenz sind in Aquatornihe
deutlich geringer als in nordlichen oder siidlichen Breiten. Es besteht eine Assoziation
mit HLA-Antigenen (HLA-A3, B7, DR2, Dw2). Die Multiple Sklerose ist damit zwar
keine ,,Erbkrankheit”, aber Geschwister von Betroffenen erkranken durchschnittlich 20x
und Kinder von Betroffenen 12x hiufiger als der Bevodlkerungsdurchschnitt. Die
Konkordanz bei eineiigen Zwillingen betrédgt ca. 30%.

Der Krankheitsverlauf ist bei den meisten Patienten zu Beginn der Erkrankung
schubformig (,,relapsing remitting MS*; RRMS). Bei etwa 10 % der Patienten verlauft
die Krankheit von Beginn an chronisch-progredient (,,primary progressive MS®;
PPMS). Ein solcher primér chronisch-progredienter Verlauf findet sich besonders bei
Patienten mit Krankheitsbeginn jenseits des 45. Lebensjahres. Primdr schubformige
Erkrankungen gehen nach 10-20 jahrigem Krankheitsverlauf in vielen Féllen in einen
sekundir chronisch-progredienten Verlauf {iber (,,secondary progressive MS*; SPMS).
10 Jahre nach Erkrankungsbeginn konnen etwa ein Viertel der Patienten ein nahezu
uneingeschrianktes berufliches und soziales Leben fithren. Je nach Lokalisation der
Lasionen kann bei der Multiplen Sklerosen eine Vielzahl klinischer Symptome
auftreten; einige aber sind fiir die Erkrankung relativ typisch. Die Erstsymptome sind in
abnehmender Haufigkeit: Gangstdrungen und Paresen der Beine, Storungen der
Sensibilitdt (hdufig in Begleitung unangenehmer Missempfindungen), einseitiger
Visusverlust bei Optikus-Neuritis, Paresen und Koordinationsstorungen der Arme,
Storungen der Sphinkterfunktion von Blase und Mastdarm, Schwindel. Auch ein

Kleinhirnsyndrom mit Ataxie und Augenbewegungsstorungen ist charakteristisch.

11.2.2 DIAGNOSTIK UND LABOR

Die Diagnose der Multiplen Sklerose ist bis heute eine Ausschlussdiagnose, es gibt
keinen  spezifischen  Labortest. =~ Dennoch hat eine Reihe technischer
Zusatzuntersuchungen eine entscheidende Bedeutung fiir die Diagnostik erlangt. Dies
sind insbesondere die cranielle Kernspintomographie, die elektrophysiologische
Messung der visuellen und somatosensiblen evozierten Potentiale, sowie die

Immundiagnostik des Liquor cerebrospinalis. Allerdings ist keine einzige der bei der
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MS beschriebenen Liquorverdnderungen krankheitsspezifisch. Bei etwa einem Viertel
der Patienten ist die Gesamtproteinkonzentration im Liquor leicht iiber den Normalwert
von etwa 45 mg/100 ml erhoht; auch die Liquorzellzahl ist oft geringfiigig erhéht, in der
Regel aber nicht tiber 20 Zellen/pl. Es handelt sich dabei vorwiegend um CD8+ und
CD4+ T-Lymphozyten und vereinzelte Plasmazellen. Die fiir die Multiple Sklerose
typische, jedoch nicht spezifische intrathekale (d.h. im Liquorkompartiment
stattfindende) Immunglobulin (Ig) -Synthese wurde bereits 1942 beschrieben (Kabat et
al., 1942). Lowenthal entdeckte Hinweise fiir die Oligoklonalitdt des Liquor-IgG bei der
MS (Lowenthal et al., 1960), aber erst die systematischen Untersuchungen von Laterre
zeigten die Bedeutung dieses Phidnomens auf breiterer Basis (Laterre et al., 1970).
Liquorspezifische oligoklonale Immunglobulinbanden (OKB) sind elektrophoretisch im
Liquor von >95 % der MS-Patienten nachweisbar (Tourtellotte et al., 1984) und sind
damit das héufigste und konstanteste immunologische Phdnomen. Oligoklonale
Immunglobulinbanden stellen das Korrelat der Immunantwort (oligo)-klonal
expandierter Plasmazellen im Liquor von Patienten mit MS dar. Mit Hilfe
zweidimensionaler Gelelektrophorese wurde die weitgehende Konstanz individueller
Ig-Bandenmuster iiber Jahre hinweg demonstriert, die auch unter immunsuppressiver
Therapie -in abgeschwichter Auspragung- persistieren (Walsh & Tourtellotte, 1986).
Da kein einziger der immunologischen oder sonstigen Zusatzbefunde spezifisch ist fiir
die MS, muss differentialdiagnostisch eine grofe Anzahl entziindlicher, vaskulirer,

metabolischer und anderer ZNS-Erkrankungen beriicksichtigt werden.

11.2.3 IMMUNPATHOGENESE

Die Atiologie der Multiplen Sklerose ist bislang ungeklirt. Sowohl #uBere als auch
genetische Faktoren spielen eine Rolle (Martin et al.,, 1992; Steinman, 1996b;
Noseworthy, 1999). Die verschiedene klinische Subtypen und unterschiedlichen
histologischen Muster deuten auf eine heterogene Pathogenese der MS hin (Lucchinetti
et al., 1996). Wie in Tiermodellen der experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis
(EAE) gezeigt wurde, konnen T-Lymphozyten, Makrophagen und Autoantikdrper zur
immunmediierten Myelin-Schiadigung beitragen (Wekerle et al., 1994; Brosnan &
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Raine, 1996; Genain et al., 1999). Die tatsdchlich krankheitsauslésenden
Effektormechanismen der MS sind jedoch noch ungeklart. Verschiedene Myelin- und
nicht-Myelin-Antigene wurden als mogliche Zielantigene einer Autoimmunreaktion
diskutiert (Hafler & Weiner, 1995; Steinman, 1996b; Wekerle, 1998). Trotz der
Analogien zum Tiermodell der EAE ist nicht gesichert ob und in welchem Umfang die
Immunantwort gegen im ZNS exprimierte Autoantigene in der Pathogenese der MS
eine Rolle spielt.

Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen konnen an einer pathogenen Immunantwort
gegen ZNS-Autoantigene mit Schiadigung von Oligodendrozyten durch direkte Zytolyse
oder Sekretion von Zytokinen beteiligt sein. Das pathogene Potential von Myelin-
spezifischen CD4+ T-Zellen konnte in den verschiedenen EAE-Tiermodellen gut
dokumentiert werden (Lassmann et al., 1991; Wekerle et al., 1994). So ist die erhohte
Frequenzen aktivierter Myelin-reaktiver T-Zellen im Liquor von MS-Patienten
hinweisend fiir eine pathogene Rolle von CD4+ T-Zellen(Chou et al., 1992; Zhang et
al., 1994). Auch die Assoziation von MS mit bestimmten MHC-Klasse-II- Haplotypen
deutet daraufhin, dass die Prdsentation von Antigenen zu CD4+ T-Zellen eine wichtige

Rolle bei der Pathogenese spielt (Steinman, 1996b; Noseworthy, 1999).

Auch fiir eine bedeutende Rolle von CD8+ T-Zellen bei der entziindlichen
Mpyelinzerstorung gibt es Hinweise. In Tiermodellen wurde gezeigt, dass CD8+ T-
Zellen zur entziindlichen Myelinzerstorung beitragen (Koh et al., 1992; Murray et al.,
1998). Bereits eine frithe Studie zeigte die Uberexpression bestimmter T-Zell-Rezeptor
(TCR) Gene in MS Lésionen im Gehirn (Oksenberg et al., 1990). Myelin-spezifische
zytotoxische CD8+ T-Zellen (CTL) konnten im Blut von MS-Patienten aber auch
gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen werden (Tsuchida et al., 1995; Jurewicz et
al., 1998). Da humane Oligodendrozyten in vitro MHC-Klasse-I-Antigene exprimieren
konnen (Grenier et al., 1989; Massa et al., 1993), sind sie mogliche Ziele einer Lyse
durch MBP-spezifische CTL (Jurewicz et al., 1998). Proteolipidprotein- (PLP)
spezifische CTL kdnnen proinflammatorische Zytokine sezernieren (Biddison et al.,
1997) und dadurch CD4+ Myelin-spezifische T-Zellen anlocken (Biddison et al., 1998).
Durch die Analyse von Einzelzellen, die durch hydraulische Mikromanipulation aus
aktiven MS-Lisionen gewonnen wurden, konnte erst kiirzlich eine extensive klonale
Expansion von hauptsichlich CD8+ T-Zellen nachgewiesen (Babbe et al., 2000)

werden. Eine andere Studie wies ebenfalls auf Einzelzell-Ebene die klonale Expansion
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von CD8+ T-Zellen im Liquor von MS-Patienten nach (Jacobson et al., 2002) Diese
klonalen Expansionen fanden sich in beiden Studien vorwiegend in der CD8+ und nur
in weitaus geringerem Ausmal in der CD4+ Subpopulation. Auch in der vorliegenden
Dissertation konnte bestétigt werden, dass sich in MS-Lésionen die CD8+ T-Zellen, im
Gegensatz zu der wesentlich heterogeneren Population der CD4+ T-Zellen, aus einer
oligoklonalen Population zusammensetzen (siehe auch Babbe et al., 2000) . Viele dieser
CD8+ T-Zell-Klone des Gehirns persistierten iiber bis zu 5 Jahre im Liquor und
peripherem Blut und waren dort z T auch im CD38+ (aktivierten) Kompartiment
nachweisbar. Zusétzliche Aspekte lieferte eine kiirzlich erschienene Arbeit iiber die
Rolle der CD8+ T-Zellen bei der MS und der EAE. Der friilhe Verlust von
Oligodendrozyten und Neuronen konnte nur schwer mit einem Konzept erklirt werden,
das die CD4+ T-Helfer Zellen im Mittelpunkt sah, da Oligodendrozyten und Neurone
nur MHC-Klasse I Molekiile exprimieren und somit Antigen nicht fiir CD4+ T-Zellen
prasentieren konnen (Redwine et al., 2001). Eine andere Studie zeigte, dass CD8+ T-
Zellen Axone auf eine antigen-spezifische Art und Weise attackieren, was zu axonaler
Schiadigung fiihrt, wie sie in MS-Hirnldsionen zu finden ist (Medana et al., 2001).
Auch wurde nachgewiesen, dass CD8+ T-Zellen fiir Oligodendrozyten und Neurone
zytotoxisch sein konnen (Jurewicz et al., 1998; Medana et al., 2000).

Neben pathogenen autoreaktiven T-Zellen konnen MS-Lidsionen auch T-Zellen
enthalten, die der Gewebszerstorung entgegenwirken (Kerschensteiner et al., 1999). Bei
der EAE wurden sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen mit regulatorischen
Eigenschaften beschrieben (Sun et al., 1988; Jiang et al., 1992; Koh et al., 1992; Van de
Keere & Tonegawa, 1998; Olivares-Villagomez et al., 1998).

Zunehmend finden sich auch Hinweise fiir die Beteiligung von Immunglobulinen bei
der Formierung demyelinisierender Lasionen bei der MS. So wurde beispielsweise in
den MS-Plaques an Oligodendrozyten oder an Makrophagen gebundenes IgG,
Komplement (Prineas & Graham, 1981; Compston et al., 1989) und terminale
Komplementkomplexe (Storch et al., 1998) nachgewiesen, was auf deren Beteiligung an
der Immuneffektorphase der Demyelinisierung hinweist. Bei der EAE wurde die
Relevanz von B-Lymphozyten demonstriert (Ubersichten bei (Wekerle et al., 1994;
Bradl & Linington, 1996)). Im Ratten- und Primatenmodell der EAE fiihrt der Transfer
von Myelin-spezifischen T-Lymphozyten allein zwar zu einer Entziindungsreaktion im
ZNS, zu einer ausgeprigten Demyelinisierung kommt es jedoch erst durch die

zusitzliche Einwirkung von Myelin-spezifischen Antikérpern
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(Linington & Lassmann, 1987; Linington et al., 1988; Genain et al., 1995). Die Rolle
von Myelin-spezifischen Antikdrpern und Komplement bei der Schidigung der Myelin-
produzierenden Oligodendrozyten wurde in vitro von mehreren Arbeitsgruppen

demonstriert (Kim et al., 1970; Honegger et al., 1989; Scolding et al., 1989).

[1.2.4 THERAPIE UND PROPHYLAXE

Da die Pathogenese der Multiplen Sklerose bisher unbekannt ist, gibt es auch noch
keine kausale Therapie. Akute Krankheitsschiibe konnen durch kurzzeitige hochdosierte
Kortikosteroidgaben abgeschwicht und abgekiirzt werden. Der Langzeitverlauf der

Erkrankung wird hierdurch wahrscheinlich nicht beeinfluf3t.

Die weniger eingreifende immunmodulatorische Dauertherapie hat zum Ziel, die
Schubfrequenz zu senken. Zum Beispiel lieB sich durch rekombinantes Interferon-3
sowohl die Entwicklung kernspintomographisch nachweisbarer Lisionen als auch der
klinische Krankheitsverlauf der schubférmigen und der sekundér progredienten MS-
Verlaufsformen giinstig beeinflussen (Jacobs et al., 1995; Ebers & PRISM (Prevention
of Relapses and Disability by Interferon beta-1a Subcutaneously in Multiple Sclerosis),
1998; Bashir & Whitaker, 1998; Noseworthy et al., 1999; Liu & Blumhardt, 1999;
Hohlfeld, 1999; Bereznai et al., 1999). Auch fiir das synthetische Polypeptidgemisch
Glatirameracetat (Johnson et al., 1995; Mancardi et al., 1998) und intravendse
Immunglobuline (Fazekas et al., 1997; Sorensen et al., 1998; Stangel et al., 1998; Lisak,
1998; Noseworthy et al., 1999) gibt es Wirksamkeitshinweise bei der schubférmigen
MS.

Bei besonders ungiinstigen Verlaufsformen mit rapider klinischer Verschlechterung
kann eine Therapie mit verschiedenen Immunsuppressiva und Zytostatika wie
Mitoxantron in Betracht kommen (Hartung et al., 1998). Wegen der Langzeitrisiken
unspezifischer Immunsuppressiva wie Kardiotxizitit und erh6htes Malignomrisiko muf3
die Indikation fiir diese Medikamente in jedem Einzelfall sorgfiltig abgewogen werden.
Fiir experimentelle Therapieansitze aus EAE-Modellen wie ,,orale Toleranzinduktion*
oder ,, T-Zellvakzinierung“ (Zipp & Hohlfeld, 1994) konnte bisher keine klinischen
Wirksamkeitsnachweise erbracht werden (Wiendl et al., 2000). Neben den
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immunsuppressiven und immunmodulierenden Therapien konnte im Lauf der letzten 10
Jahre die symptomatische Therapie der MS-Komplikationen erheblich verbessert
werden, sodass heute ein breites Therapiespektrum zur Linderung der Beschwerden der

MS-Patienten zur Verfiigung steht.



III MATERIAL UND METHODEN

I MATERIAL UND METHODEN

[11.1 Isolation von Lymphozyten des peripheren Blutes (PBL)

Die Lymphozyten des peripheren Blutes von MS Patienten und Kontrollpersonen
wurden durch Dichtegradienten-Zentrifugation iiber Ficoll-Hypaque (Lymphoprep;
Nyegaard, Norwegen) gewonnen.

Unter Verwendung von EDTA-Monovetten wurden 15 ml vendses Blut mit gleichem
Volumen PBS, bestehend aus 0,2 g KCL, 8,0 g NaCl, 1,42 g Na2HPO4 und 1,38 g
NaH2PO4-H20 (pH 7,4), gemischt und in zwei 50 ml Falcon-Tubes im nichsten Schritt
vorsichtig auf 20ml Ficoll-Hypaque (Lymphoprep; Nyegaard, Norwegen) liberschichtet
und vierzig Minuten mit 1400 UPM (+15°C) zentrifugiert.

Darauthin wurden die Lymphozyten, die sich in der Interphase zwischen Serum und
Lymphoprep gesammelt hatten, mittels elektrischer Saugpipette abgenommen, in einem
50 ml Falcon-Tube vereint und zwanzig Minuten mit 1400 UPM (+4°C) zentrifugiert.
Das dabei entstandene Lymphozyten-Pellet wurde in 0,5ml PBS mit 1% BSA
(Rinderalbuminserum) aufgenommen und in ein ,,Biopur“-Eppendorf-Tube gegeben.
Daraus wurden 5ul entnommen, mit 45ul PBS und 50ul Trypan-Blau verdiinnt und die
Lymphozyten-Zellzahl mittels einer Neubauer-Zdhlkammer ermittelt. Blau gefarbte

Zellen entsprachen avitalen Zellen mit nicht mehr intakter Zellwand.

[11.2 Selektion von Lymphozyten-Subpopulationen

Zur Selektion CD4+ und CD8+ Subpopulationen wurden jeweils ca. 15-20x10° Mio. in
PBS suspendierte Lymphozyten ca. 350 Mio. Antikorper-beschichteten Magnetpartikeln
(Dynabeads®, Dynal, Hamburg) gegen CD4 oder CDS8 30 Minuten bei +4°C auf einem
rotierenden Mixer inkubiert. Zur Selektion CD25+ und CD38+ Subpopulationen wurde
in einem ersten Schritt mit einem unmarkierten, monoklonalen Maus-Anti-Human
CD25/38 Primidrantikérper 45 Minuten inkubiert und im zweiten Schritt mit einem
Magnetpartikel-gekoppelten anti-Maus-IgG Sekunddrantikdrper weitere 30 Minuten

inkubiert. Darauthin wurden die Testrohrchen fiir 1-3 Minuten an einen Magneten
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(Dynal) gestellt. Die spezifisch an die jeweiligen Magnetpartikel gebundenen Zellen
wurden durch das Magnetfeld an die Wand des Testrohrchen gezogen.

Der Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt, wihrend die spezifisch an die
jeweiligen Magnetpartikel gebundenen Zellen durch das Magnetfeld an der Wand des
Testrohrchen haften blieben.

Im néchsten Schritt wurde der Magnet entfernt und die an die jeweiligen Magnetpartikel
gebundenen Zellen in 1ml PBS resuspendiert.

Die vorangegangenen Waschschritte wurden drei mal wiederholt, und die auf diese
Weise gewonnenen Lymphozyten-Subpopulationen mit 250 ul PBS suspendiert.
Daraufhin erfolgte ein erneuter Zahlvorgang mittels Neubauer-Zahlkammer.

Bei der Isolierung von CD4+, bzw. CD8+ T-Zellen konnten Zellzahlen zwischen
0,6x10*6 und 2,7x10*6 pro 30ml entnommenen Blutes erreicht werden, bei Isolierung

von CD25+ bzw. CD38+ T-Zellen zwischen 10x10*3 und 20x10*3.

In vorangegangenen Experimenten konnte eine Reinheit von 69% (CDS), 81% (CD38)
und 94% (CD4) erreicht werden.

[11.3 Isolierung von Lymphozyten aus dem Liguor

7-10 ml Liquor von MS-Patienten wurde 20 Minuten bei 1600 U/Min. abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen, und die Leukozyten wurden unter Verwendung von
Trizol-LS-Reagenz (GIBCO-BRL, Eggenstein) lysiert. Als nédchster Schritt folgte die
Gesamt-RNA-Isolation (s.u.).

[11.4 Vorbereitung des Hirngewebes flur die Gesamt-RNA-

Isolation.

Zwanzig 10-20pum dicke Kryostatschnitte wurden in vorgekiihltes Eppendorftube
tiberfiihrt und mit Trizol-LS-Reagenz behandelt.
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[11.5 Gesamt-RNA-Isolation mit TRIZOL-LS

1.) Lyse/Homogenisierung:

Die in 250 pl Medium gelosten Zellen wurden durch wiederholtes Pipettieren mit
750 ul Trizol-LS-Reagenz (GIBCO-BRL, Eggenstein) lysiert und anschlieBend fiinf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine vollstindige Dissoziation des
Nucleoproteinkomplexes zu erreichen.

2.) Phasenseparation

Danach wurde 200 pl Chloroform hinzugegeben, 15 Sekunden kréftig per Hand
geschiittelt und fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Es folgte eine Zentrifugation der Proben fiir 15 Minuten bei 14000 UPM und 4°C.
Nach der Zentrifugation trennt sich das Probengemisch in eine untere rotliche
Phase, die aus Phenol-Chlorophorm besteht, in eine Interphase und in eine obere
farblose wissrige Phase. Die RNA befindet sich in der oberen wissrigen Phase.

3.) RNA-Ausfillung

Die wissrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal} tiberfiihrt.
Zur RNA-Ausfillung wurden 700 ul Isopropylalkohol und als Fallungshilfe 10 pl
Glycogen zugegeben, 10 Minuten bei —20°C inkubiert und anschlieend 20 Minuten
mit 14000 UPM (4°C) zentrifugiert.
Das dabei entstandene RNA-Prizipitat formt ein Gel-dhnliches, etwa
stecknadelkopfgrof3es Plittchen.

4.) Waschen der RNA

Der Uberstand wurde entfernt und das RNA-Plittchen wurde gewaschen, indem

1 ml 80% Ethanol zugegeben wurde, leicht geschiittelt wurde und anschlieBend 5
Minuten mit 14000 UPM (4°C) zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
verworfen.

5.) Auflésen der RNA

Am Ende des Verfahrens lief man das RNA-Pléttchen einige Minuten lufttrocknen
und 16ste es anschlieBend in 22 pl Nuclease-freiem Wasser (Diethylpyrocarbonat-
(DEPC-) behandelt). 2 ul der Losung wurden zur Bestimmung der Konzentration

entnommen.
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6.) Konzentrationstest

Die RNA-Konzentration wurde mittels Spektralphotometrie bestimmt, wobei die
Probe im Verhiltnis 1:40 mit DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt und die
Absorbtion bei 260 und 280 nm gemessen wurde.

Die Konzentration wurde nach folgender Gleichung errechnet:

c:ODzsoxfxn[mg/dl]

¢ = Konzentration

OD = optische Dichte
f = Verdiinnungsfaktor
n =40 mg/dl fiir RNA

Die Reinheit der préiparierten RNA wurde tiber das Verhéltnis OD,¢( zu OD5g(
ermittelt.

[11.6 Synthese der komplementaren Desoxyribonucleinsaure

mittels reverser Transkription

Aus 2-5 pg Gesamt-RNA wurde unter Verwendung von oligo-(dt) als Primer und
reverser Transkriptase (Superscript II, GIBCO-BRL) komplementire DNA (cDNA)
erstellt, die deutlich stabiler ist als mRNA.

Im ersten Schritt wurde zu 2-5 pg m-RNA 0,5 pg oligo-(dt)12-18 Primer, der sich an
das Poly-A-Ende des m-RNA-Stranges anlagerte, gegeben und fiir 10 Minuten im
Heizblock bei 70°C denaturiert. AnschlieBend wurde die Probe schnell auf Eis
abgekiihlt und dann kurz abzentrifugiert, um die Probe zu sammeln.

AnschlieBend wurde der Probe 4 pl 5X ,First Strand* Puffer, 2 pl 0,1 mM DTT
(Antioxidans), 1ul 10 mM dNTP (Nukleotide), 1 ul RNAse Inhibitor (10 U) zugegeben
und 2 Minuten im Heizblock bei 42°C gemischt.

Daraufhin wurde 1 pl (200U) Superscript II (GIBCO-BRL) beigefiigt und 50 Minuten
bei 42°C inkubiert.

Abschliefend erfolgt die Inaktivierung der Reaktion durch 15 miniitiges Erhitzen auf
70°C.

Der Probe wurde 50ul Wasser zugegeben, sodass eine Konzentration von etwa

200ug RNA / 1 ml Probe vorlag. Das Syntheseprodukt wurde entweder direkt

weiterverarbeitet oder bei —20°C eingefroren.
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[11.7 Identifikation klonal expandierter T-Zell Populationen durch
CDR3-Spektratyping

Die Suche nach einer klonal expandierten T-Zell Population stellt sich technisch
kompliziert dar: Frithere Methoden waren hinsichtlich des Zeitaufwandes, der
Sensitivitdt und der Objektivitit nicht zufriedenstellend. Als Beispiele hierfiir sind das
Sequenzieren nach dem Zufallsprinzip, RNAse Protektions Assays (Okada et al., 1989;
Singer et al., 1990) und die Analyse der BV-Ketten mittels spezifischer monoklonaler
Antikorper (Genevée et al., 1994). Eine weitere Moglichkeit besteht in der Erstellung
von TCR-Mini-Bibliotheken in E. coli Bakterien durch Anker- oder inverse PCR, deren
Kultivierung und Sequenzierung (Lieux-Laucat et al., 1993, Uematsu 1991).

Der Vorteil des CDR3-Sektratypings liegt in der Unabhdngigkeit von in-vitro
Wachstum und der Systematik der Untersuchung, welche das gesamte T-Zell Rezeptor

Repertoir eines Individuums (der untersuchten Zellpopulation) wiedergibt.

I11.7.1 AUFBAU DES T-ZELL REZEPTORS

Die Technik des CDR3-Spektratyping macht sich die Besonderheiten des TCR-
Aufbaues sowie der genetischen Kodierung auf DNA- und RNA-Ebene zunutze.

Das Protein besteht aus einer a- und einer f-Kette. Diese setzen sich aus jeweils einem
konstanten Teil, der an der Zelloberfliche haftet, und einem variablen Teil, der der
Antigenerkennung dient, zusammen. Dieser variable Teil setzt sich aus der V(ariable)-,
der D(iversity)- und der J(oining)-Domine zusammen.

In der Keimbahn des Menschen liegt der DNA-Code des Proteins linear angeordnet vor.
Fiir jeden Baustein gibt es unterschiedliche Ausfiihrungen. Wéhrend der somatischen
Rekombination entstehen funktionsfahige Exons, die jeweils eine mogliche Ausfiihrung
enthalten. Zwischen den Gensegmenten werden an definierten Stellen Basenpaare nach
dem Zufallsprinzip eingeschoben. Das rekombinierte Gen-Element bildet zusammen die
sogenannte ,dritte hypervariable” oder auch ,,CDR3“-Region (,,3. complementarity
determining region®). Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der Erkennung
spezifischer Antigene. Die so entstandene DNA ist spezifisch fiir diese eine T-Zelle und
wird von ihr zu m-RNA (,,messenger-RNA*) transkribiert, woraus der Rezeptor als

Protein translatiert wird.
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Ausgangsprodukt fiir die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Dissertation
war mRNA, welche aus Hirngewebe, aus Liquor und verschiedenen Subpopulationen

des peripheren Blutes gewonnen wurde.

111.7.2 BV-UND BJ-FAMILIEN SPEZIFISCHE PCR

Die gewonnene m-RNA ist aus je einer Variante fiir V(ariable)-D(iversity)-J(oining)-
C(onstant) zusammengesetzt. Diese Einzelbausteine sind linear angeordnet. Zwischen
den V-D-J Segmenten konnen sich nach dem Zufallsprinzip eingeschobene N-
Nukleotide befinden.
Diese Genfragmente kodieren jeweils fiir eine Kette des T-Zell Rezeptors (TCR),
welche sich als Protein mit einer anderen Kette paart und somit wiederum die
Variabilitit des TCR erhoht. Eine Zuordnung der beiden Ketten zueinander ist auf
Ebene der Gesamt-RNA nicht moglich.
Die iiberwiegende Zahl der TCR besteht aus einer o- und einer B-Kette. Fiir die V-
Region der B-Kette sind 52 Varianten bekannt, fiir die D-Region 2 und fiir die J-Region
13. Im Falle der a-Kette sind etwa 70 alternative V-Regionen und etwa 61 J-Regionen
bekannt..
Die Untersuchungen mit Hilfe des CDR3-Spektratyping wurden an der B-Kette
durchgefiihrt, wobei 26 verschiedene Primer fiir die V-Region (Pannetier et al., 1995;
Schwab et al., 1997) verwendet wurden, welche die 52 Varianten zu ,,Familien*
zusammenfassen. Am 3°-Ende wurde als Primer CPR eingesetzt.
In der ,Erstrunden-PCR*“ wurde wunter sterilen Bedingungen in 96-Well-
Mikrotiterplattenplatten angesetzt. Das Volumen des Reaktionsansatzes pro Well betrug
50 ul und setzte sich wie folgt zusammen:

- 2,5 ul BV Primer (0,5 uM Endkonzentration)

- 2,5 ul CB-R Primer (0,5 uM Endkonzentration)

- 1,0 ul cDNA Aliquot

- 0,5 ul dNTP (20 mM)

- 5,0 ul 10x PCR Puffer

- 0,2 pl Tag-Polymerase (AmpliTaq®Gold, Konzentration 5 U/ul)

- 38,3 ul Wasser
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Die PCR Reaktion selbst lief in folgenden Schritten ab:

1.) Vorinkubation 6 Minuten, 94°C

2.) 1 Minute, 94°C

3.) ,,Annealing* 1 Minute, 59°C

4.) ,,Extention* 1 Minute, 72°C, verldngerte sich jeden Zyklus um 3 Sekunden
5.) Wiederholung von 2.) - 4.) 40x.

6.) Letzte Extention 7 Minuten, 72°C

7.) Kiihlung, 4°C

Handelte es sich um ¢cDNA von Lymphozyten des peripheren Blutes wurden 40 Zyklen
durchgefiihrt, bei cDNA von Lymphozyten des Liquors und des Hirngewebes wurden
45 Zyklen durchgefiihrt. Bei Durchfiihrung einer semiquantitativen PCR wurde nach
35,40 und 45 Zyklen PCR-Produkt entnommen.

In dieser ersten PCR entstanden also 26 verschiedene ,,BV-Familien“-spezifische
Produkte aus der urspriinglichen cDNA.

Um zu {iberpriifen, ob die Amplifikation erfolgreich abgelaufen ist, wurde die
amplifizierte DNA im Agarose-Gel unter Zugabe von Ethidium-Bromid
elektrophoretisch aufgetrennt und im UV-Licht betrachtet.

Dazu wurden 2,5g Agarose in 250ml 1x TBE aufgelost, in der Mikrowelle 3 Minuten
aufgekocht und anschlieBend mit 6ul Ethidium-Bromid (10mg/ml) versetzt. Daraus
wurde ein Gel mit Taschen gegossen, das nach ca. 30 Minuten ausgehirtet war. Je 6ul
der 26 PCR-Produkte wurden mit 4ul Ladepuffer gemischt und in die Taschen
eingefiillt. Zur Kontrolle wurden 4ul eines Langenmarkers mit 4ul Ladepuffer gemischt
und ebenfalls auf das Gel aufgetragen.

Die Kammer, in die das Gel gesetzt wurde, wurde mit 1x TBE aufgefiillt. Es wurde 30
Minuten eine Spannung von 100 Volt angelegt. Ethidium-Bromid, welches mit der
DNA-Doppelhelix interkaliert, besitzt die Eigenschaft unter UV-Licht zu fluoreszieren.
Auf diese Weise werden die lingenmédBig aufgetrennten DNA-Fragmente als Banden
sichtbar.

In einer zweiten PCR wurde von den Produkte mit fluoreszenzmarkierten Primern

(Farbstoffe HEX, FAM, TET), welche spezifisch an die 13 unterschiedlichen J-
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Regionen bzw. an die c-Region binden, ,,Run-off Transkripte erstellt. Alle 26 Produkte
der ersten PCR wurden hiermit subamplifiziert.
Insgesamt entstanden so 364 Produkte (Puisieux et al., 1994).
In 96-well-Mikrotiterplatten wurden unter der sterilen Arbeitsbank 5,0 pl BJ- bzw. BC-
spezifischen fluoreszenzmarkierten Primer (0,1 pM Konzentration) vorgelegt und in
zwolf ,,Biopur® Eppendorf-Reaktionsgefdflien als Mastermix die weiteren Reagentien
beigefligt.
Aullerhalb der sterilen Arbeitsbank wurden die PCR-Produkte der ,,Erstrunden-PCR*
hinzugefiigt. Pro well wurden zwei bzw. drei BV-spezifische PCR-Produkte kombiniert.
Aus dem Mastermix wurde dann zu den vorgelegten Primern folgendes hinzugefiigt:

- 0,1 pl ANTP (20 mM)

- 1,0 pl 10x PCR Puffer

- 0,04 ul Tag-Polymerase (AmpliTaq® Gold, Konzentration 5 U/ul )

- 1 pl der BV-spezifische PCR-Produkte

- 0,86ul Wasser bei drei PCR-Produkten, 1,86 ul Wasser bei zwei Produkten.

Die Kombination der BV-Familien wurde aufgrund der spezifischen Lénge der

Amplifikationsprodukte festgelegt:

BV1 +BV18 +BV23 BV9 +BV16
BV2 +BV4 +BVS BVI11+BVI2
BV3+BVI13.1 BVI5+BV13.2
BV5.2+BVS5.1 BV14 +BV17
BV6 + BV20 BV19 + BV24
BV7+ BV22 BVI10+ BV21

Der Reaktionsansatz betrug pro well 10 ul und wurde mit einem Tropfen Nujol-Ol
abgedeckt.

Die PCR-Maschine wurde fiir die Zweitrunden-PCR folgendermallen programmiert:
,»Run-OFF-5%:

1.) Vorinkubation 10 Minuten, 94°C

2.) 1 Minute, 94°C

3.) Annealing 1 Minute, 59°C

4.) Extention 10 Minute, 72°C
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5.) Wiederholung von 2.) - 4.) 5x
6.) Kiihlung, 4°C

Gemeinsam sind den Transkripten eines solchen Produktes die Art der
Fluoreszenzmarkierung, die Zugehorigkeit zu einer BV-Familie am 5’-Ende und zu
einer BJ-, bzw. C-Region am 3’-Ende. Unterschiede weisen die Transkripte innerhalb
eines PCR-Produktes hinsichtlich der D-Region und der zufillig eingeschobenen
Nukleotide auf. Hierdurch kommt es zu Langenunterschieden der Fragmente.

Mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerites werden die Fragmente innerhalb ihrer
Produkt-Gruppe der Lange nach aufgetrennt und stehen zur Spektratyping-Analyse zu
Verfiigung.

I11.7.3 FRAGMENT-ANALYSE DER PCR-PRODUKTE

Die Fragment-Analyse zeigt die Aufteilung der amplifizierten Transkripte hinsichtlich
threr Nukleotid-Anzahl, d.h. ihrer Lange. Die Anzahl der Transkripte einer Linge
bestimmt die Leuchtintensitét der fluoreszierenden Partikel. Die graphische Darstellung
des Ergebnisses zeigt eine GauB3-Kurve.

Die Uberreprisentanz einer bestimmten Sequenzlinge innerhalb eines PCR-Produktes
stellt sich als Peak dar, der aus der GauB-Kurve herausragt. Eine solche Abweichung
aus der Normalverteilung legt die Vermutung nahe, dass es sich um eine klonal
expandierte Population von T-Zellen handelt (Abb. 5 und 6). Die Sensitivitit dieser
Methode zum Nachweis eines einzelnen expandierten T-Zell-Klons innerhalb einer
polyklonalen Population liegt bei etwa 1:5000 Zellen (unsere eigenen Ergebnisse;

(Cochet et al., 1992)).
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Abbildung 5:  Die hypervariable (sog. CDR3-)Region der a- und f-Kette des T-Zell
Rezeptors ist fiir die Antigenerkennung verantwortlich. In der vorliegenden Arbeit wird
mit Hilfe der PCR in c-DNA transkribierte m-RNA des Ausgangsmaterials amplifiziert
und fluoreszenzmarkiert.

Die Abbildung zeigt schematisch die Aufirennung der markierten DNA-Fragmente nach
ihrer Ldnge. Nach der ersten PCR (,Immuno“) bestehet das PCR-Produkt aus
amplifizierten DNA-Fragmenten einer BV(Variabel)-Familie, da diese als Primer der
Reaktion vorgegeben war. Die C-(Constant)Region ist ebenfalls identisch.
Unterschiedlich sind die DNA-Fragmente beziiglich der D-(Diversity) und J-
(Junction)Region, sowie in Art und Zahl der zufillig eingeschobenen N-Nukleotide.
Nach dem Prinzip der Normalverteilung ist eine mittlere Grofe an DNA-Fragmenten
am hdufigsten vertreten, extrem lange und extrem kurze Sequenzen sind selten.
Dementsprechend gibt die graphische Darstellung der markierten DNA-Fragmente eine
Gaufs-Verteilung (modifiziert nach Gorski et al., 1995)
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des CDR3-Spektratyping: Die zweistufige
PCR-Reaktion mit Fluoreszenz-markierten Cf3-(niedrige Sensitivitit) und Jf3-(hohe
Sensitivitdt) ,, Runoff*-Primern stellt polyklonale Lymphozytenpopulationen als
Gauf3-verteilte ~ CDR3-Spektragramme  dar, wdhrend klonal expandierte
Lymphozytenklone als ,,Peaks* identifiziert werden kénnen (modifiziert nach

Pannetier et al., 1995).
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Der genaue technische Ablauf dieser Methodik wird im Folgenden beschrieben:

Die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente wurden {iber ein 5 % Polyacrylamid-6M
Harnstoff Sequenzier Gel (Long Ranger® Single Pack, BioWhittaker Molecular
Applications, Rockland) elektrophoretisch aufgetrennt und unter Verwendung eines
automatischen Sequenziergerit (ABI377®, Applied Biosystems, Weiterstadt) einer
bestimmten Basenpaarldnge zugeordnet. Dies war moglich, weil mit den Proben auf
jeder Spur der mit dem Fluoreszenzfarbstoff TAMRA markierte Langenstandard
GeneScan-350 TAMRA (Applied Biosystems) aufgetragen wurde, der einzelstringige
Fragmente von 35 bis 350 Basenpaaren enthilt.

Da fiir die fluoreszenzmarkierten BJ-Primer drei verschiedene Farbstoffe (HEX, FAM,
TET) zu Verfiigung standen und TAMRA als eine weitere Farbe identifiziert werden
konnte, liefen pro Spur drei verschiedene BJ-Sub-Familien von jeweils zwei bzw. drei
BV-Familien. Diese konnten aufgrund der Langenunterschiede bereits in der ,,Run-Off-
PCR* gemeinsam amplifiziert werden.

In eine Mikrotiterplatte wurden also jeweils 1yl von drei PCR-Produkten, die mit
Primern der drei unterschiedlich markierten Farben gewonnen worden waren,
zusammenpippettiert.

Die Kombinationen ergaben sich wie folgt (eine Zeile entspricht einer Spur auf dem

Gel):

(BV 1 +BV 18 + BV 23) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 1 +BV 18 + BV 23) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 1 +BV 18 + BV 23) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 1+ BV 18 + BV 23) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 1 +BV 18 + BV 23) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV2+BV4+BV8)x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 2+ BV 4+BV 8)x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 2+ BV 4+BV 8)x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 2+ BV 4+ BV 8) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 2+ BV 4+ BV 8) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)
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(BV 3+ BV 13.1)x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 3+ BV 13.1) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 3 +BV 13.1) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 3 + BV 13.1) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 3+ BV 13.1)x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 5.2 +BV 5.1) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 5.2+ BV 5.1) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 5.2 + BV 5.1) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 5.2+ BV 5.1) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 5.2+ BV 5.1) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 6 + BV 20) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 6+ BV 20) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 6 + BV 20) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 6 + BV 20) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 6 + BV 20) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 7+ BV 22) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 7+ BV 22) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 7+ BV 22) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 7+ BV 22) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 7+ BV 22) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 9+ BV 16) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 9 + BV 16) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 9 + BV 16) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 9 + BV 16) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 9 + BV 16) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV11+BV12)x(BJ 1.1 HEX+BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV11+BV12)x(BJ1.4HEX +BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
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(BV 11 + BV 12) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 11 + BV 12) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 11 + BV 12) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 15+ BV 13.2) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 15 + BV 13.2) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 15 + BV 13.2) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 15 + BV 13.2) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 15 + BV 13.2) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 14+ BV 17) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 14 + BV 17) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 14 + BV 17) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 14 + BV 17) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 14 + BV 17) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 19 + BV 24) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 19 + BV 24) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 19 + BV 24) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 19 + BV 24) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 19 + BV 24) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

(BV 10 + BV 21) x (BJ 1.1 HEX + BJ 1.2 FAM + BJ 1.3 TET)
(BV 10 + BV 21) x (BJ 1.4 HEX + BJ 1.5 FAM + BJ 1.6 TET)
(BV 10 + BV 21) x (BJ 2.1 HEX + BJ 2.2 FAM + BJ 2.3 TET)
(BV 10 + BV 21) x (BJ 2.4 HEX + BJ 2.5 FAM + BJ 2.6 TET)
(BV 10 + BV 21) x (BJ 2.7 HEX + CB TET)

Zur Volumenreduktion wurden die ,,Runoff Transkripte 25 Minuten bei 85°C
eingedampft. Den eingedampften Proben wurde 4 ul TAMRA-Mix, bestehend aus 0,5
ul TAMRA (4vm), 1,0 ul Ladepuffer (blaues Dextran, 50 mg/ml; EDTA, 25 mM) und
2,5 wul deionisiertem Formamid, hinzugegeben. Nach der darauffolgenden

Denaturierung (5Minuten bei 85°C) wurden die Proben auf Eis gestellt.
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Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurden Long Ranger™ gel solution und ABI
Prism 377 36cm Glasplatten verwendet. Um Taschen zum auftragen der Proben zu

formen wurde ein 36-Well Kamm eingespannt. Die Polymerisation dauerte 2h.

Am Sequenzier-Gerédt wurde das Programm ,,Genscan‘ gestartet, die Pufferkammer mit
IxTBE gefiillt und der Vorlauf zur gleichmédBigen Erhitzung der Platte auf 51°C
durchgefiihrt. Vor dem Starten des eigentlichen Laufes wurden die Gel-Taschen mit den
Proben beladen, eine Spannung von 3000 Volt angelegt. Die Dauer der Elektrophorese
betrug 2h.

Die Auswertung des Ergebnisses wurde unter Verwendung der Genescan®-Software
und einer, in Bezug zu den verwendeten Farbstoffen, vordefinierten Matrix
durchgefiihrt. Die ausgedruckten Kurven spiegeln den Langenpolymorphismus der

CDR3-Region wieder.

[11.8 Sequenzierung

111.8.1 SUBAMPLIFIKATION

Expandierte Kandidaten der BV-BJ-Subpopulationen wurden aus dem initialen BV-CB
Amplifikationsprodukt (aus der ,,Erstrunden-PCR*) erneut mit dem entsprechenden
BV-BJ-Primerpaar subamplifiziert.

In einigen Féllen wurde an Stelle des BJ-Familien Primers ein sog. ,.klonspezifischer*
Primer verwendet (siche Tabelle Ia und Ib). Die Sequenzen der verwendeten
klonzpezifischen BJ-Primer lauten wie folgt: F.E. BV1-BJ1.3 5’-AAA ATA CTG CGT
ATC CTT CCT-3’; F.E. BV9-BJ2.7 5°’-CCC GAA GTA CTG CTC GCC GAC-3’; F.E.
BV22-BJ2.1 5’-GAA CTG CTC ATT GTG TTC TCC-3".

Es wurden je 2,5 ul unmarkierte BV- und BJ-Primer (10 uM) verwendet.

Die Zusammensetzung der Reaktionsproben entspricht ansonsten dem der
»ErstrundenPCR*. Es wurden 25 PCR-Zyklen durchgefiihrt. Pro Well wurde jeweils nur

eine BJ-Sub-Familie einer BV-Familie amplifiziert.
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111.8.2 PROBENAUFREINIGUNG

Daraufhin erfolgte eine Aufreinigung mit Microcon 30® Sdulen (Amicon, Beverly,
USA) mit einer molekularen Ausschlufigréfie von 30.000 Dalton.
Pro Probe wurden jeweils 2 Microcon 30® Hiitchen mit

a) ,,wash®

b) ,Eluat"
beschriftet. Die Microcon-Sdulen wurden in einer Eppendorf-Zentrifuge mit groBer
C)ffnung nach oben in ,,wash*“-Hiitchen gestellt und mit 200 ul Wasch-Puffer (2 mM
PCR Puffer ohne Magnesium) befiillt. Zu diesem wurde 20 pl PCR Produkt
hinzugegeben, ohne die Membran zu beriihren. Nun wurden die Séulen 10 Minuten bei
11 000 UPM und Raumtemperatur zentrifugiert. Zur Elution wurden 10 pl Wasch-
Puffer pipettiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, so daf3 sich die DNA-
Fragmente darin 16sen konnten. Um die DNA als Eluat zu gewinnen wurden die Sdulen
umgedreht und in das zugehorige ,,Eluat“- Hiitchen geben, darauthin 15 Sekunden bei
10 000 UPM zentrifugiert und mit Nuclease-freiem Wasser auf 30 pl Gesamtvolumen

aufgefiillt.

111.8.3 SEQUENZIER-REAKTION

Das ,,Cycle Sequencing® wurde nach der Didesoxy-Abbruch-Methode durchgefiihrt,
wobei nach dem Prinzip der PCR zur vorgelegten DNA komplementire Stringe
entstanden, die durch zufilligen Einbau von 2,3-Didesoxynucleotid-5’-Triphosphaten
jedoch an untertschiedlichen Stellen die Extensionsreaktion abbrachen. Diese
terminierenden Triphosphate sind fluoreszenzmarkiert: Adenosintriphosphat mit
dichloro[R110] und Thymidintriphosphat mit dichloro[ROX]. Die durch die zufdlligen
Abbriiche entstehenden Stiange unterschiedlicher Lange markieren nun jede Position der
Sequenz farblich. Nach Denaturierung koénnen die Proben im Sequenzer
elektophoretisch aufgetrennt werden und vom Laser die farblich kodierten Sequenzen
abgelesen werden.

Als Startpunkte fiir die Extension der komplementiren Stringe wurden unmarkierte BJ-

und BV-Primer beniitzt. Um Strang und Gegenstrang zu sequenzieren wurden fiir jedes
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PCR-Produkt zwei Reaktionen angesetzt, einmal mit dem BV-spezifischen Primer und
einmal mit dem BJ- bzw. CBR-spezifischen Primer.
Die Sequenzierreaktion wurde in 96-well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt, wobei pro
Well 1 ul unmarkierter Primer (10 uM), 2 ul Sequenzier-Mix (beinhaltet Deoxy- und
Didesoxynukleotide, Dye-markierete Primer und AmpliTag DNA Polymerase), 6 pl
Eluat und 6 pl DEPC-behandeltes Wasser angesetzt und mit einem Tropfen Nujol-Ol
bedeckt wurde.
Die PCR-Maschine wurde wie folgt programmiert:

1.) 30 Sekunden, 94°C

2.) Annealing 15 Sekunden, 55°C

3.) Extention 4 Minute, 60°C

4.) Wiederholung von 1.) - 3.) 25x

5.) Kiihlung, 10°C

111.8.4 AUFREINIGUNG DES REAKTIONSANSATZES

Um die Proben von Restbestinden an Primern, Nujol-Ol, fluoreszenzmarkierten
Nucleotiden u.d. zu befreien, erfolgte eine Aufreinigung mittels QIAquick® Séulen
(Qiagen, Hilden, D.).

Hierzu lie3 man die Sdulen mit 750 pul Wasser 30 Minuten zu einem Gel verquellen, die
iiberstindige Fliissigkeit wurde verworfen, und die Sdulen 2 Minuten bei 3000 UPM
zentrifugiert. Dann wurde der Reaktionsansatz (15 pl) auf die Mitte des Gels pipettiert
ohne das Gel mit der Pipettenspitze zu beriihren. Um das gereinigte Eluat zu gewinnen
wurden die Sdulen erneut 2 Minuten bei 3000 UPM zentrifugiert. Im letzten Schritt
wurde das Eluat 30 Minuten in einer Vakuumzentrifuge ohne Hitzeanwendung

getrocknet.

111.8.5 PROBENAUFTRAG

Der getrocknete Ansatz wurde in 3,5 pl Formamid und 0,5 pl Ladepuffer
aufgenommen. und anschlieBend 2 Minuten bei 90 °C denaturiert. Es wurden dann 2,0
ul der Probe auf ein Sequenziergel (Long Ranger®) aufgetragen. Insgesamt konnten auf
diese Weise 36 Proben gleichzeitig bearbeitet werden. Die Analysesoftware des

Sequenzers wurde wie folgt konfiguriert:
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- Laufmodul: Seq Run 36E-2400, d.h. 36 cm Gelbreite, 2400 Scans/Stunde
- Matrix: Dye/Filter Set E (=ABI PRISM® BigDye™ Matrix Standard)
Die Laufzeit betrug 3 Stunden bei 200 W Leistung.

[11.9 Verwendete Materialien

,Biopur* Eppendorf-Tubes

Steril
Pyrogenfrei
RNAse-frei
DNA-frei
ATP-frei

Eppendorf, Hamburg, D.

»,Dynabeats“-Antikorper
M-450 CD4

Magnetisch markierte
Primér-Antikorper,
1.4x10"%/ml

Dynal, Hamburg, D.

,Dynabeats““-Antikorper
M-450 CD8

Magnetisch markierte
Primér-Antikorper,
1.4x10"%/ml

Dynal, Hamburg, D.

“Mouse anti-Human”
Antikorper CD25 1gG2a

Nicht-markierte
Antikdrper, 0,2 mg/ml

Immunotech, Marseille, F.

,Mouse anti-Human”
Antikorper CD38 IgG1

Nicht-markierte
Antikdrper, 0,1 mg/ml

DAKO, Glostrup, Denmark

»,Dynabeats“-Antikorper ,,Rat
anti-Mouse* 1gG1
CELLection Kit

Magnetisch markierte
Sekundér-Antikorper,
6.6x10%/ml

Dynal, Hamburg, D.

,Dynabeats“-Antikorper ,,Rat
anti-Mouse* IgG2a
CELLection Kit

Magnetisch markierte
Sekundar-Antikorper,
6.6x10°/ml

Dynal, Hamburg, D.

36-well Kamm

Perkin Elmer, Applied
Biosystems, Weiterstadt, D.

5XFirst Stand Buffer

GibcoBRL, Eggenstein, D.

80% Ethanol

Riedel-de Haen,
Taufkirchen, D.

96-well-Mikrotiterplatten

Biozym, Hess. Oldendorf, D.

Agarose

Agarose LM-MP

Boehringer Mannheim,

Mannheim, D.

BSA RNAse/DNAse-frei Pharmacia Biotech,
Erlangen, D.

Chlorophorm Merck, Darmstadt, D.

Cycle Sequence Mix ABI Prism™dRhodamine Perkin  Elmer,  Applied

Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaktion
Kit, with AmpliTaq® DANN
Polymerase, FS

Biosystems, Weiterstadt, D

DEPC-behandeltes H,0

ICN Biomedicals, Eschwege,
D.

Dextranblau

Sigma, Taufkirchen, D.
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dNTP Mix 10uM Pharmacia Upjohn,
Erlangen, D.

DTT 0,1 M Dithiothreitol GibcoBRL, Eggenstein, D.

Ethidium-Bromid

GibcoBRL, Eggenstein, D.

Falcon-Tubes

Sarstedt, Niirnbrecht, D.

Flache Pipettenspitzen

Miniflex 0,2mm flat Tipps

Sorenson, Amersham
Bioscience, Freiburg, D.

Formamid

Merck, Darmstadt, D.

Genscan loading buffer

Genscan-500 Tamra: blue
dextran, 50mg/ml;

Perkin  Elmer,  Applied
Biosystems, Weiterstadt, D

EDTA, 25 mM
Glycogen 20mg/ml Boehringer Mannheim,
Mannheim, D.
Isopropyl-Alkohol Riedel-de Haen,
Taufkirchen, D.
Langenmarker Low DANN mass ladder GibcoBRL, Eggenstein, D.
Lymphoprep Ficoll-Hypaque Nyegaard, Oslo, Norwegen
Loading buffer 100ml Sucrose 40% Sigma, Taufkirchen, D.
50mg Xylencyanol Sigma, Taufkirchen, D.
50mg Bromphenolblau Merck, Darmstadt, D
Superscript 11 reverse Transkriptase GIBCO-BRL, Eggenstein
AmpliTaq® Gold Tag-Polymerase Applied Biosystems,
Weiterstadt
Trypan-Blau Sigma, Taufkirchen, D.
RNaseOUT™ RNase-Inhibitor GibcoBRL, Eggenstein, D.
Long Ranger® Single Pack 5 % Polyacrylamid-6M BioWhittaker Molecular
Harnstoff Sequenzier Gel Applications, Rockland,
USA
ABI377® Sequenzer automatisches Applied Biosystems,
Sequenziergerit Weiterstadt, D.
Microcon 30® Siulen Séulen zur Amicon, Beverly, USA
Probenaufreinigung

QIAquick® Saulen

PCR-Aufreinigung

Qiagen, Hilden, D
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IV ERGEBNISSE

V.1 Kombination von CDR3-Spectratyping und Einzelzell-PCR

zur ldentifikation potentiell autoagqgressiver T-Zellen in

Hirnlasionen, Liguor und peripherem Blut

Beim Patienten F.E. wurde 1996 eine Lédsion im Gehirn, die im kraniellen MRT
hinweisend war auf eine malignes Gliom, operativ entfernt. Die histopathologische
Untersuchung sowie der weitere klinische Verlauf mit mehreren Schiiben fiihrte zur
Diagnose der Multiplen Sklerose.

Patientin P.lI. wurde im May 2001 aus diagnostischen Griinden wegen einer im
kraniellen Kernspintomogramm tumorverddchtigen Lédsion stereotaktische biopsiert.
Die  histopathologische  Untersuchung, die  Ergebnisse der technischen
Zusatzuntersuchungen sowie der weitere klinische Verlauf mit mehreren Schiiben
fiihrten auch bei dieser Patientin zur Diagnose der klinisch gesicherten Multiplen

Sklerose.

IV.1.1 DATEN AUS DER PCR ANALYSE VON T-ZELLEN, DIE AUS DEM GEHIRN VON

MS-PATIENTEN MIKROMANIPULIERT WURDEN

(bereits veroffentlicht von Babbe et al., 2000)

Von 24 T-Zell Rezeptor Sequenzen, die aus einzelnen parenchymalen CD8+ Zellen von
Patient FE identifiziert wurden, stammten 17 (71%) von 9 verschiedenen Klonen, wobei
nur 7 Sequenzen einmalig waren. 46 von 52 parenchymalen CD4+ T-Zellen konnten
keiner klonalen Expansion zugeordnet werden, wobei 6 zu 3 Klonen gehorten. Von den
46 Sequenzen, die von perivaskuldren Zellen abstammten, konnten 26% einer klonalen
Expansion zugeordnet werden. Mit Ausnahme des Klones BV13.2-BJ2.2 konnten alle
Klone der CD8+ oder CD4+ Subpopulation zugeordnet werden.
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IV.1.2 CDR3 SPEKTRATYPING IST EINE VALIDE UND SENSITIVE METHODE ZUR

IDENTIFIKATION UND CHARAKTERISIERUNG EXPANDIERTER T-ZELLEN IN

GEHIRN, LIOQUOR UND BLUT.

Als Erstes analysierten wir das Hirngewebe von Patienten F.E. mit CDR3-
Spektratyping. Eine Anzahl klonaler Peaks konnte vor oligoklonalem Hintergrund
identifiziert werden. Diese klonalen Expansionen wurden mit TCR BV Sequenzen
verglichen, die unsere Kollegen Babbe et. al. mittels Einzelzell-PCR von individuell aus
Hirngewebe mikromanipulierten, infiltrierenden CD8+ T-Zellen amplifizierten (Babbe
et al., 2000) und mit klonalen Expansionen, die mit CDR3-Spektratyping von Liquor-
Zellen und verschiedenen T-Zell Subpopulationen des peripheren Blutes 5 Jahre nach
der Hirn-Operation detektiert wurden. Ubereinstimmungen fanden sich in den TCR
Familien BV1, BV4, BV5.2, BV6, BV9, BV13.1, BV13.2, BV13.3, BV14, BVI6,
BV17 und BV22. Korrespondierende Expansionen wurden sequenziert.

Der linke Teil der Tabelle la (,,Einzelzell-PCR Gehirn®) zeigt eine Auflistung der
haufigsten, mittels Einzelzell-PCR von Babbe et al. identifizierten, T-Zell Klone,
sowohl in parenchymatosen wie auch perivaskuldren Lokalisationen. Klonale
Expansionen wurden durch die Amplifikation identischer T-Zell Rezeptor Sequenzen
(B-Kette) von mindestens 2 unterschiedlichen Zellproben, die aus dem Gehirn
mikromanipuliert wurden, identifiziert. Die Sequenz BV4-C S-V T G V A-G A N-
BJ2.6 stellt beispielsweise die am haufigsten Identifizierte dar. In Spalte 3 sind die
Sequenzen der CDR3-Region dieser dominanten, mittels Einzelzell-PCR und CDR3-
Spektratyping identifizierten T-Zell Klone aufgelistet.

Die andere Hilfte der TCR Sequenzen von expandierten T-Zell Klonen, die im Gehirn
und im Liquor oder peripherem Blut mit CDR3-Spektratyping identifiziert wurden,
stimmten mit keiner von Babbe et. al. mittels Einzelzell-PCR identifizierten TCR
Sequenz iiberein. Mit Ausnahme eines T-Zell Klones konnten alle von Babbe et al. aus
dem Hirnparenchym, d.h. der MS-Lision selbst isolierten CD8+ T-Zell Klone mit
CDR3-Spektratyping im Hirngewebe identifiziert und sequenziert werden (Tabelle la).
Dadurch war ausgeschlossen, dass es sich bei den von uns identifizierten Sequenzen um
eine bloBe Kontamination mit T-Lymphozyten des peripheren Blutes handelte. Wir
filhrten auf CP-Ebene eine semiquantitative PCR der cDNA der T-Lymphozyten des
Hirngewebes durch, bei der nach 35, 40 und 45 Zyklen PCR-Produkt entnommen und
daraufhin ein CDR3-Spektratyping durchgefiihrt wurde.
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Alle oben genannten TCR Familien, mit Ausnahme von BV9, zeigten bereits nach 35
Zyklen auf CB-Ebene deutliche klonale Peaks. Dies ist ein Hinweis fiir den dominanten

Charakter dieser T-Zell Klone.

IV.1.3 EXPANDIERTE INFILTRIERENDE T-ZELL KLONE VON MS-LASIONEN SIND IN

BLUT UND LIQUOR NACHZUWEISEN UND PERSISTIEREN DORT UBER JAHRE

5 Jahre spidter konnten 5 dieser 10 Sequenzen mit CDR3-Spektratyping erneut im
Liquor und in verschiedenen Kompartimenten des peripheren Blutes des selben
Patienten detektiert und sequenziert werden. Die Sequenz BVI-C AS-TPER D P S—
N E Q-BJ2.1 wurde im CD8+ und CD38+ (aktivierten) Kompartiment des peripheren
Blutes sowie im Liquor gefunden; die Sequenz BV4-C S-V T G V A-G A N-BJ2.6 bei
den CD8&+ Blutzellen und im Liquor; die Sequenz BV13.3—-CASS-PGDRAQ -
BJ2.1 bei den CD8+ T-Zellen und im Liquor; die Sequenz BV14-CASS-PLWE GG
I G-N T E-BJ1.1 ebenfalls bei den CD8+ Blutzellen und im Liquor; und die Sequenz
BV22-C AS S-E G A GEH-N E Q-BJ2.1 bei den CD38+ Blutzellen und im Liquor.
Der rechte Teil der Tabelle la gibt die Ergebnisse der CDR3-Spektratyping Analyse
des T-Zell Rezeptor Repertoires in den Kompartimenten Gehirn, Liquor und peripheres
Blut wieder. Die Verwendung von ,,++“ wurde fiir eine klar lesbare Sequenz vergeben,
T bedeutet, dass die Sequenz nur unvollstindig lesbar ist, die klonale Identitét jedoch
klar erkennbar ist. , KsP“ zeigt an, dass an Stelle des BJ-Familien Primers ein
klonspezifischer Primer verwendet wurde, der in die D(iversity)- Segment der CDR3-

13

Region hineinreicht. Ein ,,-* weist auf eine polyklonale Population bzw. einen Peak
unterschiedlicher Basenldnge im CDR3-Spektratyping hin.

In Abbildung 7 sind die Sequenzen der B-Kette der CDR3-Region des T-Zell Rezeptors
des expandierten Klones BV1-BJ2.3 dargestellt, der im Hirngewebe mit Einzelzell-PCR
und mit CDR3-Spektratyping detektiert wurde. 5 Jahre nach der Hirngewebeentnahme
konnten wir diesen Klon im Liquor sowie im CD8+ und CD38+ (aktivierten)
Kompartiment des peripheren Blutes identifizieren.

Die Abbildung 8 zeigt ein Beispiel fiir Peaks gleicher Basenldnge von T-Zellen des
Hirngewebes, des Liquors und des peripheren Blutes im CDR3-Spektratyping mit den

dazu korrespondierenden Sequenzen.
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In Tabelle Ib ist zu sehen, dass in etwa die Hailfte der mit Hilfe von CDR3-
Spektratyping erhaltenen Sequenzen, die im Gehirn von 1996 und Liquor oder Blut
identifiziert wurden, keiner Sequenz der Einzelzellanalyse entsprach. Die meisten dieser
Klone konnten 5 Jahre spéter im Liquor und einige bei den CD8+ oder CD38+
Blutzellen detektiert werden.

In unseren Untersuchungen gab es keine Uberschneidungen expandierter CD4+ T-Zell
Klone von Gehirn, Liquor und CD4+ Blutzellen. Babbe et al. zeigten, dass nur 12% der
identifizierten rearrangierten T-Zell-Rezeptor-Gene der intrazerebralen CD4+ T-Zellen
aus klonalen Expansionen zusammengesetzt sind.

Abbildung 9 =zeigt ein weiteres Beispiel fiir CDR3-Spektratyping Peaks von

verschiedenen Zellproben des Patienten F.E. und die korrespondierenden Sequenzen.

Ahnliche FErgebnisse erhielten wir bei Patientin P.l., die im May 2001 aus
diagnostischen  Griinden wegen einer im kraniellen Kernspintomogramm
tumorverddchtigen Lésion stereotaktische biopsiert wurde. Die histopathologische
Untersuchung, die Ergebnisse der technischen Zusatzuntersuchungen, sowie der weitere
klinische Verlauf mit mehreren Schiiben fiihrte auch bei dieser Patientin zur Diagnose
der klinisch gesicherten Multiplen Sklerose. Mit CDR3-Spektratyping konnten wir im
Gehirn mehrere klonale Peaks identifizieren, die sich auch im Liquor und in den CD8+
und CD38+ Subpopulationen des peripheren Blutes wieder fanden. Liquor wurde 6,
Blut 7 Monate nach des Hirnbiopsie gewonnen (Tabelle I1).

Abbildung 10 zeigt das Beispiel eines mit CDR3-Spektratyping in verschiedenen
Kompartimenten detektierten Klones mit den zugehorigen Sequenzen der CDR3-
Region. Bei dieser Patientin zeigt sich ein identischer klonaler Peak in der CD4+

Fraktion des peripheren Blutes und im Liquor, aber nicht im Gehirn (Abb. 11).

Zusammenfassend konnten wir bei dem Patienten FE mittels CDR3-Spektratyping mit
einer Ausnahme alle dominanten Sequenzen, die durch Einzelzell-PCR identifiziert
wurden (Babbe et al., 2000), detektieren und sequenzieren. Dadurch war
ausgeschlossen, dass es sich bei den von uns identifizierten Sequenzen um eine blof3e
Kontamination mit T-Lymphozyten des peripheren Blutes handelte. In etwa die Halfte
dieser Sequenzen war 5 Jahre spéter im Liquor und im CD8+/CD38+ Kompartiment des
peripheren Blutes nachweisbar. Dariiber hinaus konnten wir im Hirngewebe Sequenzen

identifizieren, die keiner der mit Einzelzell-PCR identifizierten entsprach.



IV.1 IDENTISCHE T-ZELL KLONE IN GEHIRN-LIQUOR-BLUT VON MS-

47

PATIENTEN

Jede diese Sequenzen war 5 Jahre spiter im Liquor und/oder in der CD8+ und/oder
CD38+ Subpopulation des peripheren Blutes nachweisbar, keine in der CD4+
Subpopulation. Ahnliche Ergebnisse bekamen wir bei Patientin P.1., bei der keine Daten
aus Einzelzell-PCR Analysen vorlagen.

Wir konnten also in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass ein Teil der
potentiell autoaggressiven, invadierenden CD8+ T-Zell Klone von MS-Lisionen des
Gehirns im Liquor représentiert ist. Diese T-Zellen fanden sich teilweise auch in der
CD8+ Subpopulation des peripheren Blutes, z.T in aktiviertem Zustand. Wir konnten
weiter zeigen, dass diese T-Zell Klone iiber mehrere Jahre in Liquor und Blut
persistieren.

Um diese Ergebnisse weiter zu untermauern fithrten wir zusétzliche Analysen des T-
Zell Repertoires von Liquor und Blut bei 6 weiteren MS-Patienten durch. Wir
konzentrierten uns zum Einen auf die Frage, in wieweit aktivierte (CD25+/38+) T-Zell
Klone des peripheren Blutes wihrend eines Krankheitsschubes im Liquor repréisentiert
sind. Zum Anderen analysierten wir die Langzeitpersistenz expandierter T-Zell Klone

im Liquor.
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Abbildung 7: Nukleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region (3-Kette)

des in Hirngewebe, Liquor, CD8+ und CD38+ T-Lymphozyten des peripheren Blutes von

MS-Patienten F.E. identischen expandierten T-Zell-Klones BVI1-BJ2.3.
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Abbildung 8: CDR3-Spektratyping am Beispiel eines in Hirngewebe, Liquor und CD8+ T-
Lymphozyten des peripheren Blutes von MS-Patienten F.E. identischen expandierten T-
Zell-Klones BVI14-BJ1.1.Daneben jeweils die Nukleotid- und Aminosduresequenz der
CDR3-Region (3-Kette)
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9: CDR3-Spektratyping am Beispiel des in Hirngewebe, Liquor und CD38+ T-

Klones BV9-BJ2.7. Daneben jeweils die Nukleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-

Zellen des peripheren Blutes von MS-Patienten F.E. identischen expandierten T-Zell-
Region (3-Kette)

Abbildun
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Abbildung 10: CDR3-Spektratyping am Beispiel des in Hirngewebe, Liquor und
CD38+ T-Zellen des peripheren Blutes von MS-Patienten P.l. identischen
expandierten T-Zell-Klones BV24-BV2.2. Daneben jeweils die Nukleotid- und
Aminosduresequenz der CDR3-Region (3-Kette)
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Abbildung 11. CDR3-Spektratyping am Beispiel eines in Liquor und CD4+ T-Zellen des

peripheren Blutes von MS-Patienten P.1. identischen expandierten T-Zell-Klones BV23-1.6.

Daneben jeweils die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region ([3-Kette).
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IV.2 Vergleichende Analyse des T-Zell Repertoires von Liquor
und PBL-Fraktionen durch CDR3-Spektratyping bei

zusatzlichen MS-Patienten:

IV.2.1 VERGLEICH DES T-ZELL REPERTOIRES VON LIQUOR UND PERIPHEREM BLUT

BEI PATIENTEN MIT SCHUBFORMIGER MULTIPLEN SKLEROSE

Bei Patienten mit schubformiger MS waren wihrend des Schubes identische
expandierte T-Zell-Klone im Liquor und in der Fraktion aktivierter (CD25+ oder
CD38+) T-Lymphozyten im peripheren Blut nachweisbar.

Bei Patientin F.O., die unter einer klinisch gesicherten, schubformig verlaufenden
Multiplen Sklerose leidet, konnten die Sequenzen BV4-C S-V R P L S S G-A N V-
BJ2.6 und BV24-C AT S—-Q G T G F-T G E-BJ2.2 wihrend eines klinischen Schubes
im aktivierten CD25+ Kompartiment des peripheren Blutes und im Liquor detektiert
werden (Abb.12).

Beim Patienten D.J., der ebenfalls unter einer schubformig verlaufenden Multiplen
Sklerose leidet, fanden wir den expandierten Klon BVI5S-CATS-GVFR D TH P-T
E A-BJ1.1 wihrend eines klinischen Schubes im aktivierten CD25+ Kompartiment des
peripheren Blutes und im Liquor.

Beim Patienten H.K. konnten wir die Sequenz BVIS-CA TSV GQA SSY N-
BJ2.1 im Liquor von 1995 und bei den CD8+ Blutzellen von 1992 identifizieren

(Abb. 13). Der Klon mit der Sequenz BV13.1-C A S S-E N G D P R-T Q Y-BJ2.5
fand sich im Liquor von 1995, bei den CD4+ Blutzellen von 1992 wihrend der
Remission und in diversen aktivierten Subpopulationen des peripheren Blutes (CD25+,
CD26+ und CD38+) von 1999 wihrend eines Schubes.

Der im Liquor von 1995 bis 1999 persistierende Klon BV16-C A S S-QP AW A-GE
L-BJ2.2 war wihrend eines Schubes, nicht aber wihrend der Remission in der Fraktion
der aktivierten T-Zellen im peripheren Blut nachweisbar. Er war zusétzlich in der CD4+
Fraktion des peripheren Blutes von 1992 wihrend der Remission zu finden (Abb.14).
Als Kontrollpersonen analysierten wir MS-Patienten B.E., bei dem Liquor und
peripheres Blut wihrend der Remission entnommen wurden, Patientin B.H., die unter

einem Pseudotumor cerebri litt, sowie Patientin H.A., die an einer akuten Herpes-
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Enzephalitis litt. Bei den Patienten B.E. und B.H. konnten wir keine {ibereinstimmenden
Sequenzen in Liquor und aktiviertem Kompartiment des peripheren Blutes finden. Bei
Patientin H.A. identifizierten wir eine in Liquor und aktiviertem Kompartiment

(CD38+) des peripheren Blutes iibereinstimmende Sequenz (Abb. 15).

IV.2.2 PERSISTENZ EXPANDIERTER T-ZELL KLONE IM LIQUOR VON MS-PATIENTEN

Im Rahmen dieser Dissertation konnte durch die systematisch Analyse des T-Zell
Repertoires des Liquors von Patienten mit schubformig verlaufender Multiplen Sklerose
weiter gezeigt werden, dass klonal expandierte T-Lymphozyten iiber bis zu 4 Jahre im
Liquor persistieren. Sdmtliche Liquores wurden wihrend eines Schubes entnommen.

So fanden sich bei Patient H.K. die Sequenzen BV2-C S A R-S G G R Y-1 Q Y-
BJ2.4,BVI-CASS-QDGGVR-EKL-BJ1.4,BVI6-CASS-QPAWA-GE
L-BJ2.2 (Abb.14), BV23-C AR S-L R D R Y D—Q Y F-BJ2.7 sowohl im Liquor von
1995 als auch von 1999.

Bei Patientin G.O. identifzierten wir die Sequenzen BV20-C AW S-TPQGA A G
YLTD-TQY-BJ2.3,BV5.1-CASD-WTDSN Q-PQH-BJ1.5 BVI&-CA S
S-LYGSMNT-E A FBJIL.IL, BVI4CASS-1QGANY-GY T-BJ1.2 im
Liquor von 1998 und 2000 (Abb.16).

Bei Patientin K.L. persistierten im Liquor von 1996 bis1999 die T-Zell Klone mit den
Sequenzen BV14-CASS-LGTGAT-GEL-BJ1.1, BV6-CASS-PSD S A K N-
I1QY-BJ24,BV8—-C ASS-SGH-EQY-BJ2.7, BVIT-CASS-RTSGSL-ET
Q-BJ2.5,BVIS-CATS-GGQGVET-E A F-BJ1.1 (Abb.17).

Beim Patienten N.E. fand sich die Sequenz BVI9-C A SR-K TS G S Y N-E Q F-
BJ2.1 im Liquor von 1997 und 1998.

Tabelle 111 zeigt eine Ubersicht aller mit CDR3-Spektratyping analysierten Patienten

und die ensprechenden Sequenzen der CDR3-Region.

Tabelle IV gibt eine Ubersicht aller im Rahmen dieser Dissertation untersuchter

Patienten mit Geburtsjahr und untersuchten Subfraktionen.
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MS-Patienten:

e HK::

— Liquor 1995, PBL: CD8+ 1992
BVI5-CATSVGQASSYN-BJ21

— Liquor 1995, PBL 1999 (Schub): CD25+/26+/38+ 1999 , CD4+ 1992,

CD4+ 1997
BV13.1-CASS-ENGDPR-TQY-BJ25

— Liquor 1995, Liquor 1999 (jeweils Schub):
BV2-CSAR-SGGRY-1QY-BJ24
BVI-CASS-QDGGVR-EKL-BJ14
BV1I6-CASS-QPAWA-GEL-BJ22
BV23-CARS-LRDRYD-QYF-BJ27

— Liquor 1995, Liquor 1999:; PBL 1992: CD4+;
PBL 1999 (Schub): CD25+/CD38+ T-Zellen
BV1I6-CASS-QPAWA-GEL-BJ22

— Liquor 1996, Liquor 1999 (Schub)
BVI4-CASS-LGTGAT-GEL-BJ11
BV6-CASS -PSDSAKN-1QY-BJ24
BVB-CASS-SGH-EQY-BJ2.7
BV17T-CASS-RTSGSL-ETQ-BJ25
BVI5-CATS-GGQGVET-EAF-BJ1.1

— Liquor 1997, Liquor 1998 (Schub)
BV1I9-CA SR-KTSGSYN-EQF-BJ21

— Liquor 1998, Liquor 2000 (Schub)
BV20-CAWS-TPQGAAGYLTD -TQY-BJ23
BV5.1-CASD-WTDSNQ-PQH-BJ15
BVI9-CASS-LYGSMNT-EAF-BJ1L1
BV14-CASS-1IQGANY-GYT-BJ1.2

— Liquor 1999, PBL 1999 (Schub): CD25+
BV4-CS-VRPLSSG-AN V-BJ26
BV24—-CATS-QGTGF-TGE-BJ2.2

— Ligquor 1999, PBL 1999 (Schub): CD25+
BVI5-CATS-GVFRDTHP-TEA-BJ1.1
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Kontrollpatienten:

®* H. A. (virale Enzephalitis)

— Liquor 1998, PBL: CD38+ T-Zellen 1998
BV20-CA-WGLAR-NTE-BJ1.1

* B.E. (MS, Remission)

- @
®* B.H. (Pseudotumor cerebri)
- 0
Tabelle 111: Ubersicht iiber expandierte T-Zell-Klone im Liquor und in Subfraktionen

aus dem peripheren Blut von MS-Patienten und Kontrollpersonen. Angegeben ist
Jjeweils die BV-BJ Zugehorigkeit und die Aminosduresequenz der CDR3 Region.
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Tabelle 1V:
- UNTERSUCHTE
KURZEL | DIAGNOSE | GEB. | GESCHL. SUBERAKTIONEN ZEITPUNKTE
CD4+ PBL 92,97, 799
CD8+ PBL 92,97
HK ] RRMS 119631 M eposinge/as+ PBL 99
Liquor- T-Zellen 95, '99
K.L. RR-MS 1967 W Liquor- T-Zellen 96, '99
N.E. RR-MS 1970 Liquor- T-Zellen 97, 98
G.O. RR-MS 1956 Liquor- T-Zellen 98, 00
CD25+ PBL 99
F.0. RR-MS | 1956 W Liquor- T-Zellen "99
CD25+ PBL 97
D.J. RR-MS 1974 M Liquor- T-Zellen 97
CD4+/8+/38+ PBL 01
F.E. RR-MS 1947 M Liquor T-Zellen
Hirngewebe 96
CD4+/8+/38+ PBL 12701
P.1. RR-MS 1969 W Liquor T-Zellen 11°01
Hirngewebe 05701
RR-MS CD38+ PBL 98
B.E. (Remission) 1971 M Liquor- T-Zellen 98
Virale CD25+ PBL 98
HA. Enzephalitis 1928 W Liquor- T-Zellen 98

Tabelle 1V: Ubersicht iiber alle untersuchten Patienten mit Angabe der untersuchten
Kompartimente und T-Zell Subfraktionen.
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BV4-CSVRPLSSGA-BJ2.6
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Abbildung 12: CDR3-Spektratyping am Beispiel des im Liquor und in der CD25+
Fraktion des peripheren Blutes von MS-Patienten F.O. identischen expandierten T-Zell-
Klones BV4-BJ2.6. Blut und Liquor wurden dem Patienten wdhrend eines klinischen
Schubes entnommen. Daneben jeweils die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-
Region. (B-Kette)
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TGTGE CCAC CAG TG TCGOG CAG CCCAG CTCCT ACAAT

TGTG CCAC CAG TGT CGOGG CAG CCCAG CTCCT

BVIS-CATSVGQASSYN-BJ2.1
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Abbildung 13: CDR3-Spektratyping am Beispiel eines im Liquor und in der CD8+
Fraktion des peripheren Blutes identischen expandierten T-Zell-Klones BV15-BJ2. 1
von MS- Patienten H.K., jeweils wdihrend eines klinischen MS-Schubes 1992 bzw
1995.Daneben die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region (3-Kette).
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der Fraktion der aktivierten, CD25+ T-Zellen im peripheren Blut als expandiert

BV16 — BJ2.2 ist wiahrend des Schubes, nicht aber wdhrend der Remission auch in
nachweisbar.

Abbildung 14: Der im Liquor von MS-Patienten H.K. persistierende T-Zell-Klon
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Abbildung 15: CDR3-Spektratyping am Beispiel eines im Liquor und in der CD25+
Fraktion des peripheren Blutes von Patientin H.A. identischen expandierten T-Zell-
Klones BV20-BJ1.1. Die Patientin erkrankte an einer akuten Herpes-Enzephalitis.
Daneben jeweils die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region (3-Kette).
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Abbildung 16: CDR3-Spektratyping am Beispiel des im Liquor von MS-Patienten

G.O. iiber zwei Jahre persistierenden, expandierten T-Zell-Klones BV20-BJ2.3.

Daneben jeweils die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region (/3-Kette).
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Abbildung 17: CDR3-Spektratyping am Beispiel des im Liquor von MS-Patienten
K.L. iiber zwei Jahre persistierenden, expandierten T-Zell-Klones BV6-BJ2.4.
Daneben jeweils die Nucleotid- und Aminosduresequenz der CDR3-Region (/3-Kette).
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit Hilfe des CDR3-Spektratypings das T-Zell
Repertoire von MS-Lisionen des Gehirns, von Liquor und verschiedenen Subfraktionen

des peripheren Blutes zweier noch lebender MS Patienten systematisch zu untersuchen.

Im Falle von Patient F.E. konnten wir die mittels CDR3-Spektratyping erhaltenen
Sequenzen mit Sequenzen vergleichen, die von Babbe et al. auf Einzelzellebene bei dem
selben Patienten identifiziert wurden; mittels hydraulischer Mikromanipulation wurden
einzelne Zellen direkt aus der Hirnldsion (parenchymal) bzw. aus perivaskuldrem
Hirngewebe isoliert und die CDR3 Region des T-Zell Rezeptors sequenziert. Es konnte
gezeigt werden, dass in aktiv demyelinisierenden MS-Lésionen die CD8+ T-Zell-
Population aus klonal expandierten T-Zellen besteht, wihrend die CD4+ T-Zell
Population eine deutlich polyklonalere Zusammensetzung hat. Zusétzlich war die Zahl
der identifizierten CD8+ T-Zellen in MS-Lésionen um den Faktor 5-6 grofB3er als die der
CD4+ T-Lymphozyten (Babbe et al, 2000). Einige frithere Untersuchungen zur
Zusammensetzung des T-Zell-Repertoires in MS-Hirngewebe ergaben unterschiedliche
Ergebnisse: Analysen von revers-transkribierter mRNA aus MS-Hirngewebe mit V-
Familien-spezifischer PCR ergab zum Teil Hinweise auf eine polyklonale
Zusammensetzung der ZNS-Infiltrate (Wucherpfennig et al., 1992), andere Autoren
fanden ein restringiertes T-Zell-Repertoire in den MS-Lidsionen (Oksenberg et al., 1990;
Birnbaum & Van Ness, 1992; Oksenberg et al., 1993)

Mittels CDR3-Spektratyping konnten wir mit einer Ausnahme alle auf Einzelzellebene
isolierten expandierten CD8+ T-Zell Klone im Gehirn bestitigen. Dadurch schlossen
wir aus, dass es sich bei den von uns identifizierte T-Zell Klonen um eine blof3e
Kontamination mit Blut-Lymphozyten handelte. Zusitzlich konnten wir Sequenzen
identifizieren, die nicht mittels Einzelzellanalyse gefunden wurden.

5 Jahre spéter waren viele dieser potentiell autoaggressiven T-Zell Klone im Liquor und
in der CD8+ und CD38+ Subpopulation des peripheren Blutes zu detektieren. Keine
fand sich unter den CD4+ Blutzellen.
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Durch die systematische Analyse des T-Zell Repertoires von peripherem Blut und
Liquor von 6 weiteren MS-Patienten konnten wir zudem zeigen, dass wihrend eines
Schubes expandierte und aktivierte (CD25+/CD38+) T-Zell Klone aus dem peripheren
Blut in den Liquor iibertreten konnen und dort tiber viele Jahre persistieren konnen.

Es stellt sich jetzt die Frage der funktionellen Bedeutung dieser expandierten, z.T. liber
Jahre persistierenden T-Zell Klone, die sich in MS-Lisionen, Liquor und peripherem
Blut von MS-Patienten finden.

CD4+ und CD8+ T-Zellen konnten in die pathogenetische Immunantwort gegen
Autoantigene des Gehirn involviert sein und konnten den Schaden an den
Oligodendrozyten durch direkte Zytolyse oder durch Sekretion von Zytokinen
verursachen. Im Laufe dieses initialen pathologischen Prozesses konnen Gene im
Gehirn aktiviert werden, die das bei Gesunden immunologisch stumme Hirngewebe in
ein Milieu verwandeln, das Entziindung zuldsst und das zur Antigen-spezifischen
Immunantwort befdhigt ist (Neumann, 2001). Mikroglia-Zellen werden aktiviert und
erwerben phagozytotische und Antigen-prasentierende Fahigkeiten (Dickson et al.,
1991; Fontana et al., 1992). Durch diese Aktivierung bekommen Astrozyten und
Mikroglia-Zellen die Fahigkeit, Antigene iiber MHC Klasse I und II zu prisentieren-
haufig ist zusdtzlich die Blut-Hirn-Schranke gestort. In Folge dessen konnten
invadierende T-Lymphozyten antigenes Material erkennen und als potente Immun-
Effektor-Zellen agieren. Bei der MS kann eine sehr ausgeprdgte Immunaktivitit
beobachtet werden (Noseworthy et al., 2000).

Das pathogene Potential von myelin-spezifischen CD4+ T-Lymphozyten ist in
Tiermodellen von demyelinisierenden Erkrankungen gut etabliert (Weckerle et al.,
1994; Lassmann et al., 1991). Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE) war eines der wichtigsten Modelle fiir Autoimmunitit und gewéhrte Einblicke in
viele Mechanismen wéhrend physiologischer und pathologischer Immunantworten
(Zamvil et al., 1990). Die klassische EAE wird bei empfénglichen Tierrassen, z.B. der
Lewis-Ratte, durch Immunisierung mit Myelin-Antigenen und Freud’s Adjuvant
ausgelost. Die Krankheit verlduft normalerweise monophasisch mit spontaner
Remission. Die EAE wurde in den letzten 20 Jahren extensiv charakterisiert und es
konnte gezeigt werden, dass die Krankheit durch CD4+ Myelin-spezifische T-Zellen
ibertragen werden kann. Obwohl nur eine Minderheit dieser Myelin-spezifischen T-Zell
Klone EAE iibertragen kann, dachte man lange, dass diese Zellen zur Gruppe der Typ I
Helferzellen gehoren, die durch die Sekretion von IL-2, IFN-y und TNF-a
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charakterisiert sind. Die Sekretion von TNF-a, einem proinflammatorischen Zytokin,
wurde als entscheidend hinsichtlich Enzephalogenitidt von T-Zell Klonen angesehen
(Zamvil et al., 1990).

Auf der anderen Seite fiihrte die Blockade von TNF-a und die Polarisierung der T-Zell
Antwort in Richtung eine Typ II T-Helfer-Zell Phanotyps (Sekretion von IL-4, IL-5, IL-
10 und IL-13) zu einer Besserung des Krankheitsverlaufes bei den meisten EAE-
Modellen. Das EAE Konzept wurde auf die Krankheit des Menschen iibertragen und die
MS als eine Krankheit klassifiziert, die in erster Linie durch Typ I T-Helfer-Zellen
ausgelost wird und bei der TNF-a eine zentrale Rolle spielt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnten expandierte, z.T. iiber bis zu 4 Jahre persistierende, CD4+
T-Zell Klone im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen werden.

In einer Reihe von Studien wurde kiirzlich gezeigt, dass dieses Paradigma bei der EAE
und besonders bei der MS zu stark vereinfacht ist. Z.B. entwickelten in einer Studie
IFN-y “Knockout-Mause* schwerere EAE als Wildtyp-Méuse (Owens et al., 2001). Die
Ergebnisse von genetischen Modellen mit verdnderter TNF-a Expression waren
heterogener. Die Uberexpression von TNF-a im ZNS resultierte meist in einer
spontanen Demyelinisierung oder in einem schwereren Krankheitsverlauf der EAE.
Abhingig vom genetischen Hintergrund der Tiere, fiihrte das Ausschalten des TNF-a
Gens zu unterschiedlicher Empféanglichkeit und Schwere der Erkrankung; die EAE
konnte jedoch in allen diesen Knockout-Modellen induziert werden (Owens et al., 2001;
Steinman, 1997). In anderen Studien wurden Enzephalitiden durch Typ 0 T-Helfer-
Zellen ausgelost, die sowohl Zytokine von Typ I als auch von Typ II T-Helfer-Zellen
produzieren kdnnen (Brocke et al., 1996).

Die Moglichkeit, EAE mit Typ II T-Helfer-Zellen zu induzieren, wurde an einem
transgenen Mausmodell gezeigt. In diesem Tiermodell wurde die Krankheit durch den
Transfer einer groBen Anzahl von Typ II T-Helferzellen in immunsupprimierte Mause
induziert (Lafaille et al., 1997). Auch die meisten therapeutischen Ansdtze zur
Immunintervention beim Menschen haben sich darauf konzentriert, CD4+ myelin-
spezifische T-Zellen zu unterdriicken, die Immunantwort in Richtung eines Typ II T-
Helfer-Zell Phénotyps zu verschieben oder TNF-a Signal-Transduktionsweg zu
blockieren. Obwohl diese Strategien im klassischen EAE-Modell sehr effizient waren,
waren die Meisten beim Menschen wirkungslos oder haben den Verlauf der MS sogar

verschlechtert (Hohlfeld et al., 2001; Martin et al., 2001).
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Zuséatzliche Aspekte ergaben sich aus kiirzlich durchgefiihrten Studien iiber die Rolle
von CD8+ T-Zellen bei der MS und der EAE. Der frithe Verlust von Oligodendrozyten
und Neuronen konnte schon immer schwer durch CD4+ Typ I T-Helfer-Zellen erklart
werden, da Oligodendrozyten und Astrozyten nur MHC Klasse I exprimieren und somit
nicht in der Lage sind, CD4+ T-Zellen Antigen zu prasentieren. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass Mikroglia-Zellen, die einzigen Zellen, die im ZNS MHC
Klasse II exprimieren, den CD4+ T-Zellen Myelin-Antigene présentieren konnten und
es iiber weitere Mechanismen (z.B. TNF-a) zur Schidigung von Oligodendrozyten und
Astrozyten kommen konnte. Es liegt jedoch ndher, dass T-Zellen, die Antigen iiber
MHC Klasse I erkennen, eine gewichtige Rolle in der Pathogenese der MS spielen
(Redwine et al., 2001). Tatsdchlich konnen CD8+ T-Zellen Oligodendrozyten und
Neurone schidigen (Jurewicz et al., 1998; Medana et al., 2000). Dariiber hinaus wurde
in einem in vitro Modell gezeigt, dass CD8+ T-Zellen MHC Klasse I exprimierende
Axone antigen-spezifisch attackieren, wodurch es zu Schadigungen kommt, die denen
der MS in MS Hirnl4sionen dhnlich sind (Medana et al., 2001). Diese Beobachtung ist
besonders in Zusammenhang mit der hier vorliegenden Dissertation und zwei Arbeiten
interessant, die die Rolle der CD8+ T-Zellen in MS-Hirnldsionen und dem Liquor
untersuchen. Auf die Arbeit von Babbe et al., die auf Einzelzelleben zeigte, dass die
klonalen Expansionen in MS-Léasionen vorwiegend aus CD8+ T-Zellen bestehen, wurde
weiter oben bereits hingewiesen (Babbe et al., 2000). Die Ergebnisse der vorliegenden
Dissertation erbrachten neue Hinweise fiir die grofle pathogenetische Relevanz der
CD8+ T-Zellen: Erstens fanden sich einige expandierte CD8+ T-Zell Klone in den MS-
Lisionen und auch im Liquor und im Blut. Zweitens waren die {libereinstimmenden
Klone (Hirn-Liquor-Blut) nur in der CD8+ Population, nicht aber in der CD4+. Drittens
wurden einige der CD8+ T-Zell Klone, die im Gehirn identifiziert wurden, auch in der
CD38+ Subpoplation des Blutes detektiert, d.h. sie waren zum Zeitpunkt der
Probeentnahme aktiviert. SchlieBlich persitierten einige der das Gehirn infiltrierenden
CD8+ T-Zell Klonen iiber viele Jahre in Liquor und Blut; dies spricht fiir eine sehr
ausgeprigte Gedéchtnis-Immunantwort und/oder eine stindige Exposition gegeniiber
einem unbekannten Antigen. All diese Punkte deuten auf die pathogenetische
Bedeutung dieser CD8+ T-Zell Klone hin; sie kdnnten regulierende Funktionen haben
oder als zytotoxische Effektorzellen agieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
MS-Lisionen CD8+ T-Zellen enthalten, die Neurone und Axone, die MHC Klasse |

exprimieren, attackieren konnen (Neumann et al., 2002)
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Da Liquor und peripheres Blut die einzigen realistischerweise flir weitere
immunologische Untersuchungen zuginglichen Kompartimente sind, sind diese
Erkenntnisse von grofler Bedeutung fiir die zukiinftige MS-Forschung. Durch die
vorliegende Arbeit wurde zudem ein Bogen gespannt zu der Studie von Jacobson et al.,
in der das T-Zell Repertoire im Liquor von 36 MS-Patienten untersucht wurde, und eine
spezifische klonale Anhdufung von CD8+ T-Zellen im Liquor von MS-Patienten
gefunden wurde (Jacobson et al., 2002). Wir konnten bei 4 MS-Patienten die
Langzeitpersistenz von expandierten T-Lymphozyten im Liquor zeigen. Die
Antigenspezifitit dieser Zellen ist jedoch nicht bekannt. Die Tatsache, dass sie im ZNS
spezifisch angereichert und dort {iber viele Jahre persistent sind, spricht dafiir, dass sie
durch im Gehirn sitzende Zielantigene stimuliert werden.

Kiirzlich konnte in einer Studie von Sun et al. durch aufgereinigte myelin-spezifische
CD8+ T-Zell Klone eine progressive und destruktive EAE im Tiermodell ausgelost
werden (Sun et al., 2001). Husby et al. induzierten eine EAE durch CD8+ T-Zell Klone,
die spezifisch gegen ein Peptid des Myelin-Basischen-Proteins (MBP) gerichtet sind. In
diesem Modell waren die Lésionen vor allem im Gehirn lokalisiert und nicht im
Riickenmark, wie es bei den Meisten, durch CD4+ T-Zell Klone ausgelosten EAE der
Fall ist (Huseby et al., 2001).

Zusitzlich zu pathogenen autoreaktiven T-Zellen kdnnen MS-Lésionen auch T-Zellen
enthalten, die der Gewebszerstorung entgegenwirken (Kerschensteiner et al., 1999). Bei
der EAE wurden die Effekte sowohl von CD4+ als auch CD8+ regulatorischen T-Zellen
beschrieben (Sun et al., 1988; Jiang et al., 1992; Koh et al., 1992; Van de Keere &
Tonegawa, 1998; Olivares-Villagomez et al., 1998).

Zusétzlich zu autoreaktiven und regulatorischen T-Zell Klonen kdnnten sich auch
Klone, die primér nichts mit dem Autoimmunprozess zu tun haben, in Hirnldsionen und
im Liquor befinden. Aktivierte T-Zellen haben die Fahigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren und konnten sich so unabhidngig von ihrer Antigenspezifitit an Stellen
ansammeln, an denen eine Entziindung ablduft (Wekerle et al., 1986; Hickey et al.,

1991).

Zusammenfassend konnten wir mit CDR3-Spektratyping das T-Zell Repertoire von
Gehirn, Liquor und Blut systematische vergleichen. Unsere Ergebnisse liefern zum
allerersten Mal den experimentellen Beweis auf wissenschaftlicher Grundlage, dass die

Zellen des Liquors zumindest teilweise das Immun-Repertoire des Gehirn in der
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Multiplen Sklerose reprédsentieren. Diese Arbeit hat direkte Relevanz fiir zukiinftige
Arbeiten an der Immun-Pathogenese des MS, da Liquor -im Gegensatz zu Hirngewebe-
fiir wissenschaftliche Studien leicht verfiigbar ist. Unsere Ergebnisse zeigen weiter, dass
ein Teil dieser CD8+ T-Zell Klone, die das Gehirn von MS-Patienten infiltrieren, auch
im Blut nachweisbar sind. Diese T-Zell konnten in Zukunft hinsichtlich der Beurteilung
von Krankheitaktivitdt und Behandlungserfolg niitzlich sein. Sie konnten aus dem Blut
oder dem Liquor in groBerer Zellzahl isoliert werden, geklont werden und mit einer
groBen Anzahl moglicher Kandidatenantigene, z.B. mittels ,,Peptid-libraries” (Hemmer
et al.; 1998), getestet werden. Dies bietet ein realistische Chance, die Antigen-Spezifitit
und die Krankheitsrelevanz dieser T-Zell Klone ndher zu beleuchten und somit die

Entwicklung antigenspezifischer Immuntherapeutika zu ermdéglichen.
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