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l. EINLEITUNG

1.1 Definition und Vorkommen der Multiplen Sklerose

Die multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS), die mit einer Schidigung der Myelinscheide, der
Oligodendrozyten und der Axone einhergeht und schlieBlich zu einer gliosen Vernarbung der
Entziindungsherde fiihrt. Die MS ist mit einer Inzidenz von 3-7/100.000 Einwohner und einer
Priavalenz von 60-100/100.000 Einwohner eine der hdufigsten neurologischen Erkrankungen.
Das Prédilektionsalter liegt im 2.—4. Lebensjahrzehnt, Frauen sind doppelt so hdufig betroffen
wie Minner (Noseworthy J et al., 2000; Hohlfeld R, 1997).

Die Ursachen fiir den Ausbruch dieser Entziindung im ZNS sind nur zum Teil geklért. Ein
wichtiger Faktor scheint eine Storung der Selbsttoleranz zu sein, bei der beispielsweise im
Rahmen einer Entziindungsreaktion gegen ein exogenes Agens auch korpereigenes Gewebe
Ziel der Immunreaktion wird. Die Autoimmunreaktion kann sowohl durch T-Zellen, als auch
durch Antikorper vermittelt sein. Als Ursachen fiir diesen Zusammenbruch der Selbsttoleranz
werden unter anderem Virus-Infektionen, genetische Pridisposition und Kreuzreaktionen
zwischen fremden (z.B. Bakterien) und korpereigenen Proteinen (,,molekular mimicry*)
vermutet. Es wird davon ausgegangen, dass autoreaktive T-Zellen in der ,,Peripherie® aktiviert
werden, die Blut-Liquor-Schranke iiberwinden und im Hirnparenchym von lokalen
antigenprasentierenden Zellen (APZ) wie perivaskuldren Makrophagen, Dendritischen Zellen
(DZ) und Mikroglia, priasentierte (Auto)-antigene erkennen (Hohlfeld R, 1997; Link H et
al.,1999). Dies fiihrt dazu, dass z.B. Mikoglia und Astrozyten durch Cytokine (z.B. TNF-q,
INF-y, Lymphotoxin) zur Expression von Haupthistokompatibilitdtskomplexen Typ II (Major
histocompatibility complex oder MHC-II), und anderen Rezeptoren veranlasst werden (Link
H et al., 1999; Hohlfeld R, 1997). MHC-II-Molekiile sind Oberflichen-Rezeptoren, die auf
Zellen des Immunsystems (Makrophagen-Monozyten, B-Zellen) zu finden sind, und iiber
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welche intrazelluldr verarbeitete Proteine (z.B. Antigene) T-Zellen iiber deren T-Zell-
Rezeptor (TZR) priasentiert werden.

Die Cytokine werden zunidchst durch T-Zellen, spdter durch sekundédr eingewanderte
Entziindungszellen und aktivierte Gliazellen sezerniert.

Im Verlauf der Entziindungsreaktion steigt die Konzentration der entziindlichen Mediatoren
schnell an und 4ndert das Milieu, wodurch die Blut-Liquor-Schranke durchlissiger wird und
sekundédre Entziindungszellen wie Makrophagen und B-Zellen einwandern (Hohlfeld R,
1997). Die Makrophagen und B-Zellen schiadigen ihrerseits die Myelinscheide. Makrophagen
fragmentieren beispielsweise die Myelinscheide durch die Sekretion von Mediatoren wie
reaktivem Sauerstoff, Eicosanoiden und Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a) und phagozytieren
anschlieBend die Myelinbestandteile. B-Zellen kdnnen durch die Sekretion opsonisierender
Autoantikorper die Demyelinisierung unterstiitzen oder durch Komplementaktivierung sogar

induzieren (Archelos JJ et al., 2000).

1.2 Pathogenese der Multiplen Sklerose

1.2.1  Myelinscheide / Myelinproteine / Potenzielle Autoantigene

Als potenzielle Autoantigene konnten bestimmte Bestandteile der Myelinmembran
identifiziert werden. Dazu gehdren u.a. Myelin Basisches Protein (MBP) und Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG). Fiir MBP, das sich im kompakten Myelin des
Hirnstamms und des Riickenmarks befindet, ist seit langem bekannt, dass im Tiermodell der
MS, der ,,Experimentell Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), durch die Injektion von
MBP-spezifischen T-Zellen eine Entziindung im ZNS induziert werden kann (Wekerle H et
al., 1994; Hohlfeld R, 1997).

MOG ist ein Protein, das sich auf der Plasmamembran von Oligodendrozyten und der

AuBenseite der Markscheiden befindet. Des weiteren ist MOG das einzige Protein, fiir das



sowohl demyelinisierende Autoantikorper, als auch enzephalopathische T-Zell-Antworten im
EAE-Modell gezeigt werden konnten (Linington et al.,1993).

Es wird angenommen, dass T-Zellen, die gegen die oben aufgefiihrten Myelinproteine
gerichtet sind, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der MS spielen (Hohlfeld R,
1997). Diese Annahme geht vor allem auf Ergebnisse aus dem Tiermodell der EAE zuriick, in
dem durch den Transfer antigenspezifischer autoreaktiver T-Zellen eine Entziindung im ZNS
induziert werden kann. Beim Menschen lassen sich antigenspezifische T-Zellen gegen die
oben aufgefiihrten Proteine sowohl bei Patienten mit MS als auch bei gesunden Probanden
aus dem peripheren Blut isolieren. Diese konnen als Langzeit-T-Zelllinien kultiviert und

charakterisiert werden (Wekerle H et al., 1994; Wekerle H et al., 1986).

1.2.2  T-Zell-System

Wie im Modell der EAE gezeigt werden konnte, spielen T-Zellen eine essentielle Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung.

T-Zellen kénnen nach ihren Oberflichenmarkern n Cluster of
Differentiation (CD) 4- und CD8- positive T-Zellen unterschieden werden. Die cytotoxischen
CD8+ T-Zellen sind in der Lage, intrazelluldr produzierte Proteinfragmente, die auf MHC-I-
Komplexen présentiert werden, zu erkennen. Diese T-Zellen erkennen z.B. infizierte Zellen
und eliminieren diese mit Cytotoxinen, die in speziellen Lysosomen gespeichert sind
(Hohlfeld R, 1997).

Die CD4+ T-Zellen werden je nach ihrer Funktion in T-Helfer- und T-Effektor-Zellen
unterschieden. Beide erkennen auf MHC-II-Molekiilen préasentierte Antigene. CD4+ Helfer
T-Zellen sezernieren zwei unterschiedliche Cytokinprofile, die mit verschiedenen Funktionen

einhergehen (Romagnani S, 2000; O’Garra A et al., 1994):



CDA4+ T-Zellen, die Interferon(INF)-y, TNF-0/-p und Leukotrien A sezernieren aktivieren vor
allem Makrophagen und somit die zellulire Abwehr. Dieser Typ wurden als Thl klassifiziert
(Romagnani S, 2000; Hohlfeld R, 1997).

CD4+ Th-Zellen, die Interleukin(IL)-4, IL-10 und IL-13 als Cytokinprofil aufweisen,
aktivieren hauptsédchlich naive B-Zellen zur Produktion von Antikérpern und bedingen somit
die Aktivierung der humoralen Abwehr. Diese erhielten die Bezeichnung Th2 (Romagnani S,
2000; Hohlfeld R, 1997).

CD4+ T-Zellen, die sowohl INF-y als auch IL-4 sezernieren, wurden als ThO klassifiziert. Es
handelt sich bei diesen wahrscheinlich um Vorlaufer der T-Effektorzellen.

In welche Art von Effektorzellen eine Ausreifung miindet, hdngt sowohl von dem
Aktivititszustand der APZ, der Kostimulation, dem Chemokin- und Cytokinniveau, als auch
der Art des Antigens ab (Del Prete G et al., 1998; Hohlfeld R, 1997).

Unter den APZ nehmen Dendritische Zellen eine besondere Position ein. Nur sie sind in der
Lage naive T-Zellen mittels MHC II-Molekiil-gebundener Antigene zu aktivieren. So konnte
auch fiir Autoantigene wie MOG und MBP gezeigt werden, dass diese von DZ in vivo
prasentiert werden und iiber die Aktivierung von T-Zellen eine EAE induzieren konnen
(Dittel B et al, 1999). Des weiteren spielen DZ eine entscheidende Rolle in der Induzierung
des spéteren Th1/2-Phénotyps der T-Zellen (Langenkamp et al., 2000; Rissoan MC et al.,

1999).
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Fig.1 Fithrende Schritte in der Pathogenese der MS. Priexistierende T-Zellen werden
auBlerhalb des ZNS aktiviert. Die aktivierten T-Zellen liberwinden die Blut-Liquor-Schranke
und werden lokal durch die Présentation des Antigens durch lokale APZ reaktiviert. Die
aktivierten T-Zellen sezernieren Cytokine, die dann Mikroglia und Astrozyten stimulieren,
sekunddre Entziindungszellen rekrutieren und die Synthese von Antikdrpern durch
Plasmazellen induzieren. Anti-Myelin-Antikérper und aktivierte Makrophagen tragen
vermutlich ebenso zur Demyelinisierung bei (Hohlfeld R; 1997).

1.3 Dendritische Zellen

1.3.1 Herkunft und Einteilung der Dendritischen Zellen

Die DZ stellen eine heterogene Familie von Zellen dar, die in ihrer Gesamtheit ein Netzwerk
von Wichterzellen des Immunsystems bilden. Sie stammen von Leukozyten-Vorlduferzellen
ab, die aus dem Knochenmark auswandern und {iber den Blutkreislauf in periphere Gewebe
gelangen (Zhou LJ et al., 1996). Nach Lokalisation und Rezeptorexpression werden die DZ in
epitheliale (Langerhans Zellen), interstitielle, Monozyten generierte DZ (MGDZ), CDI11-
negative- und CD11-positive DZ in den Reifezentren der Lymphknoten (LK) unterteilt (Caux
C et al., 2000; Randolph GJ et al., 1999, Héusser G et al., 1997).

Des weiteren kommen DZ in den Meningen und dem Plexus choroideus vor. Es gelang auch

der Nachweis von DZ im Liquor (Link H et al., 1999; Pashenkov M et al., 2001), wobei diese
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in nur verschwindend geringer Zahl im Liquor von gesunden Menschen, aber in erhohter
Anzahl im Liquor von Patienten mit MS vorkamen. Ebenfalls zeigen Untersuchungen
Ahnlichkeiten der zerebralen Mikroglia (z.B. CD11+) mit den DZ auf (Pashenkov M et al.,
2001).

Es konnte gezeigt werden, dass fir DZ und Monozyten gemeinsame CDI14-positive
Vorlduferzellen existieren, aus denen sich entweder Monozyten oder DZ entwickeln konnen.
Wihrend unreife DZ sich wieder in Monozyten umwandeln kdnnen, sind ausgereifte DZ,
dazu nicht mehr in der Lage. Die Ausbildung von DZ wird in vivo durch
Entziindungsmediatoren wie z.B. Interleukine und Chemokine bedingt (Romani N et al.,
1994). Mit der Abnahme des Differenzierungspotentials steigt das Antigen-
prasentationspotenzial der DZ.

Diese Differenzierung von Monozyten zu DZ (MGDZ) lasst sich in vitro durch die Zugabe
von Granulozyten-Monozyten Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) und IL-4 zu Mono-
zytenkulturen erreichen (Romani N et al., 1994; Robinson SP et al., 1997; Zou W et al.,

2000).

1.3.2  Invivo und in vitro Entwicklung/Reifung von Dendritischen Zellen
Vereinfachend kann man die in vivo Entwicklungsstadien der DZ in 4 Schritte unterteilen:
Die heterogenen Dendritischen Vorlduferzellen befinden sich im Knochenmark und Blut und
sind in der Lage, eine groe Anzahl proinflammatorischer und/oder antiviraler Cytokine zu
produzieren und zu sezernieren. Diese DZ wandern in die peripheren Gewebe aus und
differenzieren sich zu sogenannten unreifen DZ, die sich durch die Fahigkeit der
Antigenaufnahme und das Fehlen kostimulatorischer Molekiile auszeichnen.

Unter Einwirkung bakterieller Zellwandbestandteile, viraler Doppelstrang-RNS, IL-1 und
TNF-a und CD40/CD40-Ligand un-/abhéngiger T-Zellen, entwickeln sie sich in vivo zu

reifen DZ (Sallusto F et al., 2000; Drakesmith H et al., 2000).
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In Kultur wird binnen der ersten 7 Tage durch die Zugabe von IL-4 und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonien-Stimulierender-Faktor (GM-CSF) die Differenzierung zu MGDZ
induziert, was sich an der Zunahme der Expression von HLA-DR, CD86 und Expression von
MGDZ charakterisierender Rezeptoren wie CD1a, CDIc-, als auch der Reduktion von CD14
zeigt (Lanzavecchia A et al., Current Opinion of Immunology 2001; Puig-Kroger A et al.,
2001).

Sowohl in vivo, als auch in vitro zeichnen sich differenzierende DZ bzw. MGDZ nicht nur
durch die Abnahme der Antigenaufnahmefahigkeit, sondern durch die Fahigkeit zur
effizienten Stimulation der T-Zellen aus. Letzteres beruht auf der starken Expression
kostimulatorischer Molekiile wie CD54, CD58, CD80, und CD86, als auch der Translokation
der MHC Klasse-II-Molekiile von den Lysosomen zur Zelloberfldche (Lanzavecchia A et al.,
Current Opinion of Immunology 2001; Huang YM et al., Cytokine 2001; Link H et al., 2001,
Puig-Kroger A et al., 2001).

Die Expression von CD40-Ligand und CD83, die in vitro durch die Zugabe von TNF-a und
,Monozyten konditioniertem Medium® erreicht wird, kennzeichnet bei beiden Arten von DZ
einen weiteren Ausreifungsschritt (Robinson SP et al., 1997). Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass nur etwa 30-70% der in vitro gewonnenen DZ ausreifen, was moglicherweise
auf eine fehlende T-Zellinteraktion zuriickzufiihren ist (Romani N et al., 1996).

Die Funktion des Rezeptors CD83 ist bis heute noch nicht eindeutig geklart. Eine Stérung der
Synthese des CD83 geht mit einer signifikanten Abnahme der T-Zell-Stimulationskapazitat
einher.

Neben diesen Verdnderungen auf Rezeptorebene findet in vivo und in vitro gleichermaf3en
eine deutliche Anderung des lichtmikroskopischen Phénotyps der DZ statt. So bilden sich im
Rahmen einer Reorganisation des Cytoskeletts nicht nur die mit der Reifung zunehmenden

dendritischen Ausldufer aus, die in ihrer Gesamtheit den Eindruck von Schleiern vermitteln,
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sondern es nehmen die Zellen auch an GroB3e und Anzahl der Granula zu (Romani N et al.,

1996, Héusser G et al., 1997).

Megakaryozyten
PPSZ / <Eeranu|ozyten

Erythrozyten
\ DZ/Monozyten Vorlaufer
CD14+ HLA-DR+ CD83- CDa-
CD 34+ Py Fo GM-CSF + TNF a
. CD34+ GM-CSF
cb3e @ s _ unreife MGDZ
e . CD1a- CD83-
1 3 LA-DR +

Monozyt
CD14+
HLA-DR+

lM—C SF

Makrophage
CD14+ T
HLA-DR£85

h
relfe DZ N
NK-Zellen

CD1a+ CD83+ HLA-DR+

Fig.2  Hypothetischer Differenzierungsweg der DZ, basierend auf in vitro Studien
(Robinson SP et al., 1997). PPSZ: Pluripotente Stammzellen; M-CSF: Makrophagen
Kolonien stimulierender Faktor.

1.3.3 Interaktion von T-Zellen und Dendritischen Zellen

Der interzellulire Kontakt zwischen T-Zelle und APZ entsteht {iber die ,,immunologische
Synapse®. Die Signaliibermittlung findet durch serielle Bindung des TCR an MHC Klasse II
préisentierte Antigene und die Bindung kostimulatorischer Molekiile an die entsprechenden
Rezeptoren statt. Dies 16st eine intrazelluldre Signalkaskade aus, deren Grofenordnung und
Dauer den Eintritt der naiven T-Zellen in den Zell-Zyklus determiniert. Die T-Zell/DZ-
Synapse ist eine dynamische Struktur. Vor allem T-Zellen versuchen, eine Synapse mit
hoherem Stimulations-Niveau zu formen und bewegen sich deshalb von einer APZ zur
nichsten. Neben den beiden die Synapse formenden Zellen, der Dichte der MHC I1-Molekiile
und der kostimulatorischen Molekiile, spielen auch die umgebenden Strukturen (Kollagene,
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Endothelzellen, Chemokine) beim Ablauf der Interaktion eine Rolle (Lanzavecchia A et al.,

Nature Immunolgy 2001; Lanzavecchia A et al., Curr Opin Immunol 2000).

1.4  Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist, am Beispiel kultivierter MOG spezifischer Langzeit-T-Zelllinien den
Einsatz von MGDZ als APZ zu untersuchen. Insbesondere wird dabei das
Restimulationspotenzial der MGDZ bei diesen spezifischen T-Zelllinien im Vergleich zu
Monozyten als iiblicherweise bei der Kultivierung verwendeten APZ untersucht. Unter der
Hypothese, dass MGDZ auch bei der Restimulation von T-Zellen anderen APZ iiberlegen
sind konnten sich neben einer Entlastung der Probanden neue Untersuchungs- und

Einflussmoglichkeiten der T-Zellkulturen ergeben.
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2.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS

APZ Antigen présentierende Zellen

BSA Bovines Serum Albumin

CD Cluster of Differentiation

Dz Dendritische Zellen

EAE Experimentell Autoimmune Enzephalomyelitis
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsdure

FITC Fluorescein-isothiocyanat

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-Stimulierender-Faktor
HLA Humanes Leukozyten Antigen

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

MBP Myelin Basisches Protein

MEM Minimal Essentieles Medium

MGDZ Monozyten generierte Dendritische Zellen
MHC Major Histocompatibility Complex

MKM Monozyten konditioniertes Medium

MOG Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein
mRNS Messenger Ribonuklein Sdure

MS Multiple Sklerose

PBMZ aus peripherem Blut entnommene Mononukledre Zellen
PBS Phosphate Buffered Saline

PE Phycoerythrin
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PG

PMA

TNF

TT

ZNS

Prostaglandine

Phorbol Myristat Azetat
Tumor Nekrose Faktor
Tetanus Toxin

Zentrales Nervensystem
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Gerite und Chemikalien

3.1.1  Gerate
Bestrahlungsanlage

Direkter Betacounter Matrix 9600
Erntegerat

Zentrifuge

Zentrifuge

Glaspipetten

3.1.2 Chemikalien

Siemens, Miinchen, Deutschland
Packard, Frankfurt, Deutschland
Packard, Frankfurt, Deutschland
Rotanta/Hettich, Deutschland

Heraeus Omnifuge, Deutschland

Brandt, Eppendorf, Deutschland

3.1.2.1 Substanzen fiur Zellkulturmedien

AB-Serum, human

Fetales Kalbserum (FCS)

Gentamycin

Hepes-Puffer

Interleukin 2, humanes rekombinantes
L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

RPMI-1640

Thymidin

3.1.2.2 Antikdrper

Blutspendedienst BRK, Miinchen, Deutschland
Gibco, Paisley, GroBbritannien

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Gibco, Paisley, GroBbritannien
Hoffmann-LaRoche, Basel, Schweiz

Gibco, Paisley, GroBbritannien

Gibco, Paisley, GroBbritannien

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

CD1a anti-Human, CBL 524 Cymbus Biotechnology, U.K. 1:20

CDIc anti-Human, CBL 459 Cymbus Biotechnology, U.K. 1:20
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CD3 FITC, F0818, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:100

CD14 PE, Becton Dickinson 347497 Heidelberg, Deutschland 1:100
CD20 M0774, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:20

CD83 zur Verfligung gestellt von Herrn Prof. Tedder, Seattle, USA 1:20
HLA-DR I0T2G-462, Immunotech, San Diego, USA 1:100

ISO IgGl1, Becton Dickinson 347497, Heidelberg, Deutschland 1:100
ISO-PE Mouse IgG1 X0929, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:200
ISO-FITC Mouse Ig FITC FQ479, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:150
FITC Goat-Anti-Maus, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:150
Anti-INF-y FITC, Pharmingen, Hamburg, Deutschland 1:20
Anti-IL4-PE, PharMingen, San Diego,USA 1:8

Neg.Kontrolle R-PE, DAKO, Hamburg, Deutschland 1:100

Neg.Kontrolle FITC, Immunech, San Diego, USA 1:100

3.1.2.3 Zytokine

Granulocyte-Macrophage-Colony- zur Verfligung gestellt von Herrn Prof. Rene de
Stimulating-Factor (GM-CSF) Waal-Malefyt, San Diego, USA

Interleukin 2 (IL-2), rekombinant Hoffmann-LaRoche, Basel, Schweiz

Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) Hoffmann-LaRoche, Basel, Schweiz
Interleukin 4 (IL-4), rekombinant PromoCell, Heidelberg, Deutschland

3.1.2.4 Losungen

PBS (pH 7,4) 40g NaCl, 6,9g NaH,PO4x H,O, Aqua dest. ad 5000ml
PAB PBS + 2% BSA + 0,1% NaNj

Permeabilisationspuffer PBS + 0,1% Saponin

Fixationspuffer Paraformaldehyd 4%
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3.1.2.5 Sonstige Substanzen

Dimethylsulfoxid (DMSO) Baker, De Venter, Holland

v-Globuline Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Filter fiir das Erntegerét Packard, Frankfurt, Deutschland

Filter 0,2pm Millipore, Billerica, USA

Filter 0,45um Millipore, Billerica, USA

3H-Thymidin Amersham, Braunschweig, Deutschland

Indometacin Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Lymphoprep® Nycomed, Oslo, Norwegen

Nycoprep® Nycomed, Oslo, Norwegen

Tetanustoxin (TT) Dr. Blackkolb, Behringwerke, Marburg,
Deutschland

Transwell-Einsitze, Porengréfe 0,4 pm Costar, Fernwald, Deutschland

Trypsin 1x, 10x Gibco, Paisley, Groflbritannien
Tuberkulin Statens Institute, Kopenhagen, Dédnemark
MOG Prof. Linington, Martinsried, Deutschland
MBP Prof. Hohlfeld, Martinsried, Deutschland
BSA Sigma, Deisenhofen, Deutschland
MOG-Peptide Neosystem, Straflburg, Frankreich
Peptide Aminoséduren Aminosdurensequenz

1 1-26 GQFRVIGPRHPIRALVGDEVELPCRI

2 14-39 ALVGDEVELPCRISPGKNATGMELGW
3 27-50 SPGKNATGMELGWRPPFSRVVHL

4 38-60 GWYRPPFSRVVHLYRNGKDQDGD

5 50-74 LYRNGKDQDGDQAPEYRGRTELLKD
6 63-87 PEYRGRTELLKDAIGEGKVTLRIRN

7 76-100 IGEGKVTLRIRNVRFSDEGGFTCFF

8 89-113 RFSDEGGFTCFFRDHSYQEEAAMEL

9 101-125 RDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVSPG

Tabelle 1: Auflistung der einzelnen MOG-Peptide und ihre Aminosdurensequenzen (Lindert
RB et al., 1999).
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3.1.2.6 Antigene

Myelin Basisches Protein (MBP) wurde nach einem Standardprotokoll (Eylar EH et al., 1979)
aus menschlichem Hirngewebe isoliert. Die Reinheit des MBP wurde mit Hilfe der Sodium-
Dodecyl-Sulfat (SDS)- Polyacrylamid (PA) Gelelektrophorese gepriift.

Rekombinantes Ratten S100p wurde in E.coli exprimiert und wie von Schmidt und Kollegen
(1997) beschrieben aufgereinigt (vergleichbar der MOG-Aufreinigung (s.u.)). Die
extrazelluldre Immunoglobulin-dhnliche Doméne von Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
(MOG) wurde in einem E.coli-System exprimiert (Brehm U et al., 1999). Das rekombinante
nichtglykosylierte MOG-Protein wurde mittels Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie auf
Chelat Sepharose Fast Flow in 6 M Harnstoff durch einen kontinuierlichen
Imidazolgradienten (0,5 bis 0,04 M) gefolgt von einem préparativen SDS-Gel gereinigt. Das
Protein wurde aus dem Gel extrahiert, mit Methanol gefillt und dann in Acetatpuffer (pH 3)
resuspendiert. Die Homogenitidt wurde mittels SDS-PAGE/Coomassie-Blaufiarbung gepriift.
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines Kits zur Proteinbestimmung (Peterson’s
Modifizierung der Micro-Lowry Methode, Sigma ) bestimmt.

Synthetisch hergestellte MOG-Peptide wurden von Neosystem (Straburg, Frankreich)

bezogen. Die Peptide waren der HPLC-Analyse zufolge >85 % rein.

3.1.3  Kulturmedien
3.1.3.1 T-Zellmedium
RPMI 1640-Medium mit 5% humanem AB-Serum, 1% Glutamin (0,2M) und 1%
Penicillin/Streptomycin  (10.000 IU/ml Penicillin/10.000IU/ml Streptomycin). Dem zur
Expansion der T-Zellen verwendeten Medium wurde zusétzlich IL-2 (Endkonzentration 7,5

U/ml in Primérkulturen und 30 U/ml in T-Zelllinien) zugegeben (Wekerle H et al.,1986).
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3.1.3.2 Herstellung Monozyten konditionierten Mediums (MKM)

In destilliertem Wasser geldste y-Globuline (10mg/ml) wurden zu je 4ml (40mg) in die wells
einer 6 well Platte pipettiert und fiir 2 Minuten inkubiert. Danach wurde 2x mit PBS
gewaschen und anschlieBend 3ml einer zuvor mittels Dichtegradienten gewonnenen
Monozytensuspension (1 Millionen Zellen/ml) in jedes well gegeben. Nach 24-28 h wurde
das Medium aus den wells abpipettiert, zentrifugiert (1600U, 4°C ca.l10 Minuten), der
Uberstand gefiltert (Porendurchmesser 0,2pum) und bei -20°C eingefroren (Romani N et al.,

1996).

3.1.3.3 MGDZz-Medium
Alle MGDZ wurden in RPMI 1640-Medium mit 1% Glutamin (0.2M), 1% Penizillin/
Streptomycin, 1% Hepes-Puffer und 7,5% inaktiviertem FCS, bei 37°C und 5% CO, inkubiert

(Romani N et al., 1996).

3.2 T-Zellkultur

3.2.1 Isolierung

Mononukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMZ) wurden mit Hilfe eines
diskontinuierlichen Dichtegradienten (Boyum A, 1976) aus EDTA-Blut isoliert.

Dazu wurde das Blut im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdiinnt und in einem 50ml Roéhrchen
vorsichtig auf 15ml Lymphoprep® geschichtet und 45 min bei 800g zentrifugiert.

Es bildete sich eine Interphase aus, welche die mononukledren Zellen enthielt. Diese wurde
abgeerntet, in ein 50ml Rohrchen iiberfithrt und 20 min bei 550 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 10ml PBS resuspendiert und zum Entfernen der
Thrombozyten fiir 10 min bei 100 x g zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch 2 x

wiederholt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 pl einer
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0,5%igen Trypanblau-Losung vermischt und anschlieBend davon 10 pl in eine Neubauer

Zéhlkammer tUberfiihrt und die lebenden Zellen unter dem Mikroskop ausgezéhlt.

Nach dem Auszdhlen von 4x16 Kleinquadraten wurden die Zellzahl/ml nach folgender
Formel berechnet:

Zellzahl/ml = Anzahl der ausgezihlten Zellen x Verdiinnung x 10%/ Volumen

3.2.2  Blutspender fur die Zellkultur

Fiir die Kultivierung von antigenspezifischen T-Zelllinien wurden ca.180ml EDTA-Blut von
drei gesunden Probanden (mittleres Alter 28 Jahre +/- 4Jahre ) eingesetzt. Diese standen alle
2-3 Wochen fiir Blutentnahmen zur Gewinnung von APZ zur Verfiigung.

Zur Gewinnung von DZ wurden 38 Buffycoats (ungetestet auf HIV/Hepatitis-A/-B/-C) und
den gesunden Probanden (s.0.) eingesetzt.

Alle Spender waren HLA-typisiert (Prof.Albert, Labor fiir Immunogenetik, Ludwig-

Maximilians-Universitit, Miinchen).

3.2.3 Isolierung der MOG-reaktiven Langzeit-T-Zelllinien

PBMZ (2x10°/well) wurden in 96-well Rundboden-Mikrotiterplatten (Nunc, Roskilde,
Dénemark) in T-Zellmedium bei 37° C und 5% CO; kultiviert und mit rekombinantem
humanem (rh) MOG (15 pg/ml) oder MOG-Peptiden (jeweils 10 pug/ml) stimuliert. Alle 4-5
Tage wurde IL-2-haltiges T-Zellmedium (15 U/ml), nach Absaugen des alten Mediums, zu
den Kulturen hinzugefiigt. Nach 4 Wochen wurden die MOG-reaktiven Zellen mit Hilfe einer
Modifizierung der sogenannten ,,split-well“-Technik (Meinl E et al., 1993) identifiziert. Mit
50 Gy bestrahlte autologe PBMZ wurden als APZ benutzt. Die APZ (1x10°/well) wurden
entweder mit rhMOG (15 pg/ml), einem rekombinanten Kontrollprotein (rrS1008; 15 pg/ml)

oder ohne Antigen (als Negativkontrolle) vorinkubiert. Jedes well der Primarkultur wurde
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anschlieend auf drei wells mit den entsprechenden prdinkubierten APZ aufgeteilt. Die MOG-
Reaktivitit wurde iiber drei Tage mit Hilfe eines Mikroskops bestimmt. Spezifische
Proliferationsaggregate wurden auf 96-well-Platten iiberfiihrt und durch Zusatz von IL-2 (30
U/ml Endkonzentration) im T-Zellmedium expandiert. Alle 16-21 Tage wurden die T-
Zelllinien mit rhMOG, oder MOG-Peptiden restimuliert, und alle 3-4 Tage mit IL-2 -haltigem

Medium (60 U/ml) versetzt.

3.24  Bestimmung der Peptidspezifitat

Um die Peptidreaktivitit der T-Zelllinien zu bestimmen, wurden mit 50 Gy bestrahlte PBMZ
(1x10°/well) mit oder ohne Antigen (thMOG 15 pg/ml, MOG-Peptide 1.-9. jeweils 10 pg/ml,
rekombinantes Kontrollantigen (rr S100B, 15 pg/ml), in Doppelansdtzen in einer 96-Well
Mikrotiterplatte in T-Zellmedium bei 37°C und 5% CO, pridinkubiert. Nach 2h wurden
jeweils 1x10° der T-Zellen in jedes well pipettiert und nach einer 48 stiindigen
Inkubationszeit (37°C, 5% CO,) mit ["H]Thymidin (0.2 pCi) versetzt. Die Zellen wurden
nach 66-68 h geerntet und der Einbau von ["H]Thymidin wurde mit Hilfe eines direkten p—
Ziahlers gemessen. Hierbei ist anzumerken, dass dieser ca. 20 % der Signale detektiert, die

durch Fliissigkeitsszintillations-Messung nachweisbar sind.

3.2.5 Bestimmung der CD4/CD8 Expression der MOG-spezifischen T-Zelllinien

Die T-Zellen wurden in den 96 well-Kulturschalen mit 800g (4C°) iiber 5 Minuten
zentrifugiert und der Mediumiiberstand vorsichtig abgeschlagen. Die Zellpellets wurden in
PAB resuspendiert und die einzelnen wells in eine 96-well-Spitzbodenplatte (auf Eis)
iiberfiihrt. Die Zellen wurden wie oben beschrieben zentrifugiert, der Uberstand entfernt, und
in frischem PAB resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation, wurden in PAB verdiinnte nicht
markierte monoklonale Antikorper (1-2 pg/ml Endkonzentration) gegen CD8, CD4 und die

IgG1 Isotyp Kontrolle, in die entsprechenden wells gegeben. Die Antikdrper wurden fiir 60
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Minuten bei Dunkelheit auf Eis inkubiert. Es wurde zweimal mit PAB gewaschen und dann
der mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC) markierte monoklonale Sekundir Antikorper
(Ziege-Anti-Maus) (1-2 pg/ml) auf die Zellen gegeben. Im selben Arbeitsgang wurde dann
auch der direkt FITC markierte anti-CD3 Antikorper (1-2 pg/ml) und die entsprechende
Isotyp Kontrolle (1-2 pg/ml) zu den Zellen pipettiert.

Die Antikorper inkubierten fiir ca. 60 Minuten auf Eis bei Dunkelheit. Die Zellen wurden
anschlieBend zwei Mal mit PBS gewaschen und in 200ul PBS aufgenommen. Die Messung

wurde dann am DurchfluB-Zytometer durchgefiihrt.

3.2.6  Thl1/ Th2-Charakterisierung der T-Zellen mittels DurchfluR-Zytometrie

MOG reaktive T-Zelllinien (1x10°/well) wurden 15 Tage nach Restimulation unspezifisch mit
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) 5 pg/ml, und Ionomycin 250 ng/ml fiir 1 h oder mit
dem spezifischen Antigen stimuliert und die Zytokinsynthese im Golgiapparat wurde durch
zweistlindige Inkubation mit Monensin (2 nmol/ml) geblockt. Die T-Zellen wurden in 96 well
Spitzbodenplatten auf Eis iliberfiihrt und zweimal mit PAB gewaschen, wobei die Zellen
immer bei 800g (4°C) liber 5 Minuten zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurden die T-
Zellen iiber 20 Minuten mit Fixationspuffer fixiert und dann einmal mit PAB gewaschen.
Nachdem die T-Zellen erneut wie oben zentrifugiert worden waren, erfolgte die
Resuspendierung der Zellen in Permeabilisationspuffer, dem Antikorper gegen y-IFN (FITC,
lpg/ml) oder IL-4 (PE, lpg/ml) und die entsprechenden Negativkontrollen (R-PE
1ug/ml/FITC 1pg/ml) zugefiigt waren.

Diese Antikorper inkubierten 60 Minuten bei 4°C. AnschlieBend wurden die Zellen noch
einmal in Permeabilisationspuffer gewaschen, bevor sie in 200ul PBS aufgenommen und am

Durchflu3-Zytometer das Zytokinprofil bestimmt wurde.
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3.3 MGDZ

3.3.1 Isolierung von Monozyten aus peripherem Blut und Buffy-coats

Als Ausgangsmaterialien dienten entweder 200 ml EDTA-Blut von gesunden Spendern,

oder frische ungetestete Buffy-coats, die vom Bayrischen Roten Kreuz in Miinchen bezogen
wurden. Das EDTA-Blut wurde in 50 ml Falcon Tubes mit einer 6%igen Dextranlésung
(Sigma, Dextran 500000U in NaCl 0,9% zu Injektionszwecken) im Verhéltnis 1/10 versetzt
und bei Raumtemperatur iiber 40 Minuten stehen gelassen.

In dieser Zeit bildete sich eine Phase zwischen den sedimentierenden Erythrozyten und dem
apikal befindlichen leukozytenreichen Plasma aus.

30ml des leukozytenreichen Plasmas wurden dann in einem 50 ml Rohrchen auf 10 ml des
Dichtegradienten (Nycoprep®) geschichtet und fiir 15 Minuten bei 20°C und 800g (Heraeus
Omnifuge 2.0RS) zentrifugiert. Die danach entstandene Interphase wurde geerntet und bei
800g (4°C) fiir 20 Minuten zentrifugiert (Hettrich, Rottanta/R). Nun wurde das Zellpellet
zweimal in PBS resuspendiert und bei 800g (4°C) fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Die Zellen wurden auf 1 Million/ml in DZ-Medium eingestellt und dann auf 6 well Platten

(Falcon, Deep Plates) zu 3 ml pro well verteilt.

3.3.2  Charakterisierung der Monozyten mittels DurchfluB-Zytometrie

Die Monozyten wurden wie unter 3.2.5 beschrieben phénotypisch durch die DurchfluB3-
Zytometrie Analyse charakterisiert, wobei ca. 50.000 Monozyten pro Ansatz eingesetzt
wurden. Es wurden nicht markierte monoklonale Antikorper (1-2 pg/ml Endkonzentration)
gegen CD20, CD83, HLA-DR und die IgG1 Isotyp-Kontrolle (FITC) und ein FITC markierter
Primérantikdrper gegen CD3 und die IgGl FITC Isotypen Kontrolle, als auch ein PE
markierter Primérantikorper gegen CD14 und die IgG1 PE Isotypen Kontrolle verwendet. Die
nicht markierten Antikorper wurden durch einen FITC markierten Ziege-Anti-Maus

monoklonalen Antikorper (1-2 pg/ml) visualisiert.
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3.3.3  Ausdifferenzierung der Monozyten zu MGDZ durch Inkubation mit GM-CSF,
IL-4 und TNF-a

Nachdem wie unter 3.1.3.2 beschrieben das MKM von den Monozytenkulturen gewonnen
worden war, wurden in jedes well 3 ml des MGDZ-Mediums pipettiert. Dem MGDZ-Medium
wurden 1000U IL4 /ml und 1600U/ml GM-CSF zugesetzt.

Am 3. und 5. Tag wurden jeweils 1,5 ml des MGDZ-Mediums pro well gegen frisches
MGDZ-Medium mit einer IL-4-Konzentration von 1000U/ml und GM-CSF-Konzentration
von 1600U/ml (Endkonzentration im well IL-4-500U/ml und GM-CSF-800U/ml)
ausgetauscht.

Am 7. Tag wurden die MGDZ aus dem MGDZ-Medium in das MKM f{iberfiihrt. Zu diesem
Zweck wurde zuerst das Medium aus der 6 well-Platte abpipettiert und verworfen. Daraufhin
wurden die Zellpellets jedes einzelnen wells zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurden die
auf den Bdoden der wells adhirierten unreifen MGDZ mittels eines Zell-Schabers (,,Rubber-
Policeman*) geldst und in PBS aufgenommen.

Die so gewonnenen Zellsuspensionen wurden bei 800g (4°C) fiir 10 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet in PBS aufgenommen, resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Nachdem die Zellen abermals in PBS gewaschen worden waren, wurden sie
schlieBlich in 4ml MKM, dass mit 1000U/ml IL4, 1600/ml GM-CSF und 100U TNF-o/ml
versetzt war, resuspendiert. Dann wurden je 2 ml in ein well einer neuen 6 well-Platte
tiberfithrt (Romani N et al., 1996, Hagihara M et al., 2001, Zhou LJ et al., 1996).

Am 10. Tag wurden die reifen MGDZ einmal in PBS gewaschen und dann in PBS {iberfiihrt,

wobei hierdurch die restlichen in dem Medium befindlichen Zytokine entfernt wurden.
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3.34 Kinetische Untersuchung der Expression von Zelloberflachenmarkern, bei der
Ausdifferenzierung von Monozyten zu MGDZ

Die MGDZ wurden wie unter 3.2.5 beschrieben phinotypisch durch die Durchflu3-
Zytometrie Analyse charakterisiert, wobei 30.000 MGDZ pro Ansatz eingesetzt wurden. Die
Phénotypisierung erfolgte an den Tagen 7, 8 und 10. Es wurden nicht markierte monoklonale
Antikorper (1-2 pg/ml Endkonzentration) gegen CD1a, CD1c, CD 20, CD83, HLA-DR und
die IgG1 Isotypen Kontrolle, FITC-markierte Antikorper gegen CD3 und die IgGl FITC
Isotypen Kontrolle sowie PE-markierte Antikorper gegen CD14 und die IgG1 PE Isotypen
Kontrolle verwendet (Hagihara M et al., 2001; Zhou LJ et al.,1996). Die nicht markierten
Antikorper wurden durch einen FITC-markierten Ziege-Anti-Maus monoklonalen Antikdrper

(1-2 pg/ml) visualisiert.

3.4 Co-Kultur von MGDZ und Monozyten mit T-Zelllinien

3.4.1  Experimenteller Aufbau der Co-Kultur

Die Monozyten wurden 11 Tage vor dem nichsten Restimulationszeitpunkt der T-Zelllinien
nach dem Protokoll unter 3.3.1 gewonnen, aufgereinigt und die Induktion zu MGDZ
eingeleitet. Am 7. Tag der Kultur der MGDZ wurden dem MKM das fiir die T-Zellen
spezifische MOG-Peptid in einer Konzentration von jeweils 15ug/ml hinzugefiigt.

Die Antigengabe erfolgte am Tag 7, da mit der Zugabe des TNF-o und MKM die Ausreifung
der MGDZ induziert wird und mit dieser die Fihigkeit der Antigenaufnahme, -prozessierung
und —présentation abnimmt (Romani N et al., 1996). Bei einer Zugabe des Antigens am Tag
10 hitte eine Anlagerung des Antigens an die MGDZ, nicht aber eine Prozessierung und
Prisentation stattfinden konnen.

Die Isolierung der Monozyten, die mit den MGDZ verglichen werden sollten, erfolgte nach
dem obigen Protokoll 2 Tage vor Restimulation der T-Zelllinien. Die Zugabe des MOG-

Peptids erfolgte hier in gleicher Konzentration 2 Stunden vor T-Zell-Zugabe.
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Die T-Zellen mit Monozyten als APZ bzw. mit MGDZ als APZ wurden jeweils in 2 Ansétze
aufgeteilt. In dem einen Ansatz wurde das Zytokinprofil, in dem anderen die
Proliferationsrate der T-Zellen nach Restimulation durch Monozyten, bzw. MGDZ als APZ

untersucht.

3.4.2 Einfluss der Anzahl APZ auf die T-Zell-Proliferation

Die zur Restimulation anstehenden T-Zellen wurden in 15ml Réhrchen gesammelt, bei 800g
(4°C) iiber 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
PRMI 1640- Medium auf 100.000 Zellen pro well eingestellt. Es wurde RPMI-Medium ohne
AB-Serum verwendet, um einen mdglichen unspezifischen Proliferationsstimulus durch
Serum-Proteine zu verhindern.

Die Antigen-priasentierenden Monozyten wurden in Doppelbestimmung auf 300, 3.000,
10.000 und 30.000 Zellen /well eingestellt. Um eine unspezifische Stimulation zu erkennen
wurden in Doppelbestimmung 30.000 Monozyten ohne Antigen mitgefiihrt. Des weiteren
ebenso in Doppelbestimmung 30.000 Antigen priasentierende Monozyten ohne T-Zellen zur
Erfassung unspezifischer Hintergrundaktivitét.

Die Einstellung der MGDZ erfolgte parallel zu den Monozyten in Doppelbestimmung von
300, 3.000, 10.000 und 30.000 pro well. Hier wurden ebenfalls in Doppelbestimmung von
30.000 DZ ohne Antigen und 30.000 Antigen priasentiecrende MGDZ ohne T-Zellen
mitgefiihrt.

Die Co-Kultivierung der T-Zellen mit den APZ erfolgte nach Bestrahlung der APZ mit 50
Gy. Nach 48 Stunden wurde [*H]Thymidin (0.2 uCi) hinzugegeben. Die Zellen wurden nach
66-68 h geerntet und der Einbau von [*H]Thymidin wurde wie unter 3.2.4 beschrieben

bestimmt.
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4, ERGEBNISSE

4.1 Gewinnung einer homogenen Monozytenkultur

Dar fiir die Gewinnung von MGDZ ist eine moglichst homogene Monozytenkultur essentiell
ist, wurden verschiedene Aufreinigungsverfahren getestet.

Folgende Methoden wurden fiir die Aufreinigung der Monozyten verglichen:

1. Gewinnung von PBMZ iiber Dichtegradienten mit Lymphoprep (Dichte 1.077 g/mL);
Adhérenz an Plastikoberflache tiber 24h; Verwerfen der nichtadhidrenten Zellen; Ablosen der
Zellen mittels Trypsin bzw. Zell-Schabers (,,Rubber-Policeman®).

2. Wie unter 1., zusétzlich Negativselektion mittels T-Zell- (CD3) und B-Zell- (CD19)
spezifischen Dynabeads; (eine Positivselektion mittels CD14 Dyna-Beads hielten wir fiir
ungiinstig, da sich gezeigt hatte, dass die Monozyten die Beads inkorporieren, und eine
Beeinflussung der APZ-Funktion und des Differenzierungsvermogens nicht ganzlich
ausgeschlossen waren.)

3. Gewinnung von Monozyten mittels Dichtegradient mit Nycoprep (Dichte 1.068 g/ml);
Adhérenz an Plastikoberflache tiber 24h; Verwerfen der nichtadhidrenten Zellen; Ablosen der
Zellen mittels Zell-Schabers (,,Rubber-Policeman®).

Nachdem wir die aus den verschiedenen Aufreinigungsverfahren resultierenden Monozyten-
suspensionen mittels extrazelluldrer Facs-Analyse verglichen hatten (Daten hier nicht aufge-
fiihrt), entschieden wir uns fiir das Aufreinigungsverfahren mit Nycoprep (Nr. 3), da es
sowohl die hochste Reinheit ermoglichte und aulerdem auch eine kostengiinstige Variante
darstellte (Details 3.3.1).

Abb.1 zeigt, dass die nach diesem Verfahren gewonnenen Zellen einer sehr einheitlichen
Population von CD14-positiven Monozyten entsprachen. Diese Homogenitét ist auch auf dem

Fotol der Monozytenkultur nach 24h Adhérenz zu sehen.
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Abb. 1: Extrazelluldres FACS der Monozyten nach 24h Adhérenz
A: Isotypen-Kontrolle/CD 14 B: Isotypen-Kontrolle/CD3
C: Isotypen-Kontrolle/CD20

Foto 1: Monozytenkultur 24h nach Adhérenz, isoliert aus dem Buffycoat Nummer 29
(B29), 10fache VergroBerung.
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4.2 Monozyten generierte Dendritische Zellen

4.2.1 Kinetische Untersuchung zu Morphologie und Rezeptorexpression der sich
differenzierenden MGDZ

Die aus dem Buffycoat 29 (B29) generierten MGDZ-Population wurde {iber den Verlauf von
10 Tagen hinsichtlich der Rezeptorexpression von CDla, CDlc, CD14, HLA-DR und CDS§3
an Tag 0 (Abb.1), Tag 7 (Abb.2), Tag 8 (Abb.3) und Tag 10 (Abb.4) untersucht.

Man kann erkennen, dass das monozytentypische CD-14 Molekiil an Tag 7 nicht mehr
nachweisbar ist und das als Reifeindikator dienende CD83-Molekiil nach Induktion der
Ausreifung an Tag 7 (s.0.) an den Tagen 8 und 10 auf der Mehrzahl der Zellen exprimiert
wird.

In den Fotos der Kulturen spiegeln sich die morphologischen Verdnderungen, die sich im
Rahmen des Differenzierungsprozesses einstellen, wieder. So zeigten sich in den
Monozytenkulturen zu Beginn einzelne adhirente Zellen, mit teilweise rundlichem, teilweise
flachig ausgezogenem Phénotyp (Fotol).

Mit Voranschreiten des Reifeprozesses verlieren die Zellen zunehmend ihre Adhédrenz und
nehmen ein homogeneres Erscheinungsbild an. Die Zellen werden grofer und haben
insgesamt eine rundliche Form, wobei sie zirkuldr viele bewegliche Zellausldufer, die in ihrer
Gesamtheit die sogenannten ,,veils* (,,Schleier*)-, ausbilden (Romani N et al.,1996). Des

weiteren kommt es zur Bildung von Zellkonglomeraten, sogenannten ,,good balls* (Foto 3).
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4.2.1.1 MGDZ-Kultur am Tag 7

Abb. 2: Expression CD14, CDl1a, CDlc, HLA-DR und CD83 an Tag 7
A: Isotypen-Kontrolle/CD14 B: Isotypen-Kontrolle/CD1a
C: Isotypen-Kontrolle/CDl1c D: Isotypen-Kontrolle/CD83

E: Isotypen-Kontrolle/lHLA-DR

T FL-13 Fr-2d 1h= Fr ol 18 FL- 1 EY 1= T - -1 Fr. =3 Fr-od T

1% ET- 1 ET-=4 ,.‘-“16' 1
4212 MGDZ-Kultur am Tag 8
Abb. 3: Expression CD1a, CD1c, HLA-DR und CDS§3 an Tag 8
A: Isotypen-Kontrolle/CD1a B: Isotypen-Kontrolle/CDI1c
C: Isotypen-Kontrolle/CD83 D: Isotypen-Kontrolle/HLA-DR
TEF TES T ..-A,.f:'dﬁ?:w\'ﬁ..
4.2.1.3 MGDZ-Kultur am Tag 10
Abb. 4: Expression CD14, CD1a, CD1c, HLA-DR und CD83 an Tag 10
A: Isotypen-Kontrolle/CD14 B: Isotypen-Kontrolle/CD1a
C: Isotypen-Kontrolle/CDl1c D: Isotypen-Kontrolle/CD83

E: Isotypen-Kontrolle/HLA-DR
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Foto 2:

Foto 3:

Foto 4:

L5

MGDZ 7d in Kultur vor Zugabe von 1000U IL-4/ml und
1600U/ml GM-CSF, 32fache Vergroflerung

MGDZ am 8. Tag in Kultur mit 1000U IL-4/ml und 1600U/ml GM-CSF und 1
Tag mit 100U TNF-o/ml und MCM, 20fache Vergroferung, mit sog. ,,good
ball*“(*) im rechten oberen Quadranten

MGDZ am 10. Tag in Kultur mit 1000U IL-4/ml und 1600U/ml GM-CSF und
3 Tage mit 100U TNF-o/ml und MKM, 20fache VergroBerung eines dichter
bewachsenen Bereiches.
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Foto 5: MGDZ des 10.Tag in Kultur 1000U IL-4/ml und 1600U/ml GM-CSF und 3
Tage mit 100U TNF-o/ml und MKM aus 32fache Vergroferung mit typischen
dendritischen Auslaufern (*) und angedeuteten schleierartigen Verdnderungen.

4.3 Phanotypen der antigenspezifischen T-Zelllinien

4.3.1  Proliferationsassay zur Bestimmung der Peptidspezifitat der T-Zelllinien

Die Peptidspezifitit wurde wie oben beschrieben fiir die unterschiedlichen T-Zelllinien
bestimmt. Folgende Anforderungen wurden an die peptidspezifischen T-Zelllinien gestellt:

1: eine absolute Proliferationsrate von mehr als 1000 ,,counts per minute” (cpm) gegen
rhMOG IgG und eins oder mehrere der synthetischen Peptide und 2: die Proliferationsrate
gegen das spezifische Ag sollte mindestens 3x so groB sein, wie die Negativkontrolle ohne
Antigen.

Das Ergebnis eines solchen Assays ist exemplarisch fiir die T-Zell-Linie Mm6 in Abb.5
dargestellt. Auf der X-Achse sind die verschieden Substanzen aufgetragen. So stellen die mit
Pepl-9 bezeichneten Substanzen die Einzelpeptide des MOG-Antigens dar. Des weiteren
findet sich das als Kontrollantigen mitgefiihrte rrS1008, das mit rA bezeichnet ist.

Auf der Y-Achse der Abb.5 wurde nicht der Stimulationsindex sondern die ,,counts per
minute* aufgetragen, um exemplarisch die absolute Anzahl der registrierten Zdhleinheiten zu
verdeutlichen. Der in nachfolgenden Proliferationsassays verwandte Stimulationsindex ist der

Quotient aus den Mittelwerten der ,,counts per minute der mit Antigen restimulierten T-
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Zellen und den Mittelwerten der ,,counts per minute® der ohne Antigen restimulierten T-
Zellen. Der Stimulationsindex stellt somit die um die unspezifischen Stimulation korrigierten

Ergebnisse dar.

g 2.5 ¢4 5% & %[Ro= BOR.
<= &8 g & & & &8 & §& 8& 8

IMbP

Abb. 5: Proliferationsassay der T-Zellline Mm6 des Spenders TN; Mog (Myelin
Oligodendrozytisches Glykoprotein); Pep1-9 (Mog-Peptide Tab:1); rA (rrS1008);
MbP (Myelin Basisches Protein);

In der Tabelle 2 ist eine kurze Charakterisierung der Spender aufgezeigt.

Spender Ater (Jahre) Geschlecht HLA-DR

TN 26 M 2,8

AST 27 M 1,2

Tabelle 2: Spenderdaten; TN, AST Initialen der Spender; M: mannlich

Die unterschiedlichen Charakteristika der T-Zelllinien in Bezug auf Antigen- bzw.
Peptidspezifitdt, Stimulationsindizes und Zytokinprofil sind in der Tabelle 3 zusammen-
gefasst. Wie oben beschrieben wurden INF-y-sezernierende T-Zellen als Thl und IL-4

sezernierende T-Zellen als Th2 klassifiziert (Romagnani S, 2000; Hohlfeld R, 1997).
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T-Zelllinie | Peptidspezifitit | cpm |cpm Neg. | Stimulation | IL-4 | INF-y |IL-4& | Th1/Th2
MOG Index/ Pep INF-y

AST M1 Pep 3. 10055 20 609 <5% | 52% | <5% Thl

AST M10 Pep 3. 10616 970 11 30% | 11% | 11% Th2

TN Mm6 Pep 4. 13600 240 57 <5% | 85% | <5% Thl

TN Ul Pep7. 2160 59 49 / / / Thl

Tabelle 3: Charakteristika der T-Zelllinien, hinsichtlich Peptidspezifitit, Cytokinprofil
(jeweils hochster Wert hervorgehoben) nach antigenspezifischer Stimulation.

4.3.2  Charakterisierung der fur die Co-Kultur mit MOG-spezifischen T-Zelllinien

eingesetzten APZ
Die Monozyten wurden den Spendern ca. 48h vor Co-Kultivierung entnommen und erhielten
das Antigen ca. 2h vor der Co-Kultivierung. Die Abb.6 zeigt die vom Spender-TN isolierten

Monozyten 48h nach der Entnahme

UZDCE. 10017 ~FLEF lucrescence & U3 DCE. 18819~FL1L~F luorescence 1 U3 DCH. 18081 9~FL1~F lucrescence 1

E} CO14 2 coaa i
I
I
I
) \H*—""m S
= T&e FE T € Tae Hde FC T T2 5 T &= 5 B
UZ:DCE. 10019~FL1~Flusrescence 1 Ui DCE. 1881 $-FL1Flucrescence 1
- B
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Abb. 6: Extrazelluldres FACS der Monozyten nach Adhérenz, Spender TN
A: Isotypen-Kontrolle/CD14 B: Isotypen-Kontrolle/CD83
C: Isotypen-Kontrolle/CD3 D: Isotypen-Kontrolle/CD20
E: Isotypen-Kontrolle/HLA-DR

Die Abb.7 zeigt die vom Spender-TN gewonnenen MGDZ nach 10 Tagen Kultivierung
hinsichtlich der Expression von HLA-DR und CD&83. Die Reinheit der Kultur wurde mit Hilfe
des fehlenden Nachweises von CD3- und CD20- positiven Zellen erbracht. Der Reinheitsgrad

entsprach demnach >95%.
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Abb. 7: MGDZ-TN; Expression CD3, CD14, CD20, HLA-DR und CD83 an Tag 10
A: Isotypen-Kontrolle/CD14 B: Isotypen-Kontrolle/CD83
C: Isotypen-Kontrolle/CD3 D: Isotypen-Kontrolle/HLA-DR
E: Isotypen-Kontrolle/CD20

4.3.3 Vergleich der Restimulationskapazitat von Monozyten und MGDZ anhand
MOG-spezifischer T-Zelllinien

Abb.8 =zeigt exemplarisch die Stimulationsindizes fiir die T-Zelllinie TN-Mm6 nach
Restimulation mit Monozyten, bzw. MGDZ bei steigender Zahl eingesetzter APZ (300, 3000,

10000 und 30000 Zellen/well).

EMm6/MGDZ
HMm6/Monozyten

300 3000 10000 30000

Abb. 8: Proliferationsassay TN-Mm6, Co-Kulturen mit Monozyten oder MGDZ; X-

Achse: APZ pro Well, Y-Achse: Stimulationsindex

In der Tabelle 4 sind Stimulationsindices der Proliferationsassays der MOG-spezifischen T-
Zelllinen Ast-M1, Ast-M10 und TN-Mm6 zusammengefasst, wobei bei den mit ,/*
markierten Angaben aus technischen Griinden keine Werte erhoben werden konnten. In zwei
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der drei Linien zeigte sich eine Uberlegenheit der MGDZ in der Restimulation mit einem
optimalen Verhiltnis zwischen 1 MGDZ auf 10 — 33 T-Zellen. Bei sich weiter anndherndem
Verhéltnis von MGDZ und T-Zellen, nahm der Stimulationsindex wieder ab. Fiir Monozyten

wurde der hochste Stimulationsindex jeweils fiir die hochste eingesetzte Zahl (entsprechend 1

: 3) erreicht.
Stimulationsindex bei Anzahl (n) der eingesetzten APZ
Zelllinie APZ n =300 n = 3000 n = 10000 n = 30000
AST-MI MGDZ 89,72 180,48 146,27 74,37
Monozyten 4.99 / 12,40 13,40
AST-M10 MGDZ 12,79 19,87 7.8 7,03
Monozyten 1,86 2,31 / 2,95
TN-Mm6 MGDZ 1.93 3,3 4,76 3,46
Monozyten 0,65 3,96 12,82 16,2

Tabelle 4: Stimulationsindizes pro APZ bei T-Zelllinien AST-M1, AST-M10 und TN-Mm6;
MGDZ-APZ-Fraktion AST-M1 und AST-M10 ca. 13% CD 83+ und 16% CD14+;
TN-Mm6 19% CD83+ und <9% CD14+

434  Vergleich des Zytokinprofils MOG-spezifischer  T-Zelllinien  nach
Restimulation mit Monozyten oder MGDZ als APZ

Im Rahmen der Typisierung der T-Zelllinien nach Restimulation mit MGDZ bzw. Monozyten

nahmen wir eine Bestimmung der Zytokine IL-4 bzw. IFN-y vor. Hierbei sollte gezeigt

werden, ob sich eine Anderung im Phinotyp der T-Zelllinien einstellt.

Als Negativkontrolle dienten jeweils T-Zellinien, die entweder mit Monozyten oder MGDZ

ohne Antigenzugabe restimuliert worden waren. In diesem Ansatz wurden bei Monozyten als

auch bei MGDZ jeweils 30000 Zellen als APZ eingesetzt.
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Abb. 9: Intrazellulires Zytokin FACS der T-Zellline TN-Mm6; Monozyten (30000/

well) als APZ mit (A,B) und ohne (C,D) MOG-Peptid 4 (Pep4); A: Isotypen-
Kontrolle; B: Anti-IL-4/Anti-IFN-y; C: Isotypen-Kontrolle; D: Anti-IL-4/ Anti-
IFN-y
Die Abb.9-11 zeigen die Ergebnisse des intrazelluldren Zytokinnachweises mittels FACS der
Linie Mm6 in Co-Kulturen mit Monozyten (Abb. 9) oder MGDZ (Abb.10) mit bzw. ohne
Antigen. So erkennt man sowohl bei den mit Monozyten, als auch bei den mit MGDZ
restimulierten T-Zellen eine eindeutige IFN-y-Produktion, was auf einen Thl-Phéanotyp
hinweist. Dieses Ergebnis wird auch in der Positivkontrolle, unter unspezifischer Stimulation

mit Ionomycin und PMA bestitigt. Die geringe Anzahl an IL-4-positiven Zellen ist unter

Berticksichtigung der Negativkontrolle als Hintergrund zu bewerten.
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Intrazellulires Zytokin FACS der T-Zellline TN-Mm6; MGDZ (30000/well)
als APZ mit (A,B) und ohne (C,D) Pep4; A: Isotypen-Kontrolle; B: Anti-IL-4/
Anti-IFN-y; C: Isotypen-Kontrolle; D: Anti-IL-4/Anti-IFN-y
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Abb. 11: Intrazelluldres Zytokin FACS der T-Zellline TN-Mm6; MGDZ (30000/well)

als APZ mit Pep4, mit und ohne unspezifischer Stimulation mit PMA und
Ionomycin (P/T); A: Isotypen-Kontrolle; B: P/I, C: Isotypen-Kontrolle; D: kein

P/1
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Die Tab.5 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der T-Zelllinien AST-M1, AST-M10
und TN-Mm6 in Bezug auf ihre Th1/2-Phédnotypbestimmung. Die Prozentzahlen geben den
jeweiligen Anteil Zytokin produzierender T-Zellen an.

Hierbei zeigen sich bei den Linien AST-M1 und AST-M10 Unterschiede in der Thl- bzw.
Th2-Spezifitidt bei der antigenspezifischen Restimulation mit APZ und der unspezifischen
Stimulation mit PMA/Ionomycin (P/I). Unterschiede im Zytokin-Profil nach Stimulation mit

Monozyten oder MGDZ zeigten sich nicht.

T-Zell- Peptidspezifitit | Th1/ IL-4 INF-y | IL-4& | APZ (MGDZ oder Mono-
linie Th2 INF- v | zyten bzw. unspezifische
Stimulation mit PMA und
[onomycin (P/T)
AST-M1 MOG 3. Thl <1% | 70% | 18% MGDZ
AST- M1 MOG 3. Thl <2% | 13% | <1% Monozyten
AST-M1 MOG 3. ThO <5% | 18% | 55% P/1
AST-M10 MOG 3. Th2 9,6% | <1% | <1% MGDZ
AST-M10 MOG 3. Th2 7% 3% 3% Monozyten
AST-M10 MOG 3. ThO 19% 3% | 24% P/1
TN-Mm6 MOG 4. Thl <3% | 75% | 10% MGDZ
TN-Mm6 MOG 4. Thl <2% | 60% | 15% Monozyten
TN-Mm6 MOG 4. Thl <1% | 78% | 20% P/1

Tabelle 5: Th1/Th2-Spezifitit der T-Zelllinien AST-M1, AST-M10 und TN-Mm6 nach
Restimulation mit MGDZ bzw. Monozyten, hochste Prozentzahl hervorgehoben
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5.  DISKUSSION

Ein wichtiges Werkzeug in der Charakterisierung potenziell autoimmuner T-Zellen ist die
Isolierung und Expansion (auto-)antigenspezifischer Langzeit-T-Zelllinien in vitro. Am
Beispiel der MS wurden Langzeit-T-Zelllinien gegen verschiedene Kandidatenautoantigene,
darunter z.B. MBP und MOG, isoliert und untersucht. Fiir die Kultivierung dieser Langzeit-T-
Zelllinien ist es erforderlich, die antigenspezifischen T-Zellen ca. alle drei Wochen mit dem
entsprechenden Antigen erneut zu stimulieren. Dies erfordert regelméfige Blutentnahmen von
den untersuchten Probanden zur Gewinnung von APZ. Nachteilig an dieser Methode ist es,
dass die untersuchten Probanden regelméBig zur Verfiigung stehen miissen und die
rezidivierenden Blutentnahmen eine Belastung darstellen. Wenn das Spenderblut nicht
erhéltlich ist, miissen die T-Zelllinien entweder mit vorher eingefrorenen APZ restimuliert,
oder aber die T-Zelllinien selbst bis zur Gewinnung frischer APZ eingefroren werden. Die
Verwendung eingefrorener APZ birgt wiederum den Nachteil, dass es oft zu einer deutlichen
Abnahme der Uberlebensfihigkeit der T-Zellen kommt. AuBerdem ist es fiir die weitere
Kultivierung notwendig bei der ndchsten Restimulation frische APZ zu verwenden. Das
Einfrieren der T-Zelllinien fiihrt zu einem Zellverlust von bis zu 20% und fiihrt oftmals dazu,
dass die verbleibenden Zellen nicht mehr restimuliert bzw. expandiert werden konnen.

DZ sind nach Literaturangaben hervorragend geeignet, naive T-Zellen zu aktivieren und
spielen eine entscheidende Rolle in der Induzierung des spéteren Th-Phéanotyps der T-Zellen
(Langenkamp et al., 2000; Rissoan MC et al., 1999). Neuere Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich funktionell gleichwertige DZ in vitro durch Zugabe von GM-CSF, IL-4 und TNF-a
aus Monozyten (MGDZ) generieren lassen (Romani N et al., 1996). In der vorliegenden
Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit MGDZ zur Restimulation von antigenspezifischen

Langzeit-T-Zelllinien eingesetzt werden konnen.
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5.1  Vergleich von Monozyten und MGDZ in der Restimulation MOG-spezifischer
Langzeit-T-Zelllinien

Antigen-spezifische T-Zelllinien konnen sowohl aus dem Blut gesunder Probanden, als auch
von MS-Patienten isoliert werden (Lindert RB et al., 1999; Meinl E et al., 1993). In dieser
Arbeit wurden MOG-spezifische Langzeit-T-Zelllinien gesunder Probanden eingesetzt. Fiir
die Gewinnung ausreichender Zahlen an MGDZ werden iiblicherweise 300 — 400 ml Blut
benotigt (Romani N et al., 1996). Die Etablierung des Systems wurde deshalb zunéchst mit
Buffy-coats und Blutproben gesunder Spender und vorerst nicht an MS-Patienten
durchgefiihrt.

Eine aus dem peripheren Blut isolierte DZ ist in der Lage bis zu 3000 naive T-Zellen zu
stimulieren. Bei Verwendung von mononukledren Zellen als APZ wird ein Verhéltnis von 1:1
bis 1:2 zu den zu stimulierenden T-Zellen angenommen, um eine addquate Stimulation zu
gewdhrleisten (Banchereau J et al., 1998, Krams R et al., 2003).

In unserem System wiirde dieses bedeuten, dass bei einem Einsatz von ca. 100.000 T-Zellen
pro Well nur ca. 40 DZ im Vergleich zu den herkdmmlich verwendeten 50.000 APZ zur
Restimulation noétig wéren.

Unsere Ergebnisse zeigen eine deutliche Uberlegenheit der MGDZ in der Restimulation bei
zwei von drei MOG-spezifischen Langzeit-T-Zelllinien (Abb.8 Seite 36). Das fiir naive T-
Zellen postulierte Verhéltnis von DZ zu T-Zellen wurde allerdings nicht erreicht. Das
Verhiltnis MGDZ zu T-Zelle zeigte zwei Mal ein Optimum bei 1:33 (Tab.4 Seite 37). Bei
weiter zunehmenden Zahlen an MGDZ nahm der Stimulationsindex hingegen wieder ab.

In allen drei Experimenten war noch ein Anteil von bis zu 16% CD14+ Zellen, mutmalBlich
Monozyten/Makrophagen, in den DZ-Kulturen enthalten. Da die Stimulationsindizes mit
Monozyten jedoch weit hinter denen durch MGDZ zuriicklagen, kann der Einfluss der

Monozyten in den DZ-Kulturen vernachlissigt werden.
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Dass das fiir die Restimulation als optimal ermittelte Verhdltnis von MGDZ zu T-Zelllinien
nicht dem zwischen DZ und naiven T-Zellen entspricht, konnte mit dem unterschiedlichen
Differenzierungsstadium der T-Zellen, der unterschiedlichen Abstammung der verwendeten
DZ oder mit dem Reifungszustand der MGDZ erklért werden.

Langzeit T-Zelllinien bestehen zum groBlen Teil aus Effektor-T-Zellen, die innerhalb von 0,5-
2h, tber den T-Zell-Rezeptor durch niedrige Konzentrationen des prasentierten Antigens
stimuliert werden (Lanzavecchia A et al., Current Opinion of Immunology 2000;
Lanzavecchia A et al., Cell 2001). Naive T-Zellen hingegen miissen iiber ca. 6-30h iiber den
TCR und tber costimulatorische Molekiile, die das Signal iiber 100-fach verstirken,
stimuliert werden (Lanzavecchia A, 1999).

Diese speziellen Féahigkeiten der DZ bzw. MGDZ auch auf geringste Antigenkonzentrationen
eine T-Zell-Antwort zu induzieren, sind bei Effektor T-Zellen moglicherweise nicht
erforderlich. Dies konnte erklidren, warum nicht so hochspezialisierte Zellen (Monozyten) in
kiirzerer Zeit dhnlich effizient, oder sogar effizienter Effektor-Zellen stimulieren konnen.

Das in der Literatur angegebene T-Zell/DZ-Verhiltnis bezieht sich auf direkt aus dem
peripheren Blut isolierte DZ. Somit handelt es sich nicht um die in dieser Arbeit verwendeten
MGDZ und auch nicht die funktionell und morphologisch vergleichbaren DZ, die sich in vivo
aus Monozyten entwickeln und die fast ausschlieBlich in Gewebe, Lymphbahnen und
Lymphknoten und nicht im peripheren Blut anzutreffen sind (Randolph GJ et al., 1999).
Dieses konnte trotz einer morphologischen und funktionellen Ahnlichkeit dieser Vertreter der
heterogen DZ-Familie die Diskrepanz beziiglich des Stimulationspotentials erkléren

Die Frage beziiglich des Reifezustandes der MGDZ ist in so fern wichtig, als dass nur unreife
DZ/MGDZ in der Lage sind Antigene iliber Pinozytose und Phagozytose aufzunehmen und
anschlieBend zu prozessieren, wihrend nur reife MGDZ (vermehrte Expression
costimulatorischer Molekiile) in der Lage sind T-Zellen addquat zu stimulieren (Cella M et

al., 1997; Caux C et al., 2000).
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In vivo konnen virale Doppelstrang-RNA, infektiose Stimuli (z.B. LPS) und Zytokine (z.B.
IL-1, TNF-a) auf die DZ als Reifestimulus wirken. Die Maturierung wird dann durch die
Interaktion mit dem CD40-Liganden der T-Zellen abgeschlossen (Drakesmith H et al., 2000;
Sallusto F et al., 2000; Romagnani S, 2000; Lanzavecchia A et al., Cell 2001).

In vitro wurde das zur Ausreifung notwendige TNF-o an Tag 7 der Kultur zusammen mit dem
entsprechenden Antigen in die MGDZ-Kulturen gegeben.

Da auf diese Art eine deutliche Restimulation der T-Zellen erreicht werden konnte, kann
angenommen werden, dass das zugegebene Antigen in Vitro prozessiert und auch nach 72h
(Beginn der Co-Kultur) auf MHC-II-Komplexen (der Reifeprozess verldngert die
Expressions-Halbwertszeit der MHC-II-Antigen-Komplexe von ca.l0h auf iiber 100h)
prasentiert wurde (Lanzavecchia A, 1999; Lanzavecchia A et al., Current Opinion of
Immunology 2000).

Diese Ansicht unterstiitzt auch die Beobachtung des Expressionsverlaufes des CD83
Rezeptors, der als Reifeindikator fir MGDZ dient und dem eine wichtige Rolle als
costimulatorisches Molekiil (wie auch z.B. CD80 und CD86) in der Stimulation von T-Zellen
zugeschrieben wird (Lechmann M et al., 2001; Robinson SP et al., 1997).

In unserem System wurde der CD83 Rezeptor erst nach Einleitung der Reifung mit TNF-a
exprimiert, was darauf schlieBen ldsst, dass die MGDZ bei Antigengabe noch unreif und
damit zur Antigenaufnahme und —prozession befahigt waren (Romani N et al., 1996).

In unseren MGDZ-Kulturen lag die CD83 Expression zwischen 13-20% (in der Literatur 30-
70%; Romani N et al., 1996). Dennoch bestand wie oben beschrieben eine deutliche
Uberlegenheit der MGDZ in der Restimulation bei zwei von drei MOG-spezifischen T-
Zelllinien. Dieses Diskrepanz konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass durch die zu hohe
MGDZ-Dichte in der extrazelluliren FACS-Analyse (40.000-50.000 MGDZ) die
Bindungsstellen an dem CD83-Rezeptor fiir den Anti-CD83-Antikdrper nicht mehr

zuginglich waren, und somit die CD83-Dichte als falsch zu niedrig gemessen wurde.
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Gleichzeitig konnte es bei dieser MGDZ-Dichte auch zu einer Herunterregulation des CD83-
Rezeptors gekommen sein.

Es konnte fiir den CD83 Rezeptor gezeigt werden, dass durch die Zugabe von der
extrazelluliren Domine des CD83 zu reifen MGDZ es konzentrationsabhingig zu einer
Abnahme der CD83 und CD80 Expression kommt, die mit einer deutlichen Verminderung
des  Stimulationspotentials des MGDZ  einhergeht, was einen  negativen
Riickkopplungsmechanismus in Bezug auf die T-Zell-Stimulation vermuten lasst (Lechmann
M et al., 2001).

Dieser negative Riickkopplungsmechanismus konnte auBBerdem auch erkldren, warum es in
unserem System ab einer Anzahl von 10.000 - 40.000 pro 10° T-Zellen eingesetzten MGDZ
im Vergleich zu den Monozyten wieder zu einer Abnahme der Proliferationsindices kommt.
Eine andere Erklarung fiir diese Beobachtung konnte auch eine gegenseitige Inhibition sein:
es handelt sich bei DZ um sehr groBBe Zellen, die zusitzlich noch zahlreiche dendritische
Ausléaufer haben durch die es moglicherweise zu einer sterischen Behinderung kommt (Zhou

LJ et al., 1996; Knight SC et al., 1983).
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52 Vergleich des Zytokinprofils MOG-spezifischer T-Zelllinien nach Restimulation
mit Monozyten bzw. MGDZ

DZ spielen eine essentielle Rolle bei der Differenzierung von primiren T-Zellen. So ist die
Dauer der TCR-Stimulation zusammen mit den polarisierenden Zytokinen entscheidend fiir
die Differenzierung der CD4+ T-Zellen und fiihrt letztendlich zu den Effektorzellen Th1/Th2
und ihren Zwischenstufen (Lanzavecchia A et al., Cell 2001; Cella M et al., 1997;
Lanzavecchia A et al., Science 2000).

Die Zytokinproduktion von DZ ist abhéngig von dem submikroskopischen Umfeld, der
Kinetik der Reifung und dem Reifestimulus.

Ein Beleg fiir die Einflussnahme der Mikroumgebung auf die T-Zell/DZ-Interaktion findet
sich z.B. darin, dass die Anwesenheit von Kollagen zu einer Verkiirzung der
Interaktionsdauer zwischen DZ und T-Zelle fiihrt, wihrend in kollagenfreien bzw. -armen
Arealen wie z.B. in den Lymphknoten ein ldngerer Kontakt zwischen T-Zelle und DZ
moglich ist (Lanzavecchia A et al., Nature Immunology 2001). So ist durch kollagenfreie in
vitro Kulturbedingungen eine Verstarkung der T-Zellantwort denkbar.

Beziiglich der Reifungskinetik konnte gezeigt werden, dass eine Thl-Differenzierung in
einem engen Zeitfenster von ca. 8-16h nach Beginn der Stimulation der T-Zellen durch
Zytokine wie z.B. IL-12 induziert wird. IL-12 wiederum wird vor allem durch DZ produziert,
die zuvor von aktivierten T-Zellen iiber Zytokine (z.B. INF-y und IL-4) und Rezeptorkontakte
(z.B. CD40-Liganden) stimuliert wurden (Lanzavecchia A et al., Cell 2001; Lanzavecchia A,
1999, Langenkamp A et al.,, 2000; Cella M et al., 1997). Andererseits wird die I1L-12
Produktion von Zytokinen wie TNF-a, IL-1, oder IL-10 abgeschwécht (Zhou LJ et al., 1995;
Hilkens CM et al., 1997; Rissoan MC et al., 1999).

Eine Th2 Differenzierung wird durch DZ ab 24h nach Beginn der Stimulation der T-Zellen
durch die Zytokine IL-4 und IL-10 induziert. Diese Zytokine werden durch aktivierte T-

Zellen und natiirliche Killerzellen sezerniert.
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Da IL-4 und IL-10 auch durch aktivierte T-Zellen sezerniert werden und gleichzeitig die
Differenzierung in Th2-Zellen bewirken, entstehen sogenannte Zytokin-Schleifen, die
zusammen mit TNF-a die Th2-Effektorantwort verstirken (Xiao GB et al., 1999;
Lanzavecchia A, 1999; Zhou LJ et al., 1995; Hilkens C et al., 1997; Rissoan MC et al., 1999).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass unter Zugabe bestimmter Zytokine bzw. Medikamente
es gelang, DZ mit bestimmten Zytokinprofilen zu differenzieren, die dann wiederum eine
bestimmte T-Zell-Effektorantwort induzierten (Duddy ME et al., 2001).

Hinsichtlich der unterschiedlichen Reifestimuli zeigten Lanzavecchia et al. (1999), dass LPS,
dsRNA und CD40-Ligand fiir eine Th1-Polarisierung eine Rolle spielen, wihrend TNF-a eine
Th2-Effektor-Antwort begiinstigt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei bestehenden differenzierten Th1/Th2-Zelllinien sich durch
die alleinige Antigenprisentation durch MGDZ keine Anderung der T-Zell-Differenzierung
ergibt.

Die Griinde fiir diese Beobachtung kdnnen bei den T-Zell-Linien und/oder den APZ liegen.
Die verwendeten T-Zelllinien wurden {iber 4-15 Monate in einem bestimmten
Funktionszustand unter in vitro Bedingungen gehalten. So ist es denkbar, dass die T-Zellen
unter diesen Bedingungen auf ein bestimmtes Zytokinprofil, sprich einen Funktionszustand,
festgelegt sind. Dass bei den Zelllinien AST-M1- und AST-M10- sich unter maximaler
unspezifischer Stimulation (PMA/Ionomycin) ein, im Vergleich zu den Monozyten bzw.
MGDZ, anderes Zytokinprofil zeigt ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass es sich
bei den T-Zelllinien nicht um monoklonale sondern um oligoklonale Zelllinien handelt, bei
denen unter unspezifischer Stimulation auch Klone stimuliert werden, die nicht spezifisch fiir
MOG sind. Da diese Klone zuvor keine addquate Stimulation erfahren haben, kommt es im
Vergleich zu den MOG-spezifischen Klonen zu einer liberproportionalen Stimulation, die sich
dann in einer Anderung des Gesamt-Zytokinprofils darstellt. Da die Zelllinien AST-M1 und

AST-MI10 nur 4 bzw. 6 Monate in Gegensatz zur TN-M6-Linie mit 15 Monaten in Kultur
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gehalten wurden, ist bei diesen ,,jiingeren‘ Zelllinien von einer hoheren Anzahl unspezifischer
Klone auszugehen. Diese unspezifischen Klone werden im Verlauf der Kultivierung, da sie
keine addquate Restimulation erfahren wie bei der T-Zelllinie TN-Mm6 reduziert.

Da die Reifeinduktion der MGDZ mit TNF-o eine zur Th2-Antwort tendierende
Differenzierung induziert (Lanzavecchia A, 1999) und die IL-12 Produktion von DZ mit
einem engen Zeitfenster von ca. 8-16h nach Ausreifung verbunden ist, sollte eine Tendenz zur
Th2-Differenzierung (ab 24h nach T-Zell-Stimulation) der Effektorzellen in dieser
Versuchsanordnung zu erwarten sein, die aber in unseren Experimenten nicht zu beobachten
war.

Eine Erklarungsmoglichkeit dafiir konnte sein, dass nach der Bestrahlung der APZ mit 20
Gray ca. 70% der Zellen innerhalb von 48h apoptotisch werden (Cornelissen M et al., 2002).
Es liegen auch Ergebnisse vor, die eine Apoptose in bis zu 90% bei mit 9 Gray bestrahlten
Zellen schon nach 15h zeigen (Nakano H et al., 1994). Somit wire denkbar, dass bei der
Bestrahlung mit 50 Gray die MGDZ nach 24h, wenn dass zur Th2-Differenzierung
pradisponierende Zytokinprofil iiberwiegt, nicht mehr in der Lage sind eine Th1/Th2-Shift zu
induzieren. Die Restimulation der Th2-Linie konnte dennoch erfolgen, da die
Antigenprésentation die T-Zellen aktiviert und somit das bestehende Zytokinprofil induziert
und dieses wiederum tiiber Zytokin-Schleifen die Effektorantwort, hier Th2, unterstiitzt.
Dieses sich selbst und damit das bestehende Zytokinprofil unterhaltende Prinzip wére auch

bei den Thl-Linien denkbar.
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5.3 Therapieoptionen und Ausblick

Ein Teil der Wirkung der heute routineméBig zur Behandlung der MS verwendeten
Medikamente (z.B. Methylprednisolon, INF-B) beruht moglicherweise auf der Beeinflussung
der DZ und ihrer Interaktionen.

So wirkt Methylprednisolon auf die DZ z.B. liber die Verminderung deren Vitalitit und durch
Verschlechterung der T-Zell-Stimulationsfahigkeit, indem die costimulatorischen Molekiile
herunterreguliert-, die IL-12-Produktion vermindert- und die IL-10 Produktion erhéht wird
(Hohlfeld R, 1997; Duddy ME, 2001).

INF-B bedingt z.B. durch Erhéhung der IL-10-Produktion, Reduktion der IL-12- und CD40
Expression, dass DZ vor allem eine Th2 T-Zell-Differenzierung induzieren (Huang YM et al.,
1999).

Mit der Induktion der Th2 T-Zell-Differenzierung wird dann die Konzentration des vor allem
von Thl-Zellen sezernierten INF-y vermindert. Daraus resultiert schlieBlich, da erhohte
Konzentrationen von INF-y mit einer Exazerbation der MS in Verbindung gebracht werden,
eine Reduzierung der Wahrscheinlichkeit auf einen erneuten Schub der MS (Hohlfeld R,
1997, Huang YM et al., Cytokine 2001; Barthoholome E et al., 1999; Kroemer G et al.,
1996).

Ein weiterer Therapieansatz wird in einer Toleranz-Induktion durch Desensibilisierung
mittels autologer DZ gesehen. So wurden im Tiermodell der MS, der EAE unter anderem
autologe DZ mit MBP, einem potenziellen Antigen autoaggressiver T-Zellen (Wekerle H,
1995; Wekerle H et al, 1986), in vitro aktiviert und mit verschiedenen Zytokinen (z.B. IL10,
INF-B) kultiviert. Dann wurden diese autologen DZ den Spendermidusen reinjiziert, was
sowohl das Ausbrechen der EAE, als auch weitere Schiibe der EAE effektiv unterdriickte
(Lanzavecchia A, 1999; Link H et al., 2001; Steinbrink K et al., 1997; Duddy ME et al. 2001;

Link H et al., 1999).
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6.  Zusammenfassung

Das System der in vitro Kultivierung von antigenspezifischen T-Zelllinien und Antigen
prasentierenden Zellen (APZ) stellt ein sehr komplexes und auch teilweise artifizielles System
dar. Mit der in vitro Generierung von Dendritischen Zellen aus Monozyten (MGDZ) besteht
seit wenigen Jahren die Moglichkeit, die Interaktion von T-Zelllinien und MGDZ zu
untersuchen.

Ziel dieser Arbeit war zu kldren, ob Dendritische Zellen als Antigentréger in der Kultivierung
von Langzeit-T-Zelllinien einen Vorteil gegeniiber den bisher eingesetzten APZ haben. Dabei
wurden Langzeit-T-Zelllinien einerseits mit MGDZ und andererseits mit Monozyten, als
Hauptvertreter der verwendeten APZ, restimuliert.

Hierbei wurde das Restimulations-Potential der MGDZ gegeniiber den Monozyten und der
Einfluss auf das Zytokinprofil der T-Zellen in Bezug auf Thl bzw. Th2 durch die
unterschiedlichen APZ untersucht.

Die Resultate zeigen, dass die MGDZ bis zu einem APZ/T-Zell-Verhiltnis von 1:30 einen
Vorteil gegeniiber den Monozyten in Bezug auf das Restimulations-Potential haben. Durch
die alleinige Verwendung von MGDZ als APZ lie3 sich kein Th1/Th2-shift bzw. Th2/Thl-
shift von Langzeit-T-Zelllinien in vitro induzieren.

Die Verwendung von autologen MGDZ zur Restimulation von spezifischen T-Zelllinien ist
zur Routine-Anwendung nicht geeignet, da dem Vorteil gegeniiber PBMZ/Monozyten in
Bezug auf das Restimulations-Potential erheblich hoheren Kosten und ein unverhdltnisméaBig

groflerer Aufwand entgegensteht.
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