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Abstract

Die vorliegende Arbeit befal3t sich mit T-Helferzellen und ihren Interaktionen mit Gewebszellen,
wie sie im gesunden Organismus und in Autoimmunerkrankungen auftreten. Es werden Fragen
der Toleranzinduktion durch orale Gabe von Antigenen, speziell der oralen Verabreichung von
Collagen 1l bei Patienten mit rheumatoider Arthritis diskutiert. Eine Immundeviation als Mittel,
inflammatorische Thl-Zellantworten in anti-inflammatorische Th2-Zellantworten zu verwandeln,
kann durch Eingriffe in die T-Zell-Signaltransduktion erreicht werden. Es werden neue Anséatze
zu Mechanismen diskutiert, die das Immunprivileg des Zentralnervensystems gewahrleisten.
Die hirnresidenten Immunzellen, zu denen Mikrogliazellen und Astrozyten z&hlen, besitzen
Eigenschaften, die eine Entzlindung unwahrscheinlich machen. Sie missen aktiviert werden,
um Antigene prasentieren zu kodnnen. In organtypischen entorhinal-hippocampalen
Schnittkulturen konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen durch Thl-Zellen aktiviert, von
Th2-Zellen hingegen deaktiviert werden. Die Mdglichkeit, dass die Costimulation Gber CD80
oder CD86 differentielle Effekte auf den Charakter der Immunantwort hat, wird diskutiert. Der
Einflu von pro-inflammatorischen Zytokinen auf Mikrogliaaktivierung und den Erhalt von
Nervenfasern wurde ebenfalls in Hirnschnittkulturen untersucht. Astrozyten sind wesentlicher
Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke. Diese kann jedoch von aktivierten T-Zellen tberwunden
werden. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Astrozyten lber eine Expression von CD95L in
aktivierten T-Zellen Apoptose induzieren konnen. Davon sind jedoch nicht alle T-Zellen
betroffen. Andererseits wird eine T-Zellproliferation unterdriickt, indem T-Zellen unter
Astrozyteneinflu verstarkt CTLA-4 exprimieren, was einen Zellzyklusarrest zur Folge hat.
Daruiber hinaus ist eine verstarkte Produktion von Nervenwachstumfaktor (NGF; nerve growth
factor) nach antigenspezifischer Interaktion von Astrozyten mit Thl- und Th2-Zellen als
zusatzliches Mittel, eine Neuroinflammation einzudammen, anzusehen. Die Arbeit stellt diese
Ergebnisse in funf Kapiteln dar, welche gleichzeitig eine Einfihrung in die als Anlagen
enthaltenen zehn Publikationen geben.

Autoimmunerkrankungen, Toleranz, Immunprivileg, Thl, Th2, Astrozyten, Mikroglia, CD152, NGF,
CD95L

Abstract

This thesis deals with T helper cells and their interactions with tissue cells as they occur in the
healthy organism and in autoimmune diseases. Questions of tolerance induction by oral
application of antigens are discussed especially oral treatment with type Il collagen in patients
with rheumatoid arthritis. In order to transform inflammatory Thl responses into anti-
inflammatory Th2 responses, immune deviation can be reached by interference with T-cell
signal transduction. New approaches towards the different ways that the immune privilege of
the central nervous system is maintained are discussed. The resident immune cells, i.e.
microglia and astrocytes possess properties that make inflammation unlikely. They have to be
activated in order to present antigens. It has been shown in organotypic entorhinal-hippocampal
slice cultures that Thl cells activate whereas Th2 cells deactivate microglial cells. The
possibility is discussed as to whether costimulation via CD80 or CD86 differentially influences
the character of the immune response. The influence of pro-inflammatory cytokines on
microglial activation and preservation of nerve fibers has also been studied in brain slice
cultures. Astrocytes are an essential part of the blood-brain barrier, which can be crossed by
activated T cells. The thesis shows that astrocytes can induce apoptosis in activated T cells via
expression of CD95L. However, not all T cells are affected. T cell proliferation is suppressed by
increased CTLA-4 expression in T cells under the influence of astrocytes, resulting in a cell
cycle arrest. An additional mechanism of confining neuroinflammation is increased production of
the nerve growth factor (NGF) following antigen-specific interaction of astrocytes and Thl and
Th2 cells, respectively. These results are presented in five chapters that also introduce the ten
attached publications.
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2. Die Funktion von T-Helferzellen im Immunsystem

Aufgabe des Immunsystems ist es, den Organismus vor Infektionen, aber auch
Tumoren zu schitzen. Diese Aufgabe wird bei Saugetieren durch den kombinierten
Einsatz zweier Systeme realisiert, des angeborenen und des adaptiven Immunsystems.
Das evolutionar altere und in der zeitlichen Reihenfolge der Immunabwehr erste System
ist die angeborene Immunitat. Sie wird durch verschiedene molekulare und zellulare
Spieler vermittelt. Zunachst verfugt der Organismus Uber physikalische und chemische
Barrieren, wie Epithelien (z.B. Hornschicht der Haut mit S&ureschutzmantel) und
antimikrobielle Substanzen, welche an solchen epithelialen Oberflachen sezerniert
werden, wie z.B. das Lysozym in der Tranenflissigkeit, Defensine (anti-mikrobielle
Peptide) in den Atemwegen [Kao, 03], der Haut [Kopp, 02; Thomma, 03], dem
Urogenitaltrakt [Com, 03; Nitschke, 02], im Speichel [Tenovuo, 02] und den Tonsillen
[Weise, 02] oder die Seruminhibitoren von Influenzaviren [Biddle, 66];[Rogers, 83;
Ryan-Poirier, 91] E:[Gimsa, 96]. Zu den molekularen Spielern zahlen auch die im Blut
vorkommenden Komplementproteine. Auf zellularer Ebene wird die angeborene
Immunitat tber phagozytische Zellen (Makrophagen, Neutrophile u.a.) realisiert. Diese
Zellen phagozytieren und beseitigen eindringende Mikroorganismen und Viren, wozu
sie zahlreiche Molekile sezernieren. Dariiber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Einleitung der adaptiven Immunantwort. Naturliche Killer- (NK) Zellen spielen vor
allem bei der Abwehr von Viren eine Rolle, indem sie virusinfizierte Zellen erkennen und
toten.

Der Name ,adaptive Immunitat® verdeutlicht, dass es sich hier um die zweite
Verteidigungslinie handelt, die speziell auf einen Erreger abgestimmt wird und seine
charakteristischen Antigene im ,Gedachtnis” behalt. Dadurch kann der Organismus auf
eine wiederholte Exposition mit diesem Erreger spezifischer und heftiger reagieren als
uber die angeborene Immunitat. Die adaptive Immunitat wird durch T (CD4" und CD8%)-
und B-Lymphozyten vermittelt. Tabelle 1 erlautert die Auspragung des Immunsystems
bei den evolutionar unterschiedlich hoch entwickelten Organismen.



Tab. 1: Die Evolution des Immunsystems (nach Abbas et al. 2000)

Angeborene Immunitat Adaptive Immunitat
Phagozyten |[NK-Zellen Antikorper Tt und B-Zellen  Lymphkn  oten

Invertebrata

Protozoa +

Porifera +

Anneliden + +

Arthropoden +

Vertebrata

Knorpelfische |+ + + (nur IgM) +

Knochenfische |+ + + (IgM, andere?) |+

Amphibien + + + (2-3 Klassen) |+

Reptilien + + + (3 Klassen) +

Vogel + + + (3 Klassen) + + (manche Arten)

Saugetiere + + + 7-8 Klassen + +

Eine adaptive Immunantwort erfolgt antigen-spezifisch nach einer vorausgegangenen
Antigen-Prasentation durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs; z.B. dendritische
Zellen, Makrophagen). Welche Antigene erkannt werden, ist unter Umstanden
lebenswichtig. Es mul3 gewéhrleistet werden, dass eindringende Pathogene erkannt
und bekampft werden, korpereigenes Gewebe jedoch nur dann, wenn es entartet ist.
Die klassische Immunologie geht von dem Postulat aus, das Immunsystem erkenne
~remd* und ignoriere ,eigen” [Bretscher, 70; Janeway, Jr., 92; Medzhitov, 00; Janeway,
Jr., 02; Medzhitov, 02]. Entsprechend einer neueren Hypothese unterscheidet das
Immunsystem zwischen ,gefahrlich“ und ,harmlos”, wobei die Gefahr (Danger) vom
Gewebe signalisiert wird. Fur diese ,Danger“-Hypothese [Matzinger, 94; Anderson, 00;
Anderson, 01; Matzinger, 02] spricht, dass das Immunsystem durchaus koérpereigene
Gewebe bekampft, namlich dann, wenn es sich um zu Tumoren entartete Zellen
handelt; und fremde Zellen und Antigene toleriert, wenn sie oral oder nasal
aufgenommen werden oder als Embryonen im Uterus heranwachsen. Diese
Eigenschaften lassen sich jedoch auch im Rahmen des Fremd/Eigen-Modells erklaren.
Nach Medzhitov und Janeway [02] erfolgt die Antigenerkennung durch das angeborene
Immunsystem Uber 3 verschiedene Signale: (1) ,mikrobiell-fremde” Signale, (2)
fehlende ,Eigen“-Signale und (3) veranderte ,Eigen“-Signale. Zu (1) gehéren das
Lipopolysaccharid von gramnegativen und das Peptidoglykan von gram-positiven
Bakterien. Als (2) gilt das durch einige Viren oder infolge einer erfolgten
Zelltransformation herunterregulierte MHC-I-Molekl, was normalerweise konstitutiv auf
allen kernhaltigen Zellen zu finden ist. Unter (3) versteht man z.B. Tumorzellen
veranderte Antigene auf Tumorzellen, durch welche diese .fremd* wirken. Beim
Menschen sind zahlreiche Onkogene bekannt, die im Genom meist stumm vorhanden
sind, im Falle ihrer Expression jedoch zum Tumor fiihren kdnnen. Diese Onkogene sind
moglicherweise von Retroviren ins Genom eingetragen worden, insofern sind ihre
Genprodukte also nicht einmal korpereigen. Zur Toleranz von oral und nasal
aufgenommenen Antigenen und zum Schutz heranwachsender Embryonen haben sich



evolutionar zahlreiche Mechanismen herausgebildet, durch die das Immunsystem diese
Antigene zwar nicht ignoriert, jedoch so auf sie reagiert, dass es zu keiner heftigen
Immunreaktion kommt, die zu einer Schadigung des kérpereigenen Gewebes bzw. des
Embryos fuhren konnte. Eine in diesem Zusammenhang attraktive Annahme des
,Danger“-Modells ist, dass das Gewebe die Immunantwort durch Beeinflussung der
Lymphozyten selbst oder tber die APCs kontrolliert, um sich vor Schaden zu schitzen
[Anderson, 00]. In dieses Konzept, mit dem das Immunprivileg einiger Gewebe erklart
wird, figen sich die in dieser Arbeit dargestellten Resultate zu den besonderen
Eigenschaften des ZNS gut ein (siehe 5.). Wahrend die TransplantatabstoRung vom
Fremd-Eigen-Modell direkt erklart wird, geht das ,Danger‘-Modell davon aus, dass
durch die Transplantation vom verletzten Gewebe ,Danger-Signale ausgesandt
werden. Diese fihren dann zur Immunantwort, deren Nebeneffekt die
Transplantatabstol3ung ist. Im Widerspruch dazu steht, dass der Verwandtschaftsgrad
die Transplantatakzeptanz beeinflusst. Nach dem ,Danger“-Modell misste es auch bei
der Transplantation zwischen genetisch identischen Inzuchtm&usen zu einer Abstof3ung
kommen, da auch hier Verletzungen des Gewebes erfolgen. Das ist nicht der Fall.
Beide Modelle stimmen darin tGberein, dass zur T-Zellaktivierung 2 Signale notwendig
sind (das erste Uber den T-Zellrezeptor, das zweite Uber costimulatorische Molekile)
und dass diese Signale nur von aktivierten APCs ausgehen konnen, die diese
costimulatorischen Molekiile exprimieren. Die beiden kontrovers diskutierten Modelle
haben Starken und Schwachen. Ich halte es jedoch fir unangebracht, die komplexen
Verknupfungen aus evolutiondr entstandenen Eigenschaften des Immunsystems und
des von ihm tUberwachten Gewebes in ein ausschliesslich giltiges Modell pressen zu
wollen, zumal die Pathogene mit dem Immunsystem in einem standigen Wettriisten
stehen und standig neue Strategien aufgedeckt werden, mit denen Erreger der
Immunabwehr ausweichen. Darlber hinaus waren Organtransplantationen nicht in der
Evolution ,vorgesehen®.

Leider reagiert das Immunsystem nicht immer angemessen. Werden fremde/gefahrliche
Antigene ignoriert, ist keine adaquate Immunabwehr moglich. Lésen hingegen eigene
oder harmlose Antigene eine heftige Immunantwort aus, kann es zu
Autoimmunerkrankungen oder Allergien bzw. zur Abstol3ung von Embryonen kommen.
Die ,Pragung”“ der T-Zellen auf die Antigenerkennung erfolgt wahrend der Ontogenese
im Thymus, wo diese Zellen gebildet werden. Sie unterliegen zunéachst einer positiven
Selektion, welche nur die T-Zellen tberleben, deren T-Zellrezeptor (T-cell receptor,
TCR) in der Lage ist, mit den Haupthistokompatibilitatskomplexen (major
histocompatibility complex, MHC) des Organismus zu interagieren. Danach erfolgt die
negative Selektion, bei der solche T-Zellen aussortiert werden, die koérpereigene
Antigene erkennen. Diese autoreaktiven Zellen werden entweder durch klonale Deletion
mittels Apoptose beseitigt oder durch klonale Anergie inaktiviert, so dass sie sich nicht
vermehren kénnen. Aufgrund einer komplizierten genetischen Regulation gibt es z.B. in
der Maus etwa 10° verschiedene TCRs (klonotypisch verschiedene naive T-Zellen)
[Michie, 88]. Nach Mason [98] gibt es jedoch wesentlich mehr auf MHC-II
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prasentierbare Peptidantigene: Die Bindung eines Peptids an ein MHC-II-Molekl erfolgt
Uber Ankermolekile. Fir das in den theoretischen Betrachtungen von Mason [98]
exemplarisch verwendete Motten-Cytochrom C, welches an das MHC-II-Molekil I-EX
bindet, sind es 3 Aminosauren. Experimentell kdnnen in diesem Peptid diese 3
Aminosauren begrenzt ausgetauscht werden, um noch immer eine Bindung zu
ermdglichen, und zwar gegen 4, 10 bzw. 7 von 20 méglichen essentiellen Aminoséauren.
Damit ist die Anzahl aller méglichen Peptide, die tiber I-E* prasentiert werden kénnen,
auf
4x10x7
20°
beschrankt. Daraus lasst sich errechnen, dass nur etwa 3% der in der Natur moglichen
11-Aminosauren-Peptide ein solches MHC-II-Bindungsmotiv haben [Mason, 98]. Wenn
alle 20 Aminosauren auf den 8 verbliebenen Platzen zugelassen werden, so ergibt sich,
dass etwa 6x10*? (3% von 20'!) verschiedene Peptide prasentiert werden kénnen. Die
Anzahl von TCR-Klonotypen, die das gleiche Peptid erkennen, wurde mit mindestens 5
bestimmt [McHeyzer-Williams, 95]. Unter Verwendung dieser Werte berechnet Mason
[98] mit
N=10°x(20"'x0,03)/5
die Anzahl von MHC-II-Peptidkomplexen, die von einem TCR erkannt werden, mit etwa
3x10°. Die optimale Peptidlange fiir MHC-II-Molekiile ist jedoch >11. Die Anzahl
prasentierbarer Peptide erhdht sich mit jeder zusatzlichen Aminosaure um den Faktor
20, so dass die tatsachliche Kreuzreaktivitat der T-Zellen noch hdher liegen muss
[Mason, 98]. Diese hohe Kreuzreaktivitat l&sst nicht zu, dass alle autoreaktiven T-Zellen
durch negative Selektion beseitigt werden kdénnen, da sonst eine Immunantwort auf
fremde Antigene ebenfalls nicht mehr moglich ware. Negativ selektiert werden kdnnen
daher nur T-Zellen mit TCRs, die korpereigene Antigene mit hoher Aviditat erkennen.
Hieraus ergibt sich eine Présenz von schwach autoreaktiven T-Zellen in jedem
Organismus. Wie es zur Aktivierung dieser autoreaktiven T-Zellen (Durchbrechung der
zentralen Toleranz) und einer darauffolgenden Autoimmunerkrankung kommt, ist
bislang noch nicht vollstdndig verstanden. Wahrscheinlich spielen auch niedrig-affine
Bindungen zwischen MHC-II und Peptid eine Rolle [Fairchild, 96].

Fur Autoimmunerkrankungen kénnen verschiedene Mechanismen verantwortlich sein.
Zum einen kénnen durch Fehler in den Selektionsprozessen autoreaktive T-Zellen der
negativen Selektion entgangen sein, woflir es jedoch kaum experimentelle Befunde
gibt. Zum anderen kann im Gewebe die Toleranz gegentber Autoantigenen
aufgehoben werden (Durchbrechung der peripheren Toleranz). Gewebs-APCs,
prasentieren normalerweise Gewebs-Antigene so, dass diese nicht immunogen wirken,
da diese APCs ohne Aktivierung keine costimulatorischen Molektle exprimieren. Nun
ist denkbar, dass diese APCs aktiviert werden, costimulatorische Molekile exprimieren
und dadurch autoreaktive T-Zellen aktivieren kdnnen. Ursache hierfir kodnnen
Verletzungen oder Infektionen sein. Virale und bakterielle Infektionen koénnen
Autoimmunerkrankungen auslésen, indem sie durch Erzeugung lokaler Entziindungen



11

ruhende Gewebs-APCs aktivieren koénnen (siehe oben) oder Gewebsantigene
verandern, so dass Kreuzreaktivitdten entstehen oder selbst Antigene besitzen, mit
denen vorhandene autoreaktive T-Zellen kreuzreagieren (,molekulares Mimikry“; siehe
3.) [Abbas, 00]. Es kénnen aber auch genetische Defekte auftreten, die die Regulation
der Expression costimulatorischer oder apoptose-induzierender Molektle verandern.
Eine weitere Ursache kann der Verlust regulatorischer T-Zellen sein, welche
normalerweise Autoimmunreaktionen unterdricken. Genetische Faktoren haben mit
Sicherheit Einfluss auf die Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Die stérkste
bekannte Korrelation gibt es zwischen Autoimmunerkrankungen und dem Auftreten
bestimmter HLA-Allele (MHC-II) [Vyse, 96].

Bei der adaptiven Immunitat unterscheidet man zwei Formen, die humorale, durch
Antikorper vermittelte, und die zellulare Immunitat, die auf dem Abtdten infizierter Zellen
beruht. Beide Formen bendtigen die Hilfe von CD4" T-Helferzellen. Diese unterteilen
sich klassisch in zwei Gruppen, die des Typs 1 (Thl) und die des Typs 2 (Th2)
[Mosmann, 86]. Die Aufgabe der Th1l-Zellen ist es, mit Hilfe des von ihnen produzierten
Interferon (IFN)-y, eine Aktivierung von CD8" zytotoxischen T-Zellen zu Effektorzellen
einzuleiten, also die zellulare Immunitat zu vermitteln. Th2-Zellen unterstitzen die
Differenzierung von B-Zellen zu antikoérperproduzierenden Plasmazellen, also die
humorale Immunitat. Dabei spielt das von ihnen produzierte Interleukin (IL) -4 eine
Schlusselrolle. Dartiber hinaus kénnen beide Th-Typen durch Sekretion von Zytokinen
(Thl: IFN-y, Lymphotoxin (LT), Tumornekrose-Faktor (TNF)-a; Th2: IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13) selbst Effektorfunktionen austben. Diese typischen Zytokinmuster werden
vereinfachend als pro- (Th1) und anti-inflammatorisch (Th2) bezeichnet. Dass es sich
hierbei um eine Vereinfachung handelt, wird deutlich, wenn man die Wirkung der
einzelnen Zytokine in verschiedenen Krankheitsmodellen betrachtet. Bei Allergien und
Asthma wirkt IL-4 durchaus entziindungsfordernd. Die Differenzierung einer naiven Th-
Zelle in Richtung Thl oder Th2 wird durch verschiedene Faktoren bestimmt. Den
starksten Stimulus stellen Cytokine dar: IL-12 und IFN-y fur Thl-Zellen, IL-4 fur Th2-
Zellen [Hsieh, 93; O'Garra, 93]. Dartiber hinaus spielen Antigendosis, Starke des T-
Zellrezeptorsignals und des costimulatorischen Signals eine entscheidende Rolle
[Constant, 97; Murphy, 00]. Neben den Thl- und Th2-Zellen sind noch weitere T-
Helferzellen bekannt, die regulatorisch wirken und nach Antigenkontakt
antigenspezifische Immunantworten aktiv unterdrticken. Eine Population dieser Zellen
produziert IL-4, IL-10 und den Transformierenden Wachstumsfaktor-3 (transforming
growth factor-B; TGF-B) und wurde als Th3-Zellen beschrieben. Eine &hnliche
Population wurde als regulatorische T-Zellen des Typs 1 (Trl) bezeichnet, welche IL-
10-abhéngig TGF-§3 produzieren [Kitani, 00]. Untersuchungen von Assenmacher et al.
[98a] demonstrieren, dass die Einteilung in Thl, Th2 und Th3-Zellen eine
Vereinfachung darstellt. Die Autoren konnten zeigen, dass auf Einzelzellebene im
zeitlichen Verlauf der T-Zellaktivierung den verschiedenen Th-Typen zugeordnete
Zytokine von ein- und derselben Zelle produziert werden kdnnen. Auf Populationsebene
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handelt es sich jedoch offenbar um eine praktikable Vereinfachung. Sie wird in der
laborexperimentellen Forschung angewandt, um grundlegende Unterschiede im
Verhalten von Thl- und Th2-polarisierten Populationen zu beschreiben. In der klinisch-
experimentellen Anwendung wird sie als Hinweis auf den Charakter der Immunantwort
genutzt. So konnte bei Organtransplantationen eine starke Korrelation zwischen dem
Auftreten einer Thl-Immunantwort und der Organabstol3ung beobachtet werden,
wahrend eine Th2-Verschiebung oftmals mit einem Schutz des Transplantats vor einer
Abstol3ungsreaktion korreliert war (Anlage 1) .
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3. T-Helferzellen in Autoimmunerkrankungen
3.1. Differenzierung von Thl- und Th2-Zellen und der en Rolle in

Autoimmunerkrankungen

Je nachdem, ob nur ein Organ betroffen ist oder im Blut zirkulierende Immunkomplexe
eine systemische Ausweitung der Erkrankung anzeigen, unterscheidet man
organspezifische und systemische Autoimmunerkrankungen. Zu den organspezifischen
Autoimmunerkrankungen gehoren die Multiple Sklerose (MS), bei der es zu einer
autoimmunen Demyelinisierung von Axonen des ZNS kommt, der Insulin-abhangige
Diabetes mellitus (IDDM), bei dem die pankreatischen Inselzellen zerstort werden und
andere. Zu den systemischen Immunerkrankungen zahlt man z.B. den Systemischen
Lupus erythematodes (SLE), der durch Autoantikbrper gegen ubiquitdre Antigene, u.a.
DNS, gekennzeichnet ist, und die Rheumatoide Arthritis (RA), bei der zunachst
Gelenkknorpelstrukturen, bei schwerem Verlauf jedoch fast alle Organe betroffen sein
kbnnen  [Marrack, 01]. MS, RA und IDDM sind T-Zell-vermittelte
Autoimmunerkrankungen.

In Autoimmunerkrankungen dominiert im allgemeinen eine Immunantwort entweder
des einen oder des anderen Th-Phanotyps. Bei Autoimmunerkrankungen, bei denen
Antikorper eine pathogene Rolle spielen, Uberwiegt der Einfluss von Th2-Zellen.
Hingegen dominieren bei entziindlichen Autoimmunerkrankungen, bei denen Antikdrper
iIm Gegensatz zu T-Zellen nur eine untergeordnete oder keine Rolle spielen, Thl-Zellen
(Abb. 1).

Th1 [Th2

Th2 Th1

SLE Normal RA
MS
IDDM

Abb. 1: Dominanz verschiedener Th-Phanotypen in Autoimmunerkrankungen im
Vergleich zum gesunden Organismus
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3.2. Immunmodulation durch Eingriffe in die T-Zell-  Signaltransduktion

Es stellt sich die Frage, ob die Dominanz des Th1l-Phanotyps in Erkrankungen wie RA
und MS selbst pathogen oder nur ein Zeichen der Erkrankung ist. Um diese Frage
experimentell beantworten zu konnen, waren immunmodulatorische Wirkstoffe, die
Immunantworten vom Thl- zum Th2- Phanotyp verschieben kdnnten, von grof3em
Interesse. Eine solche Verschiebung ist bei ausdifferenzierten T-Helferzellen nur
bedingt moglich [Murphy, 96; Hu-Li, 97; Assenmacher, 98b; Coffman, 99]. Es ist jedoch
denkbar, in einen Autoimmunprozess derart einzugreifen, dass neu rekrutierte, noch
naive T-Zellen in Richtung Th2-Differenzierung gelenkt werden, und die so erzielbare
Verschiebung der Th1/Th2- Balance therapeutisch zu nutzen, um eine pathologische
Th1l-Dominanz zu korrigieren. Die oben erwéhnte Moglichkeit der Th2-Polarisierung
durch IL-4 ist jedoch therapeutisch aus Kostengriinden, ungunstiger Pharmakokinetik
und zu erwartender nachlassender Effizienz auf Grund von Immunreaktionen schwer
nutzbar. Eine niedermolekulare Substanz hétte diese Nachteile nicht. Einige
Therapeutika, wie der [-Adrenorezeptor-Agonist Salbutamol [Coqueret, 94], das
Psoriasismedikament Monomethylfumarat [de Jong, 96] und das Immunsuppressivum
Thalidomid [McHugh, 95] induzieren eine Th2-Verschiebung in verschiedenen
Systemen (Anlage 1) . Weitere Mdglichkeiten der Modulation der Th1/Th2-Balance von
Autoimmunerkrankungen haben wir 1998 zusammenfassend dargestellt E:[Muller, 98].
Wie bereits erwadhnt, entscheidet u.a. die Starke des TCR-Signals Uber eine
Differenzierung in Richtung Thl oder Th2, wobei ein starkeres Signal die Thl-
Differenzierung fordert, wahrend eine Abschwachung des Signals eine Th2-
Differenzierung bevorzugt [Constant, 97]. Dieses Konzept wurde durch verdnderte
Peptidliganden (,altered peptide ligands®) bestatigt, welche z.B. bei MS eine Th2-
Verschiebung bewirken, allerdings mit dem Risiko antikérpervermittelter
Uberempfindlichkeitsreaktionen [Kappos, 00]. Zur Cholesterolsenkung eingesetzte
Statine greifen in die MHC-II-Expression ein und induzieren im Tiermodell der MS, der
Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) eine Th2-Verschiebung
[Youssef, 02; Aktas, 03]. MHC-IlI-Promotorpolymorphismen sind verantwortlich fir eine
unterschiedlich starke Expression von MHC-II-Molekulen. Es gibt Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen geringer MHC-II-Expression und einer Bevorzugung von
Th2-Immunantworten [Mitchison, 99]. Auf der Basis dieses Signalstarkekonzeptes
haben wir untersucht, ob Eingriffe in die T-Zell-Signaltransduktion durch Hemmung der
Tyrosinkinase Lck aus der Src-Familie einen Einfluss auf die Th-
Phanotypdifferenzierung hat. Dazu wurde ein in vitro-System mit Lymphozyten
transgener Mause, deren T-Helferzellen einen TCR fir ein Ovalbuminpeptid besitzen,
genutzt. Es wurden Lck-Inhibitoren gefunden, die in der Lage sind, die Immunantwort in
Richtung Th2 zu verschieben, was sich als dosisabhdngige Zunahme der IL-4-
Produktion bei gleichzeitiger Abnahme der IFN-y-Produktion ausdrtickte (Anlage 2 ; Fig.
1 und Tab.l). Aus dieser Arbeit ging unter anderem ein Patent hervor E:[Gimsa, 97].
Der beobachtete Effekt war IL-4-abhangig und konnte durch IL-12 rlickgangig gemacht
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werden (Anlage 2; Fig. 2). Die Inhibitoren der Src-Tyrosinkinasenfamilie waren
besonders effektiv, wenn gleichzeitig bestimmte anti-CD4-Antikdrper anwesend waren.
Anti-CD4-Antikorper wirkten jedoch nur dann synergistisch zu den Inhibitoren der Src-
Tyrosinkinasenfamilie, wenn sie die membrannahen Domanen 3 und 4 des CDA4-
Molekiils erkannten (Anlage 2 ; Tab. 2). Eine gezielte Erzeugung und Nutzung solcher
Antikorper kénnte in der Zukunft zu einem Aufschwung des therapeutischen Einsatzes
von anti-CD4-Antikdrpern bei Organtransplantationen (Anlage 1) und bei RA [Schulze-
Koops, 98; Schulze-Koops, 00] fiihren. An der immunmodulatorischen Wirkung der
Tyrosinkinaseinhibitoren ist vermutlich eine Stérung der CD40-CD40L- Wechselwirkung
beteiligt, da eine starke Hemmung der CD40L-Expression auf CD4-T-Zellen beobachtet
wurde (Anlage 2; Fig. 3). Letzteres bewirkt wahrscheinlich eine reduzierte IL-12-
Sekretion durch die APC [Rued!, 00]. Diese Wirkung der Tyrosinkinaseinhibitoren
konnte von Interesse fur die Therapie von RA sein. So wurde eine starke funktionelle
Expression von CD40L bei T-Zellen in der Synovialflissigkeit beobachtet, die fur die
Aufrechterhaltung der Synovitis (Entziindung der Synovialmembran) verantwortlich sein
soll [MacDonald, 97]. Eine Th2-Verschiebung durch CD40L-Blockade wurde in vivo in
der EAE bestatigt [Samoilova, 97]. Die von uns untersuchten Tyrosinkinaseinhibitoren
konnten eine Thl-Differenzierung jedoch nicht umkehren (Anlage 2; Fig. 4). Diese
Ergebnis war zu erwarten, da mit jeder Stimulation unter polarisierenden Bedingungen
die Reversibilitat des Phanotyps abnimmt [Murphy, 96], wobei Thl-Zellen schneller
einen stabilen Phénotyp erreichen als Th2-Zellen [Hu-Li, 97].

Ein mdglicher therapeutischer Einsatz von Immunmodulatoren wird jedoch dadurch
limitiert, dass diese Wirkstoffe nicht antigen-spezifisch wirken. Dadurch konnte es zu
einer systemischen Verschiebung der Immunantwort kommen, welche die Gefahr einer
verminderten zellularen Immunabwehr birgt.

3.3. Orale Toleranzinduktion als therapeutisches Mit  tel in

Autoimmunerkrankungen

Wie es zum Bruch der Toleranz gegenuiber Autoantigenen kommt, ist noch weitgehend
unverstanden. Sowohl genetische Faktoren als auch Infektionen kénnen eine Rolle
spielen (siehe 1.). Als Mechanismus fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
aus Infektionen vermutet man eine Aktivierung von T-Zellen durch Antigene des
infektiosen Agens, welche groRRe Ahnlichkeit mit kdrpereigenen Antigenen aufweisen.
Dieses ,molekulare Mimikry“ soll dann zu einem Angriff auf korpereigene Antigene
fuhren. Ob sich so eine Autoimmunerkrankung entwickelt, die sich auch nach der
Beseitigung des infektiosen Agens verselbstandigt und chronifiziert oder ob das
auslosende fremde Antigen weiter im Koérper persistieren muss, um die Immunreaktion
aufrechtzuerhalten, ist bisher ungeklart (Anlage 3) . Fur einige Erkrankungen ist jedoch
eine Persistenz des Antigens sehr wahrscheinlich. In diesem Falle muss das
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therapeutische Ziel die Beseitigung des Mikroorganismus oder Virus sein. Bei
Krankheiten wie RA, wo ein solcher Erreger nicht bekannt ist, wird heute therapeutisch
vor allem die Entzindung bekampft, obwohl eine Wiederherstellung der Toleranz
weitaus winschenswerter ware.

Bei der RA fuhrt die chronische Entzindung der Gelenke zu einer Zerstérung des
Knorpelgewebes. Sie ist gekennzeichnet durch eine Infiltration des Knorpelgewebes
durch T-Lymphozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten. Es konnte sogar gezeigt
werden, dass sich im Synovialgewebe lymphgewebséahnliche Strukturen, sogenannte
Keimzentren bilden [Kim, 99]. Das verantwortliche Autoantigen ist nicht bekannt. Viele
Proteine gelten als Kandidaten-Autoantigene. Dazu zahlen Collagen Typ Il [Cremer, 98;
Ohnishi, 03; Backlund, 02; Rudolphi, 97], Proteoglycane [Glant, 80; Boots, 97] und das
Hitzeschockprotein hsp60 [Zou, 02; Rudolphi, 97; Celis, 97], wobei letzteres
Homologien zu vielen anderen Autoantigenen besitzt [Jones, 93]. Durch Etablierung
von T-Zell-Linien aus peripherem Blut von RA-Patienten haben wir Collagen Typ Il als
mogliches Autoantigen untersucht. Nur wenige T-Zell-Linien zeigten eine beschrankte
antigen-spezifische Proliferation bei Stimulation mit Collagen Il oder Peptiden des
Collagen Il (Anlage 4) . Andere Gruppen haben &hnliche Ergebnisse erzielt, womit das
Konzept von Collagen Il als moglichem Autoantigen in RA einmal mehr in Frage gestellt
wurde. Viele der hypothetischen Autoantigene sind fast ausschliel3lich im
Knorpelgewebe lokalisiert. Unabhangig davon, ob einzelne Antigene tatséchlich die
auslosenden Autoantigene sind, konnen im Fortschreiten der Erkrankung weitere
Antigene Immunantworten auslosen und an der Entzindung beteiligt sein. Dieses
Phanomen wird ,Epitope spreading” genannt. Umgekehrt kann man diese Erscheinung
nutzen, um T-Zellen mit einer Spezifitat flir solche Antigene therapeutisch einzusetzen.
Es gibt Anstrengungen, diese T-Zellen ex vivo mit anti-inflammatorischen Zytokingenen,
z.B. IL-10 zu transfizieren.

Eine weniger komplizierte und vermutlich ungeféhrlichere Methode ist die Induktion
einer ,oralen“ oder ,nasalen Toleranz“. Hierbei nutzt man den Effekt, dass die auf
Lhattrlichem Wege“ (oral oder nasal) aufgenommenen Antigene, z.B. tierische oder
pflanzliche Proteine, vom Immunsystem toleriert werden. Diese Toleranz beruht nicht
einfach auf einer Ignoranz der Antigene, sondern vielmehr auf einer
immunsuppressiven Immunantwort der Mucosa. Diese wird vermutlich durch TGF-3
produzierende Trl-Zellen oder yd-T-Zellen vermittelt [Weiner, 01; Krause, 00]. y&-T-
Zellen besitzen weder CD4 noch CD8 als Corezeptor des TCR. Der TCR dieser Zellen
besteht auch nicht, wie bei CD4+ und CD8+ T-Zellen aus a und B-Kette sondern aus
einer y und einer o Kette. Sie sind nicht MHC-restringiert, erkennen zum Tell
Nichtpeptidantigene und wirken antibakteriell. Sie machen 50% der residenten T-Zellen
im Dinndarmepithel aus. Uber ihre biologische Funktion ist nur wenig bekannt. Die Idee
der Induktion einer ,oralen Toleranz® zielt darauf, dass solche T-Zellen den Darm
verlassen, in das von einer Autoimmunreaktion betroffene Zielgewebe wandern und
dort die Immunantwort unterdrticken. Als orales, toleranzinduzierendes Antigen sollte
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also ein moglichst nur im Zielgewebe vorkommendes Protein genommen werden. Im
Falle der RA gab es zwei klinische Studien in Boston [Trentham, 93] und in Berlin
[Sieper, 96], in denen RA-Patienten Collagen Typ Il oral verabreicht wurde. Wahrend
die Bostoner Studie signifikante Verbesserungen im klinischen Bild der RA-Patienten
erzielte, gab es bei der Berliner Studie relativ wenige auf die Therapie ansprechende
Patienten. Ein Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse kénnte die Art des Antigens
sein. Wahrend in Boston Rindercollagen Typ Il verwendet wurde, bestand in Berlin
aufgrund der allgemeinen Besorgnis gegeniber Rinderbestandteilen wegen der
Infektionsgefahr mit Boviner Spongioformer Enzephalopathie (BSE) die Notwendigkeit,
Huhnercollagen Typ Il zu verwenden. Ein weiteres Problem stellt die Aufnahme des
Proteins dar. Collagen Typ Il ist nur im sauren Milieu l6slich. Inwieweit dadurch
Antigene verandert werden, lasst sich nur schwer einschatzen. Daruber hinaus ist der
Magen-Darm-Trakt vieler = RA-Patienten auf Grund nichtsteroidaler anti-
inflammatorischer Medikamente (NSAID) geschéadigt, so dass eine Antigenaufnahme
uber die Schleimh&ute erschwert ist. Es stellt sich auch die Frage, warum, wenn eine
solche Toleranzinduktion moglich sein sollte, sie nicht auch durch die Aufnahme
ublicher Nahrungsmittel, in denen tierisches Collagen Typ Il zu finden ist, ausgelost
wird. Dies kénnte jedoch an einer in der Regel zu geringen und unregelmafig
aufgenommenen Dosis liegen. Daruber hinaus ist auch hierbei eine Verédnderung der
Antigene durch die Magensaure nicht auszuschliel3en E:[Mitchison, 95].

Nach dem auf einzelne Patienten beschrénkten Erfolg der Berliner Studie galt es
herauszufinden, ob es fir die Patientenauswahl vor Beginn einer solchen Therapie
schon Kriterien gébe, anhand derer von einem vorteilhaften Ansprechen auf die
Therapie ausgegangen werden kann (Anlage 4). Da bei den Patienten durch orale
Gabe von Collagen Typ Il eine Veranderung der Immunantwort gegenuber Collagen
Typ Il induziert werden sollte, lag es nahe, nach Veranderungen im Autoantikorpertiter
gegen Collagen Typ Il zu suchen. Dazu wurden Patientenseren aus der Berliner Studie
getestet, welche vor Beginn der Behandlung, unmittelbar nach der 12-wdchigen
Behandlung und 6 Monate nach Abschlul3 der Behandlung gewonnen wurden. Die
Studie erfolgte doppelt-blind in 3 Gruppen mit jeweils 30 Patienten. Die erste Gruppe
erhielt ein Placebo, die zweite 1mg Collagen Typ Il pro Tag, die dritte Gruppe erhielt
10mg Collagen Typ Il pro Tag. Wahrend in der Placebo-Gruppe 4 Patienten klinische
Verbesserungen zeigten, waren es in der 1mg-Gruppe 6 und in der 10mg-Gruppe 7.
Vor Beginn der Therapie gab es zwischen den Gruppen keine Unterschiede im
vorhandenen anti-Collagen II- Antikorpertiter (Anlage 4; Tab. 1). Auch nach der
Therapie unterschieden sich die mittleren Antikorpertiter der 3 Gruppen nicht signifikant.
Es konnte jedoch im Laufe von 6 Monaten nach Behandlungsende eine signifikante
Abnahme der Antikérpertiter innerhalb der Responder der 10mg-Gruppe festgestellt
werden (Anlage 4; Fig. 2). Offenbar sind anti-Collagen II-Antikérper nicht als
prospektives Kriterium nutzbar, wohl aber als Hinweis darauf, ob eine Therapie
anschlagt, d.h. die Immunantwort beeinflusst wird, und damit maéglicherweise als
Einschlul3kriterium ftr eine Fortsetzung dieser Therapieform.
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Gelenkknorpel und ZNS haben gemein, dass beide im gesunden Organismus
weitgehend von der Immunuberwachung ausgeschlossen sind. Dies wird Uber
verschiedene anatomische und molekulare Mechanismen realisiert, die im Normalfall
eine Toleranz gegeniber ihren Gewebsantigenen sichern. Kommt es jedoch zum Bruch
der Toleranz, haben die entstehenden Autoimmunerkrankungen RA und MS wiederum
gemein, dass sie Thl-vermittelte Erkrankungen sind, bei denen inflammatorische
Zytokine, wie z.B. TNF-a eine entscheidende Rolle spielen. Da diese Zytokine nicht
ausschlielich von T-Zellen produziert werden, macht es Sinn, gewebsspezifische
Zellen in die Untersuchungen der pathologischen Mechanismen einzubeziehen. In den
folgenden Kapiteln soll daher auf diesen und andere Aspekte der Interaktion von T-
Zellen mit Mikrogliazellen und Astrozyten eingegangen werden.
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4. Differentielle Regulation von Immunprozessen im Z NS durch Mikrogliazellen
und Astrozyten
4.1. Intrinsische anti-inflammatorische Eigenschatft en des Hirns

Das ZNS nimmt in der Immunabwehr des Organismus einen besonderen Platz ein; es
besitzt ein "Immunprivileg". Die Blut-Hirn-Schranke, welche durch eine besonders
undurchléassige Barriere aus Endothel und Astrozytenfortsatzen, der Glia limitans,
gebildet wird, schirmt das ZNS entsprechend der klassischen Sicht vor Infektionen, aber
auch vor der normalen Immuntberwachung ab. Seit den Arbeiten von Wekerle [86] und
Hickey et al. [91] ist jedoch klar, dass aktivierte T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke
uberwinden kdnnen. Dartiber hinaus besitzt das ZNS-Gewebe Eigenschaften, die man
als "immunsuppressiv" bezeichnen kénnte. Diese sind essentiell, da Entziindungen im
ZNS infolge einer Immunreaktion aufgrund der besonderen Empfindlichkeit von
Neuronen und der begrenzten Regenerierbarkeit des Gewebes schwere, irreversible
Schaden hervorrufen kdnnen. Die Immunsuppression wird auf verschiedene Weisen
realisiert. Zum einen gibt es nur eine eingeschrankte Immunabwehr durch Leukozyten
aus der Peripherie, da nur aktivierte T-Zellen die Blut-Hirnschranke Gberwinden kénnen.
Zum anderen sind die residenten Immunzellen, Mikrogliazellen und Astrozyten, nicht
wirklich "immunkompetent”. Sie befinden sich in einem Ruhezustand, in dem sie kein
Antigen prasentieren kénnen. CD4" T-Lymphozyten kann nur von aktivierten Astrozyten
und Mikrogliazellen Antigen Uber MHC-II an prasentiert werden. Astrozyten sind selbst
nach Aktivierung nicht in der Lage, Proteinantigene zu prozessieren, kbnnen also nur
zuvor aufgenommene Peptidantigene prasentieren [Aloisi, 98]. Wahrend Mikrogliazellen
unter verschiedenen Aktivierungsbedingungen insbesondere an der Glia limitans
[Lassmann, 91] in vivo MHC-II bereitwillig exprimieren, wurde es auf Astrozyten nur bei
chronischen Entztindungen, wie z.B. in aktiven MS-Plaques nachgewiesen [Zeinstra,
00]. Kommt es zu einer Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten, wie z.B. bei der
Entzindung in der MS oder bei einer Verletzung oder Infektion sind sowohl
Mikrogliazellen als auch Astrozyten in der Lage, eine Vielzahl von Zytokinen und
anderen l6slichen Wirkstoffen zu produzieren und mit infiltrierenden Lymphozyten in
Wechselwirkung zu treten.

Dennoch gibt es entscheidende Unterschiede zwischen Mikrogliazellen und Astrozyten.
Aktivierte Mikrogliazellen sind eher vergleichbar mit Makrophagen der Peripherie, sie
phagozytieren, prozessieren und prasentieren Proteinantigene. Darlber hinaus
produzieren sie pro-inflammatorische Zytokine und Mediatoren wie IL-12, TNF-a, IL-1[3
und NO [Coltman, 96; Aloisi, 99b; Boje, 92]. Sie sind in der Lage, antigen-spezifische T-
Zellen zu restimulieren, d.h. sie erneut zu aktivieren und ihre Proliferation zu induzieren
[Aloisi, 99b], sowie neue Lymphozyten aus der Peripherie durch die Sekretion von
Chemokinen zu rekrutieren [Hayashi, 95]. Demgegenuber verhalten sich aktivierte
Astrozyten eher widersprichlich. Einerseits sezernieren sie als Antwort auf
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inflammatorische Stimuli wie dem bakteriellen LPS pro-inflammatorische Zytokine und
Mediatoren wie TNF-a und NO, andererseits produzieren sie neurotrophe Substanzen
wie den Insulin-like growth factor (IGF) [Eddleston, 93] und den Nerve growth factor
(NGF) [Glabinski, 96; Brodie, 98] als Antwort auf verletzungsbedingte Entztindungen,
sowie anti-inflammatorische Zytokine und Mediatoren wie TGF-3 und Prostaglandin
(PGE>), die eine Entziindung unterdriicken [De Groot, 99; Palma, 97]. NGF hemmt die
Induzierbarkeit der MHC-II-Expression durch Mikroglia [Neumann, 98]. TGF-§3 gilt als
ein Element des Immunprivilegs des ZNS. Es unterdrickt die aktivierungsabhangige
Expression des costimulatorischen Molekils CD40 auf Mikroglia [Nguyen, 98],
vermindert die Rekrutierung von Lymphozyten ins ZNS [Fabry, 95] und unterdrtckt die
T-Zellaktivierung [Prud’homme, 00]. Dartber hinaus schitzen Astrozyten Neurone vor
glutamatinduzierter Neurotoxizitat [Ye, 98] und produzieren das Scavenger-Molekdl
Glutathion, welches freie Radikale und reaktive Sauerstoffverbindungen unschadlich
macht. Diese Eigenschaften von Astrozyten lassen ein neuroprotektives Potential
erkennen.

Astrozyten scheinen ein groRes Potential zu besitzen, die Aktivierung von
Mikrogliazellen zu unterdriicken. Zum Beispiel hemmen sie die Endotoxin-induzierte
NO-Produktion in Mikroglia [Tran, 97]. Allerdings sind Astrozyten selbst Produzenten
von NO im ZNS [Chao, 96]. Dass dieses NO unter Umstanden nicht neurotoxisch wirkt,
liegt vermutlich an der gleichzeitigen Produktion von Glutathion, einem Scavenger, der
NO unschadlich macht [Stone, 99]. Auf der anderen Seite kann NO nach neueren
Befunden unter Umstanden auch direkt neuroprotekiv wirken [Willmot, 03; Bonthius, 03;
Guevara, 02; Gisone, 03]. Zu den protektiven Eigenschaften von Astrozyten gehort
weiterhin ihre Fahigkeit, das Auswachsen von Oligodendrozytenfortsatzen durch Basic
fibroblast growth factor (bFGF) und andere, bisher nicht identifizierte
Oberflachenmolekile zu férdern [Oh, 96].

Die IFN-y- induzierte MHC-II Expression in Astrozyten, jedoch nicht die in
Mikrogliazellen wird durch Noradrenalin gehemmt. Dieser Effekt wird Gber die
Aktivierung [32-adrenerger Rezeptoren und eine darauffolgende cAMP-Bildung
vermittelt [Frohman, 88]. Astrozyten in normalem Hirngewebe besitzen [3-adrenerge
Rezeptoren [Mantyh, 95; Sutin, 92], die in MS-Gewebe jedoch fehlen [De Keyser, 99].
Es gibt jedoch auch Belege fur eine direkte Forderung des neuroprotektiven Repertoires
von Astrozyten durch Th2-Zellen bzw. deren Zytokine. Astrozyten sind die Hauptquelle
fur NGF, sie produzieren es nach Kontakt mit IL-4 und IL-10, wahrend IFN-y die IL-10-
induzierte NGF-Produktion hemmt [Brodie, 96]. Astrozyten besitzen funktionelle IL-4
Rezeptoren; in in vitro Versuchen hemmte IL-4 die Astrozytenaktivierung, d.h. die
Produktion von TNF-a und NO sowie die Expression der induzierbaren NO-Synthetase
und des Adhasions- und costimulatorischen Molekils ICAM-1 [Brodie, 98].
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Geht man von einem Uberwiegend protektiven Einfluss von Astrozyten aus, kénnte ihr
Absterben neurodegenerative Prozesse zur Folge haben. Tatsachlich wurde ein Toxin
beschrieben, das im Liquor von MS-Patienten vorkommen soll und toxisch auf
Astrozyten sowie Oligodendrozyten und Neurone wirkt. Dieses Toxin ist jedoch bisher
nicht identifiziert und wird in der Literatur kontrovers diskutiert [Alcazar, 00; Alcazar, 98;
Menard, 98; Menard, 97].

Neuere Untersuchungen weisen auf ein differenziertes Verhalten von Mikrogliazellen
und Astrozyten gegentber den T-Helferzell-Subtypen Th1 und Th2 und ihren Zytokinen
hin. Wahrend Mikrogliazellen IL-12 produzieren, welches den Hauptstimulus zur Thl-
Differenzierung darstellt und Th2-Zellen unterdrickt, sind Astrozyten dazu nicht in der
Lage, wodurch Astrozyten Th2-Zellen indirekt fordern. Dartber hinaus wird die IL-12-
Produktion von Mikrogliazellen sogar durch Astrozyten gehemmt [Aloisi, 97].
Folgerichtig restimulieren Mikrogliazellen Thl-Zellen effektiver als Astrozyten.
Umgekehrt werden Th2-Zellen von Astrozyten besser restimuliert als von
Mikrogliazellen [Aloisi, 99b]. Das Th1-Zytokin IFN-y bewirkt eine Expression von MHC-II
auf Mikrogliazellen und Astrozyten in vitro. Weiterhin induziert es die Expression der
costimulatorischen Moleklle B7-1 und B7-2 auf Mikrogliazellen und Astrozyten, wobei
die astrozytare B7-Expression kontrovers diskutiert wird [Aloisi, 99a; Aloisi, 00]. Daruber
hinaus induziert IFN-y die PGE,-Produktion in Astrozyten und Mikrogliazellen, wodurch
es zu einer negativen Ruckkopplung fur Thl-Zellen und Mikrogliazellen kommt, da
diese von PGE, unterdriickt werden [Aloisi, 99a]. Uber die Unterdriickung der Thl-
Differenzierung wirkt PGE, aul3erdem fordernd auf die Th2-Differenzierung [Wu, 98;
Abe, 97; Katamura, 95; Pouw-Kraan, 95; Demeure, 97]. In ahnlicher Weise werden
Astrozyten von anderen pro-inflammatorischen Zytokinen beeinflusst. TNF-a bewirkt
eine Expression von MCP-1 durch Astrozyten. Dieser Prozel3 wird durch IFN-y verstarkt
[Barna, 94; Hayashi, 95]. Dieses Chemokin rekrutiert Th1, vor allem jedoch Th2-Zellen,
wahrend das von Mikrogliazellen produzierte MIP-1a Uberwiegend Thl-Zellen rekrutiert
[Siveke, 98].

Aus all diesen Befunden ergab sich fur mich die Arbeitshypothese, dass Astrozyten als
Gegenspieler von Mikrogliazellen fungieren, um Entzindungen, in die Thl-Zellen und
Mikrogliazellen involviert sind, schnellstmoéglich herunterzuregulieren.

4.2. Das Modell der entorhinal-hippocampalen  Schnit  tkultur  zur

Untersuchung neuroimmunologischer Prozesse

Das ZNS ist durch die Blut-Hirn-Schranke weitgehend von der Peripherie abgeschottet.
Damit ist die Blut-Hirn-Schranke ein wesentlicher Bestandteil des Immunprivilegs. Seit
den Arbeiten von Wekerle et al. [86] und Hickey et al. [91] ist jedoch Klar, dass diese
Barriere von aktivierten T-Lymphozyten nicht nur bei neuroinflammatorischen
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Erkrankungen Uberwunden wird, sondern dass aktivierte T-Zellen unabhangig von ihrer
Antigenspezifitdt Uber die intakte Blut-Hirn-Schranke in das ZNS eindringen, bei
Abwesenheit moglicher Antigene das ZNS jedoch wieder verlassen. Zur Untersuchung
der Interaktion solcher aktivierter T-Zellen mit Mikrogliazellen wurde eine
organotypische entorhinal-hippocampale Schnittkultur genutzt.

Dieses in vitro-System ermdglicht Gber lAngere Zeit das Studium eines myelinisierten
Fasertraktes mit erhaltenen Ursprungsneuronen und Zielzellen in einem
organotypischen Gewebeverband [Diekmann, 94]. Eine Analyse der Morphologie von
Mikrogliazellen und ihrer Expression von Adhasionsmolekilen ergab, dass die
Mikrogliazellen nach der anfanglichen, explantationsbedingten Aktivierung nach 6-9
Tagen in vitro in den inneren Schichten der Schnitte zur Ruhe kamen, wobei sie in den
auleren Schichten aktiviert blieben. Als Ausdruck dessen behielten letztere ihre améboide
Morphologie bei, wahrend ruhende Mikrogliazellen eine ramifizierte Morphologie
aufweisen. Daruber hinaus exprimierten sie die Adhasionsmolekile LFA-1 und VLA-4, die
vergleichbar denen aktivierter Mikrogliazellen in vivo waren [Hailer, 96]. Bei einer
experimentell induzierten neuronalen Schadigung durch NMDA migrierten mit MiniRuby®
vormarkierte Mikrogliazellen in die organotypische Hirnschnittkultur hinein und steuerten
spezifisch den Ort neuronaler Schadigung an [Heppner, 98]. Zur Untersuchung von
Schadigungen des myelinisierten Fasertraktes zwischen entorhinalem Cortex und
Hippocampus, dem Tractus perforans, wurde dieser vor der Schadigung mit MiniRuby®
markiert. Dabei zeigte sich, dass Lasionen des Tractus perforans in situ zur Aktivierung
von Gliazellen und zur Phagozytose von axonalem Material fihren [Kluge, 98].

Diese Hirnschnittkultur  wurde durch mich genutzt, um T-Zell-vermittelte
Immunreaktionen in ZNS-Gewebe in vitro zu modellieren. Die potentiellen Effekte
konnen auf verschiedenen Mechanismen beruhen: 1. Effekte durch direkte zellulare
Interaktionen; 2. Effekte durch Zytokine, welche die aktivierten T-Lymphozyten
produzieren, 3. zellulare Effekte durch andere Zellen, welche durch T-Lymphozyten
nach zellularem Kontakt oder durch deren Zytokine aktiviert wurden, sowie 4. Effekte
durch Zytokine/Mediatoren, welche von anderen Zellen produziert werden, nachdem
diese mit T-Lymphozyten interagiert haben. Um solche Mechanismen zu ergriinden,
wurden Untersuchungen mit T-Zellen verschiedener Antigenspezifitdt (unspezifisch
aktivierte Wildtyp-T-Zellen; MBP-spezifisch; Ovalbumin-spezifisch), mit oder ohne
direkten Kontakt, oder mit rekombinanten Zytokinen, die typischerweise entweder von
Thl-Zellen oder Mikrogliazellen produziert werden, durchgefthrt. Von besonderem
Interesse waren fur mich Cokulturen der Hirnschnittkulturen mit MBP-spezifischen Thl-
und Th2-Zellen. In der Literatur finden sich unterschiedliche Aussagen zur Rolle von
Th2-Zellen bei der EAE. Zahlreiche Studien belegen den enzephalitogenen Charakter
von myelin-spezifischen Thl-Zellen. Dagegen wird die Rolle der Th2-Zellen kontrovers
diskutiert. Sie sind im Allgemeinen nicht enzephalitogen [Lafaille, 97; Cannella, 98]. Die
einzige bekannte Ausnahme bilden immundefiziente RAG-1 knockout Mause, bei denen
Th2-Zellen eine untypische Art von EAE induzieren, die in ihren histologischen
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Merkmalen an einen allergischen Prozess erinnert [Lafaille, 94]. Ob sie protektiv wirken,
scheint am experimentellen Aufbau zu liegen. Eine EAE, die durch adoptiven Transfer
von MBP-spezifischen, enzephalitogenen T-Zellen induziert wurde, bessert sich, wenn
man die gleichen T-Zellen durch Gentransduktion IL-4 produzieren lasst und vor
Ausbruch der Krankheit zusatzlich transferriert. Die tagliche Gabe von IL-4 vor dem
adoptiven Transfer von enzephalitogenen T-Zellen bzw. vor Ausbruch der Krankheit
fuhrt zu einer Besserung des Krankheitsbildes, der Induktion von MBP-spezifischen
Th2-Zellen, einer verminderten Demyelinisierung und Hemmung der Synthese pro-
inflammatorischer Zytokine im ZNS [Racke, 94]. Der adoptive Transfer von Th2-
Zellklonen schitzte Mause vor einer EAE-Induktion durch Proteolipidprotein und war
sogar in der Lage, eine EAE zu heilen [Kuchroo, 95]. Eine andere Studie zeigte
hingegen, dass bei einer EAE-Induktion durch adoptiven Transfer von MBP-
spezifischen Thl-Zellen ein gleichzeitiger Transfer von Th2-Zellen die Krankheit nicht
verhindern kann. Dennoch scheinen schwach polarisierte T-Zelllinien, welche sowohl
Thl- als auch Th2-Zytokine produzieren, weniger enzephalitogen zu sein als Th1-Zellen
[Khoruts, 95]. Bei einer bereits etablierten EAE wurde wahrend der Remission [Chen,
98] sowie bei pharmakologischer Behandlung mit Copolymer 1 [Aharoni, 97; Neuhaus,
00] und dem Immunmodulator Linomid [Karussis, 99] eine Th2-Verschiebung
beobachtet. Es wurde sogar eine Art von Bystander-Suppression von enzephalitogenen
Thl-Zellen durch nicht ZNS-spezifische Th2-Zellen beobachtet [Falcone, 97].
Insgesamt lasst das den Schlul3 zu, dass Th2-Zellen aktiv zur Krankheitsremission
beitragen kdnnen.

Um Klarheit zur Rolle der Th2-Zellen zu erlangen, erschien mir die Hirnschnittkultur
besser geeignet als in vivo-Versuche, da man in ihr Interaktionen von Thl- und Th2-
Zellen mit ZNS-Gewebe unter Ausschluf? von Einflissen aus der Peripherie modellieren
kann, da weder die Blut-Hirn-Schranke die Infiltration des Gewebes durch Thl oder
Th2-Zellen differentiell beeinflussen kann, noch weitere Zellen aus der Peripherie
rekrutiert werden konnen.

Abb. 2 zeigt den Versuchsaufbau fur diese Untersuchungen.
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5. Wechselwirkungen von T-Helferzellen mit Mikroglia  zellen
5.1. Phagozytose von myelinisierten Nervenfasern du rch aktivierte
Mikrogliazellen - Rolle der Antigenspezifitat der T-Z  ellen

Zunachst wurde die Fahigkeit von aktivierten T-Zellen zur Aktivierung von
Mikrogliazellen als Voraussetzung und Merkmal fir inflammatorische Prozesse in der
Schnittkultur untersucht. Dafir stammten die T-Zellen entweder aus transgenen
Mausen, deren T-Lymphozyten einen TCR fur ein MBP-Peptid trugen [Liu, 95] oder aus
Wildtypmausen des gleichen Stammes (B10.PL). Die transgenen CD4'-T-Zellen
wurden mit MBP-Peptid antigenspezifisch stimuliert. Die Wildtyp-CD4*-T-Zellen wurden
mit PMA/lonomycin unspezifisch aktiviert. Sowohl die spezifisch als auch die
unspezifisch aktivierten T-Zellen wanderten in die Schnittkultur ein und wurden dort mit
Mikrogliazellen colokalisiert gefunden (Anlage 5, Fig. 4). Beide T-Zellpopulationen
waren in der Lage, Mikrogliazellen zu aktivieren, was sich in der Expression von MHC-II
und ICAM-1 auf den Mikrogliazellen aul3erte (Anlage 5, Fig. 8 und 9). Wahrend diese
MHC-II-Expression eine Voraussetzung flr die Antigenprasentation an CD4-T-Zellen
darstellt, dient ICAM-1 als costimulatorisches und Adhéasionsmolekdl der
Kommunikation zwischen T-Zellen und Mikrogliazellen. Als Hinweis auf einen
pathogenen Effekt wurde eine verstarkte Phagozytose neuronalen Materials durch
Mikrogliazellen (Anlage 5, Fig. 7). Interessanterweise aktivierten MBP-spezifische T-
Zellen die Mikrogliazellen weitaus starker als die unspezifisch aktivierten T-Zellen von
Wildtypmausen gefunden (Anlage 5, Fig. 10). Gemessen an der Expression von
Aktivierungsmarkern und der Sekretion von IFN-y waren die MBP-spezifischen T-Zellen
jedoch deutlich weniger aktiviert als die unspezifischen T-Zellen (Anlage 5, Fig. 2 und
3). TNF-a konnte in den T-Zell-Uberstanden nicht nachgewiesen werden (Anlage 5,
Fig. 3). Ein Absterben des Gewebes wurde anhand von Propidiumjodidfarbungen der
Schnittkulturen ausgeschlossen (Anlage 5, Fig. 5). Die Zugabe von rekombinantem
IFN-y bzw. TNF-a hatte eine ahnliche Mikrogliaaktivierung wie die durch T-Zellen
induzierte zur Folge (Anlage 5, Fig. 8 und 9). IFN-y war im Gegensatz zu TNF-a jedoch
nicht in der Lage, eine Phagozytose axonalen Materials zu induzieren (Anlage 5, Fig.
11). Daher beruhte die T-Zell-induzierte Phagozytose vermutlich auf einer Kombination
von Effekten. Zum einen aktivierte das von T-Zellen sekretierte IFN-y die Mikrogliazellen
und ermdglichte den zellularen Kontakt mit den T-Zellen Gber Adh&sionsmolekile. Zum
anderen konnten dann zellulare Interaktionen zur Sekretion von TNF-a durch
Mikrogliazellen gefuhrt haben. Eine solche TNF-a-Sekretion wurde nach Bindung des
Molekiuls VCAM-1 auf den Mikrogliazellen an VLA-4 auf den T-Zellen beschrieben
[Chabot, 97]. In unserem System konnte keine TNF-a-Produktion durch Mikrogliazellen
nachgewiesen werden, was an der starken Verdiunnung durch das Medium und der
Sensitivitat des ELISAs liegen konnte. Lokale Effekte sind dennoch nicht
auszuschliel3en.
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5.2. Der unterschiedliche Einfluss polarisierter Th 1- und Th2-Zell-Linien auf
Mikrogliazellen — mogliche Erklarung einer neuroprot ektiven Wirkung
von Th2-Zellen in demyelinisierenden Erkrankungen

Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde die Aktivierung von Mikrogliazellen durch
transgene MBP-spezifische Thl- und Th2-Zellen [Liu, 95] in entorhinal-hippocampalen
Schnittkulturen untersucht. Als Marker fur aktivierte Mikrogliazellen wurden die
Expressionsmuster des regulatorischen Molekils CD40, des Adhésions- und
costimulatorischen Molekuls ICAM-1 sowie der costimulatorischen Molekile B7-1
(CD80) und B7-2 (CD86) studiert. B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) sind die wichtigsten
costimulatorischen Molekile auf APCs. Sie liefern nach der TCR—MHC-II-Ligation ein
zweites stimulierendes Signal, welches essentiell fur die T-Zell-Proliferation ist und
ohne das T-Zellen anergisch werden. Das regulatorische Molekil CD40 wurde auf
Mikrogliazellen sowohl in Co-Kulturen mit Thl-Zellen als auch in Co-Kulturen mit Th2,
jedoch nicht in Kontrollkulturen gefunden (Anlage 6, Fig. 5 und 7). ICAM-1 wurde auf
Mikrogliazellen in Co-Kulturen mit Thl-Zellen hoch exprimiert, nicht jedoch in Co-
Kulturen mit Th2-Zellen und Kontrollkulturen (Anlage 6, Fig. 6). Um festzustellen, ob
Th2-Zellen nur passiv Mikrogliazellen nicht aktivierten oder den Aktivierungszustand der
Mikrogliazellen aktiv beeinflussten, wurden den Schnittkulturen zunéchst fur 24h Thl-
Zellen und darauffolgend Th2-Zellen fur weitere 24h zugesetzt. In einem umgekehrten
Protokoll wurden nach 24h Co-Kultur mit Th2-Zellen Thl-Zellen zugesetzt. In beiden
Féallen wurde die ICAM-1 Expression durch Th2-Zellen unterdrtickt. Der Ligand fur
ICAM-1 ist LFA-1. Willenborg et al. [96] zeigten, dass Ratten durch eine Behandlung mit
anti-LFA-1-Antikérpern gegen EAE geschuitzt werden. Es ist also denkbar, dass Th2-
Zellen, indem sie die ICAM-1-Expression auf Mikrogliazellen unterdriicken, die
Costimulation  Uber ICAM-1/LFA-1  unterbinden und auf diese Weise
immunmodulatorisch wirken. Grund fir diese Annahme ist, dass ICAM-1 in der Lage ist,
unabhangig von CD28 costimulatorisch zu wirken und den Haupt-Costimulationsweg zu
bilden, sollte der B7-CD28-Weg ausfallen [Gaglia, 00]. ICAM-1 ist jedoch auch bei
Vorhandensein des B7-CD28-Signalwegs fur die T-Zell-Proliferation wichtig [Salomon,
98]. Dartber hinaus wurden unterschiedliche Rollen dieser Signalwege in der T-
Helferzell-Differenzierung beschrieben. Wahrend eine Blockade des B7/CD28-
Signalwegs zu einer Verminderung der Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 flhrte, hatte eine
Blockade des ICAM-1/LFA-1-Signalweges eine signifikante Zunahme der Th2-Zytokine
zur Folge [Salomon, 98]. Im Lichte dieser Zusammenhange koénnte die von uns
beobachtete Unterdriickung der ICAM-1-Expression zu einer Verstarkung der anti-
inflammatorischen Th2-Immunantwort fihren.

Um die Regulation von B7-1 und B7-2 durch T-Helferzellen zu untersuchen, wurden
den Schnittkulturen zusatzlich zu den MBP-spezifischen Thl- und Th2-Zellen [Liu, 95]
transgene Ovalbumin-spezifische Thl- und Th2-Zellen [Murphy, 90] zugesetzt. In
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Kontrollkulturen exprimierten Mikrogliazellen im Ruhezustand B7-2, jedoch nicht B7-1
(Anlage 7, Fig. 1 und 2). Wahrend Th1-cokultivierte Mikrogliazellen B7-1, jedoch nicht
B7-2 exprimierten, exprimierten die Mikrogliazellen in Th2-Co-Kulturen wie in
Kontrollkulturen kein B7-1, B7-2 daflr aber unvermindert stark. Um zu testen, ob die
Th2-Zellen die B7-2 Expression aktiv beeinflussten oder sich nur passiv verhielten,
indem sie die ohnehin auf Mikrogliazellen vorhandene Expression nicht veranderten,
wurden zu den Th1-Co-Kulturen einen Tag spater Th2-Zellen hinzugegeben. In diesen
Versuchen waren die Th2-Zellen nicht in der Lage, die B7-2 Expression wieder zu
induzieren. Die Hochregulation von B7-1 bei gleichzeitiger Herunterregulation von B7-2
durch Thl-Zellen erfolgte sowohl unabhangig von der Antigenspezifitat der T-Zellen als
auch unabhéangig davon, ob die Thl-Zellen direkten Kontakt zu den Schnittkulturen
hatten, sofern die Thl-Zellen durch Anwesenheit von Antigen (und vermutlich einiger
weniger kontaminierender APCs aus der vorhergegangenen T-Zellkultur) ausreichend
aktiviert waren (Anlage 7, Fig. 1 und 2). Das Wirken eines durch Thl-Zellen
produzierten l6slichen Faktors konnte so sehr wahrscheinlich gemacht werden. Als
Moglichkeiten fur B7-1 induzierende Agenzien werden in der Literatur TNF-a, GM-CSF,
IL-13 und IFN-y kontrovers diskutiert [Aloisi, 97; Wei, 99]. Im System der entorhinal-
hippocampalen Schnittkultur konnte ich die B7-1 induzierende Wirkung von IFN-y
jedoch nicht von TNF-a nachweisen (siehe 4.3.). Da T-Zellen costimulatorische Signale
von APCs gleichermal3en tiber B7-1 wie B7-2 erhalten, ist die beobachtete differentielle
Regulierung allein gesehen kein Indiz fur eine neuroprotektive Wirkung von Th2-Zellen.
Geht man jedoch davon aus, dass Th2-Zellen die B7-Expression nicht ver&ndern, und
in frisch perfundiertem Gewebe eine wesentlich geringere B7-2 und keine B7-1
Expression nachzuweisen sind (Anlage 7, Fig. 2), so liegt die Vermutung nahe, dass
Th2-Zellen in vivo keine B7-Expression auf Mikrogliazellen induzieren. Somit wirden
sie also passiv dazu beitragen, dass Mikrogliazellen nicht zu immunkompetenten APCs
werden. Zusammen mit ihrer aktiven Rolle bei der Suppression der ICAM-1-Expression
zeichnet sich ein Bild ab, in dem Th2-Zellen im ZNS immunmodulatorisch wirken
konnen, indem sie eine Aktivierung von Mikrogliazellen unterdriicken bzw. nicht fordern.

Andererseits gibt es Hinweise, dass im Zusammenhang mit neuroimmunologischen
Prozessen die Costimulation Uber B7-1 anders als die Costimulation Uber B7-2 wirkt. Es
gibt Arbeiten, die zeigen, dass eine Blockade der B7-1-Costimulation eine EAE
verhindert bzw. abmildert, wéahrend eine Blockade der B7-2-Costimulation sich
gegenteilig auswirkt. Andere Gruppen publizierten jedoch dem widersprechende
Befunde. Tab. 2 zeigt eine Ubersicht iber diese Arbeiten.
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Tab. 2: Einfluss der Costimulation Uber B7-1 und B7-2 auf den Verlauf der
induzierten EAE in Mausmodellen verschiedener Stamme und unterschiedlicher

Protokolle; bestimmt durch Antikérperblockade oder Gen-Knock out

Stamm EAE- Knock Antikérperblockade Wirkung auf EAE Ref.
(MHC-II Induktion | out Von? Ab wann?
Typ) durch von (Klon)
NOD PLP- B7-1 Verzogerter 1
(1-A%" Peptid Krankheitsbeginn
B7-2 Leichterer Krankheitsverlauf;
n.s. verminderte Inzidenz
B7-1 (mAb) |2 Tage vor |Unveréandert
(16-10A1) EAE-
B7-2 (mAb) | Induktion n.s. verminderte Inzidenz
(GL-1)
B7-1+ B7-2 Verzogerter
(mAbs) Krankheitsbeginn;
n.s. verminderte Inzidenz
C57Bl/6 MOG- B7-1 Unverandert 2
AP Peptid B7-2 Unverandert
B7-1/B7- keine EAE!
2
Adoptiver |B7-1/B7- Verzogerter
Transfer 2 Krankheitsbeginn;
von MOG- n.s. verminderte Inzidenz
spezif. T- Leichterer Krankheitsverlauf
Zellen
SJL PLP- B7-1 (mAb) |Ab Tag der | Signifikant verminderte | 3
(I-A%) Peptid (1G10) EAE- Inzidenz
Induktion i.p. | Leichterer  Krankheitsverlauf
jeden 2.Tag |bei den erkrankten Tieren
B7-2 (mAb) Schwererer Krankheitsverlauf
(2D10)
(GL-1)
SJL Adoptiver B7-1 (mAb) | Wahrend Unverandert 4
Transfer (16-10A1) der in vitro -
von MBP- B7-2 (mAb) | Aktivierung |Etwas leichterer
spezif. T- (GL-1) von T Zellen | Krankheitsverlauf
Zellen B7-1+B7-2 |von Sehr viel leichterer
(mAbs) MBP/CFA- | Krankheitsverlauf
immuni-
sierten
Mausen
(PLJ/SJL) | MBP/CFA B7-1 (mAb) |einmalig i.p.|n.s. verminderte Inzidenz;
F1 (kein (16-10A1) am Tag 2 |Leichterer Krankheitsverlauf
(I-A" x I-A%) | PTX!) nach EAE- | bei den erkrankten Tieren
B7-2 (mAb) | Induktion n.s. héhere Inzidenz;
(GL-1) Schwererer Krankheitsverlauf
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SJL PLP- B7-1 (Fab) [i.p. jeden | Geringere Schubrate | 5
Peptid (1G10) 2.Tag ab | (Ruckfallrate);
(16-10A1) Tag der | Kein Epitope spreading
B7-2 (mAb) | Erholung Fruherer Ruckfall

(GL-1) von initialer
SJL PLP- B7-1 (mAb) |para- Fruherer Ruckfall; 6
Peptid (1G10) lytischer Hohere Schubrate;
(16-10A1) Episode Multiple Schiibe;

Epitope spreading

Referenzen:

Girvin et al. [00]
Chang et al. [99]
Kuchroo et al. [95]
Racke et al. [95]
Miller et al. [95]
Vanderlugt et al. [97]

OO WN PP

Abklrzungen:

CFA “Complete Freund’s adjuvans”; komplettes Freund’'sches Adjuvans
Fab Fab-Fragment eines monoklonalen Antikérpers

i.p. intraperitoneal

mAb  “monoclonal antibody”; hier: kompletter monoklonaler Antikdrper
MBP “Myelin basic protein”; basisches Myelinprotein

MOG “Myelin oligodendrocyte glycoprotein”; Myelin-Oligodendrozytenglykoprotein
n.s.  nicht signifikant

PLP  Proteolipidprotein

PTX Pertussis-Toxin

Ref. Referenz

Die zum Teil gegensatzlichen Ergebnisse sind jedoch unter schwer vergleichbaren
Versuchsbedingungen entstanden, da nicht nur verschiedene Mausstamme mit
unterschiedlichem MHC-II sondern auch verschiedene EAE-Modelle (Antigene/EAE-
Induktionsprotokolle) benutzt wurden. Auch die Art der Blockade war divers. Auffallig ist
z.B. dass dieselbe Gruppe im gleichen Tiermodell und bei gleichem
Applikationsprotokoll bei Einsatz von Fab-Fragmenten gegen B7-1 eine Verbesserung
im Verlauf der schubférmigen EAE beobachtet [Miller, 95], wéhrend sie bei Einsatz von
kompletten Antikdrpern eine Verschlimmerung feststellt [Vanderlugt, 97]. Im
Allgemeinen werden Fab-Fragmente bevorzugt, da komplette Antikdrper Molekile
kreuzvernetzen kénnen und so statt zur beabsichtigten Blockierung eines Molekils zu
dessen Aktivierung fihren. Ob dies in den oben erwahnten Versuchen der Fall war,
bleibt unklar. Dagegen spricht, dass der Einsatz kompletter Antikbrper in zwei anderen
oben erwdhnten Modellen [Kuchroo, 95; Racke, 95] zu ahnlichen EAE-mildernden
Effekten fuhrt wie die Fab-Fragmente in obigem Modell. Méglicherweise spielen
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genetische Faktoren oder die spezifischen Eigenheiten des Krankheitsmodells
(Immunisierung versus adoptiver Transfer; Zeitpunkt und Dosis der Antikdrpergabe)
hierbei eine Rolle. Vielleicht ist auch die Anwendung von Knock-out-Tieren [Girvin, 00;
Chang, 99] nicht wirklich aussagefahig, weil den Tieren schon seit ihrer
Embryonalentwicklung eines oder beide costimulatorische Molekdle nicht zur Verfligung
standen, so dass sich sehr wahrscheinlich kompensatorische Mechanismen, wie die
Nutzung anderer Signalwege, entwickelt haben. Kuchroo et al. [95] fanden eine Th2-
Verschiebung der Immunantwort bei Blockade von B7-1 und begrindeten damit die
beobachtete Abschwachung der EAE. Dieser Befund wird gestitzt durch Befunde in
anderen Krankheitsmodellen wie der murinen Lyme-Borreliose [Shanafelt, 98] und
einem Asthmamodell [Tsuyuki, 97], wo eine Blockade von B7-1 eine Th2-Antwort, eine
Blockade von B7-2 hingegen eine Th1-Antwort forderte.

Wir fanden Hinweise, dass die Expression von B7-2 in Abwesenheit einer B7-1
Expression durch Mikrogliazellen im ZNS ,harmlos® ist. So kam es nach einer
operativen Lasion des entorhinalen Cortex in Wistar-Ratten zu einer Aktivierung von
Mikrogliazellen. Diese wurde als Phagozytose von vormarkierten Fasern des Tractus
perforans und MHC-II Expression durch Mikrogliazellen sichtbar. Die Phagozytose wird
von einer Expression von B7-2, jedoch nicht B7-1 auf Mikrogliazellen und von einer
Infiltration des Hirngewebes durch T-Zellen begleitet E:[Bechmann, 01], fuhrte jedoch
nicht zu einer Autoimmunreaktion, obwohl daftir alle Voraussetzungen erfillt schienen:
T-Zellen, Antigenprasentation tber MHC-II und das Vorhandensein des
costimulatorischen Signals. Das Ausbleiben einer Reaktion kdénnte ein Hinweis auf eine
neuroprotektive Rolle von B7-2 sein E:[Bechmann, 01]. Mdglicherweise erreichen
jedoch auch nur zu wenig antigenspezifische T-Zellen das ZNS, so dass die Schwelle
zu einer entzundlichen Reaktion nicht Uberschritten wurde.

5.3. Wirkung von pro-inflammatorischen Zytokinen au f den

Aktivierungszustand von Mikrogliazellen und den Geweb eerhalt im ZNS

Zum Studium von Effekten durch Zytokine und Mediatoren, die durch aktivierte T-
Lymphozyten bzw. andere Zellen (z.B. Mikrogliazellen) produziert werden, nachdem
diese mit aktivierten T-Lymphozyten interagiert haben, wurden im folgenden
Hirnschnittkulturen dem Einfluss von IFN-y, TNF-a, und IL-13 ausgesetzt. Die im
folgenden dargestellten Ergebnisse zu diesen 3 Zytokinen wurden bisher nur zum Teil
veroffentlicht (Anlage 5).

IEN-y: IFN-y wird durch Thl-Zellen, CD8+ T-Zellen und NK-Zellen produziert. In den
Versuchen wurden dem Kulturmedium der Hirnschnittkulturen am Tag 6 2ng/ml (ca.
20U/ml) bzw. 10ng/ml (ca. 100U/ml) rekombinantes IFN-y zugegeben. Am Tag 8
wurden die Kulturen fixiert und immunhistochemisch analysiert. IFN-y war in beiden
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getesteten Konzentrationen in der Lage, Mikrogliazellen zu aktivieren, indem es die
Expression von MHC-II und des costimulatorischen Molekils ICAM-1 auf den Zellen
induzierte (Anlage 5, Fig. 8 und 9). Ruhende Mikroglia wurden zu immunkompetenten
APCs. Eine toxische Wirkung von IFN-y konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die
Propidiumjodidfarbung der unfixierten Schnittkultur am Tag 8 zeigte keine signifikant
erhbhte Gewebsschadigung gegeniber den Kontrollkulturen (Abb. 7). Ebenso war
keine Phagozytose MiniRuby®-markierten axonalen Materials durch Mikrogliazellen zu
beobachten, was den Schluf3 nahelegt, dass der Tractus perforans nicht geschadigt
wurde (Abb. 3). Eine mikrogliale Expression von VCAM-1 konnte nicht detektiert
werden. Dieser Befund deckt sich mit einigen Literaturdaten [Aloisi, 00], widerspricht
jedoch anderen [Chabot, 97]. Wahrend Mikrogliazellen in den unbehandelten
Kontrollkulturen B7-2 exprimierten, exprimierten sie in den IFN-y-behandelten
Schnittkulturen das costimulatorische Molekil B7-1 (Abb. 4 und 5). Wie unter 4.2.
ausfuhrlich diskutiert, zeigten sich im EAE-Modell Hinweise auf eine protektive Wirkung,
wenn die Costimulation Uber B7-2 erfolgt, bzw. die Costimulation Uber B7-1 unterdrtickt
wird [Miller, 95; Takahashi, 00]. Trotz der Kontroverse mochte ich auf Grund unserer
eigenen Ergebnisse die Hypothese aufstellen, dass ruhende Mikrogliazellen aufgrund
ihrer B7-2-Expression zu intrinsischen anti-inflammatorischen Eigenschaften von
Hirngewebe beitragen und dass diese Eigenschaft von pro-inflammatorischen Zytokinen
gestort wird.

TNF-a: Parallel zu den IFN-y-Untersuchungen wurden Versuche mit TNF-a
durchgefuhrt, einem Zytokin, welches sowohl von Thl-Zellen als auch aktivierten
Mikrogliazellen produziert werden kann. 0,1ng/ml (ca. 1U/ml) bzw. 0,5ng/ml (ca. 5U/ml)
TNF-a wurden zum Kulturmedium der Schnittkulturen zugegeben, die bis dahin 6 Tage
in Kultur waren und am Tag 0 mit MiniRuby® markiert worden waren. Am Tag 8 wurden
die Kulturen fixiert und fur die Immunhistochemie bzw. Elektronenmikroskopie
vorbereitet. Es wurde eine massive Phagozytose markierter Fasern des Tractus
perforans durch Mikrogliazellen gefunden (Abb. 3 und Anlage 5, Fig. 11), ein Befund,
der elektronenmikroskopisch bestéatigt werden konnte. Interessanterweise zeigten die
elektronenmikroskopischen Bilder, dass Mikrogliazellen in Schnittkulturen mit TNF-a
myelinisierte Axone phagozytiert hatten, so dass anzunehmen ist, dass der axonalen
Schadigung keine Demyelinisierung vorausging (Abb. 6). Parallel dazu war mittels einer
Propidiumjodidfarbung eine toxische Wirkung von TNF-a auf das Gewebe, vor allem
auf Neurone zu beobachten (Abb. 7), so dass davon auszugehen ist, dass die zum
Tractus perforans gehdrigen Neurone bereits vor der Phagozytose geschadigt waren.
Die Mikrogliazellen in den Schnittkulturen exprimierten MHC-II und die
costimulatorischen Molekile ICAM-1 und B7-2, so dass sie potentiell als APCs
fungieren konnten (Anlage 5, Fig. 8 und 9 und Abb. 5 hier). Eine VCAM-1 Expression
konnte nicht detektiert werden.
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IL-13: IL-1p ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches von Makrophagen und
aktivierten Mikrogliazellen, jedoch auch von Astrozyten produziert werden kann. In MS
[de Jong, 02; Martin, 95] aber auch in RA tragt es zur Gewebsdestruktion bei [Dayer,
02; Abramson, 02]. In den Schnittkulturen sollte sein Einfluss auf den
Aktivierungszustand der Mikrogliazellen und den Gewebeerhalt untersucht werden.
Zum Kulturmedium der Hirnschnittkulturen wurden am Tag 6 ihrer Kultivierung 1ng/ml
(ca. 500U/ml) bzw. 10ng/ml (ca. 5000U/ml) IL-13 zugegeben. Die
immunhistochemische Analyse nach Fixierung der Kulturen am Tag 8 ergab, dass die
Mikrogliazellen in diesen Kulturen zwar B7-2 (Abb. 5), jedoch weder MHC-II, ICAM-1,
VCAM-1 noch B7-1 (Abb. 4) exprimierten. Das heil3t, IL-1p3 ist allein nicht in der Lage,
ruhende Mikrogliazellen in vollwertige APCs umzuwandeln. Propidiumjodidfarbungen
zeigten eine leichte Schadigung neuronalen Gewebes sowohl durch 1ng/ml als auch
10ng/ml IL-1[3. Diese spiegelte sich in der Phagozytose markierten axonalen Materials
wider (Abb. 3). Daraus lasst sich schlie3en, dass auch Mikrogliazellen, die nicht massiv
aktiviert sind, ihren Aufgaben als Phagozyten, d.h. der Beseitigung von Zelltrimmern
nachgehen konnen. Unsere Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen in
Mikrogliakulturen tberein, in denen Mikrogliazellen Latex-Beads phagozytierten, ohne
im folgenden eine Expression von immunrelevanten Molekilen aufzuweisen E:[Beyer,
00]. Wéhrend in diesen Einzelzellkulturen jedoch eine Expression von MHC-II nach
Phagozytose neuronaler Membranen zu beobachten war, traf dies auf unsere
Hirnschnittkulturen nicht zu. Ursache fir diesen Unterschied kdonnte der Zeitpunkt der
Beobachtung (72h in Einzelzellkulturen versus 48h in Hirnschnittkulturen), die latente
Aktivierung von Mikrogliazellen in Einzelzellkulturen oder eine Unterdriickung der
Mikrogliaaktivierung durch Astrozyten in den Hirnschnittkulturen sein.
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Abb. 3: Phagozytose MiniRuby (MR)-markierten axonalen Materials (rot) durch
Mikrogliazellen (grin) unter Einfluss von TNF-a und IL-1p jedoch nicht unter dem
Einfluss von IFN-y. Die Hirnschnittkulturen wurden nach 6 Tagen in Kultur fur 48h mit
10ng/ml IFN-y, 0,5ng/ml TNF-a bzw. 10ng/ml IL-1[3 kultiviert. (Grél3enmarker=10um)
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Abb. 4: Expression von B7-1 auf Mikrogliazellen unter dem Einfluss pro-
inflammatorischer Zytokine. Die Hirnschnittkulturen wurden nach 6 Tagen in vitro fur
48h mit 10ng/ml IFN-y, 0,5ng/ml TNF-a bzw. 10ng/ml IL-13 kultiviert.
(GroRenmarker=10pm)
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Abb. 5: Expression von B7-2 auf Mikrogliazellen unter dem Einfluss pro-
inflammatorischer Zytokine. Die Hirnschnittkulturen wurden nach 6 Tagen in vitro fur
48h mit 10ng/ml IFN-y, 0,5ng/ml TNF-a bzw. 10ng/ml IL-13 kultiviert.
(GroRenmarker=10pm)
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Abb. 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Phagozytose eines myelinisierten
Axons (Pfeil) durch eine Mikrogliazelle. Die Hirnschnittkultur wurde nach 6 Tagen in
vitro fur 48h mit 0,5ng/ml TNF-a kultiviert.
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Abb. 7: Propidiumjodidfarbung von Hirnschnittkulturen, die nach 6 Tagen in vitro fur 48h
mit pro-inflammatorischen Zytokinen kultiviert wurden. Man beachte, dass es sich um
eine Aufnahme der gesamten, 350um dicken Schnittkultur handelt. Die
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Hintergrundfarbung (siehe Kontrolle) entsteht dur