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EINLEITUNG 1

I Einleitung

1 Immunantworten im Zentralen Nervensystem

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) wurde lange fiir ein immunprivilegiertes Organ gehalten, in
dem keine immunologischen Reaktionen stattfinden koénnen. Das beruhte vor allem auf
Ergebnissen von Transplantationsexperimenten der 1940er und 1950er Jahre: Transplantationen
von allogenen, ,nicht-selbst® Hauttransplantaten in das ZNS wurden toleriert. Nur durch eine
zweite Transplantation von fremdem Gewebes in die Peripherie, und damit aufierhalb des ZNS,
konnte eine Abstoffungsreaktion auch im ZNS initiiert werden (Medawar, 1948). Zusitzlich fehlt
im gesunden Gehirn die Expression von Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) Klasse II
Molekiilen, die fiir die Antigenpréisentation notwendig sind (Schachner und Sidman, 1973).
Allerdings verdichtete sich in den 1970er Jahren die Evidenz, dass auch Immunzellen -
insbesondere T-Zellen - im Gehirn wihrend inflammatorischer Prozesse auftreten koénnen
(Doherty und Zinkernagel, 1975; Hapel, 1975). Die Ansicht, das ZNS wire ein vom Immunsystem
ignoriertes Organ, ist mittlerweile einem dynamischeren Szenario gewichen. In diesem Szenario
wird eine Immuntoleranz durch eine Reihe von Mechanismen aktiv aufrechterhalten, wie z. B.
die strenge Kontrolle des Aktivierungsstatus lokaler Antigen présentierender Zellen (APC) und
die erschwerte Einwanderung von T-Zellen ins Gehirn im Gegensatz zu anderen Organen (Becher
et al, 2006). Es wird immer noch kontrovers diskutiert, welche Zellpopulationen im ZNS
letztendlich die entscheidende Rolle bei der Prisentation von Antigenen spielen. Innerhalb der
APC sind Dendritische Zellen (DC) von besonderer Bedeutung. Sie gelten als Hauptinitiatoren der
Immunantwort und bestimmen deren Entwicklung (Banchereau und Steinman, 1998). Sie wurden
im gesunden und entziindeten ZNS erst 1996 bei Ratten beschrieben (Matyszak und Perry, 1996)
und wenig spdter auch im Gehirn von Miusen nachgewiesen (Fischer et al., 2000; Suter et al.,
2000; Serafini et al., 2000). Zunichst konnte iiber die Anwesenheit von DC im humanen Gehirn
nur spekuliert werden (Ulvestad et al., 1994). Aber auch dort konnten DC im ZNS mittlerweile
identifiziert werden (Hanly und Petito, 1998). Aufierdem werden Mikroglia, die als ZNS residente
Makrophagen gelten, ebenfalls als funktionelle APC im ZNS diskutiert (Shrikant und Benveniste,
1996; Perry, 1998; Becher et al., 2000).
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1.1  Das ZNS als immunprivilegiertes Organ

Das ZNS ist ein komplexes Netzwerk bestehend aus Neuronen und verschiedenen
Gliazellpopulationen - den Astrozyten, den Oligodendrozyten und der Mikroglia. Astrozyten
stabilisieren das Umfeld der Neurone und sichern damit deren Uberleben und Funktionsfihigkeit.
Die Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden um die Axone und ermoglichen damit die
saltatorische =~ Weiterleitung von  Aktionspotentialen. = Mikroglia  gelten als den
Gewebsmakrophagen zugehorig, die das Gehirn {iberwachen und Verdnderungen detektieren. Die
geringe Regenerationsfihigkeit der Neurone macht den strikten Erhalt der ZNS-Homoostase
zwingend notwendig fiir deren Funktionalitit. Generell geht die Beseitigung von Pathogenen oft
mit einer teilweisen Zerstérung eigener infizierter Zellen und des umliegenden Gewebes einher.
Daher hat das ZNS einzigartige Mechanismen entwickelt, potentiell gefihrliche Immunreaktionen
strikt zu verhindern oder zumindest zu kontrollieren. Dazu zihlen die Blut-Hirn-Schranke (BHS),
Besonderheiten bei der Verbindung zum lymphatischen System, eine immunsuppressive

Umgebung und die Abwesenheit professioneller APC.

1.1.1 Blut-Hirn-Schranke

Die BHS trennt als anatomische Barriere das ZNS von der peripheren Blutzirkulation. Sie zeichnet
sich durch eine strukturelle Besonderheit der zerebrovaskuliren Endothelzellen aus. Diese sind
nicht fenestriert, sondern durch sogenannte ,tight junctions“ verbunden, welche einen besonders
engen Zusammenhalt des Zellverbands bewirken. Im Gegensatz zu anderen Endothelzellen
exprimieren die Blutgefifie der intakten BHS nur sehr geringe Mengen von Adhésionsmolekiilen,
die fiir die Leukozytenmigration mitverantwortlich sind (Bart et al., 2000). Zusitzlich sind die
Endothelzellen umgeben von einer Basallamina, die durch Auslidufer von Astrozyten gebildet
wird. Zwischen der Basallamina und den Endothelzellen liegt der Perivaskuldrraum und darin die
Perizyten. Perizyten gehoren zu der Familie der vaskuldren glatten Muskelzellen (Allt und
Lawrenson, 2001). Sie stabilisieren die Mikrogefifle und stellen einen groflen Teil der
abluminalen endothelialen Oberfliche dar (von Tell et al., 2006). Perivaskulidre Makrophagen sind
phagozytierende Zellen, die vom Knochenmark abstammen und sitzen ebenfalls abluminal an der
Basallamina (Perry et al., 1993). Diese strategische Position ist moglicherweise so ausgewdhlt, da

Verdnderungen in der ZNS-Homoostase detektiert und effizient an das periphere Immunsystem



EINLEITUNG 3

weiter geleitet werden konnen (Hickey und Kimura, 1988). Die Astrozytenausldufer, die die
Endothelzellen an der Basallamina vollstindig umgeben, haben wahrscheinlich eine &hnlich
Funktion. Die BHS umgibt das gesamte ZNS mit Ausnahme des Plexus choroideus (de Boer und
Gaillard, 2006). Der Plexus choroideus sezerniert den Liquor cerebrospinalis (Liquor) in die
Hirnventrikel, hat eine blattartige Struktur und ragt in die Ventrikel hinein. Er ist mit stark
fenestrierten Kapillaren vaskularisiert. Die Struktur ist {iberzogen mit Endothelzellen, die
ebenfalls durch ,tight junctions“ verbunden sind. Hier ist die Blut-Liquor-Schranke lokalisiert
(Cserr und Bundgaard, 1984). Im Gegensatz zur BHS fehlt hier die von den Astrozytenausldufern

gebildete Basallamina.

1.1.2  Verbindungen des ZNS zum lymphatischen System

Das ZNS ist umgeben vom Liquor. Der Liquor fiillt die perivaskuliren Rdaume, die Ventrikel und
den Subarachnoidalen Spalt zwischen Arachnoidea und Pia mater. Einige Experimente weisen
darauf hin, dass auch eine ZNS Drainage zu den peripheren Lymphknoten (LN) existiert
(Matyszak und Perry, 1996; Carson et al., 1999). Intrazerebral injiziertes Antigen aus LCMV oder
LCMV infizierte DC werden zum zervikalen LN transportiert, allerdings wird dadurch keine
Immunantwort ausgeldst. Eine funktionelle Immunantwort entsteht nur dann, wenn die Maus in
der Peripherie mit dem Virus infiziert war (Carson et al., 1999). Auch partikelférmiges Antigen
wird zum zervikalen LN transportiert, wenn es in das ZNS implantiert wurde (Matyszak und
Perry, 1996). Die Drainage kann auch durch inflammatorische Zytokine induziert werden. Nach
systemischer Gabe von TNFa findet man Molekiile aus ZNS und Liquor in der peripheren
Blutzirkulation (Dickstein et al., 2000). Antigene aus dem ZNS finden also sehr wohl unter
bestimmten Umstinden ihren Weg in die Peripherie. Welche Relevanz dies fiir die
Aufrechterhaltung einer Immunreaktion im ZNS hat, ist allerdings noch unklar, wie durch die
Verwendung alymphoplastischer Méuse (aly/aly) gezeigt wurde. Diese tragen eine Mutation in der
NFkB induzierenden Kinase Nik und sind charakterisiert durch die systemische Abwesenheit aller
LN (Shinkura et al., 1999). Auch ohne LN ist die Induktion der experimentellen autoimmunen
Enzephalopathie (EAE) durch den adoptiven Transfer MOG-reaktiver T-Zellen moglich (Greter et
al., 2005). Das Experiment zeigt, dass die Aufrechterhaltung der Immunantwort im ZNS - einmal
gestartet durch die Erstaktivierung der T-Zellen - nicht mehr zwingend abhingig ist vom

lymphatischen System, sie funktioniert auch ohne LN.
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1.1.3  Immunsuppressive Umgebung im ZNS

Da in der Peripherie aktivierte Immunzellen immer wieder die physikalischen Barrieren zum ZNS
iiberwinden konnen (Hickey et al., 1991; Flugel et al., 1999), hilt das ZNS zum Schutz zusitzliche
immunsuppressive Mechanismen bereit. Wahrend der Immunreaktionen im ZNS werden unter
anderem immunsuppressive Molekiile wie Neuropeptide, das inhibitorische Zytokin TGFf und
Ganglioside freigesetzt (Wei und Jonakait, 1999). Die im Liquor vorkommende Konzentration von
TGFp reicht aus, um die Proliferation von T-Zellen zu inhibieren (Taylor und Streilein, 1996) und
die Expression chemoattraktiver Molekiile zu reduzieren, die u.a. von Astrozyten gebildet werden
(Weiss und Berman, 1998). Zusitzlich wird im ZNS die Zahl aktivierter T-Zellen durch die
konstitutive Expression von CD95 Ligand (FasLigand) reguliert. Dadurch wird die apoptotische
Eliminierung aktivierter T-Zellen ermoglicht (Becher et al., 1998). Ein weiterer negativer
Mechanismus ist die Induktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) in Mikroglia. Die Induktion
erfolgt tiber Interferon (IFN)y - z.B. gebildet von enzephalitogenen T-Zellen - und fithrt zum
Arrest der T-Zellen oder zur Apoptose (Kwidzinski et al., 2005). Im Gehirn findet eine
Immunregulation zusitzlich iiber Interaktion von CD200 und CD200-Rezeptor (CD200R) statt.
Die Bindung des CD200-Liganden sorgt fiir eine Immunsuppression von CD200R exprimierenden
Zellen. Der Rezeptor ist auf myeloiden Zellen exprimiert. Nach Aktivierung der Zellen kann der
Ligand auf T-Zellen und B-Zellen induziert werden, ebenso auf DC und Neuronen. Damit kénnen
diese Zellen im Kontakt mit myeloiden Zellen deren Immunsuppression auslosen. CD200
defiziente Mause sind suszeptibler gegeniiber autoimmunen Erkrankungen (Hoek et al., 2000).
Aufierdem kann Immunregulation im Gehirn vermittelt werden iiber die Interaktion des auf T-
Zellen und anderen hidmatopoetischen Zellen exprimierten PD-1 (,programmed death-1)
Rezeptors mit den Liganden PD-L1 und PD-L2 auf APC und nicht hdmatopoetischem Gewebe.
Durch die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand wird die Proliferation der T-Zellen negativ
reguliert. Fehlt z.B. die Interaktion mit PD-L1 durch Blockierung mit einem spezifischen
Antikorper, so ist der Verlauf von Autoimmunerkrankungen im Gehirn deutlich stirker (Keir et

al., 2008).
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1.1.4 Abwesenheit von APC im ZNS

Ein weiteres Merkmal des ZNS-Immunstatus ist die Abwesenheit von klassischen APC wie DC im
Hirngewebe. Dies konnte fiir Mensch, Maus und Ratte (Matyszak und Perry, 1996; McMenamin,
1999; Suter et al., 2000; Serafini et al., 2000) gezeigt werden. Da DC iiberall im Organismus zu
finden sind, ist ihr Ausschluss vom ZNS auffillig und moéglicherweise Resultat des inhibitorischen
Effekts der neuronalen Umgebung auf die DC Differenzierung. Zirkulierende Monozyten stellen
sowohl fiir Mikroglia als auch fiir DC die Vorlduferzellen dar (Bechmann et al., 2005).
Wahrscheinlich differenzieren die Vorldaufer im Gehirn unter ,steady state“ Bedingungen eher zu
Mikroglia und perivaskuliren Makrophagen. DC und deren myeloide Vorldufer fehlen zwar im
ZNS-Gewebe, sind aber eng assoziiert mit dem ZNS. Man findet sie in der Dura mater, dem
Perivaskuldrraum und dem Plexus choroideus (Matyszak und Perry, 1996; McMenamin, 1999).
Sowohl die Meningen als auch der Plexus choroideus sind nicht durch die BHS ausgekleidet und
stehen daher im Kontakt mit dem Liquor. Daher sind die DC innerhalb dieser Grenzstrukturen
optimal lokalisiert um Antigene zu detektieren, die zwischen Gehirn und dem restlichen
Organismus ausgetauscht werden. DC im humanen Plexus choroideus sind als inhibitorisch
beschrieben. Sie tragen keine kostimulatorischen Molekiile auf ihrer Oberfliche und produzieren
das inhibitorische Zytokin Interleukin (IL)-10 (Serot et al., 2000). Sowohl residente als auch
infiltrierende APC im ZNS wirken wihrend manchen pathologischenr Prozessen im Gehirn durch
die Abgabe von reaktiven Stickoxiden (NO) inhibierend auf die T-Zellproliferation, wie zum
Beispiel am Mausmodell in der akuten Phase der EAE gezeigt werden konnte (Juedes und Ruddle,
2001).

Zusammengefasst tragen diese Mechanismen im ZNS dazu bei, die Initiation und

Aufrechterhaltung von Immunreaktionen zu erschweren.

1.2  Migration in das ZNS: Immunreaktion

Obwohl die Immunreaktion im Gehirn streng kontrolliert und supprimiert wird, kann es zum
Zusammenbruch der BHS bei neurologischen Erkrankungen kommen. Gliazellen exprimieren
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems. Diese antworten auf Stimulierung mit der Sekretion
inflammatorischer Molekiile, wie Zytokine und Chemokine (Bailey et al., 2006). Dadurch wird

auch im ZNS wie bei anderen Organen der Eintritt von Leukozyten wihrend inflammatorischer
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Reaktionen vermittelt. Die weisenden Signale, die die Transmigration von Leukozyten in das
Gehirn steuern, wie auch die migratorischen Wege der Leukozyten sind grofitenteils erforscht
(Man et al., 2007). TNF« als proinflammatorisches Zytokin ist in der Lage, die Permeabilitit der
BHS deutlich zu erhohen, indem es die Adhidsion und die transendotheliale Migration der
Leukozyten verstarkt (Fabry et al., 1995; Mark und Miller, 1999).

Verschiedene Routen der Leukozytenmigration in das ZNS sind beschrieben. Der erste ist der
klassische Weg der Zellen iiber das Blut in den parenchymalen, perivaskuliren Raum (Bechmann
et al., 2007). Dieser verlauft dhnlich wie die Migration aktivierter Zellen in inflammatorisches
peripheres Gewebe (Engelhardt und Ransohoff, 2005). Die Leukozyten rollen dazu zunichst mit
einer durch Selektine vermittelten lockeren Bindung an den Endothelzellen entlang. Dadurch
wird die Geschwindigkeit der Lymphozyten, die eigentlich iiber den Blutstrom bestimmt wird,
verlangsamt. Die Lymphozyten konnen die Oberfliche der Endothelzellen auf Chemokinen und
Aktivierungmarkern wie den Integrin-Liganden VCAM und ICAM-1 iiberpriifen. Treffen sie dort
auf Chemokine, so werden auf der Oberfliche der Leukozyten Integrine wie LFA-1 und VLA-4
geclustert und die Leukozyten-Endothelzellbindung wird stidrker. Die Leukozyten konnen die
Endothelzellbarriere schliefdlich iiberwinden, indem sie entlang des chemoattraktiven Gradienten
entweder zwischen oder direkt durch die Endothelzellen hindurch wandern. Der chemoattraktive
Gradient besteht aus Chemokinen, die am Ort der Entziindung gebildet werden, dort die hochste
Konzentration haben und durch Diffusion einen Gradienten bilden, der Leukozyten zum Zentrum
der Entziindung leitet. Der Prozess des Leukozytenaustritts aus dem Blut in das Gewebe wird als
Extravasation bezeichnet. Damit ist die Transmigration der Leukozyten in den Perivaskuldrraum
abgeschlossen. Durch Matrixmetalloproteasen konnen die Leukozyten tiefer in das Gewebe
eindringen (Butcher, 1991; Springer, 1994; Butcher et al., 1999). Beim Eintritt in das ZNS miissen
die Leukozyten eine weitere Hiirde, die Basallamina, iiberwinden. Sie wird von Astrozyten
gebildet und besteht aus Kollagen, Elastin, Laminin und Fibronektin (Hurwitz et al., 1993;
Hayashi et al., 1997).

Zwei weitere Wege zum FEintritt in das ZNS sind beschrieben: der eine fiihrt {iber den Plexus
Choroideus in den Liquor, der andere {iiber die Kapillaren in der Pia mater in den
subarachnoidalen Raum (Ransohoff et al., 2003). Die verschiedenen Leukozytenpopulationen
praferieren dabei den Eintritt in das ZNS iiber unterschiedliche Wege, auch abhingig von der
relativen Expression der Adhisionsmolekiile (Engelhardt und Ransohoff, 2005). Obwohl also im

ZNS die Initilerung von Immunreaktionen strenger kontrolliert wird, konnen auch hier
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Chemokine unter speziellen Bedingungen Immunzellen aus dem Blut oder von anderen Regionen
des Gehirns rekrutieren (Britschgi und Wyss-Coray, 2007).

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass auch im intakten ZNS eine geringe Zahl aktivierter T-
Zellen routinemifdig das ZNS patrouilliert (Hickey, 2001), wenn auch in viel geringerem Ausmafd
als in der Peripherie. Unabhidngig von der Antigenspezifitit treten aktivierte T-Zellen wenige
Stunden nach peripherer Injektion auch im ZNS auf (Hickey et al., 1991). Treffen diese Zellen
jedoch nicht auf ihr Antigen, so verlassen sie das ZNS wieder ohne die Integritit des Organs zu

storen.

1.3  Mikroglia im ZNS

Mikroglia wurden von del Rio-Hortega erstmals 1932 als eine eigenstindige Klasse der Gliazellen
beschrieben. Mikroglia stammen wie Leukozyten von mesenchymalen Stammzellen ab und
differenzieren zu Mikroglia, wenn sie das Gehirn erreichen (Bechmann et al., 2007). Mikroglia
gelangen vor der Geburt in das Gehirn. Sie sind langlebig und werden nur mit einer langsamen
Erneuerungsrate vom Knochenmark regeneriert. Im Gegensatz dazu werden perivaskuldre
Makrophagen und Meningen-assoziierte Makrophagen stindig ausgetauscht; sie haben in der
Maus oder der Ratte eine Austauschrate von 14 Wochen (Hickey und Kimura, 1988; Hickey et al.,
1992; Bechmann et al., 2001a). Experimente mit knochenmarkschimdren Miusen haben gezeigt,
dass eine Subpopulation endogener Zellen im ZNS existiert, die als perivaskulire Zellen von
Knochenmarksvorldufern abstammen (Hickey und Kimura, 1988). Diese sind fiahig, Antigene an
Lymphozyten zu prisentieren. Die Prasentation von Antigenen durch Astrozyten in der frithen
Phase der Immunreaktionen wird heutzutage grofitenteils ausgeschlossen (Matsumoto et al.,
1992).

Mikroglia in adulten Tieren zeigen in verschiedenen anatomischen Regionen des Gehirns eine
starke Heterogenitit. Es gibt groffe Unterschiede in der Morphologie, dem Aktivierungsstatus und
der Expression von MHC und anderen immunologischen Oberflichenrezeptoren (Ulvestad et al.,
1994; Schmid et al., 2002). Ohne inflammatorischen Stimulus sind Mikroglia nicht in der Lage, T-
Zellen zu stimulieren, wenn sie aus dem adulten Maushirn isoliert werden (Havenith et al., 1998).
Durch die Entwicklung der Multi-Photonen Mikroskopie entstand die Mdglichkeit, Vorginge im
lebenden Gewebe in situ zu visualisieren. Durch den Einsatz transgener Miuse, deren Mikroglia
ubiquitir GFP exprimierten, konnte gezeigt werden, dass Mikroglia im gesunden ZNS aktiv die

Aufgabe der Uberwachung des Gehirns iibernehmen. Mikroglia reorganisieren ihre langen
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Fortsitze innerhalb von Minuten, um innerhalb des neuronalen Netzwerks Verdnderungen zu
detektieren (Nimmerjahn et al., 2005; Davalos et al., 2005).

Als Antwort auf Verletzungen, zerebrale Ischimie (Schlaganfall) oder inflammatorische Stimuli
werden Mikroglia aktiviert, proliferieren, migrieren zum Ort des Geschehens und phagozytieren
Zellreste (Power und Proudfoot, 2001). Sie ibernehmen dabei sowohl die Aktivierung als auch die
Eingrenzung der inflammatorischen Antwort, um die Beschddigung des sensiblen
Neuronengewebes einzudimmen.

Aktivierte Mikroglia regulieren im ZNS-Parenchym unter nahezu allen inflammatorischen
Bedingungen die Expression von MHCII herauf (Maehlen et al., 1989; Streit und Graeber, 1993;
Ulvestad et al., 1994; Sedgwick et al., 1998). Sie erhohen ebenfalls die Expression
kostimulatorischer Liganden auf ihrer Oberfliche, wie CD40, CD80 und CD86, welche ihnen die
Moglichkeit der T-Zellstimulation geben (Becher et al., 2000; Aloisi, 2001; Bechmann et al,,
2001b; McMahon et al., 2005). Auf der anderen Seite konnen Mikroglia nach der Detektion von
Verinderungen im ZNS durch die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen das
Immunsystem alarmieren und fiir die Rekrutierung von Zellen aus der Peripherie sorgen (Garden
und Moller, 2006).

Eine weitere wichtige Aufgabe von Mikroglia ist die Phagozytose, z.B. die Aufnahme von
Zellresten oder Proteinablagerungen. Dies ist wichtig, da diese Materialien die Remyelinisierung
und das Axonwachstum verhindern (Filbin, 2003). Wenn Mikroglia hingegen apoptotische Zellen
phagozytieren wird die Produktion von IL-12, IFNy und TNFa genauso wie die Fahigkeit zur

Stimulation von T-Zellen deutlich reduziert (Magnus et al., 2001).

2 Dendritische Zellen

DC besitzen eine einzigartige Stellung im Immunsystem und nehmen bei der Entwicklung einer
Immunantwort eine entscheidende Rolle ein. Sie patroullieren durch peripheres Gewebe und
konnen Verdanderungen wie Infektionen detektieren und eine Immunantwort initiieren. Dies ist
moglich durch ein breites Spektrum an Rezeptoren, die bei der angeborenen Immunitit von
grofler Bedeutung sind und Pathogene und deren Bestandteile erkennen. Dies fithrt zu der
Aktivierung der DC (Banchereau und Steinman, 1998). Eine grofie Rolle bei der Erkennung von
Pathogenen spielen die ,toll-like“-Rezeptoren (TLR). Diese Rezeptoren binden z.B. an

Lipoplysaccharide (LPS/TLR4), Zymosan und bakterielle Lipoproteine (TLR2), und verschiedene
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Nukleinsduren (TLR 3, TLR7 und TLR9), die entweder aufgrund ihrer endolysosomalen
Lokalisation innerhalb der Wirtszelle oder aufgrund ihrer Modifikation als fremd erkannt werden
(Iwasaki und Medzhitov, 2004). Die Aktivierung der DC kann zur Sekretion von IL-12, Typ I und
Typ II Interferonen (IFN) fithren (Banchereau und Steinman, 1998; Guermonprez et al., 2002).
Zusitzlich tragen DC Rezeptoren fiir verschiedene Chemokine und Zytokine und kénnen so
Verinderungen im Gewebe schnell und effizient detektieren. DC bilden die Schnittstelle
zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort. Sie kénnen sehr verschiedene Arten
von Antigenen aufnehmen und gebunden an MHCI oder MHCII T-Zellen prisentieren. DC
besitzen als einziger Zelltyp die Fahigkeit zur Erstaktivierung naiver T-Zellen (Inaba und
Steinman, 1984). Zusitzlich steuern sie die Qualitit der T-Zellantwort, indem sie die
Ausdifferenzierung zu den unterschiedlichen Klassen von T-Effektorzellen lenken (siehe 2.1). Die
adaptive Immunantwort ist notwendig fiir die Resistenz gegeniiber Pathogenen und Tumoren.
Auf der anderen Seite sind DC auch an der Ausdifferenzierung regulatorischer T-Zellen beteiligt,
die ihrerseits aktivierte T-Zellen supprimieren konnen. Dies spielt eine wichtige Rolle bei der
Unterdriickung von Autoimmunitit und TransplantatabstofSung. Mittlerweile sind mehrere

Subpopulationen von DC bekannt.

2.1  Subpopulationen von DC

DC stammen von Vorlduferzellen im Knochenmark ab. Als Detektoren fiir Infektionen
patrouillieren sie als unreife Zellen in nahezu allen Geweben. Unreife DC sind charakterisiert
durch ihre geringe MHCII Expression und tragen ebenfalls nur geringe Mengen der
kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 auf ihrer Oberfliche. Sie sind dafiir
hocheffizient in der Aufnahme und Prozessierung von Antigenen (Banchereau und Steinman,
1998). Nach Aktivierung in der Peripherie verindern sie ihr Chemokinrezeptormuster -
entscheidend ist hierbei die gesteigerte Expression von CCR7 - (Banchereau und Steinman, 1998;
Sallusto et al., 1998), wandern vom peripheren Gewebe zu den drainierenden LN iiber die
afferenten lymphatischen Gefifse entlang eines Chemokin-Gradienten und reifen auf diesem Weg
(Cella et al., 1997). Reife DC in den sekundiren lymphatischen Organen exprimieren hohe
Mengen von MHCII und kostimulatorischen Molekiilen. So sind sie effizient ausgeriistet, um mit
Lymphozyten an den Eintrittsstellen oder den Ubergingen zwischen T- und B-Zellregion im LN

in Kontakt zu treten (Banchereau und Steinman, 1998). Als sehr heterogene Zellgruppe zeichnen
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sie sich dabei durch ein breites Spektrum an Zytokinsekretion und T-Zellpolarisationfihigkeit aus
und weisen sehr unterschiedliche anatomische Lokalisationen und Oberflichenexpressionsmuster
auf (McMahon et al., 2006). In Miusen kénnen DC in zwei groffe Gruppen eingeteilt werden, die
konventionellen und die plasmazytoiden DC. Gemeinsam ist beiden Gruppen die Expression des
DC typischen Oberflichenprotein CD11c (Ueno et al., 2007).

Konventionelle DC lassen sich weiter unterteilen in CD11b* und CD8a*. Die erste Gruppe
zeichnet sich durch die Expression der myeloiden Merkmale CD11b und F4/80 aus. Dabei sind
Subpopulationen beschrieben, die sich in der Expression von CD4 und CD205 unterscheiden,
obwohl keine relevanten funktionellen Unterschiede festgestellt wurden (Shortman und Liu,
2002). CD11b* DC sind spezialisiert auf die Aktivierung von CD4* T-Zellen (Dudziak et al., 2007).
Ihr Zytokinprofil bevorzugt aber wahrscheinlich die Entwicklung einer Tu2 T-Zellantwort (Penna
et al., 2001). Allerdings konnen sie abhédngig von der Antigenmenge, der TLR Stimulation oder der
Anwesenheit exogener Zytokine auch die Entwicklung von T-Zellen Richtung Tul induzieren
(Boonstra et al., 2003).

Die andere grofie Gruppe konventioneller DC zeichnet sich durch die Oberflichenexpression von
CD8a aus. Sie gelten nach ihrer Reifung als Hauptproduzenten von IL-12 und begiinstigen die
Entwicklung einer Tul Antwort (Maldonado-Lopez et al., 1999; Hochrein et al., 2001). Aufderdem
konnen diese konventionellen CD8at* DC auch exogenes Antigen auf MHC der Klasse I
prasentieren (Shortman und Naik, 2007). Unter ,stady state” Bedingungen vermitteln sie
wahrscheinlich periphere Toleranz durch die Prasentation endogener Antigene, ohne die fiir die
T-Zellstimulation wichtigen kostimulatorischen Molekiile (Steinman et al., 2000).

Plasmazytoide DC sind ebenfalls CD8a* und steigern diese Expression zusdtzlich nach
Aktivierung. Sie tragen das B-Zell-spezifische Oberflichenmerkmal B220, besitzen aber eine
geringere Oberflichenexpression von CD11lc und geringe Mengen des Granulozytenmerkmals
Gr-1 (Asselin-Paturel et al., 2001). Sie weisen ebenfalls nur geringe Mengen von MHCII auf ihrer
Oberfliche auf, haben eine geringere T-Zell-stimulatorische Aktivitdt als konventionelle DC und
induzieren in vitro eher regulatorische T-Zellen (Bilsborough et al., 2003). Daher scheinen sie in
vivo fiir die Induktion von Toleranz verantwortlich zu sein (Martin et al., 2002). Im Gegensatz zu
konventionellen DC sind plasmazytoide DC nach der Reifung die Hauptproduzenten von Typ I

IFN, und damit u.a. wichtig fiir die Abwehr von Viren (Asselin-Paturel et al., 2001).
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22 DCim ZNS

DC sind aufgrund des immunprivilegierten Status nicht im gesunden ZNS Gewebe zu finden
(Becher et al., 2000). Dennoch sind sie in den Meningen, dem Plexus Choroideus und dem
Perivaskulirraum nahe der BHS lokalisiert (Matyszak und Perry, 1996; McMenamin, 1999).
Injiziert man DC intrathekal in das ZNS konnen sie in die drainierenden zervikalen LN migrieren
und dort naiven T-Zellen Antigen prasentieren. Sie konnen also das ZNS verlassen und
préasentieren so ZNS-eigene Antigene in der Peripherie (Carson et al., 1999; Karman et al., 2004).
Im Gegensatz zur Situation im gesunden ZNS, sind DC im ZNS unter inflammatorischen
Bedingungen auch im ZNS lokalisiert. Die Anwesenheit von DC im ZNS (ZNS-DC) konnte bei
Infektion mit Viren (McMahon et al, 2005), Bakterien (Pashenkov et al., 2002) und
Prionenerkrankungen (Rosicarelli et al., 2005) gezeigt werden. Auch bei einer durch den
Parasiten 7oxoplasma gondii ausgelosten Enzephalitis sind CD11c* Zellen im ZNS Parenchym
detektierbar (Fischer und Reichmann, 2001). Diese ZNS-DC zeichnen sich durch einen reifen
Oberflichenphinotyp (MHCII*, CD40+, CD80+, CD86*) aus, gehoren zu der Subpopulation CD11b*
konventioneller DC und aktivieren effizient naive T-Zellen ex vivo (Fischer et al., 2000; Fischer
und Reichmann, 2001). In Konsistenz mit den einhergehenden Beschreibungen von CD11b* DC in
der Peripherie produzieren sie IL-12 und beeinflussen die T-Zelldifferenzierung in Richtung Tul
Antwort. Dies wurde an OVA-transgenen T-Zellen gezeigt (Fischer und Reichmann, 2001). Auch
bei einer Infektion mit dem murinem Hepatitis Virus (Trifilo und Lane, 2004) und Theilers
murinem Enzephalitis Virus (Trifilo und Lane, 2004) akkumulieren reife myeloide, CD11b* DC im
ZNS.

DC sind ebenfalls im ZNS zu finden, wenn die Inflammation durch eine Verletzung stattfindet,
wie z.B. bei zerebraler Ischimie. In zwei Modellen - der fokalen kortikalen Ischimie durch
Photothrombose sowie dem Verschluss der Arteria cerebri media— sind DC im ZNS nachzuweisen
(Reichmann et al., 2002; Kostulas et al., 2002). Allerdings zeichnen sich die DC nach
Phototrombose durch einen eher unreifen Phinotyp aus, wahrend die DC nach Verschluss der
Arteria cerebri media eine hohe Expression von MHCII zeigen. Bei Patienten mit Amyotropher
Lateralsklerose, einer progressiven degenerativen Erkrankung der Motorneurone, sind sowohl
reife als auch unreife DC im Liquor zu finden (Henkel et al., 2004).

In der EAE — einem Modell der Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose (MS) — sind ebenfalls
DC im ZNS Parenchym vorhanden (Suter et al., 2000; Serafini et al., 2000; Fischer und
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Reichmann, 2001). Allerdings wird der Phidnotyp dieser DC kontrovers diskutiert. Wahrend die
ZNS-DC von einigen Arbeitsgruppen als reife DC mit einer hohen Expression kostimulatorischer
Molekiile beschrieben werden (Fischer and Reichmann, 2001; Serafini et al., 2000), zeigt eine
andere Arbeitsgruppe deren unreifen Phinotyp. Dieser ist durch eine geringe Expression
kostimulatorischer Molekiile auf der Oberfliche und inhibitorischer Eigenschaften bei der T-
Zellproliferation charakterisiert (Suter et al., 2003). Auch im humanen System sind DC im ZNS
von Patienten mit MS beschrieben. Myeloide DC sind im Liquor von MS-Patienten (Pashenkov et
al., 2001) und in den perivaskuldren Rdumen in MS-Lasionen beschrieben (Plumb et al., 2003).
Diese DC konnen nachweislich einen reifen Phianotyp annehmen, Myelin aufnehmen und dieses
auch T-Zellen prisentieren (Serafini et al., 2006).

Durch die Nutzung transgener Maduse, die MHCII nur auf DC exprimierten, konnte gezeigt
werden, dass die alleinige Antigenprésentation auf DC ausreicht, um enzephalitogene T-Zellen zu
aktivieren. Die DC restringierte Antigenprasentation ist also ausreichend fiir die Entwicklung
einer ZNS-Inflammation (Greter et al., 2005).

Die Anwesenheit von DC ist somit unter den verschiedensten inflammatorischen Bedingungen im
Gehirn nachgewiesen. Welche Funktion die Zellpopulationen dort ausiiben und wie sie dorthin

migrieren, ist allerdings noch nicht ausreichend erklarbar.

3 Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender-Faktor (GM-CSF)

GM-CSF gehort wie Makrophagen Kolonie-stimulierender-Faktor (M-CSF) und Granulozyten
Kolonie-stimulierender-Faktor (G-CSF) zu der Familie der Kolonie-stimulierenden-Faktoren
(CSF). Diese wurden zunidchst iiber ihre Fahigkeit definiert, in vitro Kolonien reifer myeloider
Zellen aus Knochenmarksvorldufern zu generieren, die proliferieren und zu den entsprechenden
Zelltypen differenzieren — Granulozyten und Makrophagen bei GM-CSF, Makrophagen bei M-
CSF und Granulozyten bei G-CSF Kultivierung (Burgess und Metcalf, 1980). Spéater wurde klar,
dass diese CSF in vitro auch auf reife myeloide Zellen wirken konnen, indem sie ihre
inflammatorischen Eigenschaften verstirken, und ihnen damit eine grofiere Rolle als nur die
hamatopoetischer Zellwachstumsfaktoren zukommen muss (Hamilton et al., 1980; Whetton und
Dexter, 1989).

M-CSF ist auch unter nicht inflammatorischen Bedingungen im ZNS nachweisbar, und wird in

vitro von vielen Zelltypen wie z.B. Fibroblasten, Makrophagen, T-Zellen, Endothelzellen und
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glatten Muskelzellen produziert. Im Gegensatz dazu findet man die Expression von GM-CSF bei
diesen Zelltypen normalerweise nur nach Infektionen oder inflammatorischen Stimuli wie LPS
oder IFNy (Hamilton, 2008).

GM-CSF ist ein ca. 23 kD grofies Protein, das 3 Glykosylierungsstellen aufweist. Sein Rezeptor ist
ein Heterodimer bestehend aus einer Zytokin spezifischen a-Kette und der ,common p-chain®,
die auch fiir den IL-3 und IL-5 Rezeptor verwendet wird und die Signalweiterleitung {iber den
Jak/STAT-Signalweg vermittelt (Nicola et al.,, 1997). Der Rezeptor wird von Zellen
hamatopoetischen Ursprungs exprimiert, vor allem von myeloiden Zellen und von Mikroglia
(DiPersio et al., 1988; Sawada et al., 1993).

Obwohl GM-CSF fiir die Differenzierung himatopoetischer myeloider Zellen verantwortlich ist,
haben GM-CSF defiziente Miuse iiberraschenderweise keine Defekte in der Entwicklung von
Zellen der myeloiden Linie. Nur die Reifung pulmonaler Alveolarmakrophagen ist beeintrachtigt
(Stanley et al.,, 1994). Damit stellt sich die Frage, inwieweit GM-CSF unter ,steady state®
Bedingungen fiir die Hamatopoese eine Rolle spielt. Es wird spekuliert, dass die CSF ein
sogenanntes CSF Netzwerk bilden, das teilweise redundant ist und damit iiberlappend die
Funktion fehlender Himatopoese-Faktoren ausgleichen kann (Hamilton, 2008).

Zusitzlich haben in vitro Experimente gezeigt, dass GM-CSF auch auf reife myeloide Zellen
wirken kann. Damit ist die funktionelle biologische Rolle von GM-CSF wohl eher unter
inflammatorischen Bedingungen zu sehen (Hamilton, 1993). Die Expression von GM-CSF ist auch
im ZNS bei verschiedenen inflammatorischen Entziindungsreaktionen erhéht. Die Abwesenheit
von GM-CSF in GM-CSF-defizienten Mausen oder bei Blockade durch rekombinante Antikorper
induziert in vielen pathologischen Prozessen wie Alzheimer oder EAE einen milderen Verlauf der
Inflammation oder Resistenz (Franzen et al., 2004). Die systemische Uberexpression von GM-CSF
fithrt hingegen zu einer Mobilisierung von Monozyten und anderer myeloider Populationen vom
Knochenmark ins periphere Blut. Des Weiteren werden Monozyten aktiviert und zeigen in vitro
eine gesteigerte Antwort gegeniiber LPS Stimulation (Fleetwood et al., 2005). GM-CSF wird daher
mittlerweile als bedeutendes immunregulatorisches Molekiil angesehen, das auf Granulozyten und

Makrophagen in verschiedenen Reifungsstadien Einfluss nimmt (Hamilton, 2002).
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3.1  Die Bedeutung von GM-CSF fiir DC

Experimentell kann GM-CSF in vitro zur Generierung unreifer DC aus myeloiden Vorlduferzellen
im Knochenmark benutzt werden (Inaba et al., 1992). Diese GM-CSF ausdifferenzierten DC
konnen durch inflammatorischen Stimuli wie LPS reifen und produzieren dann
proinflammatorische Zytokine wie TNF«, IL-6, IL-12 und IL-23 (Fleetwood et al., 2007). Die
Behandlung der Zellen mit GM-CSF konditioniert die Zellen fiir proinflammatorische Stimuli.
GM-CSF wirkt zusitzlich chemoattraktiv auf Monozyten und Neutrophile (Gomez-Cambronero
et al., 2003). Es ist bei myeloiden Zellen wie Monozyten und Makrophagen generell ein wichtiger
Uberlebensfaktor, erhoht die Proliferation, das Adhisionsverhalten und die Expression von
MHCII in vitro (Gamble et al., 1989; Hart et al., 1991; Cheung und Hamilton, 1992; Hamilton,
1993). Damit ist GM-CSF auch unter inflaimmatorischen Bedingungen ein wichtiger
Regulationsfaktor myeloider DC, der sie an ihren Wirkungsort lenkt und auf Aufgaben wie

Antigenprozessierung und Prasentation vorbereitet.

3.2  Die Bedeutung von GM-CSF fiir Mikroglia

Als residente, myeloide Zellen hidmatopoetischen Ursprungs stellen Mikroglia die zentralen
Zielzellen fiir GM-CSF im ZNS dar. Der Einfluss von GM-CSF auf Mikroglia lésst sich in vitro in
Primérkulturen aus neonatalen Mausgehirnen untersuchen. So wachsen in Gegenwart von GM-
CSF Mikroglia heran, welche funktionell unreifen DC entsprechen (Carson et al., 1998;
Santambrogio et al., 2001; Re et al., 2002), die voraktivierte, nicht aber primire T-Zellen
aktivieren koénnen (Fischer und Bielinsky, 1999; Aloisi et al., 2000). GM-CSF differenzierte
Mikroglia zeigen nach Stimulation mit 16slichem CD40L einen reifen DC-Phidnotyp und iiben mit
der Stimulation naiver T-Zellen eine Hauptfunktion von DC aus (Fischer und Reichmann, 2001).
Mikroglia aus neonatalen Gliakulturen sind nicht terminal differenziert. Unter Einfluss von im
Gehirn konstitutiv exprimiertem M-CSF differenzieren sie zu Makrophagen (Re et al., 2002).
Deshalb werden sie als undifferenzierte Vorgingerzellen im Gehirn beschrieben, die noch nicht
terminal ausdifferenziert sind.

Welchen Stellenwert die Anwesenheit von GM-CSF fiir die Differenzierung von Mikroglia zu DC

in vivo hat, ist nicht bekannt.



EINLEITUNG 15

3.3  GM-CSF unter inflammatorischen Bedingungen

GM-CSF kann bei inflammatorischen Prozessen abhingig von der Art der Immunreaktionen
sowohl schiitzende als auch schidliche Einfliisse ausiiben. Eine Erklirung dafiir ist die erhohte
Frequenz myeloider Zellen in GM-CSF behandelten Maiusen. GM-CSF fithrt zu einer
Mobilisierung dieser Zellen aus dem Knochenmark ins Blut und aktiviert die Zellen, so dass sie in
vitro stirker auf inflammatorische Stimuli wie LPS reagieren (Hamilton, 2008).

Bei Kollagen-induzierter Arthritis, einem Mausmodell fiir rheumatoide Arthritis, steht die
Schwere der Erkrankung in direkter Korrelation mit der Anzahl myeloider Zellen in den
Gelenken. Die Gabe von GM-CSF verstirkt den Verlauf der Krankheit (Campbell et al., 1997).
GM-CSF defiziente Miuse hingegen sind resistent gegeniiber der Induktion von Kollagen-
induzierter Arthritis (Campbell et al., 1998a).

Auch bei inflammatorischen Prozessen im ZNS kann GM-CSF den Verlauf verstirken. Bei
Alzheimer und auch in der akuten Phase von MS ist die Expression von GM-CSF im ZNS und im
Liquor erhoht (Tarkowski et al., 1997; Carrieri et al., 1998; Tarkowski et al., 2001). In GM-CSF
defizienten Méusen ldsst sich keine EAE auslosen (McQualter et al., 2001). Im Gegensatz dazu
sorgt die lokale Gabe von GM-CSF {iiber retroviral transduzierte T-Zellen, die GM-CSF
produzieren, fiir einen schnelleren Verlauf der EAE (Marusic et al., 2002). In diesen Fillen
verschlechtert also GM-CSF den Verlauf des experimentellen Modells.

Allerdings sind auch viele Beispiele bekannt, bei denen GM-CSF einen positiven Einfluss auf die
Inflammation hat. Unter anderem wirkt GM-CSF auf Mikroglia, indem es sie aktiviert, sie
morphologisch verdndert und die Proliferation in vitro erhoht (Schermer und Humpel, 2002).
GM-CSF aktivierte Mikroglia sind phagozytisch aktiv und konnen durch die Entfernung von Zell-
und Myelinresten die ZNS- Homoostase schneller wieder herstellen (Brook et al., 1998; Franzen et
al., 1998). Die fiir Mikroglia gezeigte Phagozytose apoptotischer Zellen kann deren Zytokinprofil
verdndern und somit der Inflammation entgegenwirken (Magnus et al., 2001). Bei Verletzung des
Riickenmarks zeigt die Behandlung mit GM-CSF im Tiermodell eine schnellere
Wiederherstellung der BHS und weniger Apoptose im Riickenmark (Ha et al., 2005). /n vitro hat
GM-CSF eine neurotrophe Funktion und stimuliert das Neuritenwachstum (Kannan et al., 2000).
Nach Verletzungen des ZNS kommt es im Gehirn zur Astrogliose, in der reaktive Astrozyten und
Mikroglia die sogenannte Glianarbe bilden, die die axonale Regeneration und die Neubildung von

Synapsen verhindert. GM-CSF verdndert die Zusammensetzung der Glianarbe, indem es in
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Mikroglia die Phagozytose von Zellresten steigert, und beeinflusst so Uberleben und Funktion der
umgebenen Neurone (Giulian et al., 1994). Auch in der frithen Phase nach einer zerebralen
Ischdmie sind erhchte Mengen von GM-CSF zu finden (Tarkowski et al., 1997; Kleinschnitz et al.,
2004). In den experimentellen Modellen fiir Schlaganfall wie beim Verschluss der Arteria media
cerebriverhindert die Administration von GM-CSF die Apoptose und verkleinert die Infarktgrofie
(Nakagawa et al., 2006; Schabitz et al., 2008). Dies ist bedingt durch die Mobilisierung myeloider
Zellen aus dem Knochenmark und das vermehrte Auftreten von DC in der Penumbra (Li et al.,,
2001). Auch ein langfristiger Effekt von GM-CSF in Form der Férderung der Arteriogenese nach
dem Infarkt ist beschrieben (Buschmann et al., 2003; Schneeloch et al., 2004).

Der Einsatz von GM-CSF Blockade durch spezifische Antikorper gegen GM-CSF und den
Rezeptor wird mittlerweile in klinischen Studien getestet. Diese wird angewendet bei Patienten
mit inflammatorischen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Autoimmunerkrankungen und

verschiedenen Krebserkrankungen (Hamilton, 2008).
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4 Zielsetzung der Arbeit

GM-CSF ist zum einen ein gut beschriebener hiamatopoetischer Wachstumsfaktor, zum anderen
aber auch ein wichtiges proinflammtorisches Zytokin. Auch im ZNS wird GM-CSF unter
inflammatorischen Bedingungen bei vielen Erkrankungen gebildet. In der Regel werden dabei
gleichzeitig eine ganze Reihe anderer proinflammatorischer Mediatoren freigesetzt. Bei einer
infektiosen Enzephalitis wirken dariiber hinaus auch mikrobielle Produkte immunstimulatorisch.
Bei vielen neuroinflammatorischen Erkrankungen sind mit der Entstehung von GM-CSF auch DC
im Gehirn zu finden. DC gelten als wichtigste Population Antigen prisentierender Zellen und
spielen eine entscheidende Rolle bei der Initiierung der Immunreaktion auch im ansonsten
immunprivilegierten ZNS.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung von GM-CSF auf DC im ZNS in vitro und in vivo
analysiert werden. Mikroglia entwickeln sich unter der Einwirkung von GM-CSF in wvitro
phéinotypisch und morphologisch zu unreifen DC, die mittels geeigneter Stimuli weiter zu reifen
DC ausdifferenziert werden konnen. Nicht eindeutig geklirt war bisher, inwieweit diese
hirnresidenten DC-Vorlduferzellen auch die wichtigste Funktion der DC iibernehmen koénnen —
die Prisentation von Antigen und die Aktivierung naiver T-Zellen. Obwohl es vereinzelnd
Studien zu einzelnen Mausstimmen gibt, war bisher nicht bekannt, inwieweit es bei Mikroglia
verschiedener Mausstimme spezifische Unterschiede gibt. Deshalb wurden im ersten Teil dieser
Arbeit Mikroglia in vitro von BALB/c und C57BL/6 Miusen phénotypisch und funktionell
charakterisiert.

Es ist schon lange bekannt, dass GM-CSF im Gehirn - genauso wie DC - nur unter
inflammatorischen Bedingungen zu finden ist. Allerdings gab es keine Hinweise darauf, inwieweit
die alleinige Gabe von GM-CSF die Anwesenheit von ZNS-DC auch ohne weitere
inflammatorische Stimuli induzieren kann. Dabei sind fiir die ZNS-DC zwei mogliche Urspriinge
denkbar. Zum einen kann GM-CSF auf hirnresidente Mikroglia wirken, und durch den in vitro
beschriebenen Wirkmechanismus die Entwicklung von CD1lc* Mikroglia begiinstigen. Zum
anderen ist GM-CSF bekannt als chemoattraktives Zytokin fiir myeloide Zellen, und so ist
ebenfalls denkbar, dass GM-CSF die Rekrutierung von DC oder deren Vorlauferzellen ins Gehirn
trotz der soliden Barriere der BHS induzieren kann. Die Frage war daher, ob die alleinige
Applikation von GM-CSF im Gehirn ausreichend ist, um die Anwesenheit von DC zu induzieren.
Dazu wurden gesunde Miuse i.c.v. mit GM-CSF behandelt und die Verdnderungen der

Leukozytenpopulationen im ZNS analysiert.
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I  Ergebnisse

1 Effekt von GM-CSF auf Mikroglia in vitro

In Primidrkulturen neonataler Hirnzellen entwickeln sich unter dem Einfluff von GM-CSF
Mikroglia, die eine dendritische Morphologie aufweisen und phédnotypisch unreifen DC gleichen
(Re et al., 2002). Sowohl ZNS-DC, die bei infektidser Enzephalitis aus dem Gehirn von BALB/c
(B/c) Mausen isoliert werden, als auch GM-CSF differenzierte BALB/c Mikroglia, sind in der Lage,
T-Zellen zu aktivieren (Fischer und Reichmann, 2001). Dagegen weisen ZNS-DC aus C57BL/6
(BL6) Mausen mit autoimmuner Enzephalitis eine T-Zell-inhibitorische Wirkung auf (Suter et al.,
2003). Diese Befunde konnten auf einen stammabhingigen funktionellen Unterschied von ZNS-
DC hindeuten. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden deshalb GM-CSF differenzierte Mikroglia
aus BALB/c und C57BL/6 Midusen zunichst hinsichtlich der exprimierten DC-Marker und der
Expression kostimulatorischer Molekiile verglichen. Um Mikroglia in vitro zu kultivieren, wurden
neonatale Gliakulturen verwendet. Dabei wurden die aus den Kortexhilften neugeborener Mause
gewonnenen Zellen zehn Tage kultiviert (V.6.1). Der konfluente Zellmonolayer, der vor allem aus
Astrozyten besteht, wurde mit GM-CSF supplementiertem Medium weiterkultiviert. In dieser
Zeit proliferierten Mikroglia und konnten nach ein bis zwei Wochen in eine Sekundirkultur
umgesetzt werden (V.6.2). Die Mikroglia waren zu diesem Zeitpunkt zu einem geringen Anteil
positiv fiir den DC spezifischen Marker CD1lc (Daten nicht gezeigt). Fiir die anschlief}ende
Kultivierung in der Sekundarkultur wurden die Mikroglia durch vorsichtiges Abspiilen von dem
Astrozytenmonolayer getrennt und alleine fiir weitere ein bis zwei Wochen in Anwesenheit von
GM-CSF in Kultur gehalten. In dieser Zeit erhohte sich zusdtzlich die CD11c Expression der

Mikroglia. In dieser Arbeit wurden die Mikroglia ausschliefdlich aus Sekundirkulturen verwendet.

1.1  Charakterisierung von BALB/c Mikroglia

Mikroglia aus Sekundarkultur sind aufgrund der Expression von CD11b und CD11c myeloiden DC
vergleichbar (Fischer und Reichmann, 2001). Zunichst wurden Mikroglia aus BALB/c Mdusen
darauf getestet, inwieweit sie phinotypisch und funktionell mit DC iibereinstimmen. Unreife DC
sind durch die Reifung mit LPS oder/und IFNy so stimulierbar, daf} sie die MHCII Expression auf
der Oberfliche erhéhen und kostimulatorische Liganden wie CD40, CD80 und CD86
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hochregulieren (Banchereau und Steinman, 1998). Daher wurden Mikroglia hinsichtlich ihrer
Oberflichenexpression kostimulatorischer Liganden und MHCII nach unterschiedlichen
Stimulationen untersucht (Abb.1).

BALB/c Mikroglia aus der Sekundarkultur waren zu 100% positiv fiir den DC-Marker CD11c. Die
basale Expression von MHCII war nur auf einigen Mikroglia zu beobachten und die Zellen zeigten
keine Expression von CD40 und CD86. Aufierdem wiesen Mikroglia in Sekundérkultur eine basale
Expression von CD80 auf. Wahrend die Stimulation mit LPS eine vermehrte Expression von CD40
und vor allem CD86 induzierte, blieb die Expression von CD11¢c, CD80 und MHCII unbeeinflusst.
Die Stimulation mit IFNy hingegen erhohte fast ausschliefdlich die MHCII Expression. Nach IFNy
Stimulation waren alle Mikroglia MHCII positiv, die anderen untersuchten Oberflichenmolekiile
waren nicht beeinflufdt. Wurden die Mikroglia mit IFNy und LPS gleichzeitig stimuliert, war die
CD40 Induktion am hochsten. Zusdtzlich wiesen diese Zellen eine marginale Hochregulation der
MHCII Oberflichenexpression auf und waren positiv fiir CD80 und CD86. Unabhingig von der
Art der Stimulation blieben die Zellen CD11c positiv. Zusammenfassend ist der basale Phianotyp
GM-CSF differenzierter Mikroglia mit unreifen DC vergleichbar. Diese konnen durch geeignete

Stimuli so aktiviert werden, dass sie die phanotypischen Charakteristika reifer DC annehmen.
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Abb. 1: DC-éhnlicher Phinotyp von GM-CSF differenzierten Mikroglia aus BALB/c Miusen

BALB/c Mikroglia aus Sekundirkultur wurde unstimuliert eingesetzt, oder fiir 24h mit LPS (1pg/ml), IFNy
(1000U/ml) oder beidem stimuliert und im Durchflusszytometer fiir die angegebenen Oberflichenmarker
analysiert (rote Linie). Isotypkontrollen sind mit schwarzer Linie dargestellt.
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Eine weitere definierende Eigenschaft reifer DC ist es, naive T-Zellen aktivieren zu konnen. Dies
kann in einem allogenen Lymphozytenreaktionstest (,mixed leukocyte reaction, MLR) getestet
werden. Dazu wurden als Antigenprésentierende Zellen (APC) verschieden stimulierte Mikroglia
in unterschiedlichen Konzentrationen mit allogenen T-Zellen kokultiviert. Als Vergleich wurden
DC ex vivo mittels CD11c-beads aus BALB/c-Milzen aufgereinigt. Durch die Kontroll-APC wurde
eine starke T-Zellantwort hervorgerufen, die mindestens 2500 Stimulatorzellen bendtigte (Abb.
2). Eine vergleichbar starke Proliferation wurde durch LPS und LPS+IFNy stimulierte Mikroglia
induziert, bei LPS stimulierten Mikroglia reichten bereits 1250 Zellen um eine T-Zellproliferation
zu induzieren. Unstimulierte GM-CSF differenzierte Mikroglia hingegen sind nicht in der Lage,
naive T-Zellen zu aktivieren und auch die alleinige Stimulation mit IFNy sorgt nur fiir eine sehr
schwache T-Zellproliferation. Mit den geeigneten Stimulationsbedingungen sind BALB/c

Mikroglia in der Lage, die gleiche Funktion zu erfiillen wie reife DC.
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Abb. 2: Allostimulatorische Kapazitit GM-CSF differenzierter Mikroglia aus BALB/c Méusen

GM-CSF differenzierte Mikroglia (Mg) aus BALB/c Miusen wurden ohne bzw. nach zusitzlicher LPS
oder/und IFNy Reifung als Stimulatorzellen in einer MLR fiir allogene C57BL/6 T-Zellen eingesetzt. Als
Kontroll-APC wurden Milz-DC aus BALB/c Maiusen verwendet. Die Messung der T-Zellproliferation
erfolgte iiber den Einbau von radioaktiv markierter 3H-Thymidindesoxyribose (TdR).

Naive T-Zellen bendtigen im Gegensatz zu vorab aktivierten T-Zellen deutlich mehr
kostimulatorische Signale. Deshalb wurde der aus BALB/c-Midusen abstammende T-Zellklon
LNC.2 ebenfalls auf seine Aktivierbarkeit durch unterschiedlich stimulierten Mikroglia getestet

(Abb.3). Dazu wurde PPD, das LNC.2 spezifische Antigen Tuberkulin, titriert und in Anwesenheit
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von APC mit den T-Zellen kokultiviert. In Anwesenheit von Kontroll-APC lag das Optimum der
Antigenkonzentration fiir eine starke T-Zellproliferation bei 10 pg/ml. Bei IFNy stimulierten
Mikroglia reichte bereits eine PPD Konzentration von 3 pg/ml aus, um die T-Zellen effizient zu
aktivieren. Andere Stimulationen der Mikroglia hingegen reichten nicht aus, um die T-Zellen
ausreichend zu aktivieren. Hier war auch mit der héchsten PPD-Konzentration nur eine geringe

T-Zellproliferation zu beobachten.
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Abb. 3: Stimulatorische Aktivitit GM-CSF differenzierter BALB/c Mikroglia auf geprimte T-Zellen

GM-CSF differenzierte Mikroglia wurden ohne bzw. nach zusitzlicher LPS oder/und IFNy Reifung als
Stimulatorzellen in der T-Zellproliferation des Klons LNC.2 und PPD in den angegebenen Konzentrationen
kultiviert. Die T-Zellproliferation wurde tiber den Einbau von radioaktiv markiertem H-TdR gemessen.

Mikroglia aus BALB/c Méusen zeigen also nicht nur die phinotypischen Eigenschaften reifer DC,
sondern teilen auch funktionell deren wichtigste Eigenschaften, sie konnen naive und geprimte

T-Zellen aktivieren.

1.2 Charakterisierung von C57BL/6 Mikroglia

Ebenso wie es zuvor fiir BALB/c Mikroglia beschrieben wurde, wurden im folgenden Mikroglia
aus C57BL/6 Miusen untersucht werden. Bei der Kultur der Mikroglia wurden im Vergleich zu
BALB/c Mikroglia keine nennenswerten Unterschiede festgestellt. Die Mikroglia verhielten sich
im Bezug auf GM-CSF stimulierte Proliferation und auch der anschlieffenden Proliferation und

Kultivierbarkeit in Sekundarkultur ebenso wie die zuvor beschriebenen BALB/c Mikroglia. Zur
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phianotypischen Analyse wurden zundchst erneut die Oberflichenexpression der

kostimulatorischen Liganden und MHCII mittels FACS-Analyse untersucht.
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Abb. 4: DC-idhnlicher Phinotyp von GM-CSF differenzierten Mikroglia aus C57BL/6 Miusen

C57BL/6 Mikroglia aus Sekundarkultur wurde unstimuliert eingesetzt, oder fiir 24h mit LPS (1ug/ml), IFNy
(1000U/ml) oder beidem stimuliert und im Durchflusszytometer fiir die angegebenen Oberflichenmarker
analysiert.

Wie auch bei der Oberflichenexpressionsanalyse der BALB/c Maiuse wurden fiir die
phanotypische Charakterisierung der C57BL/6 Mikroglia die Reifungsmarker CD40, CD80, CD86
und MHCII analysiert (Abb. 4). Ebenso wie bei der Analyse der BALB/c Mikroglia bewirkte die
Stimulation mit LPS einen leichten Expressionsanstieg von CD86 und CD40. Die alleinige
Stimulation mit IFNy bewirkte, dass nahezu alle Mikroglia MHCII exprimierten. Die gleichzeitige
Stimulation von LPS und IFNy bedingte die deutlichste Zunahme von CD40, und auch die
Expression von CD86 nahm zu. Allerdings waren im Vergleich zur alleinigen IFNy Stimulation
deutlich weniger Mikroglia positiv fiir MHCII. Mikroglia aus C57BL/6 Méusen blieben durch die
verschiedenen Stimulationsbedingungen unbeeinflusst in ihrer CD11c Expression, auch sie war
bei den C57BL/6 Miusen vergleichbar hoch wie bei den zuvor beschrieben BALB/c Méiusen.
Zusammenfassend 1df3t sich also die Oberflichenexpression von CDllc und den
kostimulatorischen Liganden auf C57BL/6 Mikroglia mit der von BALB/c Mikroglia vergleichen.

Im nidchsten Schritt wurden die C57BL/6 Mikroglia auf ihre allostimulatorische Aktivitit hin

untersucht werden. In Abb. 5 ist der Vergleich mit C57BL/6 Milz-DC zu sehen.
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Abb. 5: Keine stimulatorische Aktivitit fiir naive T-Zellen von Mikroglia aus C57BL/6 Miusen

GM-CSF differenzierte Mikroglia aus C57BL/6 Méausen wurden ohne bzw. nach zusitzlicher LPS oder/und
IFNy Reifung als Stimulatorzellen in einer MLR fiir allogene BALB/c T-Zellen eingesetzt. Als Kontroll-APC
wurden Milz-DC aus C57BL/6 Miusen verwendet. Die Messung der T-Zellproliferation erfolgte {iber den
Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR.

Wie auch in Abb. 2 dargestellt, induzieren C57BL/6 Milz-DC eine starke Proliferation allogener
BALB/c T-Zellen. Uberraschenderweise lief sich die Proliferation aber nicht durch Mikroglia aus
C57BL/6 Miusen stimulieren. Keine der eingesetzten Stimulationsbedingungen konnte Mikroglia
aus C57BL/6 Miusen so aktivieren, das eine allogene T-Zellproliferation messbar war. Unabhingig
von der Stimulation durch LPS oder/und IFNy sind C57BL/6 Mikroglia also nicht in der Lage, die

notigen Signale zu liefern um naive T-Zellen zur Proliferation zu bringen.

Wie bereits erwdhnt benétigen naive T-Zellen im Gegensatz zu vorab aktivierten T-Zellen mehr
kostimulatorische Signale. Im Folgenden wurde deshalb analog getestet, ob Mikroglia aus C57BL/6
Méusen zur Stimulation geprimter T-Zellen in der Lage sind.

Dazu wurde der T-Zellklon 4Tx12 genutzt. Dieser T-Zellklon wurde aus einer Toxoplasmen
infizierten Maus generiert und erkennt ein H-2b-restringiertes Antigen aus Toxoplasmalysat (TLA)
(Reichmann et al., 1997). Deshalb wurden unterschiedlich stimulierte Mikroglia und Milzzellen
als Kontrolle mit TLA kultiviert. Der T-Zellklon 4Tx12 zeigte in Kokultur mit den Kontroll-APC
eine starke Proliferation (Abb. 6), jedoch war mit keiner der stimulierten Mikroglia eine
Proliferation zu beobachten. Auch im Test mit geprimten T-Zellen waren Mikroglia aus C57BL/6

Méusen nicht in der Lage, als APC zu agieren.
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Abb. 6: Keine stimulatorische Aktivitit von Mikroglia aus C57BL/6 Miusen fiir geprimte T-Zellen

GM-CSF differenzierte Mikroglia wurden ohne bzw. nach zusitzlicher LPS oder/und IFNy Reifung als
Stimulatorzellen in der T-Zellproliferation mit dem Klon 4Tx12 und 10 pg/ml TLA kultiviert und die T-
Zellproliferation iiber den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR gemessen. Als Kontrollzellen dienten
Milzgesamtzellen in der 10-fachen auf der x-Achse angegebenen Menge.

Ein Erkldrungsversuch fiir die Diskrepanz zwischen Mikroglia aus BALB/c und C57BL/6 konnte
die unterschiedliche Reaktivierbarkeit von BALB/c und C57BL/6 Mausen durch Mausstamm
spezifische Unterschiede innerhalb der T-Zellen sein. Um die Ursache zu untersuchen, wurden im
Folgenden Mikroglia beider Mausstimme in einer MLR mit T-Zellen aus dem gleichen
Responder-Mausstamm (FVB) kokultiviert. Hier sollten in beiden Fillen die T-Zellen aufgrund

eines anderen MHCII-Haplotyp (H-2q) in einem allogenen Test reagieren (Abb.7).
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Abb. 7: Vergleich der allostimulatorischen Kapazitit von Mikroglia aus C57BL/6 und BALB/c Miusen
gegeniiber naiven T-Zellen aus FVB-Miusen

GM-CSF differenzierte Mikroglia aus BALB/c (links) oder C57BL/6 (rechts) Médusen wurden ohne bzw. nach
zusdtzlicher LPS-Reifung als Stimulatorzellen in einer MLR fiir allogene FVB T-Zellen eingesetzt. Als
Kontroll-APC wurden Milz-DC aus B/c und BL6 Méusen verwendet. Die Messung der T-Zellproliferation
erfolgte iiber den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR.
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Bei T-Zellen aus FVB Méusen war sowohl durch die Stimulation mit Milz-DC aus BALB/c und
C57BL/6 Miusen eine vergleichbare Proliferation zu sehen. Auch Mikroglia aus BALB/c Méausen
induzierten eine Stimulation von FVB T-Zellen. Vergleichbar zu den Ergebnissen in Abb. 2 war
die Proliferation mit LPS stimulierter Mikroglia grofier als mit unstimulierter Mikroglia und damit
vergleichbar mit der Induktion durch Kontroll-APC. Bei den verwendeten C57BL/6 Mikroglia
hingegen wurde unabhingig von Ihrer Stimulation keine Proliferation der FVB T-Zellen

induziert.

Wenn APC keine T-Zell-stimulatorische Funktion iibernehmen, kann man daraus resultierend die
Frage stellen, ob sie eine inhibitorische Funktion ausiiben. Dies kann getestet werden, indem

Mikroglia zeitgleich mit T-Zellen und T-Zell-aktivierenden APC kokultiviert werden (Abb.8).
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Abb. 8: Hemmung der T-Zellaktivierung eines T-Zellklons durch C57BL/6 Mikroglia

In einem T-Zellproliferationstest wurden pro well 10° bestrahlte APC aus BL6 Méusen mit 2x10* 4Tx12 T-
Zellen und 10 pg/ml TLA kokultiviert (weifSer Balken). Den Kulturen wurden GM-CSF differenzierte BL6
Mikroglia (grau) bzw. LPS gereifte BL6 Mikroglia (schwarz) wie angegeben zugesetzt. Die Messung der T-
Zellproliferation erfolgte iiber den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR.

Mit 100.000 Milzzellen und 10 pg TLA proliferierte der T-Zellklon 4TX12 deutlich (weifSer
Balken). Wurden allerdings Mikroglia aus C57BL/6 Miusen unterschiedlich stimuliert
hinzugegeben, so konnte die Proliferation bei der hochsten Zellzahl der Mikroglia (20000/well)
vollig inhibiert werden. Lediglich bei einer Zellzahl kleiner als 625 Mikroglia/well konnte die
Proliferation des T-Zellklons ungehindert ablaufen. Dabei spielte die Stimulation der Mikroglia

nahezu keine Rolle. LPS stimulierte Mikroglia (schwarze Balken) inhibierten bei den mittleren

Zellzahlen unwesentlich geringer als GM-CSF differenzierte Mikroglia (graue Balken), der
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Unterschied war nicht signifikant. C57BL/6 Mikroglia inhibieren also unabhingig von deren

Stimulation die Proliferation voraktiverter T-Zellen induziert durch Milz-APC.

Ebenfalls getestet wurde der Einflufs von Mikroglia auf die Proliferation naiver T-Zellen (Abb. 9).
Auch hier wurde durch die Stimulation mit Milz-DC in Abwesenheit der Mikroglia eine deutliche
T-Zellproliferation induziert (weifder Balken). Wurde allerdings eine zunehmende Zahl Mikroglia
aus C57BL/6 Miusen kokultiviert, war die Proliferation naiver T-Zellen deutlich reduziert. Bei
20.000 Mikroglia/well war die Proliferation vollstindig unterdriickt. Erneut war die Inhibition der
Proliferation unabhingig vom Reifungsstatus der Mikroglia zu beobachten, sowohl unstimulierte
als auch LPS stimulierte Mikroglia hatten einen vergleichbaren inhibitorischen Effekt auf die

Proliferation naiver T-Zellen.
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Abb. 9: Hemmung der Proliferation naiver T-Zellen durch C57BL/6 Mikroglia: Milz-DC als APC

In einer MLR wurden pro well 5000 Milz-DC aus BL6 Méusen mit 10° allogenen B/c T-Zellen kokultiviert
(weifler Balken). Den Kulturen wurden GM-CSF differenzierte BL6 Mikroglia (grau) bzw. LPS-gereifte B6
Mikroglia (schwarz) wie angegeben zugesetzt. Die Messung der T-Zellproliferation erfolgte iiber den Einbau
von radioaktiv markiertem 3H-TdR.

Weiter wurde getestet, inwieweit die inhibitorischen Eigenschaften der C57BL/6 Mikroglia
abhingig sind von den die T-Zellproliferation induzierenden APC. Neben Milz-DC und anderen
APC wie B-Zellen und Makrophagen in der Milz kénnen auch Knochenmarks-DC (BM-DC) eine
allogene T-Zellproliferation bewirken. BM-DC wurden generiert, indem Knochenmarkszellen fiir
8-10 Tage in Anwesenheit von GM-CSF kultiviert wurden. In einem Proliferationstest wurden
allogene naive T-Zellen aus BALB/c Méusen mit BM-DC aus C57BL/6 Miusen in Anwesenheit

von unterschiedlich stimulierten Mikroglia kokultiviert (Abb.10). In Abwesenheit der Mikroglia
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waren auch BM-DC in der Lage, eine deutliche T-Zellproliferation zu induzieren (weifler Balken).
Waurden allerdings die unterschiedlich stimulierten Mikroglia in Kokultur eingesetzt, konnte die
Proliferation der T-Zellen bei hochster Mikrogliazahl bis auf ca. 10% der Ausgangsproliferation
reduziert werden (Abb.10). In Anwesenheit LPS+IFNy stimulierter Mikroglia wurde die T-
Zellproliferation vollig unterdriickt. Mikroglia aus C57BL/6 Méusen inhibieren also auch die BM-

DC induzierte T-Zellproliferation relativ unabhéngig von ihrem Aktivierungsstatus.

40000- [ BM-DC
B I 2 +Mg
g I B+ Mg (LPS
‘= 30000~ + Mg (LPS)
S § Bl + Mg (IFNy)
g I Bl - Vg (LPS+IFNY)
= 20000
o
ol
S
. 10000 H

6 20000 10000 5000 2500 1250 625 313
Anzahl Mikroglia

Abb. 10: Hemmung der Proliferation naiver T-Zellen durch C57BL/6 Mikroglia: BM-DC als APC

In einer MLR wurden pro well 2500 BM-DC aus C57BL/6 Médusen mit 10° allogenen BALB/c T-Zellen
kokultiviert (weifier Balken). Den Kulturen wurden GM-CSF differenzierte C57BL/6 Mikroglia (hellgrau),
LPS (grau), IFNy (dunkelgrau) oder LPS + IFNy (schwarz) stimulierter C57BL/6 Mikroglia wie angegeben
zugesetzt. Die Messung der T-Zellproliferation erfolgte iiber den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR.

In dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass bei Mikroglia aus neonataler Gliakultur
zwischen zwei verschiedenen Mausstimmen deutliche Unterschiede in Aktivierungs- und
Inhibierungspotenzial von verschiedenen T-Zellpopulationen bestehen. Wahrend Mikroglia aus
BALB/c Miusen deutlich T-Zell-stimulatorische Eigenschaften besafden, konnten Mikroglia aus
C57BL/6 Méusen keine T-Zellproliferation induzieren. Im Gegenteil: die Proliferation getesteter
T-Zellen lief} sich unabhingig von den verwendeten APC in Anwesenheit von GM-CSF
differenzierter oder unterschiedlich stimulierten Mikroglia aus C57BL/6 Miusen deutlich
hemmen. Die Frage war nun, wie sich Mikroglia anderer Mausstimme verhalten, deshalb wurden

Mikroglia aus Méausen mit unterschiedlichen MHC Haplotypen untersucht.
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Dazu wurden unterschiedliche Mausstimme in Bezug auf ihre Generierbarkeit von CD1lc*
Mikroglia, deren stimulatorische Kapazitit und der Inhibition in der MLR getestet und mit

BALB/c bzw. C57BL/6 Mikroglia verglichen (Tabelle 1).

Mikroglia B/c BL6 129 FVB C3H F1
GM-CSF abhidngige
+ + + + - +
Proliferation
Stimulatorische Kapazitit + - - - n.d. -
Inhibitorische Kapazitit - + + - n.d. +/-

Tabellel: Funktion GM-CSF differenzierter Mikroglia unterscheidet sich abhingig vom Mausstamm

In der angegebenen Tabelle wurden weitere Inzucht-Mausstimme mit den Mikroglia der oben
charakterisierten Mausstimme verglichen. Getestet wurden die Mikroglia in Bezug auf GM-CSF stimuliertes
Wachstum der Mikroglia, Stimulation in der MLR und Inhibition in der MLR (n.d. = nicht detektierbar).

In einer neonatalen Gliakultur des Mausstamms 129 induzierte GM-CSF ebenfalls
Mikrogliawachstum. Diese Mikroglia waren jedoch nicht in der Lage, eine allogene T-Zellantwort
zu induzieren. Wie fiir C57BL/6 Mikroglia beschrieben, zeigten auch sie deutlich inhibitorische
Eigenschaften und reduzierten die Proliferation allogener T-Zellen aus Mausen des Stamms FVB
um 90-95 %.

Mikroglia aus Neugeborenen des Stamms FVB lieflen sich mit GM-CSF differenzieren, zeigten
aber weder stimulatorische noch inhibitorische Kapazitit im Test mit allogenen Zellen aus
Miusen des Stammes 129 bzw. BALB/c.

Mikroglia vom Stamm C3H waren aus der neonatalen Gliakultur nicht generierbar. Auch héhere
GM-CSF Konzentrationen induzierten kein Wachstum der C3H Mikroglia, obwohl der Monolayer
aus Astrozyten vergleichbar schnell proliferierte wie bei anderen untersuchten Mausstimmen.
Uber die stimulatorischen und inhibitorischen Eigenschaften der C3H Mikroglia lisst sich daher
keine Aussage treffen.

AnschliefSend sollte geklart werden, ob der stimulatorische Phianotyp der BALB/c Mikroglia oder
der inhibitorische der C57BL/6 Mikroglia der dominante ist. Dazu wurden BALB/c und C57BL/6
Miuse gekreuzt und die Neugeborenen der ersten Generation (F1) zur Generierung von Mikroglia
verwendet. F1 Mikroglia wiesen in der MLR keine T-Zellstimulatorische Aktivitdt auf. In der
MLR konnte allerdings auch bei 20000 Mikroglia im well keine absolute Hemmung erreicht

werden (Daten nicht gezeigt). Die stirkste Inhibition der T-Zellen schwankte innerhalb der drei
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Experimente zwischen 40% und 60%. In der F1 Generation war somit der Phanotyp der C57BL/6
Mikroglia der dominante.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Mikroglia der verschiedenen Mausstimme sehr

unterschiedliche phénotypische und funktionelle Eigenschaften aufweisen.

1.3 Charakterisierung der inhibitorischen Eigenschaften von C57BL/6 Mikroglia

Mikroglia aus C57BL/6 Mausen hemmen deutlich die T-Zellproliferation. Wie zuvor gesehen, ist
dies unabhingig von den eingesetzten APC-Populationen wie Milz-DC und BM-DC und ist
sowohl mit naiven T-Zellen als auch mit geprimten T-Zellen zu beobachten. Fiir den
Mechanismus dieser Hemmung sind zwei unterschiedlichen Szenarien denkbar. Zum einen kann
die Hemmung durch direkten Kontakt der C57BL/6 Mikroglia mit den T-Zellen verursacht
werden. Zum anderen kann der Mechanismus indirekt iiber die Hemmung der ex vivo
stimulierten APC, die die T-Zellen aktivieren, ablaufen. Um zu untersuchen, ob die direkte oder
die indirekte Hemmung der T-Zellen fiir die Mikroglia zutrifft, wurden im folgenden Experiment
die T-Zellen APC unabhingig stimuliert. Dazu wurden T-Zellen und Mikroglia in Abwesenheit

von stimulatorischen APC mittels Stimulation durch aCD3-Antikoérper kokultiviert (Abb. 11).
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Abb. 11: APC unabhingige T-Zellproliferation wird nicht durch C57BL/6 Mikroglia inhibiert

Mikrotiterplatten wurden tiber Nacht mit aCD3-Antikérpern beschichtet. Anschlieflend wurden pro well
10> B/c T-Zellen in Abwesenheit (orange Linie) oder in Anwesenheit von unstimulierter (A) bzw. LPS-
stimulierter (B) BL6 und B/c Mikroglia fiir 4 Tage inkubiert. Fiir die letzten 24h wurde radioaktiv markiertes
SH-TdR zugesetzt.
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An eine Multiwellplatte gebundenes aCD3 vernetzt den T-Zellrezeptor auf der Oberfliche der T-
Zellen so stark, dass die T-Zellen auch ohne APC und das gegebenenfalls erforderliche Antigen
zur Stimulation gebracht werden. In Abb. 11 wurden T-Zellen in Abwesenheit von GM-CSF
differenzierten BALB/c und C57BL/6 Mikroglia durch an die Multiwellplatte gebundenes «CD3
stimuliert. Die T-Zellen proliferierten in Abwesenheit der Mikroglia deutlich (orange Linie).
Wurden die Mikroglia beider Mausstimme in unterschiedlichen Zellzahlen zu der APC-
unabhingigen Proliferation dazugegeben, so wurde die Proliferation auch durch die Anwesenheit
von den vorher als inhibitorisch beschriebenen C57BL/6 Mikroglia nicht reduziert. Die Zugabe
von LPS stimulierter Mikroglia in Abb. 11B erhohte sogar noch die T-Zellproliferation, und zwar
unabhingig von dem Mausstamm, aus dem die Mikroglia generiert wurden. Es ist also nicht
moglich, eine APC-unabhingig induzierte T-Zellproliferation durch die Zugabe von C57BL/6
Mikroglia zu inhibieren. Inhibitorische Mikroglia wirken somit nicht direkt durch die Hemmung
der T-Zellen, sondern scheinen die Hemmung durch die Inhibition der APC zu vermitteln, die

letztlich die T-Zellen aktiviert.

Die Inhibition von Zellen kann entweder durch direkten Zellkontakt oder durch die
Ausschiittung 16slicher inhibitorischer Botenstoffe ausgelost werden. Um den Zellkontakt zu
verhindern, wurde der inhibitorische Test in einem Transwell durchgefiihrt. Dazu wurden die
Mikroglia wie bisher beschrieben im direkten Zellkontakt mit den APC zu den T-Zellen gegeben,
oder sie wurden im Transwell kokultiviert. Das Transwell lasst durch seine Porengrofie von 0,4

pm den Austausch von lslichen Stoffen zwar zu, verhindert allerdings den direkten Zellkontakt.
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Abb. 12: Hemmung der T-Zellproliferation durch Mikroglia ist Zellkontakt-abhiingig

In einer 24-well Platte wurden 7500 B6 Milz-DC und 2x10° allogene BALB/c T-Zellen unter Transwells
kokultiviert (griine Linie). Gleichzeitig wurden GM-CSF differenzierte bzw. LPS gereifte C57BL/6 Mikroglia
entweder direkt mit einem leeren Transwell dariiber (links) oder im Transwell (rechts) zugesetzt. Die
Messung der T-Zellproliferation erfolgte tiber den Einbau von radioaktiv markiertem 3H-TdR.
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Als Kontrolle des Transwelleffekts wurde der inhibitorische Assay, bei dem auch die Mikroglia im
Kontakt mit den T-Zellen und den APC standen, in Anwesenheit von leeren Transwells
durchgefiihrt (Abb. 12, linke Seite). Wie bereits beschrieben wurde in Anwesenheit der C57BL/6
Mikroglia die T-Zellproliferation deutlich unterdriickt, wihrend die Proliferation in Abwesenheit
der Mikroglia ungehindert ablaufen konnte (griine Linie). Dabei wurde eine vergleichbare
inhibitorische Eigenschaft mit GM-CSF differenzierten Mikroglia und auch mit LPS stimulierten
Mikroglia beobachtet. Die T-Zellproliferation wurde in Anwesenheit der Mikroglia auf 10 %
reduziert. Wurden die Mikroglia im Transwell kokultiviert (rechte Seite), wurde die Proliferation
nicht reduziert. Trotz Anwesenheit der Mikroglia konnten die T-Zellen bei rdumlicher Trennung
der Mikroglia ungehindert proliferieren. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Inhibition
Zellkontakt-abhangig stattfindet. Erneut war das Ergebnis unabhingig vom Stimulationsstatus der

Mikroglia.

Als putative inhibitorische Molekiile sind eine ganze Reihe von Rezeptoren und Molekiilen
denkbar. Deshalb wurden in nachfolgenden Experimenten die Transkriptmengen verschiedener
putativer Interaktionsmolekiile bei BALB/c und C57BL/6 Mikroglia mittels Real-Time PCR-
Analyse verglichen. Obwohl das Transwellexperiment deutliche Hinweise darauf gegeben hat,
dass die Inhibition kontaktabhidngig vermittelt wird, sollten zunidchst die in der Literatur
beschriebenen inhibitorischen Molekiile ausgeschlossen werden. Deshalb wurde die Expression
von iNOS (induzierbare NO-Synthase) und IDO und den inhibitorischen Zytokinen, IL-10 und
TGFp in verschieden stimulierten Mikroglia aus BALB/c und C57BL/6 analysiert. Die Expression
der Zielgene wurde in der Analyse auf die Expression von fAktin normalisiert und relativiert auf
die Expression des Zielgens in unstimulierten BALB/c Mikroglia. Wie in Abb. 13 zu sehen, ist die
iNOS-Expression in unstimulierten C57BL/6 Mikroglia hoher als bei BALB/c Mikroglia. Dennoch
steigt die Expression in stimulierten Mikroglia beider Mausstimme auf eine vergleichbare Menge
an. iNOS ist also sowohl durch LPS und IFNy als auch durch die gleichzeitige Stimulation in
Mikroglia gleichartig induziert. Im Gegensatz dazu ist die Stimulation mit LPS nicht ausreichend,
um die Expression von IDO zu induzieren. Allerdings wird in Mikroglia beider Mausstimme IDO
gleichermafien von IFNy induziert. Noch stirker wird die Transkriptmenge nach der simultanen
Stimulation mit IFNy und LPS erhoht. Bei der Analyse der IDO Expression ist somit ebenfalls kein

Unterschied der Transkriptmenge in Mikroglia aus BALB/c und C57BL/6 Midusen zu sehen.
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Abb. 13: Die relative Expression beschriebener inhibitorischer Faktoren ist in C57BL/6 Mikroglia nicht
erhoht

Vergleich der Expression von iNOS, IDO, IL10 und TGFf in GM-CSF differenzierter Mikroglia nach

verschiedenen Stimulationen aus BL6 und B/c Mdusen. Gezeigt ist die relative Expression normiert auf
unstimulierte BALB/c Mikroglia und relativiert zu pAktin.

Innerhalb der Transkriptmengen des inhibitorischen Zytokins IL-10 zeigen sich geringe
Unterschiede. In unstimulierten und IFNy stimulierten Mikroglia aus C57BL/6 Maiusen ist die
Transkriptmenge 5-fach bzw. 20-fach erhoht gegeniiber BALB/c Mikroglia. Allerdings lies sich
dies nicht fiir die anderen beiden Stimulationsbedingungen nachweisen. Nach alleiniger
Stimulation mit LPS und gleichzeitiger Stimuation mit LPS und IFNy war die Transkriptmenge
zwar ebenfalls in Mikroglia aus beiden Mausstimmen gegeniiber unstimulierter erhéht, hier in
BALB/c Mikroglia jedoch wesentlich hoher als in C57BL/6 Mikroglia.

Die Transkriptmenge des inhibitorischen Zytokins TGFf war unabhidngig von der Stimulation
nahezu gleichbleibend und schwankte um ein Verhaltnis von eins bei beiden Mausstimmen und

war daher nicht induzierbar. Die Basisexpression von TGFP zeigte also ebenfalls keine

nennenswerten Unterschiede.

Da naheliegende 16sliche Faktoren als Mediatoren der Hemmung ausgeschlossen werden konnten,

wurden ebenfalls Oberflichenmolekiile untersucht. Eine wichtige Gruppe stellen die sogenannten
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~programmed death® (PD) —Rezeptoren dar. Deren Liganden sind auf der Oberfliche von APC
nachweisbar. Also wurde auch die Transkriptmenge der beiden Liganden PD-L1 und PD-L2
untersucht. Da die Hemmung unabhingig von der Stimulation der C57BL/6 Mikroglia immer zu
finden ist, wurden nachfolgend nur noch GM-CSF differenzierte und damit unstimulierte oder

LPS stimulierte Mikroglia untersucht.
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Abb. 14: Vergleichbare relative Expression der inhibitorischen Liganden PD-L1 und PD-L2

Vergleich der Expression von PD-L1 und PD-L2 in GM-CSF differenzierten Mikroglia mit und ohne LPS
Stimulation aus C57BL/6 und BALB/c Miusen. Gemessen ist die relative Expression normiert auf
unstimulierte BALB/c Mikroglia und relativiert zu fAktin.

Wie in Abb. 14 zu sehen, ist die Expression dieser Liganden nur unwesentlich durch LPS
induzierbar, wobei PD-L1 in LPS stimulierter Mikroglia 5-fach erhéht zu finden war, PD-L2
hingegen nur gering induziert wurde (2-fach). Sowohl PD-L1 als auch PD-L2 sind aber auf

Mikroglia beider Mausstdimme im gleichen Maf3e zu finden.

Im ZNS ist ebenfalls eine weitere Familie inhibitorischer Molekiile beschrieben. Der Ligand
CD200 ist auf sehr vielen unterschiedlichen Zellen zu finden, die vier bekannten CD200
Rezeptoren hingegen werden APC-spezifisch exprimiert. Die Transkriptmengen aller vier
Rezeptoren in unstimulierten und LPS stimulierten Mikroglia aus BALB/c und C57BL/6 Mikroglia
wurden gemessen (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleichbare relative Expression der inhibitorischen Rezeptoren fiir CD200

Vergleich der Expression von CD200R1, CD200R2, CD200R3 und CD200R4 von GM-CSF differenzierten
Mikroglia mit und ohne LPS Stimulation aus C57BL/6 und BALB/c Miusen. Gemessen ist die relative
Expression normiert auf unstimulierte BALB/c Mikroglia und relativiert zu BAktin.

Die Rezeptoren CD200R1, CD200R3 und CD200R4 wurden durch LPS nicht beeinflusst, in
Mikroglia aus beiden Mausstimmen waren die Expressionslevel unabhingig von der Stimulation
vergleichbar und zeigten deshalb ein Verhiltnis von eins. Die Transkriptmenge von CD200R2 war
in unstimulierter C57BL/6 Mikroglia wesentlich hoher als in BALB/c Mikroglia. Jedoch lies sich
diese erhohte Transkriptionsmenge nicht in LPS stimulierter Mikroglia bestitigen. Da sowohl
unstimulierte als auch LPS stimulierte Mikroglia die Hemmung der T-Zellproliferation zeigten, ist

die CD200R Familie als Mediator der Hemmung unwahrscheinlich.

Des Weiteren wurde ebenfalls die Transkriptmenge von Fas-Ligand untersucht. Die Expression
von Fas-Ligand gilt im Gehirn als wichtiger Kontrollmechanismus und hilft bei der apoptotischen
Beseitigung von aktivierten T-Zellen, die Fas auf ihrer Oberfliche tragen. Allerdings konnte
unabhingig von der Stimulation weder bei BALB/c noch bei C57BL/6 Mikroglia eine Expression

von Fas-Ligand nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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TRAIL gehort wie FasLigand ebenfalls in die Gruppe der Apoptose induzierenden Liganden der
TNF-Rezeptor Superfamilie, deshalb wurde ebenfalls die Transkriptmenge von TRAIL bei den
Mikroglia beider Mausstimme verglichen (Abb. 16)
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Abb. 16: C57BL/6 Mikroglia exprimieren geringfiigig weniger TRAIL als BALB/c Mikroglia

Vergleich der Expression von TRAIL von GM-CSF differenzierten Mikroglia mit und ohne LPS Stimulation
aus C57BL/6 und BALB/c Miusen. Gemessen ist die relative Expression normiert auf unstimulierte BALB/c
Mikroglia und relativiert zu BAktin.

Die Transkriptmenge von TRAIL war in GM-CSF differenzierter und LPS stimulierter BALB/c
Mikroglia vergleichbar und schwankte damit um ein Verhiltnis von eins. Auch in C57BL/6
Mikroglia waren keine Unterschiede zwischen GM-CSF differenzierter und LPS stimulierter
Mikroglia zu sehen, allerdings ist die generelle Transkriptmenge von TRAIL in C57BL/6 Mikroglia
geringer. C57BL/6 Mikroglia exprimierten im Vergleich zu Mikroglia aus BALB/c Méusen nur ein
Viertel der Transkriptmenge von TRAIL. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hohere
Transkriptmenge von TRAIL in BALB/c Mikroglia diesen Apoptosemechanismus als Grund fiir die
Hemmung der C57BL/6 Mikroglia ausschlief3t.

Weitere Untersuchungen miissen zeigen, wie sich die inhibitorische Aktivitit der C57BL/6

Mikroglia erkldren lasst.
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2 Effekt von GM-CSF auf ZNS-DC in vivo

GM-CSF wirkt als hamatopetischer Wachstumsfaktor und inflammatorisches Zytokin und ist im
Gehirn wihrend vieler chronischer Entziindungsreaktionen zu finden (Franzen et al., 2004).
Dennoch ist in diesem spezialisierten Immunkompartment wenig bekannt iiber GM-CSF in der
Abwesenheit inflammatorischer Stimuli wie TLR Liganden oder zusitzlicher Zytokine, die z. B.
wihrend Infektionen oder autoimmunen Erkrankung auftreten. Deshalb wurde in dieser Arbeit
die Funktion des proinflammatorischen Zytokins in vivo unter ,steady-state® Bedingungen
untersucht. Damit sollte die Frage geklart werden, inwieweit GM-CSF die Anwesenheit von DC
im Gehirn ohne zusidtzliche inflammatorischen Bedingungen induzieren kann. Zu diesem Zweck
wurden C57BL/6 Miuse intrazerebroventrikulir (i.c.v.) mit rekombinantem GM-CSF mittels
osmotischer Minipumpen behandelt. Diese Pumpen erlauben die kontinuierliche Applikation von
GM-CSF (1 pg/Tag) iiber bis zu sieben Tage direkt in den Seitenventrikel des Gehirns. Als
Kontrollmiuse wurden zum einen unbehandelte Méiuse gewihlt, die den Ursprungszustand
beschreiben sollten. Eine weitere Kontrollgruppe waren PBS behandelte Tiere. Diese Tiere
erhielten die gleiche Pumpe wie die GM-CSF behandelten, allerdings wurde hier die Pumpe nur
mit der Tragersubstanz gefiillt. Damit sollten Verdnderungen durch Operation und Implantation
nachvollzogen werden. Eine weitere Kontrollgruppe beinhaltete Méuse, deren Pumpen mit IFNy
(1000U/Tag) gefiillt waren. IFNy ist wie GM-CSF ein wichtiges inflammatorisches Zytokin und
wurde eingesetzt, um einen generellen Einfluss inflammatorische Zytokine auf das Immunsystem
des ZNS einschitzen zu konnen. Die Tiere wurden fiir 4-6 Tage behandelt und danach analysiert.
Da an den Tagen vier und fiinf die Varianz innerhalb GM-CSF behandelter Miuse sehr hoch war,
mit voranschreitender Behandlung aber kleiner wurde (Daten nicht gezeigt), sind fiir die

folgenden Analysen Tiere an Tag sechs untersucht worden.

Zunichst wurde die Zahl der mononukleiren Zellen im Gehirn (,brain mononuclear cells®,
BMNC) ermittelt, die einen ersten Indikator fiir die Stiarke der inflammatorischen Antwort im
ZNS darstellt (Abb. 17).

Aus unbehandelten Miusen konnten anndhernd 3x10° Zellen isoliert werden. Eine nur geringe
Erhohung wurde bei Miusen der anderen beiden Kontrollgruppen erreicht (3,3x10¢ Zellen).
Dagegen konnten aus Mausen nach GM-CSF Infusion durchschnittlich 4,8x10¢ Zellen isoliert
werden. Die i.c.v. GM-CSF Behandlung resultierte also in einer deutlichen Erh6hung der BMNC
im ZNS.
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Abb. 17: L.c.v. GM-CSF Gabe erhoht die Zahl mononukleiirer Zellen im ZNS

Vergleich der BMNC-Zahlen unbehandelter Kontrollméuse (ctrl.) und Méusen, die iiber eine Pumpe PBS,
IFNy oder GM-CSF in den Ventrikel iiber eine Dauer von sechs Tagen erhielten. Die Zahlen zeigen
Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente mit 2-3 Tieren pro Gruppe.

BMNC beinhalten sowohl CD45- Zellen, die vor allem Endothelzellen und Astrozyten beinhalten
wie auch CD45* hdmatopoietische Zellen, die sogenannten intrazerebralen Leukozyten (ICL).
Aufgrund der Stirke der CD45 Expression konnen Hirn-infiltrierende von Hirn-residenten Zellen
unterschieden werden (Sedgwick et al., 1991). Wihrend infiltrierende Zellen eine hohe CD45
Expression aufweisen, zeigen Hirn-residente Mikroglia eine geringe CD45 Expression. Die Zahl
der CD45- Zellen betrug ungefihr 2x10° unabhidngig von der Behandlung. In unbehandelten
Méusen betrug die CD45* Population 91% CD45%°~ Mikroglia und 9% infiltrierende CD45hish
Zellen (Abb.18 und Tabelle 2). In PBS behandelten Miusen war das Verhiltnis vergleichbar,
wiahrend in IFNy behandelten Miusen der prozentuale Anteil der infiltrierenden Zellen 12%
ausmachte. Besonders grofs war die Zunahme der CDA45%g" Zellen allerdings in GM-CSF

behandelten Miusen. Hier betrug der Anteil der infiltrierenden Zellen 56,2%.

ctrl. PBS IFNy GM-CSF

FL-1

CD45

Abb. 18: I.c.v. GM-CSF Gabe steigert den Anteil der ICL mit einer hohen CD45 Expression

Ex vivo Analyse der CD45 Expression aus unbehandelten Kontrollmiusen (ctrl.), nach i.c.v. Gabe von PBS,
IFNy oder GM-CSF. ICL wurden mit einem oaCD45-Ak gefirbt und durch PI-Firbung tote Zellen
ausgeschlossen. Region 1: CD45%% Zellen, Region 2: CD45"¢" Zellen.
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CDA45%w CD45nigh
ctrl. 91,3 % 8,7 %
PBS 89,1 % 10,9 %
IFNy 87,9 % 12,1 %
GM-CSF 43,8 % 56,2 %

Tabelle 2 : Prozentuale Anteile der CD45"°% und CD45%¢® Zellen nach i.c.v. Behandlung

Ex vivo Analyse der CD45 Expression aus unbehandelten Kontrollméiusen (ctrl.), nach i.c.v. Gabe von PBS,

IFNy oder GM-CSF. Innerhalb der lebenden, CD45* Zellen zeigen die Zahlen die Verhiltnisse von CD45"°%
(Region 1) und CD45"" (Region 2) Zellen.

Diese CD45"s" Zellen waren verantwortlich fiir den generellen Anstieg der BMNC in GM-CSF
behandelten Mausen. Tragt man die Zellzahl der ICL - also aller CD45* Zellen - auf und vergleicht

diese mit der CD45"" und CD45"" Zunahme kann man die Verdnderung der Mikrogliapopulation

und der infiltrierenden Zellen nachvollziehen.
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Abb. 19: Lc.v. GM-CSF Gabe steigert die Zahl der ICL mit einer hohen CD45 Expression

Vergleich der ICL-Zahlen unbehandelter Kontrollméuse (ctrl.) und nach i.c.v. Behandlung mit PBS, IFNy

oder GM-CSF. Angegeben ist die Zahl aller lebenden Leukozyten (CD45“%!) sowie die Verteilung der
CD45%"* und CD45"e" Zellen.

In Abb. 19 ist zu sehen, dass die Gesamtzahl der ICL in den drei Kontrollgruppen ungefahr 1x10°
Zellen betrug, wihrend aus GM-CSF behandelten Tieren 2,9x10° ICL isoliert werden konnten.
Dabei war der Anstieg innerhalb der CD45"°% Mikroglia in allen Gruppen sehr gering und lag bei
ca. 1x10¢. Aus GM-CSF behandelten Miusen wurden 1,2 x106 CD45%v Zellen isoliert, wihrend der

Grofdteil der ICL Zunahme durch einen deutlichen Anstieg der CD45"s" infiltrierenden Zellen
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verursacht wurde. Den weniger als 0,2x10° CD45"s" Zellen in den 3 Kontrollgruppen standen
1,7x10° CD45"¢" in den GM-CSF behandelten Tieren gegeniiber. Die i.c.v. Gabe von GM-CSF
bedingte also einen deutlichen Anstieg infiltrierender Zellen in Gehirn, wihrend die Zellzahl der

Mikroglia von GM-CSF nicht signifikant beeinflufst wurde.

2.1  Charakterisierung der Zellpopulationen

GM-CSF ist bekannt als Differenzierungsfaktor fiir Zellen der myeloiden Linie, insbesondere
myeloider DC. Deshalb sollte im Folgenden die zelluldre Zusammensetzung der infiltrierenden
Zellen ndher charakterisiert werden. Dafiir wurden die BMNC isoliert und die Subpopulationen
der Leukozyten mittels durchflusszytometrischer Analyse definiert. In Abb. 20 sind CD45+ ICL
dargestellt, die hinsichtlich verschiedener Zellpopulationen untersucht wurden. Die Quadranten
sind so gelegt, dass die Prozentzahlen in den Quadranten die Prozente fiir CD45° und CD45"sh
angeben, die positiv fiir die einzelnen Subpopulationen sind. CD11b firbt spezifisch myeloide

Zellen an, CD11c ist spezifisch fiir DC und CD3 ist spezifisch auf T-Zellen exprimiert.

ctrl. PBS IFNy GM-CSF
4. 4. 4,
10 =1 198 551 10 10
104 104 99 103 104
Ke)
=] 10% 102 102 102
o 5
Ol 101] 5 10 @ 101 101 »
06 | 22 1.0 1= 42 13 38 15 =~ 98
101 102 10° 10% 101 102 10° 104 101 102 103 10% 107 102 108 10¢
4 4 4 "
10702 0] 9712 32| ""To3 27] °T7e
10%] _ 10% 109 109
(&) ||
=| 10%5 10% A1y 102 107
5 s L
O 101 i 10" O 10" 10
& 22 802 W4 |7 64 39.6 /
101 102 10° 10% 101 102 10° 10 107 102 10° 104
4 4 4 4
%700 10] "9 00 19] 1° Bl Y
103 10% 108 102
[s2]
8 102 : 1024 102 102
10' 101 101
_ 23 9031/ 78 : -
101 102 10° 104 101 102 10° 10% 10" 102 10° 104 101 102 10° 104

-
-

CD45

Abb. 20: GM-CSF im Gehirn erhoht den Anteil myeloider ICL

Phanotypische Charakterisierung der Subpopulationen nach i.c.v. Behandlung. ICL wurden nach der
Behandlung mit aCD45-Ak gefirbt und die angegebenen Subpopulationen im Durchflusszytometer
analysiert. Gegatet auf lebende CD45* Zellen zeigen die Quadranten in den Konturplots die Prozentzahlen
der CD45"" und CD45"ie" Zellen fiir die angegebenen Subpopulationen.
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Mikroglia zeichnen sich durch die Expression von CD11b aus. Alle CD45"°~ Zellen waren CD11b".
In unbehandelten Kontrollmdusen wurden nur 1,6% CD11b*/CD45"s" Zellen detektiert. Dieser
Anteil stieg nur wenig in Miusen, die mit PBS oder IFNy (6% und 14,2%) behandelt waren,
wihrend der Anteil bei iiber 50% in GM-CSF behandelten Mausen lag. Nur 10% der Leukozyten
in diesen Mausen waren CD45+/CD11b-.

Den DC-Marker CDllc trugen weniger als 1% der CD45%s" Leukozyten in unstimulierten
Maéusen, und nur ein geringer Anstieg war in PBS und IFNy stimulierten Méusen zu verzeichnen.
In Anwesenheit von GM-CSF stieg der Anteil dagegen auf 34%.

Die GM-CSF Behandlung zeigte nur einen geringen Einflufd auf CD3* T-Zellen; hier zeigte sich
kein signigikanter Anstieg in Unabhingigkeit der Behandlung, und das gleiche Ergebnis zeigte

sich bei B220* B-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Nach diesen Untersuchungen zeigte GM-CSF seinen grofiten Effekt auf infiltrierende CD45hish
Zellen, wihrend der Einflufi auf ZNS residente Mikroglia nur sehr gering ausfiel. Der Anteil der
CD45%/CD11c* Zellen dnderte sich kaum durch verschiedene Behandlungen.

Der deutlichste Effekt der i.c.v. GM-CSF Gabe wurde also auf myeloiden Zellen und DC
beobachtet. Im Folgenden soll nun die Subpopulation der DC beziiglich ihres myeloiden vs. nicht-
myeloiden Phédnotyps untersucht werden. Dazu wurden die Expression von CD11b und CD11c in

den unterschiedlich behandelten Méusen analysiert (Abb. 21).
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Abb. 21: L.c.v. GM-CSF Gabe erh6ht den Anteil myeloider DC

Analyse der DC nach i.c.v. Behandlung. ICL wurden nach der Behandlung mit den angegebenen
Antikorpern gefirbt und und im Durchflusszytometer analysiert. Gegatet auf lebende CD45" zeigen die
Quadranten in den Konturplots die Verhiltnisse der CD11b oder/und CD11c exprimieren ICL.

Innerhalb der drei Kontrollgruppen war der Anteil der CDIllct Zellen sehr gering. In

unbehandelten Tieren lag der Anteil bei unter 3% und auch in den anderen beiden
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Kontrollgruppen stieg diese Prozentzahl kaum (4.3% und 5.4%). Der Anteil dieser CD11c* Zellen,
der nicht CD11b* war, lag immer unter 1%. In GM-CSF behandelten Tieren jedoch stieg der
Anteil der CD11ct Zellen auf 38%. Nahezu alle Zellen, die nach i.c.v. GM-CSF Infusion CD11c*
waren, exprimierten zeitgleich CD11b. Also lag der vorwiegende Einfluff der GM-CSF
Behandlung innerhalb der CD45"&"/CD11b* myeloiden DC Population.

Noch deutlicher wird das Ergebnis der GM-CSF Gabe, wenn man die absoluten Zellzahlen
betrachtet (Abb. 22).
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Abb. 22: I.c.v. GM-CSF Gabe induzierte die Zunahme der Gesamtzahl myeloider DC

Zahl der ICL positiv fiir CD11b und CD11c innerhalb der CD45"s" Zellen nach i.c.v. Behandlung. ICL
wurden nach der Behandlung mit den angegebenen Antikérpern gefirbt und und im Durchflusszytometer

analysiert. Auf der linken Seite sind CD11bes2mt ICL aufgetragen, auf der rechten Seite sind diese aufgeteilt
in CD11c* und CD1lc.

In den drei Kontrollgruppen betrug die Zahl der myeloiden ICL weniger als 0,5x10¢. In GM-CSF
behandelten Méusen hingegen stieg die Zahl auf 2,1x10°¢ an. Interessanterweise beinhaltete diese
myeloide CD45"gt [CL Population mehr CD11c* (1,2x10°) als CD11c Zellen (0,9x10°), wiahrend
das Verhiltnis CD11c?/CD11c” in den drei Kontrollgruppen genau entgegengesetzt war. Hier
waren 40% negativ fiir CD11c und 60% positiv. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der

grofere Einfluss der i.c.v. GM-CSF Gabe innerhalb der myeloiden DC Population lag.
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Die Fahigkeit myeloider Zellen als APC zu dienen, hiangt unter anderem von der Expression
kostimulatorischer Molekiile wie CD40, CD80, CD86 und der Expression von MHCII ab. Deshalb
wurde die Expression dieser typischen Oberflichenmolekiile auf CD45+ ICL untersucht (Abb. 23
und 24).

Innerhalb der CDA45%¢" Population war die Expression von CD86 nur geringfiigig durch die
Behandlung mit GM-CSF beeinflusst. In den drei Kontrollgruppen lag der Prozentsatz der CD86*
Zellen unter 2%, wenn man alle CD45* Zellen analysiert. Auch nach i.c.v. GM-CSF Behandlung
stieg der Anteil nur auf 4%, wobei die grofiere Veranderung wieder in der CD45"s" Population zu
beobachten war. Die Expression von CD40 verdnderte sich unabhéngig von der Behandlung nicht

signifikant und lag immer unter 1,5%.
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Abb. 23: Intrazerebrale GM-CSF Behandlung hat kaum Einfluss auf die kostimulatorischen Molekiile CD40
und CD86

Phinotypische Charakterisierung der kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD86 nach i.c.v. Behandlung.
ICL wurden nach der Behandlung mit den angegebenen Antikérpern gefirbt und und im
Durchflusszytometer analysiert. Gegated auf die CD45* ICL geben die Quadranten die Prozente der CD45"%
und CD45%¢" Zellen fiir die angegebenen kostimulatorischen Molekiile an.

Eine deutliche Verinderung konnte hingegen bei der Expression von MHCII und CD80
beobachtet werden (Abb.24).
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Abb. 24: Erhohte Expression von MHCII und CD80 auf ICL aus GM-CSF behandelten Méusen

Phianotypische Charakterisierung der Expression von MHCII und CD80 nach i.c.v. Behandlung. ICL wurden
nach der Behandlung mit den angegebenen Antikérpern gefirbt und und im Durchflusszytometer
analysiert. Gegated auf die CD45* ICL geben die Quadranten die Prozente der CD45"°% und CD45%¢" Zellen
fiir die angegebenen kostimulatorischen Molekiile an..

Hier war innerhalb der CD45"g" Population die MHCII Expression nur unwesentlich durch PBS
(3.4%) und IFNy (5,3%) induziert im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (2,1%).
Allerdings wurde MHCII sehr deutlich induziert durch GM-CSF (27,2%). Die Expression von
CD80 zeigte einen vergleichbaren Anstieg nach GM-CSF Infusion (29,9%), und auch hier lief sich

wieder nur ein geringer Anstieg nach i.c.v. PBS und IFNy Gabe (<5%) nachweisen.

Obwohl die wesentlichen Unterschiede innerhalb der CD45"g" Population festgestellt wurden,
konnten geringe Verdnderungen in der CD45°% Mikroglia Population detektiert werden. Die
Behandlung mit GM-CSF induzierte eine kleine Population mit einer sehr starken MHCII
Expression innerhalb der CD45"°~ ICL. Dies weist darauf hin, dass GM-CSF auch einen geringen
Einfluf auf lokale Mikroglia hatte. Eine deutliche Veranderung konnte innerhalb der CD45"v
Population auch durch die intrazerebrale Gabe von IFNy induziert werden. 13,3% der CD45"v

ICL steigerten ihre MHCII Expression.

Auch hier ist der Effekt noch klarer darstellbar, wenn man die absoluten Zellzahlen betrachtet

(Abb. 25).
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Abb. 25: Erhohte Anzahl aktivierter CD11c* ICL in GM-CSF behandelten Miusen

Zellzahl der ICL positiv fiir die angegebnene kostimulatorischen Molekiile und MHCII innerhalb der
CD1l1c* Zellen nach i.c.v. Behandlung. ICL wurden nach der Behandlung mit den angegebenen Antikérpern
gefdrbt und und im Durchflusszytometer analysiert.

Wie auch schon bei der vorangegangenen durchflusszytometrischen Analyse, waren die
Veranderungen in absoluten Zellzahlen in den drei Kontrollgruppen nur sehr gering. Dies war
anders nach i.c.v. GM-CSF Gabe. Von den 2,8x10¢ CD45hish ICL aus Abb. 18, die durch die GM-
CSF Behandlung in ZNS induziert wurden, waren 0,7x10° MHCII* und CD80*, wihrend weniger
als 0,05% in den Kontrollmiusen positiv waren. CD86* ICL waren zwar nahezu nicht detektierbar,
ihre Zahl war jedoch 5-fach héher in den GM-CSF behandelten Miusen. Die myeloiden DC, die
durch die i.c.v. Behandlung mit GM-CSF im Gehirn auftreten, haben einen reifen Phinotyp-

besonders MHCII und CD80 sind deutlich hochreguliert.

2.2  Immunbhistologische Untersuchung

Aus PBS, IFNy und GM-CSF behandelten C57BL/6 Miusen wurden die Gehirne entnommen,
sagitale Kryoschnitte angefertigt und mit Antikérpern gegen CD11b, CD11c, MHCII und dem
Proliferationsmarker Ki-67 angefirbt. Mit Hilfe der Immunhistochemie 14f3t sich nachvollziehen,
wo die positiven Zellen im Gehirn lokalisiert sind. Es wurden verschiedene Vergrofierungen
angefertigt. Die Vergroflerung mit dem 2,5-fachen Objektiv diente dazu, einen generellen

Uberblick iiber die betroffene Gehirnregion und den Stichkanal zu erhalten. Fiir die genauere
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Darstellung der Morphologie einzelner Zellen wurden zusdtzlich Vergrofierungen mit dem 10-
fachen und 40-fachen Obkektiv abgebildet. Dabei zeigt die obere Reihe der Bilder mit dem 40-
fachen Objektiv einen Ausschnitt des Stichkanals, in der unteren Reihe sind praferentiell Gefifde
in der Region unterhalb des Stichkanals dargestellt, also tiefer im Hirngewebe mit Konzentration
auf die perivaskuldren GefifSe.

In Abb. 26 wurde zunichst die Verteilung der CD11b* Zellen analysiert. Wie auch schon in der
Durchflusszytometrie beobachtet, sind auch Mikroglia positiv fiir CD11b.

IFNy

2,5x

10x

40x

Abb. 26: Vermehrte Zahl CD11b* Zellen in der Region der GM-CSF Infusion.

An Tag 6 der ic.v. Behandlung wurden die Tiere schmerzfrei get6tet, das Gehirn entnommen und
schockgefroren. 10 um dicke Kryoschnitte wurden angefertigt und mit aCD11b-Ak gefirbt. Abgebildet sind
die Gehirnhilften nach PBS- oder Zytokininfusion mit den angegebenen Objektiven. Die Skalierungsbalken
in der grofiten Vergroflerung entsprechen 40pm.
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Die Morphologie der Mikroglia liefd sich mittels CD11b* Farbung im Hirngewebe deutlich
darstellen. Sie waren deutlich an ihrer weitverzweigten Form zu erkennen. In den PBS
behandelten Tieren waren um den Stichkanal ebenfalls einige Zellen mit abgerundeter
Morpholigie zu sehen. Jedoch waren keine perivaskuldren Infiltrate zu erkennen, es zeigte sich
kaum eine CD11b Immunreaktivitit um die Gefifle. In IFNy behandelten Tieren war die
allgemeine Immunreaktion leicht erhéht. Um den Stichkanal traten vermehrt abgerundete
CD11b* Zellen auf, aber auch hier waren kaum perivaskuldre Infiltrate nachzuweisen. Samtliche
Zellen um die Gefifle herum waren ausgestreckt und verzweigt, was auf lokale Mikroglia
hindeutet. In GM-CSF behandelten Tieren war das Hirngewebe weicher, wodurch die
Kryoschnitte sehr viel schwieriger anzufertigen waren. Hier war die Region um den Stichkanal oft
ausgerissen und dadurch vergrofiert. Die Immunreaktion war bei GM-CSF Behandlung um den
Stichkanal am grofdten. CD11b* Zellen zeichneten sich durch eine abgerundete Morphologie aus.
Sie waren auch noch in tieferen Gehirnregionen zu sehen. In der Region um die Gefifie waren

ebenfalls deutliche Anreicherungen abgerundeter Zellen zu sehen.

In der durchflusszytometrischen Analyse hatte sich gezeigt, dass die CD45"s" Zellen zum Grof3teil
auch CD1lc* exprimierten. Auch in der Immunbhistologie lies sich der deutliche Anstieg an

CD11c*Zellen nachweisen (Abb. 27).

In den Schnitten von Gehirnen aus PBS behandelter Tiere lieffen sich kaum CD1lc* Zellen
nachweisen. Nach [FNy Behandlung waren einige CD11c* Zellen nachweisbar, und diese sowohl
um den Stichkanal als auch im ZNS-parenchym in der Region um die Gefifie. Deutlicher zeigte
sich dies allerdings nach GM-CSF Behandlung. In der Ubersicht sieht man, dass sich die CD11c
Immunreaktivitit iiber grofie Teile der ipsilateralen Hemisphire erstreckte, wohingegen kaum
Immunreaktivitdt in der kontralateralen Hemisphdre zu sehen war (Daten nicht gezeigt). Bei
Analyse der hoheren Vergrofierungen wird deutlich, dass die CD11c Farbung besonders Zellen
mit abgerundeter Morphologie anfiarbte. Diese Zellen waren sowohl in der Niahe des Stichkanals
als auch in direkter Nihe der Gefifle im ZNS-parenchym zu finden. Die durch die i.c.v.
Behandlung mit GM-CSF induzierten perivaskuliren Infiltrate zeigten also eine deutlich
Immunreaktivitit fiir CD11c, wihrend in den mit IFNy behandelten Tieren diese perivaskuldren
Infiltrate nur vereinzelt zu beobachten waren. Bei keiner der Behandlungen waren CD11c* Zellen

mit weitausgestreckter Morphologie nachweisbar.
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Abb. 27: Lokale Zunahme von CD11c* ICL mit abgerundeter Morphologie nach i.c.v. GM-CSF Gabe

An Tag 6 der i.c.v. Behandlung wurden die Tiere schmerzfrei getdtet, das Gehirn entnommen und
schockgefroren. 10 pm dicke Kryoschnitte wurden angefertigt und mit xCD11cAk gefirbt. Abgebildet sind
die Gehirnhilften nach PBS- oder Zytokininfusion mit den angegebenen Objektiven. Die Skalierungsbalken
in der grofiten Vergroferung entsprechen 40pm.

Zur Charakterisierung des Aktivierungsstatus der infiltrierenden Zellen wurden die Schnitte
ebenfalls mit oMHCII-Ak gefirbt (Abb. 28). Bei PBS behandelten Tieren waren in den
Hirnschnitten nur wenige MHCII* Zellen detektierbar. Nach der Behandlung mit IFNy war
zusitzlich eine deutliche Anzahl der ausgestreckten Zellen MHCII*. Allerdings waren diese Zellen
weniger stark angefdrbt als Zellen mit einer abgerundeter Morphologie. Ebenfalls positiv fiir
MHCII waren einige Zellen in der Gegend um die Gefifle. In GM-CSF behandelten Tieren

hingegen zeigte sich eine sehr starke Immunreaktivitit um den Stichkanal herum und auch die
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perivaskuldren Infiltrate waren sehr deutlich positiv fir MHCII. Die Zellen wiesen eine
abgerundete Morphologie auf. Die histologischen Schnitte unterstreichen also die Daten der
Durchflusszytometrie. Die i.c.v. Behandlung mit GM-CSF induziert die Anwesenheit
infiltrierender myeloider Zellen im Gehirn, die priferentiell DC der myeloiden Linie mit
signifikanter MHCII Expression waren. Dabei sind die infiltrierenden Zellen vorzugsweise

lokalisiert am Ort der Applikation von GM-CSF.

PBS IFNy

2.5

10x

40x

Abb. 28: Erhéhte Immunreaktivitit gegen MHCII nach i.c.v. GM-CSF Gabe

An Tag 6 der ic.v. Behandlung wurden die Tiere schmerzfrei getotet, das Gehirn entnommen und
schockgefroren. 10 ym dicke Kryoschnitte wurden angefertigt und mit mit «MHCII-Ak gefdarbt. Abgebildet
sind die Gehirnhilften nach PBS- oder Zytokininfusion mit den angegebenen Objektiven. Die
Skalierungsbalken in der grofiten Vergrofierung entsprechen 40pm.
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Mit den Experimenten ist nicht geklart, wie die infiltrierenden Zellen an den Aplikationsort des
GM-CSF gelangen. Es gibt hierfiir mehrere denkbare Szenarien. Zum einen kénnten Zellen aus
der Peripherie in das Gehirn rekrutiert werden. Erginzend dazu ist es auch denkbar, dass
Vorlduferzellen oder unreife Zellen rekrutiert werden, die dann vor Ort im Gehirn weiter
proliferieren. Auch die Proliferation von vorab aktivierten Zellen ist denkbar, die vor Ort weiter
proliferieren. Einen Hinweis darauf sollte die Farbung mit oKi67-Ak liefern. Ki67 ist ein

Proliferationsmarker, der den Zellkern sich teilender Zellen anfirbt.
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Abb. 29: GM-CSF i.c.v. induziert Ki67 Immunreaktivitit im Gehirn

An Tag 6 der i.c.v. Behandlung wurden die Tiere schmerzfrei getdtet, das Gehirn entnommen und
schockgefroren. 10 pm dicke Kryoschnitte wurden angefertigt und mit mit «Ki67-Ak gefirbt. Abgebildet
sind die Gehirnhilften nach PBS- oder Zytokininfusion mit den angegebenen Objektiven. Die
Skalierungsbalken in der grofsten Vergrofierung entsprechen 40um.

Abb. 29 zeigt, dass bei den Farbungen der Schnitte aus PBS und IFNy behandelten Mausen kaum
sich teilende Zellen detektierbar waren, nach GM-CSF Gabe hingegen war in der Region um den
Stichkanal eine deutliche Immunreaktivitit zu beobachten. Die Applikation von GM-CSF im

Gehirn induziert also nicht nur die Anwesenheit myeloider Zellen aus der Peripherie mit dem
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beschriebenen Reifungsgrad, sie resultiert auch in der Teilung der Zellen im Gehirn. Welche
Morphologie diese Zellen aufweisen, ldf3t sich allerdings mit der Ki-67 Farbung nicht nachweisen,

da Ki67 nur den Zellkern anfirbt und die Morphologie der Zellen damit nicht darstellbar war.

2.3  Funktionelle Charakterisierung der DC im ZNS

AbschliefSend sollte geklart werden, ob die ICL nach GM-CSF Behandlung, die nachweislich eine
hohe Expression kostimulatorischer Molekiile aufwiesen, auch funktionelle Eigenschaften der
APC besitzen. Um die allostimulatorische Kapazitit der ICL nach GM-CSF Behandlung zu testen,
wurden CDllct ICL auf ihre Fahigkeit hin untersucht, naive T-Zellen in der MLR zur
Proliferation zu bringen. CD1lc* ICL aus 7. gondii infizierten Méiusen dienten dabei als
Positivkontrolle, da die Infektion mit 7. gondii im Gehirn aktivierte ZNS-DC mit

allostimulatorischer Aktivitit induziert (Fischer und Reichmann, 2001).
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Abb. 30: Allostimulatorische Aktivitit von CD11c¢* ICL nach i.c.v. GM-CSF Gabe

CD11c* ICL wurden aus Gehirnen von Miusen nach i.c.v. GM-CSF Behandlung oder von Miusen mit
chronischer 7. gondii Infektion (TE) aufgereinigt. Kontroll-APC wurden aufgereingt aus Milzen
unbehandelter Méuse. Die verschiedenen APC wurden in einer MLR mit aufgereinigten allogenen BALB/c
T-Zellen fiir 5 Tage kokultiviert. T-Zellproliferation wurde durch Zugabe von radioaktiv markiertem 3H-
TdR in den letzten 24h der Kultur gemessen.

Die CDllc* ICL von GM-CSF behandelten Miusen induzieren eine starke Proliferation
alloreaktiver T-Zellen (Abb. 30). ICL von Mausen mit Toxoplasmaenzephalitis (TE) und nach GM-

CSF Behandlung waren vergleichbar gute Stimulatorzellen wie Milz-DC von Kontrollméusen.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmalig, dass GM-CSF im Gehirn auch ohne
zusitzliche inflammatorische Stimuli die Anwesenheit vollstindig kompetenter DC im Gehirn

induziert.
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IIT  Diskussion

1.1  Einfluss von GM-CSF auf BALB/c Mikroglia in vitro

Mikroglia teilen aufgrund ihres myeloiden Ursprungs viele Charakteristika von Subpopulationen
peripherer myeloider Zellen. Die ex vivo Prdparation von Mikroglia ist aufgrund der stark
verzweigten Morphologie mit nur einer geringen Ausbeute moglich. Daher wurde zunéchst eine
neonatale Gliakultur etabliert, die die Analyse der GM-CSF Wirkung auf Mikroglia ermdoglichte.
Obwohl die detaillierte durchflusszytometrische Analyse von GM-CSF differenzierter Mikroglia
der beiden untersuchten Mausstimmen - BALB/c und C57BL/6 - keine Unterschiede ergab, zeigte
die anschlieBende funktionelle Charakterisierung sehr gegensitzliche Fahigkeiten von Mikroglia

aus BALB/c verglichen mit C57BL/6 Mikroglia bei der Aktivierung von T-Zellen.

Die neonatale Gliakultur erméglicht die Kultivierung von Astrozyten und Mikroglia (Re et al.,
2002). Die konstitutive Expression von M-CSF durch Astrozyten verhindert jedoch eine
Ausdifferenzierung der Mikroglia in Richtung DC. In Anwesenheit von M-CSF sind neonatale
Mikroglia vergleichbar mit Makrophagen, sie exprimieren ein Makrophagen-dhnliches Genprofil,
haben keine T-Zell-stimulatorische Kapazitit und sind CD11c* (Re et al., 2002). Setzt man diesen
Kulturen GM-CSF zu, so differenzieren neonatale Mikroglia in vitro zu CD11c* DC mit einem
unreifen Phinotyp (Fischer und Reichmann, 2001; Santambrogio et al., 2001). Deshalb gelten
Mikroglia als nicht vollstindig ausdifferenzierte Vorlduferzellen. In dieser Arbeit wurde dieser
DC-dhnliche Phénotyp eingehend charakterisiert. Die Mikroglia dhneln morphologisch unreifen
DC und exprimieren typische Oberflichenmolekiile unreifer DC. Sie weisen nur eine geringe
Expression von CD80 und MHCII auf und sind negativ fiir CD40 und CD86. Die MHCII
Expression ldsst sich wie auch bei DC am deutlichsten mit IFNy induzieren, wiahrend LPS
Stimulation und vor allem die synergistische Stimulation mit IFNy und LPS eine klare
Expressionssteigerung von CD40 und CD86 induziert (Carreno und Carrens, 2002). Damit sind die
Mikroglia in der Lage, T-Zellen Antigen zu prisentieren und diese zu stimulieren. Diese
wesentliche Eigenschaft reifer DC kann in der MLR getestet werden. Die dazu verwendeten
allogenen naiven T-Zellen bendtigen eine starke Kostimulation zusammen mit MHCII Expression,
um aktiviert zu werden und zu proliferieren (Lenschow et al., 1996). Interessanterweise zeigte die

MLR mit LPS und synergistisch stimulierter Mikroglia aus BALB/c Miusen eine vergleichbar
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starke Proliferation wie mit Milzkontrollzellen, wihrend unstimulierte Mikroglia oder Mikroglia
nach IFNy Stimulation keine T-Zellantwort induzieren. In IFNy stimulierter Mikroglia ist die
alleinige starke Expression von MHCII Molekiilen ohne die Expression kostimulatorischer
Molekiile nicht ausreichend, um naive T-Zellen zu aktivieren. Die Proliferation bereits aktivierter
T-Zellen ist hingegen weniger stark abhéngig vom Kostimulus, sondern besonders auf eine starke
MHCII Expression angewiesen (Croft, 1994). Die MHCII Expression wird besonders durch die
Stimulation mit IFNy bzw. LPS+IFNy induziert. Deshalb ist die Aktivierung geprimter T-Zellen
am stdrksten, wenn sie in Anwesenheit des bendtigten Antigens mit IFNy bzw. LPS/IFNy
stimulierter BALB/c Mikroglia kultiviert werden. GM-CSF differenzierte BALB/c Mikroglia sind
also nicht nur phanotypisch vergleichbar mit unreifen DC, sondern teilen nach Reifung auch

deren wichtigste funktionelle Eigenschaften.

1.2 Einfluss von GM-CSF auf C57BL/6 Mikroglia in vitro

Auch bei C57BL/6 Miusen weisen die GM-CSF differenzierten Mikroglia einen DC-dhnlichen
morphologischen Phinotyp auf und exprimieren vergleichbare Mengen der untersuchten
kostimulatorischen Molekiile und MHCII. In GM-CSF differenzierter C57BL/6 Mikroglia ist eine
deutliche CD11c Expression zu beobachten. Die Mikroglia zeigten eine mit BALB/c Mikroglia
vergleichbar starke Expression der MHCII Molekiile nach IFNy Stimulation und die Expression
von CD40 und CD80 lésst sich durch LPS Stimulation induzieren. Gemessen an der Expression
von MHCII und der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 war eine T-Zell-
stimulatorische Aktivitdit zu erwarten. Dennoch kann iiberraschenderweise mit C57BL/6
Mikroglia keine T-Zellstimulation beobachtet werden. Das Fehlen der T-Zellaktivierung ist dabei
unabhdngig von der Stimulation der Mikroglia und auch unabhingig davon, ob naive oder
voraktivierte T-Zellen untersucht werden. Dieses Ergebnis steht in deutlichem Widerspruch zu
ihrem DC-Phénotyp. Neben den bereits frither etablierten DC Populationen mit ihren unreifen
und reifen Differenzierungsstadien sind mittlerweile auch regulatorische DC beschrieben
(Steinman et al., 2003). Deshalb wurde nachfolgend untersucht, ob Mikroglia aus C57BL/6 Miusen

die Proliferation von T-Zellen inhibieren konnen.

Werden die Mikroglia aus C57BL/6 Maiusen mit einer funktionierenden T-Zellproliferation

kokultiviert, so sind sie in der Lage, die T-Zellproliferation zu unterdriicken. Diese inhibitorische
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Eigenschaft der Mikroglia ist dabei unabhingig von der verwendeten APC-Population. Mikroglia
inhibieren die T-Zellproliferation eines T-Zellklons induziert durch Milzzellen genauso wie die
allogene Reaktion der T-Zellen auf Milz-DC und DC generiert aus Knochenmark. Die Inhibition
ist dabei unabhingig vom Reifungszustand der Mikroglia. LPS gereifte Mikroglia inhibieren die T-

Zellproliferation genauso wie unstimulierte Mikroglia.

1.3  Mausstamm-spezifische Unterschiede der Mikroglia

In der Literatur sind stimulatorische Eigenschaften bisher fiir in vitro differenzierte Mikroglia aus
BALB/c und SJL Méiusen beschrieben (Fischer und Reichmann, 2001; Re et al., 2002). Mit den
Untersuchungen der verschiedenen Mausstimme sollte geklirt werden, ob GM-CSF-differenzierte
Mikroglia generell eher T-Zell-stimulatorisch oder -inhibitorisch wirken. Es wurden deshalb
Mikroglia aus verschiedenen Méusstimmen hinsichtlich ihrer stimulatorischen vs. inhibitorischen
Eigenschaften untersucht. Die stimulatorischen Eigenschaften der Mikroglia ldsst sich in BALB/c
Méusen bestitigen, wahrend die inhibitorische Kapazitit fiir C57BL/6 und 129 Mikroglia zu
beobachten ist. Eine besondere Rolle nimmt der Mausstamm FVB ein. FVB Mikroglia verhalten
sich vollig inert in der Anwesenheit allogener T-Zellen, egal ob die T-Zellen durch andere APC
stimuliert sind oder nicht; sie sind weder inhibitorisch noch stimulatorisch. Ob die verschiedenen
Haplotypen des MHC-Lokus bei den Eigenschaften der Mikroglia eine Rolle spielt, kann nicht
geklirt werden. Interessanterweise aber haben sowohl 129 als auch C57BL/6 Mikroglia, die beide
MHCII im b-Haplotyp tragen, inhibitorische Kapazitit auf T-Zellen. Die Kreuzung von BALB/c
und C57BL/6 Miausen (F1-Generation) zeigt, dass der stimulatorische Phénotyp der Mikroglia in
der F1 Generation nicht zu finden ist. Allerdings sind die inhibitorischen Eigenschaften der
Mikroglia nicht mehr so stark ausgeprdgt. Unabhingig vom Aktivierungszustand der Mikroglia
lasst sich die T-Zellproliferation nicht mehr komplett hemmen. Damit ist der inhibitorische
C57BL/6 Phinotyp gegeniiber dem stimulatorischen Phinotyp der BALB/c Miduse der dominante.
Betrachtet man die sehr unterschiedlichen Eigenschaften verschiedener Inzuchtstimme
miteinander, so ist die Varianz der Mikrogliaeigenschaften moglicherweise erkldrbar. Dies hat
Relevanz fiir die Beurteilung anderer Untersuchungen, da der Mausstamm grof3en Einfluss auf die
Mikroglia haben kann. Diese bemerkenswerten Unterschiede sollten in zukiinftigen Projekten

beriicksichtigt werden.
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Es ist lange bekannt, dass sich Mausstimme in ihrem Zytokinprofil und damit in der Tendenz zu
verschiedenen Tu Antworten unterscheiden konnen. Dies wird am Beispiel der Infektion mit
Leishmania major deutlich. Wahrend C57BL/6 Méuse nach Infektion mit dem Parasiten eine
protektive Tul Antwort durch IFNy vermittelt aufbauen, kommt es in BALB/c Mdusen zur IL-4
und damit eher Tu2 gerichteten Immunantwort, die zum progressiven Krankheitsverlauf fiithrt
(von Stebut und Udey, 2004). Auch in anderen Infektionsmodellen gibt es klare Unterschiede
zwischen den Mausstimmen. Bei der Infektion mit dem Malariaerreger Plasmodium chabaudi
sind C57BL/6 Maiuse ebenfalls resistent, und BALB/c Miuse suszeptibel, obwohl hier die
genetischen Grundlagen fiir diese Unterschiede noch nicht bekannt sind (Fortin et al., 2002). Die
Infektion mit 7. gondii verlauf bei C57BL/6 Miusen in der chronischen Phase der Infektion letal,
die resistenten BALB/c Miuse iiberleben hingegen (Suzuki et al., 1994). Hier konnte das Fehlen
des H-2L¢ Gens, ein Gen im MHCII Lokus, fiir die unterschiedliche Suszeptibilitdt verantwortlich
gemacht werden (Brown et al., 1995). Gerade in komplexen Krankheiten reagieren verschiedene
Mausstdmme also sehr unterschiedlich.

Es ist moglich, dass Mikroglia so zur Immunaktivierung oder zur Aufrechterhaltung des "immune
privilege" im ZNS beitragen. Allerdings ist der Vergleich in vitro differenzierter Mikroglia mit der
tatsichlichen Situation in vivo schwierig. Die hier untersuchten Mikroglia werden lange
kultiviert, um sie in ausreichender Menge zu generieren und ihre DC-Differnzierung zu
induzieren. Folglich ist es zwar moglich, Mikroglia mit einem DC-dhnlichen Phénotyp zu
erhalten, welche Relevanz dies 7in vivo hat, kann nur spekuliert werden. Es ist denkbar, dass die
lange Anwesenheit von GM-CSF im ZNS z.B. bei chronischen Entziindungsreaktionen auch in
vivo die Differenzierung von Mikroglia lenken kann. Bekannt ist, dass Mikroglia sehr schnell eine
als Mikrogliose bezeichnete Reaktion auf Verdnderungen der ZNS-Homoostase zeigen. Diese
Aktivierung der Mikroglia ist teilweise auch nach Wochen noch zu beobachten (Streit et al,,
1999). Damit wire zumindest in einigen Mausstimmen ein zusdtzlicher Mechanismus gegeben,

den besonderen Immunstatus des ZNS zu moderieren.

1.4  Charakterisierung inhibitorischer Mikroglia in vitro

Die T-Zell-inhibitorische Aktivitdt der C57BL/6 Mikroglia zeigt sich unabhingig von der APC
Population, die die T-Zellproliferation auslost und wurde mit inhibitorischer Mikroglia weiter

untersucht. Dazu wurde der APC-Stimulus ersetzt durch eine direkte Aktivierung der T-Zellen
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am T-Zellrezeptor. Bei der physiologischen Stimulation des T-Zellrezeptors werden die
T-Zellrezeptorkomplexe in der immunologischen Synapse auf einen Punkt an der Oberfliche
konzentriert, wodurch das Signal weitergeleitet wird. Diese Stimulation kann auch erreicht
werden, wenn der T-Zellrezeptor mit einem T-Zellrezeptor spezifischen Antikérper (xCD3) an
eine Mikrotiterplatte gebunden kreuzvernetzt wird. Ersetzt man die aktivierende APC durch
diesen T-Zellstimulus, so ist keine inhibitorische Aktivitit der C57BL/6 Mikroglia mehr zu
beobachten. Dabei war die Stirke der aCD3 Stimulation so gewdihlt, dass sie den vorigen
Stimulationen mit Milzzellen oder BM-DC entsprach und eine vergleichbare T-Zellproliferation
induzierte (ca 20.000 cpm). Damit sollte verhindert werden, dass der Stimulus durch aCD3 so
stark gesetzt wurde, dass die T-Zellproliferation von den Mikroglia aufgrund der
unphysiologischen hohen Intensitit nicht mehr reduziert werden konnte. Ersetzt man also die
APC durch einen anderen Stimulus, so sind die Mikroglia nicht mehr in der Lage, die Proliferation
der T-Zellen zu unterdriicken. Die Beobachtungen belegen, dass die Hemmung wahrscheinlich
iiber eine Verdanderung der stimulatorischen APC vermittelt wird, und nicht iiber den direkten
Kontakt der Mikroglia mit der T-Zelle.

Um den Mechanismus der Hemmung iiber einen direkten Zell-Zellkontakt zu untersuchen,
wurden Experimente im Transwellsystem durchgefiihrt. Damit waren die Mikroglia iiber eine
Membran mit einer Porengrofle von 0,4 pm von den T-Zellen getrennt. Ohne direkten
Zellkontakt sin Mikroglia nicht in der Lage, die Hemmung zu vermitteln. Die Hemmung ist also
zwingend kontaktabhidngig. Wihrend Suter und Kollegen IL-10 und TGFp fiir die T-Zell-
inhibitorische Wirkung von akut isolierten ZNS-DC aus C57BL/6 Méusen mit EAE verantwortlich
machen (Suter et al., 2003), spielen diese lslichen Faktoren hier vermutlich keine Rolle. Auch
eine IDO-abhingige T-Zellhemmung (Mellor und Munn, 2004) ist genauso wie die Hemmung
iiber Stickstoffmonoxidradikale produziert durch das induzierbare Enzym iNOS (van der Veen,
2001) eher unwahrscheinlich, da es sich hier ebenfalls um 16sliche Faktoren handelt. Diese
Hypothese wird durch Real-Time PCR-Analysen bestitigt. Vergleicht man die relative Expression
der vier oben genannten Gene, so kann fiir keinen der Kandidaten eine deutliche
Transkriptionssteigerung iiber alle Stimulationsbedingungen hinweg beobachtet werden. Eine
hohere Transkriptmenge in allen Stimulationsbedingungen bei C57BL/6 Mikroglia wire aber zu
erwarten gewesen, wenn man bedenkt, dass die getesteten C57BL/6 Mikroglia unabhéngig von der

Stimulation inhibitorisch auf T-Zellen wirkten.
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Ein weiterer denkbarer Mechanismus der Inhibition konnte die Immunregulation iiber die
Induktion von Apoptose in T-Zellen sein. Deshalb wurde untersucht, inwieweit die Apoptose bei
der Hemmung durch C57BL/6 Mikroglia eine Rolle spielt. Apoptose kann durch mehrere
Molekiile induziert werden. Im Gehirn findet man die Apoptose auslosenden Mitglieder der TNF-
Superfamilie FasLigand (Becher et al., 1998) und TRAIL (Fanger et al., 1999). Daneben ist auch
PD-1, ein Mitglied der B7-Familie, als Apoptose-auslosender Rezeptor bekannt (Greenwald et al.,
2005). Aber sowohl die Expressionsanalyse der PD-1 Liganden wie auch der Expressionsvergleich
von TRAIL zeigt keine Unterschiede in der Expression bei den beiden Mausstimmen. Auch die
Real-Time PCR-Analyse der FasLigand Expression wurde durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich jedoch,
dass sich bei beiden Mausstimmen unter den gewihlten Stimulationsbedingungen die Expression
von FasLigand nicht nachweisen lédsst. Die inhibitorischen Eigenschaften der C57BL/6 Mikroglia
werden indirekt vermittelt und sind kontaktabhidngig. Welcher Mechanismus allerdings fiir die T-
Zellinhibition verantwortlich ist, konnte durch die bisher durchgefiihrten Experimente nicht
ausreichend beantwortet werden. Es ist nicht auszuschliefen, dass die Hemmung je nach
Stimulation der Mikroglia durch unterschiedliche Faktoren vermittelt wird oder einige Faktoren
synergistisch wirken. Eine geringfiigig hohere Expression von iNOS und CD200R2 ist zum
Beispiel bei unstimulierter C57BL/6 Mikroglia im Vergleich mit BALB/c Mikroglia zu beobachten.
Die Expression von PD-L2 ist in LPS stimulierter C57BL/6 Mikroglia erhoht gegeniiber
unstimulierter BALB/c Mikroglia. Inwieweit die angesprochenen Mechanismen doch additiv
wirken oder nur auf einzelne Stimulationsbedingungen der C57BL/6 Mikroglia zutreffen, bleibt zu
kldren.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kandidaten IDO, iNOS, IL-10 und TGFp, die PD-
Liganden und CD200R-Familie und die Apoptose vermittelnden Molekiile FasLigand und TRAIL
sind jedoch einzeln betrachtet nicht fiir die Hemmung nach verschiedenen Stimulation
verantwortlich. Allerdings sollten die Untersuchungen noch durch geeigntete Antikorper, die die
Interaktion dieser Molekiile trennen, untersucht werden, da auch translationale Effekte
vorhanden sein konnen. Andere Faktoren, die hier noch nicht untersucht wurden, scheinen die

Hemmung zu vermitteln.

Eine mogliche weitere Vorgehensweise konnten Mikroarrayanalysen bieten. Mikroarrayanalysen
erlauben es, die gesamte transkriptionelle Regulation von Genen innerhalb von Zellpopulationen
oder Geweben zu untersuchen. Durch Vergleich von Mikroglia aus BALB/c und C57BL/6 Miusen

konnten mit Hilfe dieser Technik differentiell regulierte Gene gefunden werden, indem aus



DISKUSSION 59

beiden Zellpopulationen RNA aufgereinigt und iiber Mikroarrays quantifiziert wird. Die
mittlerweile erhidltlichen Mikroarrays erlauben dabei eine weitgreifende Analyse des
Transkriptoms. Dies wire ein moglicher experimenteller Ansatz, die transkriptionellen

Unterschiede zwischen Mikroglia der beiden Mausstimme aufzukldren.

2.1  GM-CSF induziert die Anwesenheit funktionell kompetenter DC in vivo

GM-CSF ist ein hdmatopoetischer Wachstumsfaktor und inflammatorisches Zytokin.
Interessanterweise ist es im Gehirn wihrend chronischen Inflammationen zu finden (Franzen et
al., 2004). Dennoch ist wenig iiber GM-CSF in diesem spezialisierten Immunkompartment in der
Abwesenheit inflammatorischer Stimuli wie TLR Liganden oder zusdtzlicher Zytokine, die z. B.
wihrend Infektionen oder autoimmuner Erkrankung auftreten, bekannt. Deshalb wurde in dieser
Arbeit die Funktion des proinflammatorischen Zytokins 7/nn vivo unter ,steady-state®, d.h. nicht
inflammatorischer Bedingungen getestet.

Durch die i.c.v. Gabe von GM-CSF ist selbst in Abwesenheit anderer inflammatorischer Stimuli
im Gehirn ein massiver Anstieg von myeloiden Zellen zu beobachten. Der Grofdteil dieser
myeloiden Zellen exprimierte CD1lc, und die Expression kostimulatorischer Molekiile und
MHCII entspricht dem Phénotyp teilweise aktivierter DC.

Weniger spezifische frithere Studien haben den Einfluss von systemischer GM-CSF Gabe auf das
Immunsystem untersucht. GM-CSF wurde hier durch die kontinuierliche Infusion oder iiber
adenoviralen Gentransfer in die Peripherie appliziert. Intravendse Infusion von GM-CSF iiber
sieben Tage hinweg induzierte in der Milz, dem Blut und den LN eine starke Zunahme der
CD11b*/CD11c* Population (Basak et al., 2002). In diesen Studien wurde durch den adenoviralen
Transfer des Gens GM-CSF lokal im Muskel, der Lunge oder im Magengewebe exprimiert und
induzierte die Rekrutierung myeloider DC in diesen Geweben (Burger et al., 2000; Wang et al.,
2000; Biondo et al., 2001). Diese durch GM-CSF induzierten Zellen waren phinotypisch
vergleichbar mit denen in der vorliegenden Arbeit charakterisierten ZNS-DC. Sie exprimierten
eine hohe Menge MHCII und CD80 auf der Oberfliche, zeigten jedoch nur eine geringe
Expression von CD86 und CD40 (Wang et al., 2000; Miller et al., 2002). Die GM-CSF induzierten
DC waren funktionell mit reifen DC zu vergleichen, sie zeigten eine verstirkte stimulatorische
Kapazitit bei der Erstaktivierung naiver T-Zellen (Basak et al., 2002; Miller et al., 2002). Diese

stimulatorische Kapazitit weisen in der vorliegenden Arbeit auch ZNS-DC ex vivo nach GM-CSF
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Applikation im Gehirn auf und sind damit genauso effizient wie die zum Vergleich eingesetzten
Milz-DC. Damit wurde erstmalig GM-CSF direkt ins ZNS appliziert und mit der Applikation von
IFNy verglichen, so dass dadurch der spezifische Einfluss von GM-CSF gegeniiber dem
proinflammatorischen Zytokin IFNy abgegrenzt werden kann. Das bemerkenswerte ist, dass
bereits die Anwesenheit von GM-CSF im ZNS ausreicht, um funktionelle DC im Gehirn zu
induzieren — auch ohne Infektion oder Autoimmunitidt. Ob diese DC eher endogen differenzieren
oder rekrutiert werden ist dabei noch unklar. Diese Fragestellung kénnte durch den Einsatz von
knochenmarkschiméiren Miusen addressiert werden (siehe Abschnitt 2.2).

Die Experimente zur i.c.v. Behandlung mit GM-CSF unterstreichen den wichtigen und bisher
nicht bekannten Einfluss von GM-CSF bei der Entwicklung von Immunsystem-mediierten
Erkrankungen des ZNS, bei denen DC eine entscheidende Rolle spielen. Die alleinige Stimulation
durch GM-CSF reicht also auch im immunprivilegierten Gehirn aus, um funktionell kompetente

DC zu induzieren.

Die Expression von GM-CSF ist unter diversen inflammatorischen Bedingungen hochreguliert. In
der chronischen Phase einer 7. gondii Infektion sind im Gehirn reife DC zu finden, die ebenfalls
in der Lage sind, naive T-Zellen zu aktivieren (Fischer et al., 2000). In der akuten Phase der MS ist
eine erhohte Menge von GM-CSF im Liquor zu finden (Carrieri et al., 1998). Im Gegensatz jedoch
zu den Ergebnissen der Toxoplameninfektion wiesen ZNS-DC aus Midusen mit EAE einen
unreifen Phianotyp aus, welcher durch die geringe Expression von MHCII und kostimulatorischen
Liganden charakterisiert ist. ZNS-DC aus EAE Maiusen inhibierten die Proliferation naiver T-
Zellen (Suter et al., 2003). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen jedoch darauf hin, dass GM-CSF
auch ohne weitere inflammatorische Stimuli DC eines aktivierten Phénotyps induziert. Es ist
unklar, welche Faktoren den Reifestatus der ZNS-DC bestimmen; es ist jedoch gut moglich, dass
die Modulation der DC Funktion im ZNS abhingig ist von der jeweils vorliegenden ZNS
Umgebung und dem damit verbundenen Zytokinmillieu. Wahrend GM-CSF alleine ausreicht, um
die Anwesenheit von DC auch im ZNS zu induzieren, werden unter komplexen
inflammatorischen Bedingungen je nach Immunaktivierung diese DC im ZNS moglicherweise so
differenziert, dass sie damit im Gehirn Immunreaktionen unterstiitzen oder inhibieren. Ob
dadurch schiitzende oder schidliche Effekte erzielt werden, hiangt von der jeweiligen Situation ab.
Denkbar wire ebenfalls, dass die chronische Anwesenheit von GM-CSF zu Autoimmunitit fithren
kann; diese Situation ist durch die begrenzte Funktionsdauer der osmotischen Pumpe leider nicht

experimentell darstellbar (siehe auch Abschnitt 2.2)
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Zusammengefasst unterstreichen diese Befunde die Bedeutung von GM-CSF fiir die Initiierung
von Immunreaktionen im ZNS. Auch in Abwesenheit anderer inflammatorischer Stimuli reicht
der Einfluss von GM-CSF aus, um die Anwesenheit myeloider Zellen im ZNS zu induzieren.
Dariiber hinaus sind diese ZNS-DC in der Lage, Antigen zu prisentieren und als vollwertige APC

zu fungieren.

2.2  Einfluss von intrazerebralem GM-CSF auf Mikroglia

Vorarbeiten hatten gezeigt, dass GM-CSF auf neonatale (Fischer und Bielinsky, 1999) und adulte
(Aloisi et al., 2000; Fischer und Reichmann, 2001) Mikroglia zumindest in vitro starken Einfluss
haben kann, was in dieser Arbeit bestitigt werden konnte. Neonatale Mikroglia differenzieren in
Anwesenheit von GM-CSF zumindest in BALB/c Mausstamm in Richtung kompetenter DC.

Die i.c.v. GM-CSF Applikation zeigt jedoch erstaunlicherweise, dass GM-CSF in vivo zumindest
bei einer relativ kurzen Applikationsdauer von sechs Tagen nur einen unwesentlichen Effekte auf
hirnresidenten Mikroglia hat, der durch die massive Rekrutierung peripherer Zellen iiberdeckt
wird. Im Gegensatz zu der sehr deutlichen Reaktion von DC mit abgerundeter Morphologie und
einer starken CD45 Expression — zwei Merkmale, die fiir einen peripheren Ursprung dieser DC
sprechen — ist der Einfluss von GM-CSF auf Mikroglia 7nn vivo nicht dominant.

Dies lasst sich zum einen in der durchflusszytometrischen Analyse zeigen. Die Zahl der CD45"
Mikroglia ist durch die i.c.v. Behandlung mit GM-CSF im Vergleich zu den drei Kontrollgruppen
nicht signifikant erhoht. Innerhalb der CD45" ICL - d.h. der Mikroglia — ist ebenfalls keine
CD11c-Expression detektierbar. Zusitzlich ist die Expression kostimulatorischen Molekiile auf
CD45%~ Mikroglia nicht nachweislich induziert. Auch die Zahl der MHCII* ICL ist innerhalb der
infiltrierenden CD45"g" Zellen wesentlich hoéher als auf Mikroglia, lediglich ein geringer
Prozentsatz der CD45°% ICL zeigte eine sehr starke Induktion der MHCII Expression auf der
Zelloberfliche.

Der wesentlich grofiere Einfluss von GM-CSF auf Zellen peripheren Ursprungs wird auch in der
Immunbhistologie deutlich. Nach GM-CSF Behandlung zeigt sich eine Zunahme CD11b+ ICL
lediglich bei Zellen mit abgerundeter Morphologie. Auch der DC spezifische Marker CD11c lasst
sich an Hirnschnitten GM-CSF behandelter Tiere nicht auf weitverzweigten Zellen in der weifien
Substanz nachweisen. In Korrelation damit ldsst sich auch MHCII nicht auf Mikroglia

nachweisen. Da sowohl im ischdmischen ZNS und auch bei 7oxoplasma-Enzephalitis CD11c*
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Mikroglia immunhistochemisch nachweisbar waren (Fischer et al., 2000; Reichmann et al., 2002),
ist davon auszugehen, dass der GM-CSF Stimulus 7in vivo alleine nicht ausreichend ist fiir die
vollstindige Differenzierung der Mikroglia zu DC.

Gegen den Einfluss von GM-CSF auf Mikroglia in vivo spricht auch die Lokalisation der
abgerundeten CD11c* und MHCII* Zellen: sie sind nach GM-CSF Behandlung nahe am Stichkanal
und in den perivaskuliren Infiltraten zu finden. Zusitzlich waren auch die Ki-67+
proliferierenden Zellen um diese Regionen lokalisiert. Sowohl die Lokalisation der Zellen in der
Nihe der Gefifle und damit in unmittelbarer Néhe zur Peripherie als auch ihre abgerundete
Morphologie und die hohe CD45 Expression weisen darauf hin, dass GM-CSF die Rekrutierung

von myeloiden DC oder ihren Vorldufern aus der Peripherie bewirkt.

Dennoch kann mit diesen Experimenten nicht vollig ausgeschlossen werden, dass Mikroglia auf
GM-CSF reagiert, indem sie ihre Morphologie verdndern und/oder die Expression von CDA45
hochregulieren. Mikroglia lassen sich nur iiber die Expressionsstirke von CD45 und ihre
ausgestreckte Morphologie von peripheren myeloiden Zellen unterscheiden. Aufgrund ihres
gemeinsamen Ursprungs weisen sie keinerlei exklusive Marker auf, die eine Unterscheidung
moglich machen konnten. Allerdings zeigen Mikroglia eine wesentlich geringere Proliferations-
und Austauschrate als myeloide Zellen in der Peripherie.

Dies konnte durch die Generierung von Knochenmarkschimiren zu Nutze machen, in denen sich
myeloide  Zellen und  Mikroglia  aufgrund  allelischer = Marker  unterscheiden.
Knochenmarkschimédre Méduse werden generiert, indem Mduse einer subletalen Strahlendosis
exponiert werden. Das fithrt zur Zerstorung aller sich teilender Zellen und damit des
hamatopoetischen Systems. Damit enthilt die Peripherie keine Leukozyten und damit auch keine
myeloiden Zellen mehr. Rekonstituiert man diese bestrahlten Maduse dann mit Knochenmark aus
einem anderen Mausstamm, so entsteht eine sogenannte Knochenmarkschimire. Alle
geweberesidenten Zellen und damit auch die Mikroglia im ZNS stammen vom Wirtsmausstamm
ab; die hématopoetischen Zellen in der Peripherie vom Donorstamm. Als
Unterscheidungsmerkmal bieten sich hierbei die unterschiedlichen Allele von CD45 an.
Normalerweise tragen die C57BL/6 Miuse das CD45.2 Allel. Allerdings sich auch kongene CD45.1
C57BL/6 Mause erhiltlich. Bestrahlt man CD45.2 Méuse und rekonstituiert sie mit CD45.1
Knochenmark, so sind myeloide Zellen der Peripherie CD45.1+, wiahrend hirnresidente Mikroglia
CD45.2+ sind. Damit konnen die Zellpopulationene leicht mit spezifischen Antikérpern in der

Durchflusszytometrie und in der Immunhistochemie unterschieden werden. Behandelte man
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solche chiméren Mause i.c.v. mit GM-CSF, so lasst sich definitiv sagen, welchen Ursprung die im
ZNS auftretenden CD11c* Zellen haben. Der letztendliche Beweis, ob nach GM-CSF Behandlung
Mikroglia transdifferenzieren oder myeloide (Vorldufer-) Zellen aus der Peripherie rekrutiert

werden, konnte durch die Verwendung von Knochenmarkschimiren gebracht werden.

Fir die auffilligen Unterschiede in der Relevanz von GM-CSF in vitro und in vivo bei der
Differenzierung von Mikroglia sind mehrere Erklirungen zu diskutieren. Die Ausdifferenzierung
neonataler Mikroglia ist ein langsamer Prozess, der zundchst die Proliferation der Mikroglia in der
Gesamtgliakultur in Anwesenheit von GM-CSF vorsieht und anschlieflend eine zusdtzliche
Differenzierung ohne die Anwesenheit der M-CSF produzierenden Astrozyten in Sekundarkultur
benotigt. Auch ohne die abschlieflende Sekundarkultur sind diese Mikroglia CD11c*, allerdings ist
diese Expression nicht so hoch und die Zellen sind weniger responsiv gegeniiber Stimulation mit
IFNy oder LPS (Daten nicht gezeigt). Es ist daher also denkbar, dass in vivo das von den
Astrozyten gebildete M-CSF die schnelle Aktivierung bzw. die Differenzierung der Mikroglia
verhindert. Inwieweit dieses Szenario zutrifft, konnte zum Beispiel in M-CSF-defizienten Mausen
untersucht werden. Appliziert man diesen Tieren i.c.v. GM-CSF, konnte getestet werden, ob eine
stirkere Mikrogliareaktion stattfindet. Auferdem war die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Wirkungsdauer von GM-CSF in vivo durch die lingstmogliche Pumpenarbeitszeit von sieben
Tagen begrenzt. Die Kultur neonataler Mikroglia sieht eine wesentlich lingere GM-CSF
Behandlung vor. Hier werden die Mikroglia ein bis zwei Wochen in der Gliakultur mit GM-CSF
behandelt und anschlieffend fiir ca. zehn Tage in Abwesenheit von Astrozyten weiterkultiviert.
Weitere Experimente mit alternativen Applikationsmethoden von GM-CSF, die eine lingere
Wirkungsdauer ermoglichen, miissten zeigen, inwieweit dann moglicherweise auch in vivo ein
starkerer Einfluss von GM-CSF auf Mikroglia zu beobachten ist.

Um die GM-CSF Wirkzeit zu verldngern, konnte man GM-CSF im ZNS unter der Kontrolle eines
ZNS-spezifischen Promotors exprimieren. Bisher wurde fiir Mikroglia noch kein spezifischer
Promotor beschrieben, der die alleinige Expression im ZNS zulassen wiirde. Dies ist bedingt durch
ihren myeloiden Ursprung, sie teilen die transkriptionellen Eigenschaften mit myeloiden Zellen in
der Peripherie. Zur spezifischen Expression im ZNS ist jedoch die Promotorregion des Glia-
fibrilliren-aziden Proteins (GFAP) geeignet. GFAP wird im ZNS konstitutiv von Astrozyten
gebildet und die ZNS-spezifische Expression von Proteinen duch den GFAP-Promotor ist bei
verschiedenen inflammatorischen Zytokinen etabliert (Campbell et al., 1998b). Dazu konnte das

GM-CSF Gen tiiber spezifische Schnittstellen in einen GFAP-Promotor enthaltenden Vektor
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kloniert werden. Mit Hilfe dieses Vektors konnten dann transgene Miduse generiert werden.
Mittels dieser transgenen Technik wiirde das Gen zusitzlich zum kompletten Genom eingebracht.
Dabei findet die Integration zufillig und damit ungerichtet im Genom statt. Der Vergleich
transgener Mauslinien kann dabei sehr unterschiedliche Expressionsstirken des Zielgens zeigen.
Man kann dabei nicht ausschliefien, dass das Gen mehrfach in das Genom integriert wurde.
Zusitzlich ist die Zuginglichkeit des Promotors und damit seine Expressionsstirke abhidngig vom
Ort der Integration. Allerdings ist die GM-CSF Quantifizierung mittels ELISA-Technik bereits
etabliert, und konnte so leicht bestimmt werden. Fiir die Expression von Zytokinen unter der
Kontrolle eines GFAP-Promotors sind in der Literatur viele Beispiele bekannt. Sowohl die
Funktion von IL-1 und IL-6 als auch von TNF wurden im ZNS bereits auf diese Weise untersucht
(Campbell et al., 1998b). Die Expression keines dieser proinflammatorischen Zytokine fithrte zu
einem embryonal letalen Phénotyp, und so ist auch die Prognose fiir GM-CSF vielversprechend.
Mit Hilfe transgener Mause konnte dann auch die langfristige Wirkung von GM-CSF im ZNS
untersucht werden. Damit sind Verdnderungen in den Zellpopulationen und die phédnotypische

Zusammensetzung der ICL zu untersuchen.

Eine interessante Frage dabei ist, ob die Mikroglia nach lingerer GM-CSF Anwesenheit im Gehirn
- wie auch die in dieser Arbeit beschriebenen myeloiden Zellen - die Expression von CDllc
induzieren und damit phinotypisch myeloiden DC &hneln. Im Folgenden konnte so geklart
werden, ob sie auch funktionell DC dhneln. Eine weitere wichtige Frage wire, ob die ZNS
spezifische Expression von GM-CSF ausreicht, um den Verlauf von inflammatorischen Prozessen
wie EAE oder TE zu beeinflussen. Untersuchungen zur systemischen Applikation von GM-CSF
deuten darauf hin, dass GM-CSF die inflammatorische Immunantwort fordert (Wang et al., 2000;
Biondo et al., 2001; Miller et al., 2002). Inwieweit sich das auch im ZNS bestitigen ldsst, wenn
GM-CSF {iiber einen linger als sieben Tage andauernden Zeitraum spezifisch im Gehirn

iiberexprimiert wird, wire mit dem Einsatz transgener Techniken zu kldren.

Durch das Sortieren von GM-CSF behandelter Mikroglia 7in vivo tiber die Unterscheidung von
CD45v vs. CD45¢" ICL konnte getestet werden, ob Mikroglia ex vivo die Fihigkeit der T-
Zellstimulation haben. Vorangegange Untersuchungen in dieser Arbeit in vitro hatten gezeigt,
dass sich mausstammspezifisch deutliche Unterschiede in der stimulatorischen Aktivitit der

Mikroglia ergeben. Der Einfluss von GM-CSF in vivo wurde in C57BL/6 Mausen untersucht. Es ist
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moglich, dass die i.c.v Gabe von GM-CSF in anderen Mausstimmen wie BALB/c aufgrund des

genetischen Hintergrunds einen Effekt auf Mikroglia hat.

2.3  Vergleich der i.c.v. Applikation von GM-CSF und IFNy

Im Gegensatz zu der i.c.v. GM-CSF Gabe induziert die kontinuierliche Infusion von IFNy in den
Hirnventrikel eine deutliche Induktion der MHCII Expression auf den weitverzweigten Zellen
mit einer geringen CD45 Expression auf der Zelloberfliche. Diese Beobachtung bestitigt frithere
Untersuchungen in Ratten, in denen die i.c.v. IFNy Gabe ebenfalls eine deutlichen Expression der
MHCII auf Mikroglia induzierte (Jander et al., 2000).

Der Vergleich der Auswirkungen der i.c.v. Behandlung der beiden inflammatorischen Zytokine
IFNy und GM-CSF machte deutlich, dass die in dieser Arbeit gezeigten Effekte von GM-CSF kein
generelles Resultat inflammatorischer Zytokine auf das ZNS sind. In IFNy behandelten Mausen ist
eine vergleichbare Zunahme der ICL wie in den PBS behandelten Kontrolltieren zu beobachten.
GM-CSF induziert einen starken Anstieg myeloider Zellen im ZNS, hat jedoch vergleichbar mit
der IFNy Applikation kaum einen Einfluss auf die Anzahl der T-Zellen und B-Zellen. Dies weist
darauf hin, dass durch die i.c.v. Applikation von GM-CSF generell die Integritit der BHS nicht

zerstort wurde.

24  Rekrutierung von Zellpopulation in das ZNS

Die abgerundete Morphologie der infiltrierenden Zellen und ihre hohe CD45 Expression weisen
darauf hin, dass GM-CSF eine Infiltration in das ZNS induziert. Dennoch ist nicht klar, in
welchem Reifezustand die Zellen einwandern. GM-CSF kann die BHS passieren (McLay et al,,
1997), es ist also moglich, dass es aus der Peripherie DC mit dem in dieser Arbeit beschriebenen
Phénotyp anlockt. Denkbar ist auch, dass myeloide Vorlduferzellen in das ZNS migrieren. Durch
die immunbhistologischen Untersuchungn mit dem Proliferationsmarker Ki67 wird deutlich, dass
die Zellen im ZNS nach GM-CSF Gabe zumindest in einem gewissen Maf$ proliferieren. Dabei
sind die Ki67+ Zellen besonders in direkter Ndhe zum Stichkanal lokalisiert. In dieser Region ist
die Zahl der morphologisch weitverzweigten Mikroglia gering, und die Zellen zeigen nach

Farbung von CDI11c und MHCII eine abgerundete Morphologie. Unabhingig davon, wie viele
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Zellen in das ZNS rekrutiert werden, konnte in dieser Region auch die Teilung von Zellen

beobachtet werden.

Zukiinftig sollte gepriift werden, wie die im ZNS vorzufindenen myeloiden Zellen die BHS
iberwinden. Dazu sollten wichtige Adhidsionsmolekiile angefirbt werden, die zur Migration
durch die BHS wichtig sind. Fiir die Adhdsionsmolekiile VCAM und ICAM-1 konnte gezeigt
werden, dass sie in vielen inflammatorischen Prozessen auf den Endothelzellen der BHS
exprimiert werden (Zameer und Hoffman, 2003). Zusitzlich wurde kiirzlich ein weiteres
Adhisionsmolekiil — das sogenannte ALCAM - entdeckt, welches gerade bei der Migration in das
ZNS eine wichtige Rolle spielt. Die Expression von ALCAM ist in der chronischen Phase der EAE
erhoht, wihrend die Blockierung von ALCAM die Zahl der eingewanderten Zellen deutlich
reduziert (Cayrol et al., 2008). Inwieweit GM-CSF die Expression dieser Adhisionsmolekiile
beeinflusst, und so die Rekrutierung von myeloiden Zellen in das ZNS bewirkt, sollte in Zukunft

geklart werden.
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3 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein eindeutiger Beitrag zum Verstindnis der Funktion von GM-
CSF bei der Differenzierung von myeloiden DC im ZNS geliefert. Obwohl GM-CSF auf Mikroglia
1n vitro wirkt - indem die Ausdifferenzierung von DC phinotypisch in nahezu allen untersuchten
Mausstimmen vergleichbar induzierte - zeigten diese GM-CSF differenzierten Mikroglia grofie
Unterschiede im Bezug auf die Kapazitit einer T-Zellstimulation und -inhibition. Der
Mechanismus der Hemmung der T-Zellaktivierung im C57BL/6 Hintergrund konnte nicht auf
bisher beschriebene Signalwege =zuriickgefithrt werden, deshalb miissten zukiinftig
weitergreifende Untersuchungen angestrebt werden. Eine gute Strategie hierbei wire die
Mikroarrayanalyse. Der Vergleich von Mikroglia mit T-Zell-stimulatorischen und T-Zell-
inhibitorischen Potential wird zeigen, welche Gene differenziell exprimiert werden und damit
eventuell fiir die hemmende Eigenschaft verantwortlich sind. Sollten sich dabei Kandidatengene
finden, die fiir die Vermittlung der Hemmung denkbar sind, so wird es eine interessante Aufgabe
sein, diese weiter zu charakterisieren. Dabei sollte getestet werden, ob durch die Blockade eines
moglichen Zielgens der T-Zell-inhibitorische Phanotyp wieder aufgehoben werden kann.

Bei der alleinigen Gabe von GM-CSF ins ZNS in vivo konnte gezeigt werden, dass auch in
C57BL/6 Méusen ohne weitere inflammatorische Stimuli myeloide DC induziert werden, die T-
Zell-stimulatorisch wirken. Damit ist gezeigt, dass GM-CSF alleine eine inflammatorische
Umgebung im immunprivilegierten ZNS induzieren kann. Erstaunlicherweise liefd sich kein
deutlicher Effekt auf hirnresidente Mikroglia nachweisen, die im Gehirn vorhandenen DC sind
aufgrund ihrer Morphologie und der Stirke der CD45 Expression hoéchstwahrscheinlich als
periphere ins ZNS rekrutierte Zellen zu identifizieren. Da sowohl die Anderung der
Zellmorphologie nach GM-CSF Gabe als auch die Expressionsverstirkung von CD45 nicht
ausgeschlossen werden kann, sollten zukiinftig knochenmarkschimére Mause generiert werden. In
diesen sind dann hirnresidente von peripheren Zellen eindeutig unterscheidbar. Damit wird der
Ursprung der myeloiden Zellen im Gehirn nach intrazerebraler GM-CSF Gabe eindeutig
nachvollziehbar sein.

Welche Rolle GM-CSF bei der Rekrutierung peripherer Zellen spielt, soll durch die in vivo
Analyse des Expressionsverhaltens von Adhésionsmolekiilen und Chemokinen auf Endothelzellen
der BHS in Anwesenheit und Abwesenheit von GM-CSF {iiberpriift werden. Eine weitere wichtige

Aufgabe wird die Verlingerung der GM-CSF Applikation im ZNS sein, damit der Einfluss von
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GM-CSF auch langerfristig untersucht werden kann. Deshalb sollten sich die unmittelbaren
zukiinftigen Arbeiten darauf konzentrieren, transgene Mauslinien zu erstellen, die GM-CSF unter
einem ZNS-spezifischen Promotor exprimieren. In diesen Mauslinien kénnte der Verlauf von
Krankheitsmodellen wie EAE oder Infektion mit 7.gondii unter Einwirkung von GM-CSF

spezifisch im ZNS untersucht werden.
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IV~ Zusammenfassung

GM-CSF ist sowohl ein hdamatopoetischer Wachstumsfaktor als auch ein proinflammatorisches
Zytokin. Wiahrend GM-CSF im gesunden ZNS fehlt, ist es unter diversen pathologischen
Bedingungen wie MS, Alzheimer und ZNS-Infektionen nachzuweisen und korreliert mit der
Anwesenheit von DC im ZNS. Allerdings ist bisher nicht geklirt, welche Rolle GM-CSF bei der

Initiierung einer Immunantwort im Gehirn zukommt.

GM-CSF hat in vitro einen wesentlichen Einfluss auf Mikroglia. In der Anwesenheit von GM-CSF
differenzieren neonatale Mikroglia zu DC. In der vorliegenden Arbeit wurden diese GM-CSF
differenzierte Mikroglia aus verschiedenen Mausstimmen ndher charakterisiert und verglichen.
Neben phinotypischen Eigenschaften von DC zeigten GM-CSF differenzierte Mikroglia aus
BALB/c Mdusen zusitzlich das Hauptmerkmal reifer DC: sie hatten die Fahigkeit naive, allogene
T-Zellen zu stimulieren. Im Gegensatz dazu war Mikroglia aus C57BL/6 Midusen zwar
phinotypisch identisch, aber nicht in der Lage, naive T-Zellen oder auch voraktivierte T-Zellen
zu stimulieren. Interessanterweise inhibierten C57BL/6 Mikroglia in der Kokultur die
T-Zellproliferation, die durch verschiedene APC-Populationen induziert wurde. Die
inhibitorische Aktivitit der GM-CSF differenzierten C57BL/6 Mikroglia war dabei unabhingig
von deren Reifungsstatus, benéotigte aber einen direkten Zell-Zellkontakt. Des Weiteren wurde
die Genexpression putativer inhibitorischer Molekiile (wie inhibitorische Rezeptoren und
Apoptose induzierende Rezeptoren) mittels Real-Time RT-PCR in BALB/c und C57BL/6
Mikroglia verglichen. Keines der untersuchten Gene war differenziell exprimiert und es ist daher
unwahrscheinlich, dass diese bei der unterschiedlichen T-Zellaktivierung eine Rolle spielen. Die
Analyse der stimulatorischen Eigenschaften von GM-CSF differenzierter Mikroglia wurde
ausgeweitet um vier weitere Mausstimme. Interessanterweise stellte sich heraus, dass die
stimulatorische Kapazitit nur in BALB/c Mikroglia zu beobachten ist, wihrend Mikroglia anderer

Mausstimme unterschiedliche inhibitorische Kapazitit aufwiesen.

Um die in vivo Rolle von GM-CSF bei der Induktion von DC im ZNS und deren funktionellen
Aktivitit zu untersuchen, wurden C57BL/6 Maiuse intrazerebroventrikulir mit GM-CSF
behandelt. Diese Behandlung induzierte einen deutlichen und signifikanten Anstieg der

intrazerebralen Leukozyten, die eine hohe Expression von CD45 aufwiesen. Diese hohe CD45
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Expression spricht eher fiir einen peripheren Ursprung. Die infiltrierenden Zellen waren zum
iberwiegenden Teil myeloide DC (CD45"s", CD11c*, CD11b*) und zeigten einen aktivierten
Phanotyp (MHCII*, CD80*). Zudem waren ZNS-DC aus GM-CSF behandelten C57BL/6 Mausen
fihig, naive T-Zellen in einer allogenen Reaktion zu stimulieren. Die alleinige intrazerebrale Gabe
von GM-CSF in vivo reichte also - auch ohne weitere inflammatorische Stimuli — aus, funktionell
aktivierte ~ZNS-DC zu induzieren. Im Gegensatz zu GM-CSF resultierte die
intrazerebroventrikulire Gabe von IFNy in einer erhohten Expression von MHCII auf
weitverzweigten Zellen, die residenten Mikroglia entsprechen, hatte jedoch keinen
vergleichbaren Einfluss auf die Infiltration peripherer Zellen. Somit konnte in der vorliegenden
Arbeit fiir GM-CSF in vivo eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von DC im ZNS
definiert werden. Bemerkenswert ist dabei, dass der GM-CSF Effekt in vivo primir iiber die
Rekrutierung von DC oder deren Vorldufer aus der Peripherie vermittelt wird, wihrend kaum

eine Aktivierung hirnresidenter Mikroglia nachweisbar war.
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Summary

GM-CSF is a hematopoietic growth factor as well as a proinflammatory cytokine. While GM-CSF
is lacking in normal brain tissue, it is expressed under various pathological conditions (such as MS,
Alzheimer’s disease and CNS-infections) and correlates with the presence of DC. However, the

role of GM-CSF for the onset of the immune response in the brain is still unclear.

GM-CSF has profound effects on microglial cells 7z vitro. GM-CSF promotes the differentiation of
neonatal microglia into cells similar to DC. In this dissertation these GM-CSF-differentiated
microglia were further analysed and compared from different strains of mice. When generated
from BALB/c mice GM-CSF-differentiated microglia were phenotypically similar to DC and
exhibited the hallmark function of DC, namely the ability to stimulate naive T lymphocytes in a
mixed leukocyte reaction. In contrast, phenotypically comparable microglia from C57BL/6 mice
were unable to activate allogeneic T cells and also primed T cells. Moreover, in co-cultures GM-
CSF-differentiated microglia from C57BL/6 mice inhibited T-cell stimulation induced by different
APC populations. This inhibitory activity of C57BL/6 microglia was independent of their
maturation status and was cell-cell contact dependent. The analysis was extended by
characterization of microglia from four additional mouse strains. The microglia of the four mouse
strains exhibited differing inhibitory phenotypes, while the stimulatory phenotype was observed
only in BALB/c microglia. To elucidate these striking strain-specific differences in T-cell
activation and inhibition, gene expression of putative inhibitory molecules (inhibitory receptors
and apoptosis-inducing genes) was compared in stimulatory BALB/c vs. inhibitory C57BL/6
microglia using real-time RT-PCR. None of these genes were differentially expressed and were

therefore not responsible for mediating the differences in the T-cell activation.

To analyze the in vivo role of GM-CSF in the induction of DC and their functional activity as
immune cells in the CNS, chronic intracerebroventricular administration of GM-CSF into the
brains of healthy adult C57BL/6 mice were performed. This GM-CSF treatment significantly
increased the number of leukocytes expressing high levels of CD45, indicative of peripheral, blood
derived cells. The infiltrating cells were mostly DC of the myeloid lineage (CD45%s"CD11c,
CD11b*) with an activated phenotype (MHCII*, CD80*). Moreover, DC from GM-CSF treated mice

were fully competent to activate naive allogeneic T cells in a mixed leukocyte reaction. The
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intracerebroventricular GM-CSF treatment induced the presence of functionally competent DC
with an activated phenotype - even without a further inflammatory stimulus. In contrast,
intracerebroventricular IFNy administration induced the MHCII expression on ramified cells
resembling resident microglia but did not induce a comparable infiltration of peripheral cells. This
dissertation revealed a crucial role for GM-CSF in vivo regarding the development of DC in the
CNS. Notably the main effect of intracerebroventricular GM-CSF is the recruitment of DC (or
their precursors) from the periphery, while almost no activation of brain resident microglia was

observed.
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A" Material und Methoden

1 Bezugsquellennachweis

Alle Chemikalien wurden in pro Analysis-Qualitit bezogen. Zum Ansetzen der Losungen wurde

hochreines Wasser aus der MilliQ-Anlage (Millipore, Schwalbach) verwendet, nachfolgend als

Aqua dest. bezeichnet.

1.1 Chemikalien

Aceton

Agarose

Ammoniumchlorid
B-Mercaptoethanol (50 mM)
Bromphenolblau

Borsdure

n-Butanol

Casiumchlorid
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Ethanol 97%
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)
Ethidiumbromid

Ficoll

Fotales Kilberserum (FCS)
Glutamin (200 mM)

Glyzin

Glyzerin
Guanidinium-Isothiocyanat (GSCN)
N-Laurylsarkosin

Merck, Darmstadt
Biozym, Oldendorf
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim
GE Healthcare, Miinchen
PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Ketamin (10%)
Lipopolysaccharid (LPS)
2-Methylbutan

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat
Natriumchlorid (0,9%)
Natriumthiosulfat

Parafinol

Paraformaldehyd

PBS

Percoll

PPD (Tuberkulin)
Propidiumiodid (PT)
Rinderserumalbumin (BSA)
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)
Tissue-Tek®, O.C.T Compound

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Tween-20

Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%)
Trypanblau

Tuberculin (PPD)

Xylazin (Rompun® 2%)

Xylencyanol

1.2 Gerite und Materialien

WDT, Garbsen

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
B.Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
AsureQuality, Auckland, NZ
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Pierce, Rockford, USA
Sakura, Zoeterwoude, NL
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Behringwerke, Marburg
WDT, Garbsen

Merck, Darmstadt

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Plastikartikel wie Rohrchen oder Mikrotiterplatten stammen

soweit nicht anders angegeben von Corning (Acton, USA), Nunc (Wiesbaden), Greiner

(Frickenhausen) oder BD Biosciences (Heidelberg).
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AdvantageTM RT-for-PCR Kit
AxioCam HRC (Kamera)

Axioplan 2 (Mikroskop)

Basic 96 Harvester (Zellerntegerit)
BCA Protein Assay

Bestrahlungsgerit (IBL 437 C)
BetaPlate Scint (Szintillationsfliissigkeit)
BioDocAnalyzer (Geldokumentation)
Brain infusion Kit 3

Brutschrank (Heraeus B5060 EK/CO2)
CM 3050 (Cryostat)

DNA/RNA Calculator II

FACS Calibur

FACS Canto II

FACS Roéhrchen (75 mm x 12 mm)
Glasfaserfilter (Preprint Filtermat)
iCycler IQ5 (Realtime PCR Maschine)
MACS-Sdulen und Magneten
Nylongaze (40pm)

Nylonwolle

Optima L-60 mit SW41-Ti Rotor (Ultrazentrifuge)
Osmotische Minipumpe (1007D)

Px2 Thermo Hybaid (PCR Maschine)
Rotana 46 RC (Zentrifuge)

Gelaire BSB 4A (Sterilbank)
Sterilfilter (0,2pm)

Tecan Rainbow (ELISA-Photometer)
Vectastain Elite Kit

Zellsieb 40um o. 70pm

1205 Betaplate (Szintillationszéhler)

BD Biosciences, Heidelberg
Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Zinser Analytic Skatron, Frankfurt
Pierce, Rockford, USA

Oris Industrie, Ontario, CDN
LKB Wallac, FIN

Biometra, Gottingen

Alzet, Cuprino, USA

Heraeus, Hanau

Leica, Wetzlar

GE Healthcare, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt, Niinbrecht

LKB Wallac, FIN

Biorad, Miinchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Neolab, Heidelberg
Polysciences, Eppelheim
Beckmann Coulter, Krefeld
Alzet, Cuprino, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Hettich, Tuttlingen

Flow Laboratories, Meckenheim
Milipore, Schwalbach

Tecan, Crailsheim

Vector Lab, Burlingame, USA
BD Biosciences, Heidelberg
LKB Wallac, FIN
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2 Medien und Puffer

Dulbecco 's modified Eagles "s medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe
w/o Phenol Red, 1000 pg/1 Glukose
Iscove "s modified Dulbecco 's medium (IMDM) Invitrogen, Karlsruhe

+ 25 mM HEPES, ohne Glutamin

Hirnzell-Medium: DMEM
2 mM Glutamin
10 % (v/v) FCS
50 uM B-Mercaptoethanol

Zell-Medium: IMDM
2 mM Glutamin
5 % (v/v) FCS
50 uM B-Mercaptoethanol

DC-Medium: Hirnzellmedium

1 % GM-CSF Uberstand

Mikroglia-Medium: Hirnzellmedium

3 % GM-CSF Uberstand

Phosphate-buffered saline (PBS) Invitrogen, Karlsruhe
10x PBS: Invitrogen, Karlsruhe
MACS-Puffer: PBS

0,5 % (v/v) BSA

5 mM EDTA

entgast, steril filtriert

FACS-Puffer: PBS
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Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer):

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer):

6x DNA-Probenpuffer:

3 Proteine

3.1  Antikoérper

2 % (v/v) FCS
0,05 % (w/v) Natriumazid

steril filtriert

89 mM Tris-HCl, pH 7
89 mM Borsdure

2,5 mM EDTA

89 mM Tris-HCl, pH 7
2,5 mM EDTA

30 % (v/v) Glycerin

0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v) Xylenxyanol

in TBE-Puffer

Die aufgefiihrten Antikérper (Ak) wurden, wenn nicht anders angegeben von der Firma BD

Biosciences (Heidelberg) bezogen.

Antikorper Klon Anwendung

aB220 RA3/6B2 FACS

oCD3 145-2C11 FACS ; Immunbhistologie ; Zelltest
oCD11b M1/70 FACS ; Immunhistologie

aCDl11c HL3 FACS

oCDll1c N418 Immunbhistologie
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aCD32/CD16 2.4G2 Fc-Block

oCD40 3/23 FACS

oCD45 30-F11 FACS

aCD80 16-10A1 FACS

oCD86 GL1 FACS

oGM-CSF, purified MP1-22E9 ELISA

oGM-CSF, biotinyliert MP1-31G6 ELISA

olL-2, purified JES6-1A12 ELISA

olL-2, biotinyliert JES6-5H4 ELISA

al-A/I-E (MHC II) 25-9-17 FACS ; Immunhistologie

oKi-67 TEC-3 Dako, Eching ; Immunbhistologie
3.2 Enzyme

Collagenase/Dispase 10 mg/ml in Aqua dest. (steril) Roche, Mannheim
DNase I 10 mg/ml in Aqua dest. (steril) Roche, Mannheim
Tag-Polymerase 5000 U/ml GE Healthcare, Karlsruhe
3.3  Zytokine

Fir die 7in vivo Untersuchungen in Médusen wurden folgende Zytokine in Endotoxin freiem PBS
gelost verwendet:

murines IFNy 2000 U/Tag in 12 pl PeproTech, Rocky Hill, USA
murines GM-CSF 1 pg/Tagin 12 pl Tebu-Bio, Offenbach

Das oben aufgefiihrte IFNy wurde ebenfalls in der Zellkultur zur Stimulation von Mikroglia und
DC verwendet.

In der Zellkultur verwendetes GM-CSF stammt aus der Priparation von P3X63/O-GM-CSF
Hybridomzellen (s. 6.5).

4 Nukleinsiduren, Primer und Nukleotide

4.1 Nukleinsiuren
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1 kb PLUS DNA-Leiter Peglab, Erlangen

42 Primer

Die aufgefithrten Primer wurden von Metabion (Martinsried) synthetisiert, als Lyophilisat
zugesendet, in TE-Puffer rekonstituiert und mit einer Konzentration von 0,02 mM bei —20°C
gelagert. Die Sonden sind mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM markiert und Teil der murinen

Universal ProbeLibrary der Firma Roche, Mannheim.

Bezeichnung Primersequenz (5'—3') Sonde
B-Actin fwd TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA

CTCTGGCT
B-Actin rev CGC TCA GGA GGA GCA ATG
CD200R1 fwd AAG AAT CAA ACA ACA CAGAACAACA

CTCCTCTG
CD200R1 rev CTG TAC AGA CAC TGT AGT GTT CACTTG
CD200R2 fwd TGG AGC AAG AGT CTG ATG ACC

GGAGGCAG
CD200R2 rev TCC TCC GTC TTT ATC TTT ATC TCC
CD200R3 fwd CCA TGG AAC AGA ATC GAG GT

CAGCATCC
CD200R3 rev CAT AGA GAATGC TCA GCAAGG A
CD200R4 fwd CAC TGT GAC TGT CAG GAG CAC

GGGAGCAG
CD200R4 rev GGG GGT GGT CAT TGT ACCTT
FasL fwd ACC GGT GGT ATT TTC ATG G

TGGCTCTG
FasL rev AGG CTT TGG TTG GTG AACTC
G3PDH fwd TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC
G3PDH rev CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC
IDO fwd GGG CTT TGC TCT ACCACA TC

TGGTGGAG
IDO rev AAG GAC CCA GGG GCTGTAT
IL10 fwd ACT GCACCCACTTCCCAGT

CAGAGCCA
IL10 rev TGT CCA GCT GGT CCT TGT GTT
iNOS fwd CTT TGC CAC GGA CGAGAC

AGG CAG AG
iNOS rev TCA TTG TAC TCT GAG GGC TGA C
PD-L1 fwd CCA TCC TGT TGT TCC TCA TTG

TCCTCCTC
PD-L1 rev TCC ACA TCT AGC ATT CTC ACT TG
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PD-12 fwd TGT GCT GCCTTT TCT GTG TC
AGGAGCTG
PD-L2 rev GCA GCA TGG TCT GTG TCA AT
TGF-B fwd TGG AGC AAC ATG TGG AAC TC TTCCTGGC
TGF-B rev CAG CAG CCG GTT ACC AAG
TRAIL fwd GTC CAG CTG GCC TAC AGC GAGGAGAG
TRAIL rev GCT TGC AGT TCC CTT CTG AC

4.3 Nukleotide

[methyl-*H]-Thymidindesoxyribose (TdR)

2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat (dATP)

2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat (dCTP)

2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat (dGTP)

2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat (dTTP)

Aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP wurde eine dNTP Stocklosung (je 10 pM/ml) hergestellt.

5 Tierversuche

5.1 Maiuse

Hartmann, Braunschweig
Peqlab, Erlangen
Peqlab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen

Die in dieser Arbeit verwendeten Inzuchtmiuse wurden in der Tierversuchsanlage der Universitit

Diisseldorf unter SPF-Bedingungen (spezifiziert Pathogen frei) geziichtet und gehalten.

Mausstamm

C57BL/6

BALB/c

(C57BL/6 x BALB/c) F1
129/]

C3H/He]

FVB

NMRI

MHCI-Haplotyp

H-2b
H-2d
H-2bxd
H-2b
H-2k
H-2q

divers

Abk.
BL6
B/c
F1
129
C3H
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5.2  Priparation neonataler Hirnzellen

Einen Tag nach der Geburt wurden neugeborene Miuse mittels CO2-gesittigter Atmosphire
schmerzfrei getotet und anschlieffend kurz in 70% Ethanol gewaschen und dekapitiert. Zur
Entnahme des Gehirns wurden die Ohrenkandle durchtrennt und die Kopfhaut und die
Schideldecke entfernt. Nach der Entfernung der Hirnhdute von den beiden Kortexhilften wurden
bis zu sechs Kortexhilften in 2 ml DMEM-Medium mit Hilfe einer Pasteurpipette mechanisch
zerkleinert. Durch eine ausgezogene Pasteurpipette wurde das Homogenat bis zu einer
Einzelzellsuspension homogenisiert. Diese Zellsuspension wurde in einem Volumen von 10 ml
durch ein 70 um Zellsieb gegeben und anschlieffend bei 300 x g fiir zehn Minuten bei 4°C

zentrifugiert. Das Pellet wurde in Hirnzell-Medium aufgenommen und gezihlt.

5.3  Priparation von Knochenmark

Zur Gewinnung von Zellen aus dem Knochenmark von Mausen wurden 4 bis 6 Wochen alte
Maiuse verwendet. Nach dem Téten der Mause in CO:z-gesittigter Atmosphire wurde das Fell vom
Bauch und den hinteren Extremititen entfernt. Die hinteren Extremititen wurden distal vom
Hiiftgelenk abgetrennt und in eine mit 10 ml eiskaltem DMEM Medium gefiillte Petrischale (& 5
cm) iiberfithrt. Nachdem der Ober- und Unterschenkel vom Kniegelenk abgetrennt wurde, wurde
das Knochenmark aus den Knochen mit einer 20 gauge Kaniile, die auf einer mit DMEM-Medium
gefiillten 10 ml Einwegspritze steckte, in eine neue Petrischale ausgewaschen. Nach der
Préparation aus beiden hinteren Extremititen wurde das Knochenmark in ein 15 ml Spitzboden-
Rohrchen tiberfithrt und mit einer 5 ml Plastikpipette mechanisch zu einer Einzelzellsuspension
verarbeitet. Anschlieffend wurde die Petrischale mit 5 ml DMEM-Medium nachgespiilt und die
Zellen bei 4°C mit 300 x g fiir zehn Minuten zentrifugiert. Um die Erythrozyten zu lysieren wurde
das Zellpellet mit 2 ml 0,84% Ammoniumchlorid resuspendiert und fiir zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10 ml DC-Medium gestoppt, zentrifugiert
und gewaschen (10 min, 300 x g, 4°C). Das Pellet wurde in 5 ml DC-Medium resuspendiert und

die Zellzahl bestimmt.
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5.4  Priparation der Milz

Fir die Prdparation von Gesamtmilzzellen wurden 2-3 Monate alte Mause in CO2-gesittigter
Atmosphire getotet. Die Bauchhohle der Mause wurde gedffnet, die Milz steril entnommen und
in eiskaltes Zell-Medium tberfiihrt. In einer 50 mm Petrischale wurde durch Zerreiben der Milz
zwischen zwei sterilen Mattrand-Objekttrigern eine Zellsuspension hergestellt. Die groben
Bindegewebsreste und Zellaggregate wurden auf Eis fiir 10 min sedimentiert. Die im Uberstand
enthaltenen Zellen wurden pelletiert (10 min, 300 x g, 4°C). Danach wurden die Erythrozyten
durch Resuspendieren in 0,83 % NH4Cl (2 ml, 2 min, RT) depletiert. Die Zellen wurden noch
einmal gewaschen, in Zell-Medium aufgenommen, gezdhlt und bis zur Verwendung auf Eis
gestellt. Durchschnittlich wurden 1 x 108 Milzzellen aus Milzen nicht infizierter Mause isoliert.

Vor der Verwendung als antigenprisentierende Zellen (APC) wurden die Milzzellen mit einer

Dosis von 10 Gy y-bestrahlt, um ihre Eigenproliferation zu unterdriicken.

5.5  Priparation der Intrazerebralen Leukozyten

Intrazerebrale Leukozyten (ICL) wurden aus 4-6 Wochen alten Méusen prépariert. Damit nur die
ins Gehirn eingewanderten Leukozyten isoliert werden, miissen die Méuse vor der Préiparation
des Gehirns perfundiert werden, um die Blutgefifse zu spiilen.

Dazu wurden die Tiere mit einem Andsthetikum (10 pl Anésthetikum/g Korpergewicht) i.p
betdubt und der Brustkorb der Maus geo6ffnet. In die Vena carva unterhalb des Herzens wurde ein
Schnitt gesetzt und zur Perfusion langsam 50 ml kaltes PBS in die linke Herzkammer gespritzt.
Den Erfolg der Perfusion kann man anhand der Leberfirbung kontrollieren. Die dunkelrote Leber
entfarbt sich im Lauf der Prozedur. Anschliefend wurde die Maus dekapitiert, die Schideldecke
entfernt und das Gehirn steril entnommen.

Das Gehirn wurde mit einer Schere grob zerkleinert und in Hirnzell-Medium durch mehrfaches
Aufziehen mit einer 18G Kaniile homogenisiert. Danach wurde das Gehirn mit 10 mg
Collagenase/Dispase fiir 45 min bei 37°C inkubiert und nach Resuspendieren und Zugabe von 1
mg DNase I fiir weitere 45 min bei gleicher Temperatur inkubiert. Die Zellsuspension wurde
einmal mit Hirnzell-Medium gewaschen (10 min, 300 x g, 4°C), grobe Gewebereste wurden iiber
ein 70 pm Zellsieb entfernt. Die pelletierten Hirnzellen (10 min, 300 x g, 4°C) wurden in 20 ml 70

% Percoll-Losung (Amersham) aufgenommen und langsam mit gleichem Volumen 30 % Percoll-
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Losung tiberschichtet. Der Gradient wurde 25 min bei RT mit 1000 x g ohne Bremse zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation befand sich myelinhaltiges Hirngewebe auf der Oberfliche des
Gradienten, die Leukozyten in der Interphase. Die Myelinschicht wurde abgesaugt und die
Leukozyten mit einer Transferpipette geerntet. Die ICL wurden zweimal mit Hirnzell-Medium
gewaschen (10 min, 400 x g, 4°C; 10 min 300 x g, 4°C), das Pellet in Hirnzell-Medium

aufgenommen und gezihlt.

Anisthetikum: 1,2 % Ketamin
0,2 % Xylazin
in 0,9 % NaCl
Percoll: 100% Percoll = Percoll und 10fach PBS (9:1)

70% Percoll durch Verdiinnung mit Hirnzell-Medium

30% Percoll durch Verdiinnung mit PBS

5.6  Pumpenimplantation

Um die Wirkung von GM-CSF auf Zellen im Gehirn zu untersuchen, wurden Mause eine
intrazerebrale Minipumpe implantiert. Diese Pumpen ermdglichen die Gabe des Zytokins iiber
mehrere Tage direkt in den vorderen Ventrikel. Dabei wird eine osmotische Minipumpe unter die
Riickenhaut der Maus geschoben, die mit einem ,brain infusion kit’ verbunden ist. Die Pumpe
besteht aus einem Hohlraum umschlossen von einer osmotischen Substanz und einer starren,
semipermeablen Aufenhiille. Gewebefliissigkeit ldsst die Substanz aufquellen und erwirkt so
einen kontinuierlichen Druck auf den inneren Hohlraum, in dem das Zytokin vorliegt. Das hier
gewihlte Modell 1007D ermoglicht die Gabe iiber sechs Tage mit einer Flussrate von 0,5ul pro
Stunde. Uber einen Schlauch ist diese Pumpe mit dem ,brain infusion kit’ verbunden, einer Kaniile
in einer Halterung, die auf die Schideldecke aufgesetzt und fixiert werden kann. Uber die Kaniile
wird dann der Inhalt der Pumpe in den vorderen Ventrikel gepumpt. Damit die Pumpe
kontinuierlich arbeiten kann, musste sie fiir 24h mit dem Zytokin gefiillt bei Raumtemperatur in
PBS vorinkubiert werden. Zur Implantation der Pumpe wurden Maiuse {iiber das

Inhalationsanésthetikum Isofluran betdubt und der Kopf fixiert. AnschliefSend wurde die Haut
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iiber der Schideldecke entfernt und trockengetupft. Uber das Loch in der Schidelhaut wurde
dann unter die Haut an Hals und Riicken eine Schere eingefiihrt, um die Haut abzuldsen. Dort
wurde die vorinkubierte Pumpe so platziert, dass das ,brain infusion kit’ iiber der Schéideldecke
endete. Uber eine stereotaktische Apparatur wurde die Einstichstelle mit den Koordinaten +1/+1/-
2 nach dem Bregma-Index x/y/z markiert. Dann wurde eine Loch mit einem elektrischen
Zahnarztbohrer in die Schiddeldecke gebohrt und die Spitze des ,brain infusion kit’, eine 30G
Kaniile durch das Loch gefithrt und die Halterung mit Zahnarztzement festgeklebt. Nach dem
Antrocknen des Zements wurde die Haut dariiber zugendht. Zur Beendigung der Narkose wurde
die Maus mit reinem O: beatmet und abschliefSend wurden die operierten Miuse in Einzelkifige
gesetzt. Nach 4-7 Tagen wurden die ICL analysiert oder die Gehirne fiir Immunhistologie
entnommen.

Die osmotischen Pumpen wurden fiir die in dieser Arbeit durchzufiihrenden Experimente
entweder mit GM-CSF oder IFN-y gelost in PBS gefiillt. Ausserdem wurden Kontrolltieren

Pumpen implantiert, die nur mit der Endotoxin freien Tragerlosung PBS gefiillt waren.

6 Zellkultur

Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphére mit 10 % CO2
kultiviert. Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer Sterilwerkbank unter Verwendung
steriler Materialien und Losungen durchgefiihrt. Zur Sterilisation von Losungen und Puffern
wurden diese durch eine 0,2 pm Membran sterilfiltriert. Glasgerdte wurden fiir 4 h bei 210°C
hitzesterilisiert. Alle verwendeten Zellkulturmedien wurden mit 5 % bzw. 10 % FCS
supplementiert, das zuvor fiir 30 min bei 56°C erhitzt wurde, um Komplementproteine zu
inaktivieren. Zellzahlen wurden durch die klassische Methode in der Neubauerkammer

ausgezihlt, wobei tote Zellen durch Anfirben mit Trypanblau ausgeschlossen wurden.

6.1 Neonatale Gliakultur

Fir die neonatale Gliakultur wurden 0,6 x 10° Zellen pro 6-well in Hirnzell-Medium ausgesit.

Nach Anwachsen der ersten adhdrenten Zellen (nach ca. drei Tagen) wurde das Medium komplett
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ausgetauscht, wodurch nicht-adhirente Zellen entfernt wurden. Danach wurde alle drei Tage das
Medium gewechselt. Nach acht bis zehn Tagen Kultur waren die Zellen konfluent.

Um Mikroglia zu erhalten wurde bei der konfluenten Kultur das komplette Medium abgesaugt
und durch Mikroglia-Medium ersetzt. Nach drei Tagen wurden weitere 3 ml Medium
dazugegeben und dann alle drei bis vier Tage die Hilfte des Mediums durch neues Mikroglia-
Medium ersetzt. Die nicht-adhidrenten Mikrogliazellen wurden nach 14-21 Tagen geerntet und

gezihlt.

6.2 Sekundirkultur in GM-CSF

Um die Mikrogliazellen ohne die Anwesenheit von Astrozyten zu kultivieren, wurden sie aus der
GM-CSF stimulierten neonatalen Gliakultur geerntet und mit einer Zelldichte von 1-2 x 10°
Zellen in 6-well Platten umgesetzt, die so beschichtet sind, dass sie kaum Zelladhdsion zulassen
(ultra low attachment). In diesen Platten kann man die Mikroglia fiir 8-14 Tage kultivieren, wie
vorher auch wird alle drei bis vier Tage ein Mediumwechsel mit Mikroglia-Medium durchgefiihrt.
Fiir die Stimulation wurden die Zellen geerntet, 1-2 x 10° Zellen pro 6-well ausgesit und mit LPS

(1 pg/ml) und/oder IFNvy (1000 U/ml) fiir 24h in Mikroglia-Medium stimuliert.

6.3 Knochenmarkskultur in GM-CSF

Die Differenzierung der Knochenmarkszellen erfolgte wie beschrieben (Lutz et al., 1999).
Durchschnittlich wurden 40-60 x 10° Knochenmarkszellen pro Maus gewonnen. Je 20 x 10° Zellen
wurden in 10 ml DC-Medium ausgesit auf bakteriologische Petrischalen (& 10 cm) und nach drei
Tagen 10 ml frisches Medium dazugegeben. Anschlieflend wurden alle zwei bis drei Tage die
Halfte des Mediums mit neuem DC-Medium supplementiert und die nicht adharenten DC nach 8-
10 Tagen verwendet. Fiir die Stimulation wurden die Zellen an Tag 8-10 geerntet, mit einer
Zellzahl von 5 x 10° Zellen pro Schale ausgesit und mit LPS (1pg/ml) und/oder IFNy (1000U/ml)
fiir 24h in DC-Medium stimuliert.
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6.4 T-Zellklone

Fiir diese Arbeit wurden die T-Zellklone LNC.2 (Schmitt et al., 1990) und 4Tx12 (Reichmann et

al., 1997) verwendet. T-Zellklone miissen regelmif3ig mit syngenen APC und dem spezifischen
Antigen restimuliert werden. Der Klon LNC.2 stammt aus einer BALB/c Maus und erkennt H-24
restringiert PPD (Tuberkulin). Der Klon 4Tx12 stammt aus einer Kreuzung von C57BL/10 und
C3H/He], und erkennt ein Antigen aus dem Toxoplasmalysat (TLA) H-2" restringiert, daher

wurden APC aus C57BL/6 Miusen verwendet. Fiir die Restimulation wurden 2 x 10° T-Zellen im
24-well Platten mit 1 x 10° syngenen APC und Antigen in der Konzentration 10 pg/ml fiir 24h in
Zellmedium stimuliert. Dann wurde die Hilfte des Mediums mit Zellmedium ersetzt, dem 2% IL-
2 Uberstand (s. 6.5) beigefiigt waren. Die stark proliferierenden T-Zellen wurden so lange alle 2-3
Tage gesplittet, bis die Proliferation nachliefy und die T-Zellen mit einer sukzessiv kleiner werden
IL-2 Konzentration auf 1% {iiberlebten. Damit konnten die nun ruhenden T-Zellen fiir 1-2

Wochen in antigenspezifische Proliferationsassays eingesetzt werden.

6.5  Herstellung von GM-CSF und IL-2 Uberstand

Zur Herstellung von GM-CSF wurde die Zelllinie P3X63/O-GM-CSF benutzt. Diese
Hybridomzellen sekretieren GM-CSF in den Uberstand, der dann fiir die Stimulation von DC-
Wachstum dem Medium zugesetzt werden kann. Zur Herstellung von IL-2 konditioniertem

Medium wurden P3X63/0-IL-2 verwendet.

6.5.1  Kultivierung der P3X63/0O-GM-CSF Zellen

Die Hybridomzelllinie wurde mit einer Konzentration von 0,02 - 0,04 x 10° Zellen/ml in Zell-
Medium in groflen Zellkulturflaschen ausgesit und fiir sechs bis sieben Tage ohne
Mediumwechsel inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand aus den Flaschen zweimal
zentrifugiert, um die Zellreste zu entfernen (10 min, 4°C, 600 x g und 15 min, 4°C, 1000 x g). Der

Uberstand wurde anschliefRend sterilfiltriert, die Konzentration von GM-CSF oder IL-2 mittels
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ELISA bestimmt, um den Uberstand mit vorhergehenden Priparationen vergleichen zu kénnen

und der Uberstand aliqotiert bei -70°C gelagert.

65.2 ELISA

Die Quantifizierung der Zytokine erfolgte mittels ELISA. Der Nachweis erfolgt photometrisch mit
Hilfe von monoklonalen anti-Zytokin = Antikérpern und  Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikérpern nach enzymatischer Umsetzung eines Chromogens. Bei dem hier
verwendeten ,Sandwich-ELISA’ wurde der Primidrantikoérper (,purified’) in einer Konzentration
von 1 pg/ml in PBS an eine ELISA-Mikrotiterplatte (,Maxi-Sorb’, Nunc) bei 4°C iiber Nacht
angelagert. Nach der Anlagerung erfolgte die Absdttigung der unspezifischen Bindungsstellen mit
der Blocklosung fiir mindestens eine Stunde bei 37°C. Nach einer einstiindigen Inkubation bei
37°C mit einem Zytokin-Standard und der titrierten Probe wurde die Platte fiinfmal mit PBS
gewaschen und danach mit dem biotinylierten Sekundéarantikorper (biotinyliert, 1 pg/ml) fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen erfolgte eine Inkubation fiir 30 min bei
37°C mit Streptavidin-Peroxidase. Nach dem letzten Waschgang wurde durch Zugabe des
Substrats 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) eine Farbentwicklung (blau) bei RT beobachtet.
Diese Reaktion wurde bei beginnender Firbung des Leerwerts mit 1 M HxSOs gestoppt. Der

Farbumschlag wurde iiber die Extinktion bei 450 nm im ELISA-Photometer bestimmt.

Blockl6sung: 10% FCS in PBS
Waschl6sung: 0,05% Tween-20 in PBS

6.6  Kultivierung von T. gondii

6.6.1  Kultivierung von Wirtszellen

Die murine Fibroblastenlinie 1929 (Sanford et al., 1948) diente als Wirtszelle fiir

T. gondii Tachyzoiten des Stammes BK. Je 3 x 10° L929-Zellen wurden in Zell-Medium in
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Zellkulturflaschen mit 75 cm? Grundfliche ausgesit. Die Zellernte erfolgte drei bis vier Tage
spiter mit einem Zellschaber. Die geernteten Zellen wurden mit 300 x g 10 min bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert, in der Neubauer

Zahlkammer gezdahlt und wieder ausgesit.

6.6.2  In vitroPassage

Der hoch virulente 7. gondii Stamm BK war urspriinglich aus dem Liquor eines erkrankten Kindes
isoliert worden (Winsser und Verlinde, 1948). Er stammt aus dem Institut fiir Medizinische
Parasitologie, Bonn. Dieser nur Tachyzoiten ausbildende Stamm wurde in L929-Fibroblaten
kultiviert. Dafiir wurden 3 x 10° L929-Zellen mit 3 x 107 Toxoplasmen infiziert. Zwei bis drei Tage
spater waren die Wirtszellen lysiert und die freien Toxoplasmen im Kulturiiberstand konnten
geerntet werden. Dazu wurden die extrazelluldren Toxoplasmen abgespiilt und die Wirtszellreste
pelletiert (5 min, 120 x g, RT). Zur Sedimentation der Toxoplasmen wurde der Uberstand erneut
zentrifugiert (15 min, 600 x g, RT). Das Pellet wurde in Zell-Medium aufgenommen und gezihlt.
Fiir die erneute Infektion von Wirtszellen wurden je 3 x 107 Toxoplasmen auf frische L929-Zellen
gegeben. Zur Priparation von TLA wurden die Toxoplasmen einmal mit PBS gewaschen (15 min,

600 x g, 4°C), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und das Pellet bei —70°C gelagert.

6.6.3  In vivoPassage

Der schwach virulente (Schluter et al., 1991) stammt aus einem 7oxoplasma-infizierten Schwein
und wurde uns vom Institut fiir Medizinische Parasitologie, Bonn, zur Verfiigung gestellt.
Toxoplasmen des Stammes DX wurden in Toxoplasmose-resistenten NMRI-Médusen passagiert.
Gehirnzysten wurden vier bis zwolf Wochen nach Infektion prapariert.

Dazu wurden mit 7. gondii-Stamm DX chronisch infizierte Méduse in CO2-gesittigter Atmosphire
getotet, das Gehirn steril entnommen, in PBS gewaschen und mit einer sterilen Schere grob
zerkleinert. Nach Zugabe von PBS wurde das Gewebe durch Aufziehen mit sukzessiv kleiner
werdenden Kaniilen (18G, 20G, 22G) aufgeschlossen und anschliefiend sedimentiert (5 min, 4°C,
120 x g). Das Pellet wurde in PBS resuspendiert, mit Ficoll unterschichtet und zentrifugiert (25

min, RT, 1000 x g, ohne Bremse). Der Uberstand wurde abgenommen und die Zysten im Pellet
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gezdhlt. Die Zysten wurden anschlieffend unter mikroskopischer Kontrolle mit Trypsin/EDTA
lysiert. War der Grofiteil der Zysten aufgebrochen, wurde die Lyse durch Zugabe des gleichen
Volumens FCS abgestoppt. Die nun frei vorliegenden Toxoplasmen wurden mit PBS gewaschen
(15 min, 4°C, 650 x g) und in PBS aufgenommen. Es wurden durchschnittlich 600 Zysten aus
einem Gehirn isoliert.

Zur Neuinfektion von Mausen wurden 2-3 Monate alte Tiere verwendet, denen Bradyzoiten aus 3
lysierten Zysten in 200 pl PBS intraperitoneal (i.p.) gespritzt wurden. Zur Passage Zysten-
bildender Toxoplasmen dienten NMRI-Mause. Fiir die in dieser Arbeit bendtigten ICL aus Méusen

nach Toxoplasmainfektion wurden C57BL/6 Méuse benutzt und die ICL nach 28 Tagen geprapt.

6.6.4  Priparation von Toxoplasma-Lysat (TLA)

Toxoplasmenpellets des Stammes BK wurden in sterilem Aqua dest. aufgenommen, und auf 10°
Toxoplasmen/ml eingestellt. Die Suspension wurde in fliissigem N2 eingefroren und bei 37°C
wieder aufgetaut. Nach 10 Einfrier/Auftau-Zyklen wurden die Zellreste durch zweifache
Zentrifugation (20 min, 800 x g, 4°C und 15 min, 10.000 x g, 4°C) pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die darin enthaltene Proteinmenge bestimmt.

Der zur Bestimmung der Proteinkonzentration eingesetzte BCA Protein Assay Kit (Pierce,
Rockford, USA) kombiniert die als Biuret-Reaktion bekannte Reduktion von Cu? zu Cu* durch
Proteine in alkalischer Losung mit der colorimetrischen Detektion des Cu* durch die Umsetzung
mit Bicinchoninsdure (BCA) (Smith et al., 1985). Die Bestimmung der TLA-Konzentration wurde
nach dem ,Microwell Plate Protocol® des Herstellers durchgefithrt. BSA wurde als Standard in
Doppelwerten, die Probe in Dreifachwerten mit PBS verdiinnt titriert. Nach Inkubation (30 min,
37°C) mit dem BCA-Reagenz wurde die Extinktion bei 562 nm im ELISA-Photometer gemessen.

Die erhaltene Proteinmenge lag bei 1,7 mg/10° Toxoplasmen.
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7 Immunbiologische Methoden

7.1  Proliferationsassays

Eine wichtige Eigenschaft reifer DC ist die Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren. Dies kann in T-
Zellproliferationsassays getestet werden. Dabei werden T-Zellen mit APC zusammen in Kokultur
genommen und iberpriift, ob die T-Zellen die nétigen Signale von den DC erhalten, um zu
proliferieren. Die Eigenproliferation der APC wird verhindert, indem die APC Population vorher
mit 10 Gray bestrahlt wird. Die T-Zellproliferation wird gemessen, indem man den Zellen
radioaktiv markiertes 3H-Thymidindesoxyribose (*H-TdR) im Uberschuss zur Verfiigung stellt, das
in die DNA der sich teilenden T-Zellen eingebaut wird. Zur Auswertung werden die
Mikrotiterplatten aufgetaut und der Inhalt mit Hilfe eines Zellerntegerits iiber einen Glasfilter
abgesaugt, auf dem die radioaktiv markierte DNA haften blieb. Nach Trocknung wird der Filter
mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit in Plastikfolie eingeschweift und die Radioaktivitit durch
Fliissigszintillationszédhlung im B-Counter (1205 Betaplate, Perkin Elmer, Rodgau) gemessen. Die
Starke der Radioaktivitdt, gemessen in “counts per minutes“ (cpm) dient als Maf3 fiir die Starke der
T-Zellproliferation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Proliferationsansitze durchgefiihrt.

7.1.1 MLR -, mixed leukocyte reaction®

Bei der MLR wird die Fahigkeit von APC getestet, naive T-Zellen zu stimulieren. Dabei stammen
APC und T-Zellen aus verschiedenen Mausstimmen. Die T-Zellen erkennen die APC als ,fremd“
und werden aktiviert, wenn die APC ausreichend kostimulatorische und MHC Molekiile auf ihrer
Oberfliche prasentiert. Fiir die in dieser Arbeit angewendeten MLRs wurden DC mittels MACS
aus Milzen aufgereinigt, oder DC aus Knochenmarkskulturen eingesetzt. Pro well der A/2 (halbe
Fliche) 96 well Mikrotiterplatten wurden 2 x 10* DC in Triplikaten eingesetzt, mit 10 Gy
bestrahlt, iber 7 Verdiinnungsschritte (1:2 verdiinnt) titriert und mit 10° T-Zellen (s. 7.3) in
Kokultur fiir 72h inkubiert. Anschlieffend wurde die Kultur fiir weitere 24h in Anwesenheit von

7,4 kBg/well 3H-TdR inkubiert und anschliefSend bei -20°C eingefroren.
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Fiir die Analyse der inhibitorischen Eigenschaften von Mikroglia wurden als bestrahlte APC 2,5 x
103 Knochenmarks-DC oder 2 x 10* Milz-DC eingesetzt und mit 10> T-Zellen in Anwesenheit von
unterschiedlich stimulierter Mikroglia (Anfangskonzentration 2 x 10* Mikroglia/well in 7

Verdiinnungsschritten einer 1:2 Verdiinnung) kokultiviert.

7.1.2  Antigenspezifische T-Zellproliferation

Zur Bestimmung der antigenabhidngigen Aktivierung von T-Zellen wurden antigenspezifische T-
Zellklone mit APC und dem benétigten Antigen zusammen in Kultur gehalten. Dazu wurden in
96 well Mikrotiterplatten pro well 2 x 10* T-Zellen und 1 x 10> bestrahlte, syngene APC in
Triplikaten mit Antigen in Zell-Medium ausgesit. Bei Testung von C57BL/6 Mikroglia diente als
Antigen TLA in einer Konzentration von 0,1-100 pg/ml und wurde mit dem T-Zellklon 4Tx12
getestet. Bei der Analyse von BALB/c Mikroglia wurden die T-Zellen des Klons LNC.2 mit PPD
(Tuberkulin) in einer Konzentration von 0,3-30 pg/ml stimuliert. Als Negativkontrolle dienten
APC und T-Zellen ohne Antigen. Als Positivkontrolle wurden die T-Zellen mit einem «CD3-Ak
(BD Pharmingen) in einer Konzentration von 1 pg/ml aktiviert. Nach 48h Kultur wurde der Test
mit je 7,4 kBq/well 3H-TdR fiir weitere 24h markiert und anschlief}end bei —20°C eingefroren.

Fiir die Analyse der inhibitorischen Eigenschaften von Mikroglia wurden zur Stimulation 1 x 10°
APC mit 2 x 10* T-Zellen inkubiert und die unterschiedlich stimulierten Mikroglia mit einer
Anfangskonzentration von 2 x 10* Mikroglia in 7 Verdiinnungsschritten (1:2 Verdiinnung) dazu

titriert.

7.1.3  APCunabhingige T-Zellproliferation

T-Zellen kénnen auch durch eine direkte Aktivierung iiber den T-Zellrezeptorkomplex stimuliert
werden. Mit dem Einsatz von aCD3-Ak ist diese T-Zellstimulation APC und Antigen unabgingig.
Zur besseren Kreuzvernetzung wurde aCD3-Ak in einer Konzentration von 1 pg/ml {iber Nacht in
PBS gelost bei 4°C auf einer Mikrotiterplatte angelagert, mit Medium abgewaschen und 2 x 104 T-
Zellen fir 72h inkubiert. Um zu testen, ob Mikroglia die APC unabhingige T-Zellproliferation
ebenfalls hemmen, wurden in Triplikaten mit 10 Gy bestrahlte Mikrogliazellen in Kokultur mit

einer Anfangskonzentration von 5 x 10° Zellen /well dazu titriert (5 Verdiinnungsstufen; 1:2
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titriert). In den letzten 24 h der Inkubationszeit wurde 7,4 kBg/well *H-TdR zugegeben und

anschlieffend bei —20°C eingefroren.

7.1.4 Kokultur im Transwell

Um die Kontaktabhingigkeit der Mikrogliahemmung auf die T-Zellproliferation zu testen, wurde
die Proliferation im Transwell getestet. Dazu wurden in der 24 well Mikrotiterplatte 5 x 10*
bestrahlte, allogene sDC mit 10° T-Zellen inkubiert. Im Transwell dariiber mit einer Siebgrofie
von 5 kD wurden in Duplikaten 10°, 5 x 104 oder 2,5 x 10* Mikrogliazellen eingesetzt und fiir 72h
inkubiert, anschlieflend mit 22,2 kBq/well 3H-TdR fiir weitere 24h inkubiert und eingefroren. Als
Positivkontrolle wurden die Mikrogliazellen direkt zu den APC und den T-Zellen gegeben, das

eingesetzte Transwell dariiber war leer.

7.2 Aufreinigung iiber MACS

Fiir die Aufreinigung von DC aus der Milz und dem Gehirn wurde die Methode des ’Magnetic Cell
Sorting’ (MACS) verwendet. Hierzu werden kolloidale super-paramagnetische MicroBeads
eingesetzt, die mit monoklonalen Ak gegen CD11c konjugiert sind (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach). Die Ak binden an CD11c*DC. Die paramagnetischen Zellen konnen anschlief3end iiber
eine mit Eisenwolle gefiillte MACS-S4ule in einem Magnetfeld von den negativen Zellen getrennt
werden. Zur Elution wird die Sdule aus dem Magneten genommen und die positive Zellfraktion
mit MACS-Puffer von der Saule gespiilt.

Gesamtmilzzellen oder ICL wurden in 20 ml MACS-Puffer iiber ein 40 pm Zellsieb (BD Falcon,
Heidelberg) gegeben und gewaschen (10 min, 300 x g, 4°C). Das Zellpellet wurde anschliefSend in
90 pl MACS-Puffer und 10 pl MicroBeads pro 107 Zellen aufgenommen und 15 min bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit dem 20-fachen Volumen MACS-Puffer gewaschen und
in MACS Puffer (500 pl/10® Zellen) auf eine LS-MACS-Saule (Miltenyi Biotech) im Magneten
gegeben. Die Sdule wurde dreimal mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen und der Durchfluss als
negative Fraktion gesammelt. Nachdem die Sdule aus dem Magneten entfernt wurde, wurde die
positive Fraktion mit 5 ml MACS-Puffer von der Siule gespiilt. Die positiven und negativen

Fraktionen wurden anschlieRend im Durchflusszytometer auf ihre Reinheit gepriift.
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7.3  Aufreinigung iiber Nylonwolle

Fir die Aufreinigung von T-Zellen kann man sich die Adhidsionseigenschaften der
Zellpopulationen zu nutze machen. Inkubiert man Milzzellen mit Nylonwolle bei 37°C, so
adhérieren alle Zellpopulationen sehr gut an der Nylonwolle, T-Zellen allerdings nicht. Sie kann
man im anschlieffenden Elutionsschritt wieder von der Siule waschen. Fiir die Vorbereitungen
wurde Nylonwolle in einer Spritze dicht gepackt und autoklaviert. Die Sdule wurde so aufgebaut
das auf die mit Nylonwolle gefiillte Spritze ein Drei-Wege-Hahn aufgesteckt wurde und auf den
Auslauf eine 20G Kaniile aufgesteckt. Uber das seitliche Ventil wurde 37°C warmen Zellmedium
zum Aquilibrieren der Siule eingefiillt und fiir 45 min im Brutschrank vorinkubiert. Die
aufzureinigende Milzzellsuspension wurde dann in warmem Zellmedium mit einer Zelldichte von
75 x 10%ml auf die Sdule gegeben und die Sdule mit dem gleichen Volumen warmen Zellmedium
nachgespiilt. AnschliefSend wurde die Séule wieder fiir 45 min im Brutschrank inkubiert und die
nicht gebundenen naiven T-Zellen iiber eine 23G Kaniile mit 20 ml warmem Zellmedium von der

Saule gespiilt.

74  Durchflusszytometrie

Die Expression von Oberflichenantigenen wurde in Immunfluoreszenzanalysen mit Hilfe des
Fluoreszenz-aktivierten Zellscanners (FACS) oder auch Durchflusszytometer genannt bestimmt.
Dafiir werden Oberflichenantigene mit Fluoreszenz-markierten Ak gefarbt, und die Fluoreszenz
der Zellen im FACS detektiert. Als Fluoreszenzfarbstoffe sind an die Ak, Phycoerythrin oder
Allophycocyanin konjugiert. Alternativ wurden biotinylierte Ak eingesetzt, die im zweiten
Farbeschritt mit Streptavidin- Fluoresceinisothiocyanat oder Streptavidin-Allophycocyanin
detektiert wurden. Da an ein Molekiil Biotin mehrere Streptavidin-Molekiile binden, kann es
dadurch zur Signalverstirkung kommen. Als Totfarbstoff wurde Propidiumiodid (PI) verwendet,
welches von toten Zellen nicht mehr heraustransportiert werden kann, und mit der DNA
interkaliert. Wihrend der Messung werden die vorher gefirbten Zellen durch einen
Flussigkeitsstrom vereinzelt und an ein bzw. zwei Laserstrahlen vorbeigefiihrt, die die
Fluorochrome an den Zellen anregen. Die emittierten distinkten Wellenldngen werden {iber

verschiedene Photodetektoren aufgenommen. Zusitzlich wird das Forwirtsstreulicht (FSC)
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aufgenommen, welches eine Aussage iiber die Zellgrofie zuldsst und das Seitwartsstreulicht (SSC),
welches ein Maf$ fiir die Granularitit der Zellen darstellt.

Zur Farbung der Zellen wurden 1 x 10°- 1 x 10° T-Zellen in FACS-Puffer aufgenommen, tiber
Nylongaze (40 pm, Neolab) filtriert und in FACS-Rohrchen (Sarstedt) zentrifugiert (10 min, 300 x
g, 4°C). Zur Verhinderung des “capping” und der Internalisierung von Oberflichenmolekiilen
wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefithrt. Um unspezifische Bindungen zu unterbinden,
wurden die Zellen fiir 15 min mit Fc-Block in 25 pl FACS-Puffer inkubiert. Als Kontroll-Ak
diente ein Ak mit gleichem Isotyp aber irrelevanter Spezifitit.

Die Zellen wurden zunichst mit 0,5 pg biotinyliertem Ak in 25 pl FACS-Puffer fiir 20-30 min
inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Im zweiten
Farbeschritt wurden Fluoreszenz-gekoppeltes Streptavidin (0,125 pg) und alle zu analysierenden
direkt gekoppelten Ak (0,5 pg) ebenfalls in je 25 pl FACS-Puffer fiir weitere 20-30 min zugegeben.
Nach dem Waschen wurden die Zellen in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen. Vor der Messung
wurde in jedes Rohrchen 0,1 pg PI zugefiigt. Als Software fiir die Analyse dienten Cellquest (BD,
Heidelberg) oder Flow]o (TreeStar, Ashland, USA).

7.5 Immunbhistologie

Wihrend die Durchflusszytometrie die genaue Charakterisierung von Einzellzellen erlaubt, ist die
Immunbhistologie eine Methode um Zellen im Gewebeverband zu analysieren. Dabei werden
Organschnitte mit spezifischen Ak inkubiert um bestimmte Zellpopulationen sichtbar zu machen.
Im Gegensatz zur ICL-Praparation miissen die Méuse vorher nicht perfundiert werden, weil
Blutzellen durch ihre Lokalisation im Gefifd identifiziert werden kénnen. Die Mause wurden in
einer einer Ather-gesittigten Atmosphire schmerzfrei getdtet. Die Maus wurde dekapitiert, die
Schideldecke geoffnet und das Gehirn direkt entnommen, in -50 °C kaltem 2-Methylbutan
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Fiir die Anfertigung der Schnitte wurde das Gehirn im
Kryostat eingespannt und in sagitaler Schnittebene wurden 10 pm Schnitte angefertigt und auf
Objekttriger platziert. Die Kryoschnitte wurden anschlieffend 10 min in Aceton bei -20°C fixiert.
Die Schnitte wurden zur Hemmung der endogenen Peroxidasen 15 min mit 0,3% H20: in PBS
inkubiert und 5 min in PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden die
Schnitte fiir 30 min bei RT mit 3%-igem Serum aus der Spezies geblockt, in der der

Sekundérantikorper generiert wurde. Danach wurden die Schnitte wieder 5 min bei RT in PBS
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gewaschen und iiber Nacht bei 4°C mit dem Primaérantikorper (1: 500 in PBS verdiinnt) inkubiert.
Nach einmaligem Waschen wurde der biotinylierte Sekundarantikorper (1: 500 in PBS verdiinnt)
fir 30 min bei RT inkubiert, gewaschen und das Vectastain ABC Reagenz fiir 30 min bei RT
dazugegeben. Nach dem letzten Waschen wurde das Substrat so lange inkubiert, bis eine
spezifische Fiarbung zu erkennen war. Die Reaktion wurde mit Aqua. dest abgestoppt und die

Objekttrager eingedeckelt.

8 Molekularbiologische Methoden

Beim Arbeiten mit RNA muss darauf geachtet werden, eine Degradierung der RNA durch exogene
RNasen zu verhindern. Da RNasen nicht wie DNasen durch Autoklavieren inaktiviert werden
konnen, wurden alle mit RNA verwendeten Losungen zur Eliminierung der RNasen mit 0,1%
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Anschlief}end wurden die Losungen autoklaviert, da so
das DEPC zersetzt wird. Hitzeinstabile Losungen wurden mit DEPC-behandeltem Aqua dest.
angesetzt. Es wurden nur sterile, fiir die Arbeit mit RNA doppelt autoklavierte Plastikgefafie und
sterile Plastikpipetten sowie gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Es wurde, ebenso wie beim

Umgang mit DNA, nur mit Handschuhen gearbeitet.

8.1  Priparation von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde durch die Lyse der Zellen mit Guanidinium-Isocyanat (GSCN) und
anschliefsender Ultrazentrifugation des Lysats auf einem Casiumchlorid-Dichtekissen (Maniatis et
al., 1989) isoliert. Die GSCN-Methode nutzt die Tatsache aus, dass RNA eine hohere
Schwebedichte (1,9 g/cm?) hat als andere Zellbestandteile. Bei der Zentrifugation pelletiert damit
RNA, wihrend DNA, Proteine und Lipide im Uberstand bleiben.

Fiir die Préparation von Gesamt-RNA aus T-Zellen und ICL wurden 15 x 10¢ Zellen pelletiert (10
min, 300 x g, 4°C), in 4 ml GSCN-Loésung aufgenommen und mit 3 ml DEPC-Wasser gemischt. In
RNase-freien Polyallomer-Réhrchen (Beckmann, Krefeld) wurden 3 ml Céisiumchlorid-Losung
vorgelegt und mit der Zellsuspension iiberschichtet. Die Rohrchen wurden mit DEPC-Wasser bis
kurz unter den Rand befiillt und zum Schutz gegen Verdunsten mit Paraffin6l bedeckt und

austariert. Der Gradient wurde in der Ultrazentrifuge fiir 16 h bei 150.000 x g und RT ohne



MATERIAL UND METHODEN 96

Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand iiber dem RNA-Pellet
abgenommen. Das Pellet wurde trocknen gelassen und zweimal mit eiskaltem 70 % Athanol (-
20°C, angesetzt mit DEPC-Wasser) gewaschen. Abschliefend wurde die RNA in 20 ul DEPC-

Wasser aufgenommen und die Konzentration wie unter 8.2 beschrieben bestimmt.

GSCN-Losung: 4 M Guanidinium-Isocyanat
20 mM Natrium-Acetat pH 5,2
0,1 mM DTT
0,5% N-Laurylsarkosin

sterilfiltriert

CsCl-Losung: 5,7 M Ciasiumchlorid
0,1 M EDTA pH 8,0
0,1% DEPC

iiber Nacht stehen lassen, anschlief3end autoklavieren

DEPC-Wasser: Aqua dest. mit 0,1 % DEPC tiber Nacht stehen lassen, anschlieRend autoklavieren

8.2  Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung reiner RNA-Losungen wurde in einem DNA/RNA Calculator II
(Amersham) mit Quarzkiivetten durchgefiithrt. Um im linearen Messbereich zu arbeiten, wurden
alle Proben so verdiinnt, dass eine maximale Absorption von 1 gemessen wurde. Die Kalibrierung
erfolgte gegen DEPC-Wasser. Zur Berechnung der Konzentration wurde, unter Beriicksichtigung
des Verdiinnungsfaktors, folgende Beziehung verwendet:

1,0 A20 = 37 pg ssNS/ml

Zur Uberpriifung der Reinheit von RNA-Losungen wurde das Verhiltnis der Absorptionswerte
bei 260 und 280 nm bestimmt. Reine Priparationen sollten Azso/A20 Werte zwischen 1,7 und 2,0
besitzen und wurden fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Kontaminationen mit Proteinen fithren

zu deutlich geringeren Werten.
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8.3  Synthese der cDNA

Um mRNA-Transkripte amplifizieren zu konnen, wurde die mRNA zunidchst in c¢DNA
umgeschrieben. Die cDNA wurde ausgehend von 1 pg Gesamt-RNA mit dem “Advantage™ RT-
for-PCR Kit® (BD Biosciences, Heidelberg) entsprechend den Herstellerangaben erzeugt. Die
Synthese erfolgte mit “molony murine leukemia virus“-Reverse Transkriptase (MMLV-RT) nach

Bindung des oligo dT-Primers am PolyA-Schwanz der mRNA.

8.4  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um eine erfolgreiche cDNA-Synthese nachzuweisen, wurde das Vorhandensein von cDNA mittels
PCR tberpriift. Dafiir wurden G3PDH-Primer verwendet, die in der PCR spezifisch ein 1 kb
groflen Abschnitt des G3PDH-Gens amplifizieren. Um eine Mengenabschitzung vornehmen zu
koénnen, wurde die cDNA unverdiinnt und 1:10 und 1:100 verdiinnt eingesetzt.

Fiir die Amplifikation wurden in 25 pl Reaktionsvolumen 2,5 pl des cDNA-Ansatzes eingesetzt.
Die dNTPs wurden mit einer Konzentration von je 200 uM, die G3PDH-Primer mit 400 nM und
0,625 U Taq-Polymerase eingesetzt. Der 10x Puffer mit einer MgCl-Konzentration von 1,5 mM

wurde von Invitrogen bezogen. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler nach folgendem

Programm:
Denaturierung 5 min 95°C 1 Zyklus
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 1 min 60°C 35 Zyklen
Elongation 1 min 72°C
Elongation 7 min 72°C 1 Zyklus

Die 1 kb grofien PCR-Produkte wurden im Agarosegel (s. 8.5) elektrophoretisch aufgetrennt. Nur
wenn bei einer 1:100 Verdiinnung der cDNA noch ein G3PDH-Amplifikat im Agarosegel zu

erkennen war, wurde die cDNA fiir die Realtime PCR (s. 8.6) eingesetzt.
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85  Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von PCR-Produkten wurden horizontale Agarosegele mit 1 bis 2 %
(w/v) Agarose in 1x TBE Puffer verwendet (Maniatis et al., 1989). Die aufgekochte Agaroselosung
wurde mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt, auspolymerisiert und als Flachbettgel in 1x TBE
eingesetzt. Die PCR-Ansitze wurden vor dem Auftragen mit 0,2 Volumen 6x DNA-Probenpuffer
versetzt und bei einer Spannung von ca. 6V/cm aufgetrennt. Auf jedem Gel wurde ebenfalls ein
Grofienstandard (1kb plus DNA-Leiter, Invitrogen) mitgefithrt, um die Grofle der Fragmente
ermitteln zu konnen. Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel iiber die Fluoreszenz des in
den Doppelstrang interkalierenden Ethidiumbromids bei Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht
(340 nm) auf einem UV-Transilluminator (Herolab, Wiesloch) sichtbar gemacht. Zur
Dokumentation wurden die Gele in der Geldokumentationskammer (Biometra, Gottingen)

fotografiert.

8.6  Quantitative Polymerasekettenreaktion (Realtime PCR)

Die Realtime RT-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem Prinzip
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und die Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die
Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wihrend eines jeden PCR-Zykluses
durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, indem
eine spezifische Fluoreszenz-markierte Sonde, bei der die Fluorophore zuvor gequencht vorliegen,
wiahrend der Polymerisierung abgebaut wird, und die Fluorophore freigesetzt werden. Fiir einen
25 pl Ansatz werden 12,5 pul qPCR Mastermix (Eurogentec) gemischt eingesetzt, der bereits dNTP
und Polymerase enthilt und die nétigen Pufferbedingungen bereitstellt. Dazu werden je 320 nM
der Primer und 0,5 pl spezifisch auf die Reaktion abgestimmte Sonde gegeben und mit 5 pl der zu

untersuchenden 1:5 verdiinnten cDNA gemischt.
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Durchfithrung der Reaktionszyklen im IQ5 PCR-Cycler (Biorad, Miinchen) unter folgenden

Bedingungen:
Denaturierung 7 min 95°C 1 Zyklus
Denaturierung 20s 94°C
Annealing + Elongation 60s 60°C 40 Zyklen
Lagerung 4°C 1 Zyklus

Fiir die Auswertung der Realtime PCR Daten wurden die CT Werte mit Hilfe der iQ5 Software
von der Firma Biorad ermittelt. Die AACT Methode wurde zur Ermittlung der

Expressionszunahme der einzelnen Gene zugrunde gelegt (Pfaffl, 2001).
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VII Anhang

1 Abkiirzungsverzeichnis

Aaeo Absorption bei 260nm

Abb. Abbildung

APC Antigenprisentierende Zelle(n)

Ak Antikorper

BCA 2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsiure

B/c BALB/c

BHS Blut-Hirn-Schranke

BL6 C57BL/6

BMDC aus Knochenmarkszellen gereifte dendritische Zellen
BMNC ,brain mononuclear cell®

BSA Rinderserumalbumin

cDNA DNA-Kopie der mRNA (komplementire DNA)
CD “cluster of differentiation”

cpm “counts per minute”

CSF Kolonie stimulierender Faktor

CT »cycle threshold®

ctrl. Kontrolle

DC Dendritische Zelle(n)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
EAE experimentelle Autoimmune Enzephalitis
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA “enzyme linked immuno sorbent assay”
FACS “fluorescence-activated cell scan”

FCS Fotales Kélberserum

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

G gauge

GFAP Glia-fibrilldres-azides Protein

GFP griin fluoreszierendes Protein

GM-CSF Granulocyten Makrophagen- Kolonie stimulierender Faktor
GSCN Guanidinium-Isothiocyanat

h Stunde(n)

ICL Intrazerebrale Leukozyten

icv. intrazerebroventrikuldr

IFN Interferon

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

kD Kilodalton

LN Lymphknoten

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

MACS “magnetic cell sorting”
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Mg
MHC
min
MLR
MOG
mRNA
MS

PBS
PCR
PPD
RNA
RT
RT-PCR
T. gondii
TdR

TE

TLA
TLR
TNF
ZNS
ZNS-DC

Mikroglia

“major histocompatibility complex”
Minute(n)

“mixed leukocyte reaction”

Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
Boten-RNA

multiple Sklerose

“phosphate buffered saline”
Polymerase Kettenreaktion
Tuberkulin (“purified protein derivate”)
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

reverse Transkription und PCR
Toxoplasma gondii
Thymidindesoxyribose

Toxoplasma Enzephalitis
Toxoplasma-Lysat
stoll-like“-Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor
Zentralnervensystem

DC im ZNS
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