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Einleitung 1

I Einleitung

1 Das Nervensystem

Zentrales und peripheres Nervensystem (ZNS und PNS) bilden zusammen das
Kommunikations- und Steuerungsorgan des Korpers. Das ZNS umfasst das Gehirn und das
Riickenmark und liegt innerhalb der schiitzenden kndchernen Strukturen von Schédel
(Gehirn) und Wirbelsdule (Riickenmark). Es ist aulerdem von drei bindegewebigen Hirn-
bzw. Riickenmarkshduten, den Meningen umgeben: der dulleren, sehr derben Dura mater, der
darunterliegenden Arachnoidea mater sowie der Pia mater, welche der Hirn- und
Riickenmarkoberfldche direkt aufliegt (Oda und Nakanishi 1984; Feurer und Weller 1991;
Barshes et al. 2005). Die beiden inneren Meningen umschlieBen den mit Liguor
cerebrospinalis  gefillten Subarachnoidalraum (duBerer Liquorraum), welcher mit
Hohlrdumen im Inneren des Gehirns (Ventrikel) sowie im Riickenmark (Zentralkanal), den
inneren Liquorrdumen, in Verbindung steht. Diese fliissigkeitsgefiillten Réume puffern
Druckverédnderungen im Schédelinneren ab und schiitzen das ZNS vor Erschiitterungen (Di
Terlizzi und Platt 2006). Ein dichtes Netzwerk aus Nervenzellen (Neuronen) bildet zusammen
mit anderen Zellen (siehe 1.1) das ZNS-Gewebe, welches in der Hirnrinde sowie tiefer
gelegenen Kerngebieten (Nuclei), der sogenannten grauen Hirnsubstanz, die Zellkdrper
(Perikarya) der ZNS-Neuronen und in der dazwischenliegenden weiflen Hirnsubstanz deren
Fortsdtze enthilt. Im ZNS werden ankommende elektrische Erregungen aus der Peripherie
integrativ verarbeitet und koordiniert und durch ausgehende Signale die Korpertétigkeit
gesteuert.

Das PNS umfasst alle Abschnitte des Nervensystems, welche nicht dem ZNS zuzurechnen
sind, und beginnt an der Stelle, an welcher Nervenfasern in Form von Hirn- (auf
Gehirnebene) bzw. Spinalnerven (auf Riickenmarksebene) aus dem ZNS aus- bzw. ins ZNS
eintreten. Es besteht iberwiegend aus Nervenfasern, welche Impulse von der Peripherie zum
ZNS (afferent) oder vom ZNS in die Peripherie (efferent) leiten. An manchen Stellen des
peripheren Nervengeflechts existieren Verdickungen, die sogenannten Ganglien, welche die
Perikarya der PNS-Neuronen enthalten. Die Fortsdtze der Neuronen bilden zusammen mit
weiteren strukturellen Bestandteilen die Einheit eines peripheren Nerven. Einzelne
Nervenfasern lagern sich zu einem Faszikel zusammen. Sie sind dabei jeweils durch eine
Basalmembran von dem sie umgebenden Gewebe, dem Endoneurium, getrennt. Dieses

besteht aus Kollagenfasern und retikuldren Fasern und fiihrt feine Blut- und Lymphgefalie.
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Einzelne Faszikel werden mitsamt dem Endoneurium von einem mehrschichtigen,
kollagenfaserreichen Perineurium umschlossen. Mehrere Faszikel werden schlielich durch
lockeres Bindegewebe, das Epineurium, zu einem Nerven zusammengefasst (Sunderland
1990; Du Plessis et al. 1996). Die peripheren Nerven durchziehen als die reizleitenden
Strukturen den Korper bis in die dullersten Bereiche.

ZNS und PNS sind funktionell untrennbar und gehen auch strukturell kontinuierlich
ineinander iiber. Das Nervensystem ermoglicht die Aufnahme und Verarbeitung von
Sinnesreizen in Form von elektrischen Potenzialen sowie die Koordinierung und Steuerung
von motorischen, vegetativen sowie hoheren Hirnfunktionen. Es bildet damit die Grundlage

furr die Interaktion eines Individuums mit seiner Umwelt.

1.1 Die verschiedenen Zellen des Nervengewebes

Die wichtigsten Zellen des Nervengewebes sind die Neuronen, welche auf die Fortleitung
elektrischer Impulse spezifiziert sind und damit die Aufnahme und Ubermittlung von Reizen
aus der Umgebung und dem Korper sowie die Steuerung von Korperfunktionen ermoglichen.
Neuronen bestehen aus dem Perikaryon, welches den Zellkern und einen Grofteil weiterer
Zellorganellen enthilt, sowie aus verschiedenen Fortsitzen. Uber Dendriten gelangen
elektrische Erregungen zum Perikaryon, von wo aus sie iiber ein einzelnes, sich im Verlauf
verzweigendes Axon an andere Neuronen oder Korperzellen weitergeleitet werden. Die
Signaliibermittlung zwischen den Zellen erfolgt an sogenannten Synapsen durch die Sekretion
von Neurotransmittern.

Sowohl das dichte Neuronengeflecht des ZNS als auch das periphere Nervengewebe enthalt
neben den Neuronen weitere Zellen, welche in ihrer Gesamtheit die sogenannte Neuroglia
bilden. Zu den Gliazellen des ZNS zihlen die Oligodendrozyten, die Astrozyten sowie die
Mikrogliazellen. Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden (siehe 1.1.1) der ZNS-
Neuronen. Astrozyten stehen in engem Kontakt mit Neuronen und schiitzen diese vor
schddigenden Einfliissen. Sie kontrollieren die Zusammensetzung der Extrazelluldrmatrix im
ZNS-Gewebe, indem sie die Konzentration von Elektrolyten und anderen Metaboliten in der
extrazelluldren Fliissigkeit regulieren. An Synapsen sind sie an der Aufrechterhaltung der
Homoostase von Neurotransmittersubstanzen im synaptischen Spalt und damit an der
Regulierung der neuronalen Aktivitét beteiligt (Vernadakis 1988; Daikhin und Yudkoff 2000;
Struzynska 2009). Zudem konnen sie Hirnparenchymschédden durch Bildung einer glidsen

Narbe decken (Yu et al. 1993). Mikrogliazellen gelten als ZNS-residente, den Makrophagen
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dhnliche Abwehrzellen. Hinzu kommen die Schwann-Zellen, welche die Gliazellen des PNS

darstellen.

1.1.1 Schwann-Zellen — die myelinbildenden Gliazellen des PNS

Die Myelinisierung von Neuronen erfolgt im ZNS durch Oligodendrozyten, wihrend
Schwann-Zellen die myelinbildenden Gliazellen des PNS darstellen. Eine Myelinscheide
entsteht, indem sich eine Schwann-Zelle (bzw. im ZNS ein Oligodendrozyt) mehrfach um ein
Axon windet, so dass sich mehrere Lagen ihrer Plasmamembran dicht aneinanderlagern.
Wihrend dieses Prozesses differenzieren diese Plasmamembranlamellen und bilden eine
kompakte Hiille aus Myelin, welches einen gegeniiber normalen Zellmembranen erhdhten
Lipidanteil aufweist (Garbay et al. 2000). Wéhrend ein Oligodendrozyt jeweils mehrere
Axone umscheiden kann, umhiillt eine Schwann-Zelle nur ein einzelnes Axon mit einer
Myelinscheide. Das Axon wird so in seinem Verlauf durch mehrere hintereinanderliegende
Schwann-Zellen mit einer Myelinscheide umgeben. Dadurch weist die Myelinscheide in
regelméBigen Abstidnden, jeweils an den Schwann-Zell-Enden, feine Unterbrechungen, die
sogenannten Ranvier-Schniirringe (Nodien) auf. Die myelinisierten Abschnitte des Axons
zwischen zwei Ranvier-Schniirringen (Internodien) werden aufgrund der elektrisch
isolierenden Eigenschaften des Myelins bei der Reizleitung iibersprungen. Diese saltatorische
Erregungsleitung ist deutlich schneller als die kontinuierliche Reizleitung in Nervenfasern
ohne Myelinscheide und hat sich evolutionér als ein entscheidender Vorteil erwiesen.

Neben der Myelinisierung von Neuronen sind Schwann-Zellen maligeblich an der
Nervenregeneration nach Verletzungen peripherer Nerven beteiligt. Bei der Durchtrennung
eines Axons kommt es zur Waller-Degeneration des distalen Axonanteils. In dieser Situation
kann eine Dedifferenzierung der Schwann-Zellen im Gebiet der Verletzung beobachtet
werden, wihrend derer sie innerhalb von 2 Tagen ihre Myelinsynthese drosseln (LeBlanc und
Poduslo 1990). Sie sondern ovoide Fragmente ihrer Myelinscheiden ab und ordnen sich zu
sogenannten Biingner-Bandern an, welche als Leitschienen fiir neu aussprossende Axone

dienen (Stoll et al. 2002).
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2 Erkrankungen des PNS

Erkrankungen des PNS sind gekennzeichnet durch eine direkte Schadigung von Nervenfasern
oder auch durch eine Affektion weiterer Strukturen eines peripheren Nerven. Diese
Erkrankungen werden allgemein als Neuropathien, oder bei Befall mehrerer Nerven als
Polyneuropathien = bezeichnet. Es  konnen  grundsétzlich zwei  unterschiedliche
Schidigungsmuster zugrundeliegen: eine Schidigung der Nervenfasern (Axone) selbst fiihrt
zu einer schwerpunktmifig axonalen Neuropathie, eine Degeneration der Myelinscheiden
dagegen zu einer demyelinisierenden Neuropathie. Eine axonale Schiadigung hat eine
Verminderung der Signalstirke von Nervenimpulsen zur Folge, was sich in
elektrophysiologischen ~ Untersuchungen  als  Amplitudenminderung  abgeleiteter
Muskelsummenaktionspotenziale zeigt. Eine Demyelinisierung duflert sich vor allem in einer
Verlangsamung der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG). Héufig sind Merkmale beider
Manifestationstypen zu finden. Es kénnen sowohl sensible als auch motorische sowie auch
vegetative Storungen auftreten, je nachdem, welche Nervenfasertypen befallen sind
(Zochodne 1999; Kanda 2007; Rader und Barry 2009).

Die Ursachen fiir Neuropathien sind vielfaltig. Die diabetische Polyneuropathie als ein
Beispiel fiir eine metabolisch bedingte Neuropathie macht etwa 30% der Neuropathien aus.
Neben Diabetes ist Alkoholabusus mit ca. 25% eine héufige Ursache metabolischer
Neuropathien in der westlichen Welt. In weiteren 35% ist die Neuropathie idiopathisch, d. h.
ohne erkennbare Ursache. Ca. 10% der Neuropathien sind paraneoplastisch und treten im
Rahmen einer malignen Grunderkrankung auf (George und Twomey 1986; Verghese et al.
2001). Medikamentds-toxische Neuropathien werden — selten — nach Einnahme von
bestimmten Medikamenten wie Isoniazid oder Nitrofurantoin beobachtet. Daneben gibt es
eine Reihe bakterieller (Mykobakterien, Borrelien) und viraler Erreger (humanes T-
lymphotropes Virus 1 (HTLV-1), Humanes Immundefizienzvirus (HIV)), welche direkt oder
indirekt periphere Nerven schéddigen und eine (para-)infektiose Neuroapthie verursachen
konnen (Roman 1998). Bei bis zu 20% der HIV-positiven Patienten treten — nicht selten auch
als Nebenwirkung antiretroviraler Therapie — neuropathische Symptome auf (Wright et al.
2008). Der Nervenschaden bei Neuropathien kann, abhidngig von der Ursache der
Erkrankung, auf einer direkten schidigenden Wirkung toxischer Stoffwechselprodukte oder
Medikamente (metabolische und medikamentds-toxische Neuropathien) sowie mikrobieller
Toxine (infektiose Neuropathien) auf Nervengewebe beruhen. Hereditire Neuropathien wie

die Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie filhren dagegen durch genetisch bedingte
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Verdanderungen bestimmter Myelin- oder Axonbestandteile zu einer Degeneration der
Mpyelinscheiden peripherer Nerven (Meyer zu Horste et al. 2006). Inflammatorische
Neuropathien stellen eine gesonderte Gruppe dar (ca. 10%), bei welchen das Immunsystem

selbst schidigenden Einfluss auf das Nervensystem nimmt.

2.1 Inflammatorische Neuropathien

Erkrankungen aus dem Formenkreis der inflammatorischen Neuropathien fithren zu zum Teil
schwersten neurologischen Defiziten. Gemeinsam ist diesen Krankheitsbildern eine
autoimmun bedingte Schidigung peripherer Nerven, welche auf einer Immunreaktion gegen
bestimmte, im PNS lokalisierte Autoantigene beruht (Griffin und Sheikh 2005; Hughes und
Cornblath 2005; Creange et al. 2006). In diese Erkrankungsgruppe gehoren das Guillain-
Barré-Syndrom (GBS), die chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
(CIDP) und die multifokale motorische Neuropathie (MMN) sowie weitere Subtypen. Das
akute GBS als Prototyp inflammatorischer Neuropathien soll im folgenden Abschnitt nidher

beschrieben werden.

2.1.1 Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS)

Das GBS bezeichnet eine akute Entziindung von peripheren Nerven (Polyneuritis) sowie
Nervenwurzeln (Polyradikulitis), welche mit einer jdhrlichen Inzidenz von etwa 2 — 4 pro
100.000 Einwohner gehduft Erwachsene mit einem leichten Uberwiegen minnlicher Personen
betrifft (Alter 1990; Hughes und Rees 1997). Es lassen sich zwei primér axonale Formen, die
akute axonale motorische Neuropathie (AMAN, von engl. acute motor axonal neuropathy)
und die akute axonale sensomotorische Neuropathie (AMSAN, von engl. acute motor sensory
axonal neuropathy) unterscheiden (Feasby et al. 1986; Yuki et al. 1990; McKhann et al. 1993;
Griffin et al. 1995; Lugaresi et al. 1997). In der westlichen Welt kommen dagegen
vorwiegend die demyelinisierenden Formen vor, welche als akute inflammatorische
demyelinisierende Polyneuropathie (AIDP) bzw. akute motorische demyelinisierende
Neuropathie (AMDN) bezeichnet werden (Van der Meché et al. 2001). In 80% der Fille
konnen sensomotorische, in knapp 20% rein motorische Symptome beobachtet werden. Eine
seltene Sonderform ist das Miller-Fisher-Syndrom (ca. 3% der Fille) mit Beteiligung von

Hirnnerven und insbesondere den dufleren Augenmuskeln.
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Im Vordergrund der klinischen Beschwerden stehen akut einsetzende, meist symmetrische
Lihmungen, welche distal an den unteren, selten an den oberen Extremititen beginnen und
nach proximal aufsteigen. Ein variables Ausmal} begleitender sensibler Storungen, Myalgien
und radikuldre Schmerzen konnen hinzukommen. Die Affektion der motorischen
Nervenfasern fithrt zu einer deutlichen Abschwidchung oder gar zum Ausfall von
Muskeleigenreflexen sowie im weiteren Verlauf zu einer Atrophie betroffener Muskeln. Die
Symptomatik schreitet rasch fort und erreicht in 80% der Félle innerhalb von 2 Wochen ihren
Hohepunkt (Grisold et al. 1991), welcher in schweren Féllen durch eine komplette Lihmung
aller 4 Extremitéten (Tetraplegie) gekennzeichnet ist. Eine Beteiligung der Spinalwurzel C4
kann durch den Ausfall der Zwerchfellmuskulatur zu einer Atemldhmung fiihren. Bis zu 30%
der Patienten miissen passager mechanisch beatmet werden (Teitelbaum und Borel 1994). Bei
Befall vegetativer Nerven besteht im Rahmen des sogenannten Dysautonomie-Syndroms
zudem die Gefahr von Herzrhythmusstorungen (Greenland und Griggs 1980).

Im Bereich entziindeter Nervenwurzeln, welche innerhalb des Liquorraums liegen, kann
vermehrt Protein in den Liquor iibertreten. Eine deutliche Erhéhung der Proteinkonzentration
im Liquor (> 100 mg/dl) bei anndhernd normaler Zellzahl (< 10 Zellen/mm?) wird als zyto-
albumindre Dissoziation bezeichnet und ist ein fliir das GBS typischer Befund.
Elektrophysiologisch kann eine Verlangsamung der NLG als Ausdruck einer
Demyelinisierung beobachtet werden. Als diagnostisch wegweisender elektrophysiologischer
Befund fiir das demyelinisierende GBS gilt der Verlust der sogenannten F-Wellen, welcher
als proximaler Leitungsblock aufgrund axonaler Dysfunktion interpretiert wird (Yokota et al.
1996; Kuwabara et al. 2000). FEine Amplitudenminderung  abgeleiteter
Summenaktionspotenziale im Elektromyogramm (EMG) tritt nur bei axonalen Formen auf.
Nervenbiopsien aus GBS-Patienten zeigen eine entziindliche Infiltration des PNS mit T-
Lymphozyten und Makrophagen (Pollard et al. 1987; Schmidt et al. 1996; Fujioka et al.
2000). Histomorphologische Zeichen einer Demyelinisierung sind im {iberwiegenden Teil der
Fille nachweisbar, in etwa 30% sind auch histologische Zeichen axonaler Degeneration zu
finden (Hughes et al. 1992; Guo et al. 1997). Obwohl das GBS an sich selbstlimitierend
verlauft, profitieren viele Patienten von einer immunmodulatorischen Therapie. Die
intravendse Gabe von Immunglobulinen und Plasmaaustausch werden dabei als gleichwertig
betrachtet und bewirken, besonders bei rechtzeitigem Therapiebeginn innerhalb von 2
Wochen nach Krankheitsausbruch, eine deutliche Verkiirzung der mehrmonatigen
Regenerationsphase (Czaplinski und Steck 2004). Trotzdem behalten bis zu 20% der

Patienten bleibende Behinderungen zuriick. Todesfélle (2 — 5% der Félle) treten meist bei
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schwerst betroffenen Patienten durch respiratorische Komplikationen oder autonome

Dysregulation im Rahmen ihrer intensivstationdren Behandlung auf.

2.1.2 Pathogenetisch relevante Faktoren inflammatorischer Neuropathien

Die Pathogenese der inflammatorischen Neuropathien ist oft nicht eindeutig zu klédren. In bis
zu 70% der Fille tritt das GBS 2 bis 3 Wochen nach einem Infekt, meist der oberen
Atemwege oder des Magendarmtraktes, auf (Yuan et al. 2002). So kdnnen bei GBS-Patienten
gehauft Infektionen mit Campylobacter jejuni (C. jejuni, ca. 30%), Zytomegalievirus (CMV,
von engl. cytomegaly virus, bis zu 15%) oder Epstein-Barr-Virus (EBV, ca. 10%) im Vorfeld
der Erkrankung nachgewiesen werden (Jacobs et al. 1998; Van der Meché et al. 2001).
Patienten mit GBS nach vorangegangener C.-jejuni-Infektion fallen im Vergleich mit
Patienten ohne vorherige Infektion durch eine besonders schwere, iiberwiegend motorische
Symptomatik, eine protrahierte Regenerationsphase sowie ein erhohtes Ausmall an
Residualschdden auf und zeigen ausgeprigte Axondegenerationen in betroffenen peripheren
Nerven (Rees et al. 1995; Visser et al. 1995; Hughes und Rees 1997). Eine dem GBS
vorausgehende CMV-Infektion scheint dagegen mit primér sensiblen Ausfillen, vermehrter
Hirnnervenbeteiligung sowie einer Haufung respiratorischer Komplikationen assoziiert zu
sein (Visser et al. 1996). Zudem konnen im Serum von Patienten mit axonalem GBS oft
Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GDla, GalNac-GDla und GD1b nachgewiesen
werden, welche in humanen peripheren Nerven als Bestandteile der Myelinscheiden und
Axonmembranen vorkommen (Yuki et al. 1990; Kusunoki et al. 1994; Lugaresi et al. 1997,
Ho et al. 1999). GMI, GDla und GDI1b weisen strukturelle Ahnlichkeiten mit
Oligosaccharidmustern von Lipopoly- und Lipooligosacchariden auf, welche in der Zellwand
von aus GBS-Patienten isolierten C.-jejuni-Stimmen zu finden sind (Yuki et al. 1993;
Aspinall et al. 1994; Guerry et al. 2002). Die darauthin aufgestellte Hypothese, dass
molekulares Mimikry und die Bildung kreuzreagierender Antikdrper einen wesentlichen
pathogenetischen Faktor bei der Entstehung der axonalen Formen des GBS darstellen (Yuki
2001), wurde experimentell durch Immunisierung von Kaninchen mit GM1-4hnlichen
Lipooligosacchariden bestétigt, welche in der Folge Paresen entwickelten (Yuki et al. 2004).

Als wichtiges pathophysiologisches Merkmal der demyelinisierenden Formen des GBS wird
die Infiltration des PNS mit T-Lymphozyten und Makrophagen angesehen, in deren Folge es
zu lokalen Demyelinisierungsprozessen kommt, an denen Makrophagen nachweislich aktiv

beteiligt sind (Griffin et al. 1993; Kiefer et al. 2001). Zudem lassen sich nur bei einem
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geringen Anteil der Patienten mit demyelinisierendem GBS myelinspezifische Antikorper im
Serum nachweisen. Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass sich die
Autoreaktivitidt nicht unmittelbar gegen Myelinbestandteile richtet oder auf einer primir
zelluldiren Immunantwort basiert, fiir welche Antikorper eine eher untergeordnete Rolle
spielen. Dennoch ldsst sich durch Immunisierung mit Myelinkomponenten im Tiermodell
eine gegen das PNS gerichtete Immunantwort ausldsen, welche in den immunisierten Tieren
eine sogenannte experimentelle Autoimmunneuritis (EAN) induziert, die in klinischer,
elektrophysiologischer und auch pathologischer Hinsicht als ein geeignetes Modell fiir das
akute demyelinisierende GBS angesehen werden kann (Maurer und Gold 2002).

Autoimmunologische Prozesse — sowohl humorale als auch zelluldre Faktoren — sind an der
Entstehung des GBS entscheidend beteiligt. Da das Immunsystem in diesem Zusammenhang
von zentraler Bedeutung ist, sollen die relevanten immunologischen Mechanismen in den
folgenden Abschnitten niher erldutert und anschlieBend fiir das PNS im Speziellen dargestellt

werden.

3 Funktionsweisen des Immunsystems

Als Reaktion auf eine Infektion des Organismus durch pathogene Keime koénnen im
menschlichen Immunsystem zwei verschiedene Antworttypen beobachtet werden. Eine
prompte, in ihrer Intensitdt stereotype Immunantwort erfolgt bereits Stunden nach der
Infektion durch das angeborene Immunsystem, die Antwort des sogenannten adaptiven
Immunsystems tritt verzogert innerhalb von Tagen ein. Trotz unterschiedlicher
Funktionsprinzipien agieren angeborenes und adaptives Immunsystem dabei als eine
funktionelle Einheit.

Die Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems, in erster Linie Makrophagen und
neutrophile Granulozyten, eliminieren in den Korper eingedrungene Erreger iiberwiegend
durch Unterscheidung zwischen Fremd und Selbst anhand einiger konservierter struktureller
Muster, welche fiir viele Pathogene charakteristisch sind, jedoch nicht in gleicher Form auf
korpereigenen Zellen vorkommen. Solche molekularen invarianten Strukturen sind z. B.
Lipopolysaccharid (LPS, ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien), Peptidoglykan,
spezielle Lipoproteinstrukturen oder bakterielle DNA und konnen mithilfe einer begrenzten
Anzahl unterschiedlicher Rezeptoren, sogenannten Pattern-recognition-Rezeptoren (engl. fiir

Mustererkennung), von den Abwehrzellen der angeborenen Immunitdt erkannt werden. In
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diesem Zusammenhang spielt die Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLR) eine wichtige
Rolle. Fiir den Menschen sind derzeit 11 verschiedene TLR bekannt (Kaisho und Akira 2000;
Takeda et al. 2003), die jeweils unterschiedliche pathogen-assoziierte molekulare Strukturen
erkennen (Hemmi et al. 2000; Takeuchi et al. 2000; Vabulas et al. 2001; Kariko et al. 2004;
Zhang et al. 2004). Dendritische Zellen (DC, von engl. dendritic cell) sind ebenfalls mit den
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems ausgestattet, nehmen jedoch eine Sonderstellung
ein. lhre eigentliche Hauptfunktion besteht nicht in der Eliminierung von Pathogenen,
sondern in der Aktivierung von Zellen des adaptiven Immunsystems durch professionelle
Antigenprésentation. Sie bilden damit die Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem.

Das Funktionsprinzip des adaptiven Immunsystems beruht auf der spezifischen Erkennung
von Antigen durch antigenspezifische Rezeptoren. Trager der adaptiven Immunitit sind die
Lymphozyten, welche aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle im Knochenmark
hervorgehen und folgend zu B-Lymphozyten (von engl. bone marrow fir Knochenmark),
deren weitere Entwicklung im Knochenmark erfolgt, und T-Lymphozyten (von engl. thymus)
differenzieren, welche in den Thymus auswandern und dort weiter ausreifen. Reife B- und T-
Lymphozyten (kurz B- und T-Zellen) durchwandern den Korper und zirkulieren dabei
zwischen dem Blutkreislauf und dem Lymphsystem. Sie besitzen auf ihrer Oberfldche
spezielle B-Zell- bzw. T-Zell-Rezeptoren (BCR, TCR, von engl. B-/T-cell receptor). Diese
Rezeptoren sind membrangebundene Multiproteinkomplexe und konnen iiber zwischen
einzelnen B- bzw. T-Zellen hochvariable Antigenbindungsstellen spezifisch verschiedenste
antigene Strukturen, z. B. in Form von Proteinfragmenten, sogenannte antigene Epitope,
erkennen (Stanfield und Wilson 1995). Dabei bildet jeder einzelne reife Lymphozyt nur
Rezeptormolekiile einer einzigen, ihm eigenen Spezifitit, die sich jeweils von den
Antigenspezifititen der Rezeptoren aller anderen Lymphozyten unterscheidet. Ein naiver
Lymphozyt ohne bisherigen Kontakt mit seinem spezifischen Antigen wird, wenn er auf
dieses trifft, aufgrund einer gezielten Interaktion zwischen Antigen und Rezeptor zur
Vermehrung und Differenzierung in eine spezifische Effektorzelle stimuliert. In der Folge
bildet sich eine Anzahl von Zellklonen mit identischem Rezeptor, welcher spezifisch das
Antigen binden kann. Mit dem breiten Spektrum unterschiedlicher antigenspezifischer
Rezeptoren ist das Repertoire reifer Lymphozyten zur Induktion einer adaptiven
Immunantwort auf nahezu jegliches denkbare Antigen imstande. Anders als das angeborene
Immunsystem ist das adaptive Immunsystem zudem zur Ausbildung eines immunologischen

Gedichtnisses befdhigt. Voraussetzung fiir die Initiation einer adaptiven Immunantwort ist die
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Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen, welche nachfolgend genauer geschildert werden

soll.

3.1  Aktivierung naiver T-Zellen zu spezifischen Effektorzellen

T-Zellen konnen anhand der Korezeptormolekiile CD4 und CD8 in zwei unterschiedliche
Subpopulationen von Effektorzellen unterteilt werden. CD4" T-Helferzellen (Ty-Zellen)
interagieren iiber zellgebundene und sezernierte Effektormolekiile gezielt mit weiteren
Immunzellen und stimulieren diese. So koénnen Tyl-Zellen durch die Sekretion von
Interferon-gamma (IFN-y) die bakteriziden Eigenschaften von Makrophagen steigern und
damit die zelluldre Immunantwort des angeborenen Immunsystems verstirken, wahrend Ty2-
Zellen eine iberwiegend humorale Immunantwort induzieren, indem sie vermehrt
Interleukin(IL)-4 und IL-5 sezernieren und damit B-Zellen zur Expansion und
Differenzierung in antikorpersezernierende Plasmazellen stimulieren (Stout und Bottomly
1989). Auch CD8" T-Zellen treten iiber ihren TCR in engen Kontakt mit antigenspezifischen
Zielzellen. Sie sind zur gerichteten Lyse ihrer Zielzellen fahig, ohne benachbarte Zellen in
Mitleidenschaft zu ziehen. Dies beruht auf einer gezielten Freisetzung zytotoxischer Proteine
wie Perforin und Granzym B aus lytischen Granula im Zytoplasma der CD8" T-Zellen. Poren
aus Perforinpolymeren in der Membran der Zielzelle 16sen eine rasche Zerstorung derselben
durch unkontrollierten Einstrom von extrazelluldrer Fliissigkeit als auch von Granzym B aus,
welches in der Zielzelle Apoptose induziert (Kagi et al. 1994; Barry et al. 2000). Letztere
kann auch ausgeldst werden, indem der sogenannte Fas-Ligand auf aktivierten CD8" T-Zellen
an seinen entsprechenden Rezeptor Fas (CD95) auf der Zielzelle bindet und in dieser fiir den
programmierten Zelltod wichtige Proteine, die Caspasen, aktiviert (Ju et al. 1999). Die
Differenzierung in Effektorzellen erfordert eine vorherige Aktivierung naiver T-Zellen. Dafiir
sind im Wesentlichen zwei verschiedene Signale notwendig, welche auf einer spezifischen
Wechselwirkung zwischen TCR und Antigen einerseits sowie weiterer, kostimulatorischer
Ligand-Rezeptor-Paare andererseits beruhen. Zur simultanen Expression aller fiir eine
effektive T-Zell-Aktivierung notwendigen Faktoren sind nur sogenannte professionelle
antigenpriasentierende Zellen (APC) fahig, auf welche die T-Zellen bei ihrer stidndigen
Zirkulation zwischen Blutkreislauf und Lymphsystem in peripheren Lymphkoten treffen. Dort
erfolgt meist die Erstaktivierung naiver T-Zellen durch professionelle APC, zu welchen als
wichtigster Vertreter die DC, jedoch auch B-Zellen und Makrophagen zdhlen. Die komplexen

Interaktionen zwischen APC und T-Zelle, welche sowohl das antigenspezifische Signal tliber
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den TCR als auch das kostimulatorische Signal erzeugen, sollen in den nichsten Abschnitten

erldautert werden.

3.1.1 Das 1. Signal: Die TCR-MHC-Interaktion

Wihrend B-Zellen durch ihre Rezeptoren Antigene aus dem Extrazelluldrraum direkt
erkennen und binden koénnen, sind T-Zellen dazu nur in der Lage, wenn das Antigen als
Oligopeptid im Kontext von spezialisierten Molekiilen auf der Oberfliche anderer Zellen
prasentiert wird (Davis und Bjorkman 1988). Diese Prisentationsmolekiile sind
membrangebundene Glykoproteine, welche im Haupthistokompatibilitditskomplex (MHC, von
engl. major histocompatibility complex), einer Genregion auf Chromosom 6 des menschlichen
Genoms, codiert sind und als MHC-Molekiile bezeichnet werden. Es existieren zwei
verschiedene Klassen von MHC-Molekiilen, die sich strukturell &hneln, jedoch
unterschiedlich auf Korperzellen exprimiert werden.

MHC-I-Molekiile werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) aller kernhaltigen
Korperzellen gebildet und bestehen aus einer langen Polypeptidkette, welche sich aus den drei
Dominen o4, op und o3 zusammensetzt und mit ihrem Ende in der Membran des ER verankert
ist. Dieser Kette ist ein akzessorisches Protein, das sogenannte S,-Mikroglobulin, nicht-
kovalent angelagert und trigt zur Stabilisierung der Molekiilstruktur bei. Die Doménen a; und
ay bilden auf der Oberfldche des MHC-I-Molekiils einen Spalt, in dem Oligopeptide mit einer
Lénge von 8 bis 10 Aminosduren jeweils an ihren Enden gebunden werden kdnnen (Bouvier
und Wiley 1994; Rammensee 1995). MHC-I-Molekiile werden nach intrazelluldrer Beladung
mit endogenen Peptiden in Form von Membranvesikeln an die Zelloberfliche transportiert
(siehe 3.3.1).

MHC-II-Molekiile werden im ER professioneller APC synthetisiert. Sie weisen eine
heterodimere Struktur auf, welche aus einer nicht-kovalenten Zusammenlagerung der beiden
Doménen a; und o, mit den beiden Domédnen ; und B, hervorgeht. a- und B-Doménen sind
jeweils iiber eine Polypeptidkette mit der ER-Membran verbunden. Strukturen der Dominen
a; und B; bilden auch auf der Oberfliche der MHC-II-Molekiile einen Spalt, dessen Enden
jedoch weiter gedffnet sind, als es beit MHC-I-Molekiilen der Fall ist. Peptide, welche in dem
Spalt auf MHC-II-Molekiilen gebunden werden, konnen eine Lénge von 13 oder mehr
Aminosduren aufweisen und sind damit groBer als die Peptide auf MHC-I-Molekiilen
(Rudensky et al. 1991; Rammensee 1995). Sie stammen iiberwiegend aus der lysosomalen

Degradation internalisierter, urspriinglich exogener Proteine (siche 3.3.2).
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Der TCR stellt den Interaktionspartner der MHC-Peptid-Komplexe dar. Er interagiert {iber die
peripheren Anteile seiner a- und B-Kette mit dem antigenen Peptid sowie umgebenden
Oberfliachenstrukturen des MHC-Molekiils (Teng et al. 1998). Richtet sich die Spezifitit des
TCR tiberwiegend gegen das Peptid, spricht man von einer peptiddominierten Bindung. Eine
Interaktion, welche hauptsdchlich auf der spezifischen Bindung des TCR an bestimmte
Strukturmotive des MHC-Molekiils beruht, wird als MHC-dominierte Bindung bezeichnet.
Letztere bildet die Grundlage peptidunabhédngiger Alloreaktivitit gegen korperfremde MHC-
Molekiile und ist im Zusammenhang mit AbstoBungsreaktionen gegen Allotransplantate von
Bedeutung (Smith et al. 1997). Eine MHC-dominierte Bindung an Komplexe aus antigenem
Peptid und korpereigenen (Selbst-)MHC-Molekiilen wiirde jedoch zur Autoreaktivitit einer
T-Zelle mit einer solchen TCR-Spezifitit gegeniiber korpereigenen Zellen fithren. Daher wird
in einem strengen Selektionsprozess wahrend der T-Zell-Entwicklung im Thymus eine Selbst-
MHC-Toleranz der T-Zellen erzeugt (siche 3.2). Die TCR-MHC-Interaktion ist nur effektiv,
wenn der Korezeptor der T-Zelle (CD4 oder CDS8) an dieser Interaktion teilnimmt. Er bindet
an einer vom peptidbindenden Spalt entfernten Stelle seitlich an das MHC-Molekiil (Gao et
al. 1997). T-Zellen mit einem fiir MHC-II-Peptid-Komplexe spezifischen TCR bilden den
Korezeptor CD4, T-Zellen mit einer TCR-Spezifitit fiir Peptide auf MHC-I-Molekiilen
exprimieren CD8. Diese TCR-MHC-Interaktion bildet das erste und wichtigste Signal fiir die
T-Zell-Aktivierung.

3.1.2 Das kostimulatorische Signal

Neben der TCR-MHC-Interaktion kommt es zu weiteren Ligand-Rezeptor-Interaktionen,
welche das fiir eine vollstindige T-Zell-Aktivierung notwendige kostimulatorische Signal
tibermitteln. APC exprimieren auf ihrer Oberfliche unter anderem die beiden
kostimulatorischen Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), kurz B7-Molekiile, welche
spezifisch an das CD28-Molekiil, ihren Rezeptor auf der T-Zelle binden. Die B7-CD28-
Interaktion ist das am besten untersuchte kostimulatorische Signal und essenziell fiir die T-
Zell-Aktivierung (Greenfield et al. 1998; Manickasingham et al. 1998; Coyle und Gutierrez-
Ramos 2001; Gonzalo et al. 2001; Sharpe und Freeman 2002). Dieses Signal induziert die
Expression des CD40-Liganden (CD40-L, auch CD154) auf der T-Zelle und verstérkt sich
dadurch selbst, da die Wechselwitkung von CD40-L mit seinem Rezeptor, dem
Oberflachenmolekiil CD40 auf der APC, zum einen der T-Zelle weitere Aktivierungssignale

iibermittelt und zum anderen die Expression von B7-Molekiilen durch die APC steigert
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(Grewal und Flavell 1996). In der T-Zelle wird eine komplexe intrazelluldre Signalkaskade in
Gang setzt, welche iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT (von engl. nuclear
factor of activated T-cells) die Transkription des IL-2-Gens induziert (Jain et al. 1995). Die
CD28-Kostimulation bewirkt offensichtlich iiber eine Stabilisierung der Zytokin-mRNA,
welche unter normalen Umstdnden aufgrund bestimmter instabilisierender Sequenzen schnell
abgebaut wird (Brown et al. 1996), sowie iber eine Aktivierung weiterer
Transkriptionsfaktoren eine starke Erhohung der IL-2-Synthese. Zudem fiihrt sie zur
Expression eines hochaffinen Rezeptors fiir IL-2 in T-Zellen (Cerdan et al. 1995). Das
Zytokin IL-2 ist ein autokriner T-Zell-Wachstumsfaktor und 16st nach Bindung an seinen
Rezeptor eine starke Proliferation (klonale Expansion) sowie eine Differenzierung der
aktivierten T-Zelle in eine Effektorzelle aus (Minami et al. 1993). So entsteht eine Anzahl
identischer Klone differenzierter T-Effektorzellen, welche zur Ausilibung ihrer Funktionen
keine Kostimulierung mehr bendtigen. Nach erfolgreicher Eliminierung eines Pathogens im
Rahmen einer adaptiven Immunantwort fehlt durch die Abwesenheit des spezifischen
Antigens der addquate Stimulus fiir die antigenspezifischen T-Effektorzellen, die dann
groBtenteils aufgrund von ,,Vernachldssigung® durch Apoptose zugrunde gehen. Einige dieser
T-Effektorzellen entwickeln sich jedoch zu langlebigen T-Gedichtniszellen, welche bei
erneutem Kontakt mit einem ihnen bekannten Antigen eine schnellere und effizientere
Immunantwort induzieren kdnnen. Wichtig ist, dass nur solche APC, wie z. B. mature DC,
welche iliber Rezeptoren des angeborenen Immunsystems die Anwesenheit von Erregern
detektiert haben und damit selbst aktiviert wurden, B7-Molekiile exprimieren und somit naive
T-Zellen aktivieren konnen. Dies ist fiir die Aufrechterhaltung der peripheren Selbst-Toleranz

potenziell autoreaktiver T-Zellen von Bedeutung (siehe 3.2).

3.2  Entstehung der Selbst-Toleranz und Autoreaktivitit von T-Zellen

Die umfangreiche Biodiversitit des TCR entsteht wihrend der Entwicklung unreifer T-Zellen
im Thymus primér durch eine zufillige, chaotische Umordnung einzelner, die verschiedenen
Abschnitte des TCR-Molekiils codierender Gene, fiir welche in sich entwickelnden T-Zellen
zunéchst jeweils zahlreiche Varianten existieren (Rowen et al. 1996). Die nach Abschluss der
T-Zell-Entwicklung irreversible Zusammenfligung einzelner Gensegmente zu einem
vollstindigen TCR-Gen filihrt dazu, dass eine reife T-Zelle nur noch Tochterzellen mit
identischem TCR hervorbringen kann. Diese auf dem Zufallsprinzip beruhende sogenannte

somatische Rekombination der TCR-Gene allein wiirde jedoch die mogliche Heranreifung
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von T-Zellen mit TCR beinhalten, welche entweder zu keiner effizienten Interaktion mit
MHC-Peptid-Komplexen fahig oder fiir korpereigene (Selbst-)Peptide spezifisch sind und
durch Autoreaktivitit den eigenen Organismus schddigen konnten (Chao et al. 2005). Daher
wird die somatische Rekombination von einem zweistufigen Selektionsmechanismus
begleitet, den unreife T-Zellen wihrend ihrer Entwicklung im Thymus durchlaufen. Naive,
zundchst doppelt negative (CD4CD8’) T-Zellen beginnen im Thymus nach partieller
Umlagerung der TCR-Gene mit der simultanen Expression der Korezeptoren CD4 und CD8
(Petrie et al. 1990). Diese doppelt positiven (CD4'CD8") T-Zellen interagieren im
Thymusstroma mit nicht-lymphatischen Stromazellen des Thymus, den sogenannten
Thymusepithelzellen, sowie professionellen APC aus dem Knochenmark, welche auf ihrer
Oberfliache groe Mengen von ubiquitir im Korper vorkommenden, intrazelluldren Selbst-
Peptiden auf MHC-I- und MHC-II-Molekiilen prasentieren. Wéhrend dieser Wechselwirkung
vollenden die T-Zellen die Entwicklung ihrer TCR und stellen abhingig von der Klasse des
jeweiligen MHC-Molekiils, mit dem sie interagieren, die Expression eines der beiden
Korezeptoren ein, so dass einfach positive (CD4'CD8  und CD4 CDS8") T-Zellen entstehen
(von Boehmer et al. 1989). Thymusepithelzellen iibermitteln an T-Zellen, deren TCR
schwach an Selbst-MHC-Selbst-Peptid-Komplexe bindet, Uberlebenssignale zur weiteren
Ausreifung und sorgen so fiir die positive Selektion von T-Zellen, welche Peptide auf Selbst-
MHC-Molekiilen zwar erkennen konnen, jedoch keine potenziell schddliche Autoreaktivitit
gegen Selbst-MHC-Molekiile aufweisen (Fowlkes und Schweighoffer 1995; Ernst et al.
1996). Die negative Selektion von T-Zellen mit stark auf Selbst-Peptide reagierendem TCR
erfolgt tiberwiegend durch DC aus dem Knochenmark (Matzinger und Guerder 1989). Die
Prisentation zahlreicher intrazelluldrer Selbst-Peptide trigt neben der Eliminierung
autoreaktiver Zellen zur Ausbildung eines TCR-Repertoires mit der Potenz zur spiteren
Erkennung eines breiten Spektrums moglicher Fremd-Peptide bei (Nikolic-Zugic und Bevan
1990; Ashton-Rickardt et al. 1993; Arstila et al. 1999; Goldrath und Bevan 1999). Positive
und negative Selektion erzeugen so ein Repertoire an maturen T-Zellen, deren TCR zur
Erkennung MHC-restringierter (Fremd-)Peptide bei gleichzeitiger Selbst-MHC-Toleranz
fahig sind. Nur ca. 3% der Thymozyten gelangen als reife T-Zellen in die Peripherie, wéhrend
die restlichen 97% wihrend der Interaktion mit Thymusepithelzellen und APC
Apoptosesignale empfangen und so bereits im Thymus durch klonale Deletion eliminiert
werden (Shortman et al. 1990; Surh und Sprent 1994).

Einzelne autoreaktive T-Zellen konnen jedoch der Eliminierung durch negative Selektion

entgehen. Dies kommt unter anderem dadurch zustande, dass einige Proteine aus dem
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korpereigenen Proteinpool nur in spezialisierten Zellen peripherer Gewebe gebildet und daher
moglicherweise nicht von Thymusepithelzellen oder APC im Thymus prisentiert werden.
Somit kann keine effiziente negative Selektion unreifer T-Zellen auf solche Peptide erfolgen.
Es muss also gewisse Faktoren geben, durch welche diese autoreaktiven T-Zellen in der
Peripherie kontrolliert werden. Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen), auch als T-
Suppressorzellen bezeichnet, bilden eine Subpopulation der CD4" T-Zellen und sind zur
Supprimierung aktivierter T-Zellen fihig. Natiirlich vorkommende CD4'CD25" Treg-Zellen
exprimieren den Forkhead-Transkriptionsfaktor Foxp3, welcher fiir die Ausbildung der
regulatorischen Funktionen der Treg-Zellen essenziell ist (Ohkura und Sakaguchi ; Fontenot
et al. 2003; Yagi et al. 2004). Zudem werden verbliebene autoreaktive T-Zellen in einem
anergen bzw. ignoranten Zustand toleriert (Parish und Heath 2008). Anergie entsteht, wenn
autoreaktive Zellen zwar auf das zu ihrem TCR passende (Selbst-)Antigen treffen, jedoch
keine Kostimulation erfahren. Sie verlieren damit ginzlich die Féhigkeit, durch Erkennung
ihres spezifischen Antigens jemals wieder aktiviert zu werden. Daran sind vor allem immature
DC beteiligt, welche intrazelluldres Material apoptotischer Korperzellen aufnehmen und auf
MHC-I- sowie MHC-II-Molekiilen naiven T-Zellen prisentieren, ohne gleichzeitig
kostimulatorische Molekiile zu exprimieren. Sie tragen damit insbesondere zur Kontrolle von
autoreaktiven CD8" T-Zellen bei (Luckashenak et al. 2008). Zu relevanten autoreaktiven

Prozessen kommt es demnach eher selten.

3.3  Prozessierung und Prisentation von Antigen

Uber den Mechanismus der Antigenprisentation stehen Immunzellen und andere
Korperzellen in stindiger Verbindung. Sie spielt fiir die T-Zell-Entwicklung im Thymus eine
entscheidende Rolle und bildet, wie oben beschrieben, die unverzichtbare Grundlage fiir die
Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen und damit die Initiation adaptiver Immunantworten.
Voraussetzung fiir die Antigenprisentation ist einerseits die Synthese von MHC-Molekiilen,
andererseits aber auch die Entstehung antigener Epitope — meist sind dies Proteinfragmente —
durch bestimmte intrazellulire Mechanismen, ein Vorgang, der als Antigenprozessierung
bezeichnet wird. Zuletzt miissen diese antigenen Epitope an die MHC-Molekiile gebunden

und auf der Zelloberfliche préisentiert werden.
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3.3.1 Proteasomale Prozessierung und Prisentation auf MHC-I-Molekiilen

Antigene, die auf MHC-I-Molekiilen an der Zelloberfliche présentiert werden, sind
groBtenteils intrazelluldren Ursprungs und gehen iiberwiegend als Abbauprodukte aus der
Degradation endogener Proteine im Ubiquitin-Proteasom-System hervor (Gaczynska et al.
1993). Das Proteasom, eine ATP-abhingige multikatalytische Protease, setzt sich aus
mehreren, proteolytisch aktiven Untereinheiten zu einer zylindrischen Struktur zusammen und
befindet sich im Zytosol der Zellen. Gealterte, fehlgefaltete, funktionslose und sonstige
Proteine aus dem Arsenal der Zelle werden hier nach Markierung mit Ubiquitin zu
Oligopeptiden oder Aminosduren abgebaut. In virusinfizierten oder tumordsen Zellen kommt
es demnach auch zur Degradation zellfremder bzw. pathologischer Proteine.

Fiir die Prisentation auf MHC-I-Molekiilen sind Peptide mit einer Lange von 8 bis 10
Aminoséuren erforderlich. Diese entstehen entweder direkt durch die proteasomale Proteolyse
(Niedermann et al. 1999) oder durch zusétzliche post-proteasomale Prozessierung (York et al.
1999; Rock et al. 2004). Peptide passender Linge werden spezifisch durch das
Transportprotein Transporter associated with antigen processing (engl., kurz TAP),
bestehend aus den Molekiilen TAP1 und TAP2, vom Zytosol in das Lumen des ER
transloziert (Heemels und Ploegh 1995; Howard 1995). Im ER werden neu synthetisierte
MHC-I-a-Ketten mithilfe des Proteins Calnexin mit dem akzessorischen f,-Mikroglobulin zu
einem dimeren Komplex zusammengelagert. Dieser 16st sich als partiell gefaltetes,
unbeladenes MHC-I-Molekiil von Calnexin und wird unter Beteiligung der ebenfalls im ER
lokalisierten Chaperonproteine Calreticulin und ER protein 57 (kurz ERp57, eine Thiol-
Disulfid-Oxidoreduktase) iiber das TAP-assoziierte Protein 7apasin direkt an die TAP-
Molekiile angelagert (Pamer und Cresswell 1998; Cresswell et al. 2005). Wihrend dieser
Interaktion erfolgt die Bindung des antigenen Peptids an das MHC-I-Molekiil sowie dessen
endgiiltige Faltung. Erst durch Beladung mit einem Epitop entsteht ein stabiler MHC-
Antigen-Komplex, welcher an die Zelloberflidche transportiert werden kann.

Interessant ist, dass die proteasomale katalytische Aktivitdt durch Variation der
Zusammensetzung des Proteasoms modulierbar ist. Als homologe Gegenstiicke fiir die
konstitutiven proteasomalen Untereinheiten MB1 (X), Delta (Y) und Z wurden drei
Untereinheiten mit modifizierter proteolytischer Aktivitdt identifiziert, welche als Low
molecular mass proteins LMP2, LMP7 und LMP10 (auch multicatalytic endopeptidase
complex-like subunit-1, kurz MECL-1) bezeichnet werden. Diese sind durch IFN-y

induzierbar und koénnen anstelle ihrer entsprechenden konstitutiven Untereinheiten in die
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Struktur des Proteasoms integriert werden (Griffin et al. 1998; Bose et al. 2001). Dieser
Austausch flihrt zur Ausbildung eines sogenannten Immunoproteasoms mit verdnderter
Spezifitit. Dadurch gehen aus der proteasomalen Prozessierung vermehrt Peptide hervor,
welche fiir die Prisentation auf MHC-I-Molekiilen geeignet sind (Belich und Trowsdale
1995). Durch die extrazelluldre Repriasentation des intrazelluldren Antigengehaltes ermoglicht
die MHC-I-Prisentation die Detektion von virusinfizierten und entarteten Zellen durch CD8"
T-Zellen, welche das Fremdantigen auf der Zelloberfldche erkennen und nachfolgend in der

Zielzelle Apoptosesignale induzieren konnen.

3.3.2 Lysosomale Prozessierung und Prisentation auf MHC-II-Molekiilen

Die Présentation von Antigen auf MHC-II-Molekiilen ist eine Funktion fast ausschlieBlich der
professionellen APC. Die antigenen Epitope stammen in diesem Fall meist von exogenem
Protein, welches von den APC internalisiert und prozessiert wird. Antigenprozessierung und
Bindung von Antigen an MHC-II-Molekiile erfolgen in APC in einem spezialisierten, endo-
lysosomalen Zellkompartiment, welches ein multivesikuldres kommunizierendes System
bildet (Harding 1995; Harding 1996; Watts 1997). Nach Aufnahme von Antigen durch
rezeptorgesteuerte Endozytose oder Makropinozytose (16sliches Antigen) fusionieren die
antigenhaltigen Membranvesikel zunichst mit Lysosomen. In diesen wird durch die Aktivitit
einer Protonenpumpe ein saures Milieu aufrecht erhalten, welches die Hydrolysierung von
Proteinen durch lysosomale Enzyme erleichtert. Durch den Proteinabbau kommt es zur
Bildung von Peptidstrukturen, welche zur Prasentation auf MHC-II-Molekiilen geeignet sind.

Die Synthese von MHC-II-Molekiilen erfolgt wie die der MHC-I-Molekiile im ER sowie
anschlieBend im Golgi-Apparat. Die Bindung an ein akzessorisches Protein, welches als
Invariante Kette bezeichnet wird, tragt zur Stabilisierung der Molekiilstruktur sowie zur
Steuerung des vesikuldren intrazelluliren Transports der MHC-II-Molekiille zu den
antigenhaltigen Lysosomen bei (Hiltbold und Roche 2002). In den Lysosomen kommt es zum
Kontakt der MHC-II-Molekiile mit den antigenen Peptiden. Nach Dissoziation der
Invarianten Kette, welche mit dem sogenannten CLIP-Fragment (von engl. class-II-
associated invariant chain peptide) zuvor den peptidbindenden Spalt blockiert hat, kann das
MHC-II-Molekiil mit Antigen beladen werden und bildet dann einen stabilen Komplex
(Robbins et al. 1996). Die MHC-II-Peptid-Komplexe akkumulieren in Form von Endosomen,
welche in aktivierten APC auch B7-Molekiile enthalten und an die Zelloberfldche

transportiert werden. Die auch nach Integration der Endosomen in die Zellmembran
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weiterbestehende lokale Dichte von MHC-Molekiilen und benachbarten kostimulatorischen
Molekiilen an der Oberfliche der APC erleichtert die Interaktion der zur T-Zell-Aktivierung
notwendigen Ligand-Rezeptor-Paare (Turley et al. 2000).

Durch Prisentation vorwiegend exogenen Antigens auf MHC-II-Molekiilen geben APC CD4"
T-Zellen Informationen iiber die antigene Beschaffenheit ihrer Umgebung. Damit sind sie
unverzichtbare Initiatoren spezifischer Immunantworten zur Eliminierung extrazelluldrer

Pathogene.

3.3.3 Uberschneidungen beider Antigenprozessierungspfade

Wie oben beschrieben ist die Antigenprozessierung ein komplexer Vorgang, welcher
hauptsédchlich iiber zwei Wege, den proteasomalen und den lysosomalen Pfad, ablduft. Dabei
werden antigene Peptide, welche aus dem proteasomalen Pfad hervorgegangen sind,
vornehmlich auf MHC-I-Molekiilen, durch lysosomale Prozessierung entstandene antigene
Epitope dagegen iiberwiegend auf MHC-II-Molekiilen prisentiert. Damit handelt es sich um
zwei Mechanismen, welche traditionell als streng getrennt angesehen wurden. Allerdings
konnten in verschiedenen experimentellen Untersuchungen Abweichungen von diesen zwei
separaten Wegen beobachtet werden. Exogenes, internalisiertes Antigen kann offensichtlich
auch in den MHC-I-gekoppelten Prozessierungspfad eingeschleust werden. Dies zeigt der
Nachweis antigener Epitope extrazelluldrer Herkunft auf MHC-I-Molekiilen (Pfeifer et al.
1993). So wurde in Experimenten beobachtet, dass von DC internalisiertes, exogenes Antigen
iiber spezielle Transportsysteme von den Endosomen in das Zytoplasma gelangt, wo es zur
Priasentation auf MHC-I-Molekiilen der proteasomalen Degradation zugefiihrt wird
(Guermonprez und Amigorena 2005; Imai et al. 2005). Zudem ist durch Fusion
antigenhaltiger Phagosomen mit Membranen des ER eine Einschleusung exogenen Antigens
in den MHC-I-gekoppelten Pfad moglich (Ackerman und Cresswell 2004; Wan et al. 2005).
Neueste Erkenntnisse gehen auch von einem eigenstindigen Pfad aus, in welchem die
Antigenprozessierung und Bindung von urspriinglich extrazelluldren Peptiden an MHC-I-
Molekiile in einem endosomalen Zellkompartiment erfolgt (Lizee et al. 2003; Burgdorf et al.
2008; Di Pucchio et al. 2008), im Gegensatz zur normalen MHC-I-Beladung, welche im ER
stattfindet.

Ebenso wurde umgekehrt demonstriert, dass endogen synthetisiertes Antigen auch auf MHC-
[I-Molekiilen préasentiert werden kann (Weiss und Bogen 1991; Malnati et al. 1992; Dani et
al. 2004). In diesem Fall scheint an der Prozessierung, wie auch im MHC-I-gekoppelten Pfad,
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zunédchst die proteasomale Proteolyse entscheidend beteiligt zu sein. Durch Translokation
entstehender Peptide in Lysosomen iiber wenig bekannte Mechanismen gelangt das Antigen
in den MHC-II-Prozessierungspfad (Lich et al. 2000; Li et al. 2005). Autophagie ist ein
weiterer Prozess, welcher iiber die Bereitstellung iiberalterter zytosolischer Zellbestandteile
und Organellen fiir die lysosomale Degradation den Zugang intrazelluliren Materials zum
MHC-II-gekoppelten  Prozessierungspfad ermoglicht (Deretic 2006; Munz 2009).
Intrazelluldre und extrazelluldre Antigene konnen somit auf verschiedenen, jedoch sich
{iberschneidenden Wegen in beide Pfade der Antigenprozessierung gelangen. Uber diesen
Mechanismus, welcher auch als Kreuzprisentation bezeichnet wird, kann, unabhingig von der
Herkunft eines Antigens, sowohl eine zytotoxische, durch CD8"-Zellen vermittelte als auch
eine iiber CD4"-Zellen gesteuerte Immunantwort induziert werden. Zudem wird durch die
Prisentation urspriinglich extrazelluldren Materials, z. B. aus apoptotischen Zellen oder
Gewebeantigene, welche von DC internalisiert wurden, auf MHC-I-Molekiilen die sogenannte

Kreuztoleranz von CD8" T-Zellen hervorgerufen (Luckashenak et al. 2008).

4 Induktion lokaler immunologischer Prozesse im PNS

Die oben geschilderten immunologischen Mechanismen kénnen auch fiir Erkrankungen des
PNS pathophysiologisch relevant werden, wenn Immunzellen im Rahmen des
Krankheitsprozesses vermehrt in direkten Kontakt mit peripherem Nervengewebe kommen.

Durch Tight Junctions miteinander verbundene endoneurale mikrovaskulidre Endothelzellen
sowie Perizyten bilden das morphologische Korrelat der sogenannten Blut-Nerven-Schranke
(BNS), welche als anatomische und funktionelle Barriere das PNS von der systemischen
Blutzirkulation trennt und durch geregelten Stoffaustausch zwischen den Kompartimenten
Nervengewebe und Blut die PNS-Homdostase aufrecht erhélt (Sano et al. 2007; Shimizu et al.
2008; Kanda 2009). Die Diffusion von Stoffen vom Epineurium in das Endoneurium wird
zudem durch das wenig permeable Perineurium eingeschrinkt (Kiernan 1996). Jedoch ist die
Barrierefunktion der BNS nicht absolut und an einigen Stellen — wie etwa den motorischen
Endplatten, an Ganglien oder den Nervenwurzeln — auch anatomisch nicht vollstindig
ausgebildet (Kiernan 1996). Im Rahmen inflammatorischer Neuropathien kommt es zu einer
pathologischen Permeabilititssteigerung der BNS, welche systemischen Antikdrpern und
Immunzellen lokalen Zugang zum peripheren Nervengewebe verschafft und sowohl die

Induktion als auch das Fortbestehen entziindlicher Prozesse im PNS begiinstigt. Als Zeichen
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der BNS-Dysregulation kann eine verminderte Synthese bzw. verdnderte Lokalisation der
Tight-Junction-Proteine Claudin-5 und ZO-1 (von lat. Zonula occludens) beobachtet werden
(Kanda et al. 2004). Insbesondere aktivierte Immunzellen konnen scheinbar durch direkte
Wirkung auf BNS-Gewebe die Losung interzelluldrer Tight Junctions induzieren und
vermehrt sowohl para- als auch transzelluldr die endoneurale Endothelbarriere {iberwinden
(Pollard et al. 1995). Auch humorale Faktoren wie Antikorper und von aktivierten T-Zellen
sezernierte Zytokine wie IFN-y und TNF-a sind moglicherweise an der Entstehung der BNS-
Schidigung beteiligt (Lilje und Armati 1999; Kanda et al. 2003).

Im Falle von inflammatorischen Neuropathien spielen speziell autoreaktive T-Zellen eine
besondere Rolle. Trotz der oben genannten Kontrolle durch regulatorische T-Zellen und DC
kann es zur Reaktivierung verbliebener autoreaktiver T-Zellen kommen. Trigger einer solchen
Reaktivierung sind hdufig unspezifische Reize, wie etwa eine Infektion oder eine Impfung, in
deren Gefolge die Wahrscheinlichkeit steigt, dass autoreaktive Zellen auf aktivierte APC
treffen. Da aktivierte, d. h. kostimulatorische Molekiile tragende APC neben internalisiertem
Antigen auch Selbst-Peptide auf MHC-I-Molekiilen présentieren, kann hier die Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen mit einem fiir diese Selbst-Peptide spezifischen TCR erfolgen. Die
reaktivierten Zellen konnen in der Folge vermehrt {iber die BNS ins periphere Nervengewebe
iibertreten und lokal akkumulieren. Kommt es dort zur Erkennung ihres spezifischen
Antigens, konnen diese Zellen eine lokale adaptive Immunantwort induzieren.

An der Entstehung des Nervenschadens beim GBS sind Makrophagen, als die dominierende
Zellpopulation im entziindeten endoneuralen Nervengewebe, entscheidend beteiligt. Sie
konnen in komplement- oder antikdrperabhidngiger Weise aktiv zur Zerstérung und
Phagozytose von Myelinscheiden und Schwann-Zellen sowie durch Sekretion toxischer
Mediatoren auch zur Destruktion von primir nicht beteiligtem, umgebendem Gewebe
beitragen (Griffin et al. 1993; Kiefer et al. 1998; Kiefer et al. 2001). Zudem steuern sie {iber
die Sekretion proinflammatorischer (IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a) sowie spiter auch anti-
inflammatorischer Zytokine (Transforming growth factor(TGF)-B und IL-10) die Regulation
und auch die Terminierung des lokalen Entziindungsprozesses (Griffin et al. 1993; Kiefer et
al. 2001). Dabei konnen Makrophagen als wichtige lokale APC einerseits selbst durch
aktivierte CD4" T-Zellen im PNS stimuliert werden und andererseits mittels
Antigenprésentation destruktive Prozesse durch autoreaktive T-Zellen weiter unterhalten.
Autoreaktive zytotoxische CD8" T-Zellen konnen eine direkte Zerstorung von Zellen des
peripheren Nervengewebes verursachen. Autoreaktive CD4" T-Zellen konnen dagegen B-

Zellen zur Antikorperbildung anregen und damit die oben erwidhnte antikorperabhidngige
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zellulire Zytotoxizitit durch Makrophagen verstirken. Der Nachweis von sowohl CDS8" als
auch CD4" T-Zell-Infiltraten im PNS von GBS-Patienten legt nahe, dass neben Makrophagen
auch diese Ansammlungen autoreaktiver Zellen einen wesentlichen Faktor im
Entziindungsprozess dieser Erkrankung darstellen und vermutlich ein Fortschreiten der
Schadigung peripherer Nerven vor Ort perpetuieren konnen (Pollard et al. 1987; Schmidt et
al. 1996; Fujioka et al. 2000).

4.1 Schwann-Zellen in entziindlich veridnderter Umgebung

Das Beispiel der inflammatorischen Neuropathien zeigt, dass Schwann-Zellen als die
umhiillenden Zellen peripherer Nervenfasern zu Zielstrukturen von Immunreaktionen werden
konnen. Dies kann auf der Bildung kreuzreagierender Antikdrper beruhen, welche tiber die
Bindung an Strukturen auf der Schwann-Zell-Oberfldche eine Zerstérung der Schwann-Zellen
durch weitere Immunzellen, insbesondere Makrophagen, hervorrufen konnen. In neuester Zeit
ergaben sich jedoch zunehmend Hinweise, dass auch Schwann-Zellen, neben ihrer
Hauptfunktion, welche in der Myelinisierung von Nervenfasern besteht (siche 1.1.1), wichtige
immunmodulatorische Eigenschaften besitzen (Meyer zu Horste et al. 2008). In diesem
Zusammenhang bedeutsam ist die auf Schwann-Zellen nachgewiesene Expression von Toll-
like-Rezeptoren (Oliveira et al. 2003), welche wichtige Molekiile auf APC, wie z. B. DC,
darstellen (siehe 3). Die Stimulation dieser Rezeptoren durch nekrotisches Zellmaterial (TLR-
2, TLR-3) oder Bakterienbestandteile wie LPS (TLR-4) fiihrt offensichtlich zu einer
Aktivierung der Schwann-Zellen und induziert in ihnen die Expression verschiedener
immunmodulatorischer Faktoren (Lee et al. 2006). So kénnen Schwann-Zellen iiber die
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine bzw. Chemokine TNF-a, IL-1, IL-6 und
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) Makrophagen anlocken und die Initiierung
einer lokalen Entziindung im PNS auslosen (Bergsteinsdottir et al. 1991; Gadient und Otten
1996; Murwani et al. 1996; Wagner und Myers 1996; Tofaris et al. 2002). Durch eine
gleichzeitige, unter inflammatorischen Stimuli vermehrt nachgewiesene Expression
bestimmter Zytokinrezeptoren (z. B. fir TNF-a, TGF-B, IL-1) konnen Schwann-Zellen zudem
selbst auf freigesetzte Zytokine reagieren und die Zytokinsynthese (wie fiir IL-1
nachgewiesen) zum Teil in auto- bzw. parakriner Weise regulieren (Skundric et al. 1997,
Bonetti et al. 2000; Oliveira et al. 2005). Durch die oben genannten Mechanismen sind
Schwann-Zellen iiber zellulire und auch humorale Faktoren in der Lage, eine lokale

Immunantwort im PNS zu initiieren und zu regulieren. Unter dem synergistischen Einfluss
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von TNF-a und IFN-y wird desweiteren die Expression des Fas-Liganden (Fas-L) sowie der
sogenannten induzierbaren NO-Synthase (iNOS, NO von engl. nitric oxide) durch Schwann-
Zellen induziert. Die Interaktion des Fas-L mit Fas-Rezeptoren auf T-Zellen sowie die
vermehrte Freisetzung von NO und dessen toxischen Metaboliten aus Schwann-Zellen sind
moglicherweise Mechanismen, iiber welche Schwann-Zellen autoreaktive T-Zellen im PNS
eliminieren und zur Terminierung einer lokalen Immunantwort beitragen kénnen (Wohlleben
et al. 2000). Schwann-Zellen sind also offensichtlich aktiv an der Regulation lokaler
Immunreaktionen beteiligt. Dabei stellt sich, auch angesichts des oben beschriebenen
Nachweises von autoreaktiven spezifischen Zellproliferaten in Biopsien aus entziindeten
peripheren Nerven, die Frage, ob neben einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen durch
professionelle APC auch eine lokale Antigenpridsentation durch Schwann-Zellen fiir die
Stimulation autoreaktiver T-Zellen und damit fiir die Pathogenese inflammatorischer
Neuropathien eine Rolle spielen kann. Der Nachweis der kostimulatorischen Molekiile B7.1
(CD80) und BB-1 auf nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen sowie der gesteigerten BB-1-
Expression durch myelinisierende Schwann-Zellen aus Nervenbiopsien von CIDP-Patienten
legt bereits eine mogliche Funktion der Schwann-Zellen als APC in inflammierter Umgebung
nahe (Murata und Dalakas 2000; Spierings et al. 2001; Pollard 2002). Die Untersuchung der
Schwann-Zellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Antigenpridsentation ist somit in diesem
Zusammenhang von groBBtem Interesse und ermoglicht tiefere Einsichten in die

Pathomechanismen inflammatorischer Neuropathien.

4.1.1 Expression von MHC-Molekiilen auf Schwann-Zellen

Wiéhrend MHC-I-Molekiile auf jeder kernhaltigen Korperzelle nachweisbar sind, werden
MHC-II-Molekiile unter normalen Umstinden nur von professionellen APC exprimiert,
welche somit T-Lymphozyten, speziell CD4" T-Zellen aktivieren konnen. So sind neben den
DC auch Makrophagen und B-Zellen zur professionellen Antigenpridsentation fahig.
Abgesehen davon gibt es aber auch andere Zellen, die unter bestimmten Umstinden zur
Expression von MHC-II-Molekiillen angeregt werden konnen. Anhand von
Zellkulturexperimenten mit Myoblasten und Muskelbiopsien von Patienten mit entziindlichen
Muskelerkrankungen konnte nachgewiesen werden, dass auch Myozyten unter
inflammatorischen Stimuli zur Synthese von MHC-II-Molekiilen in der Lage sind (Wiendl et
al. 2003). Auch in Schwann-Zellen, welche unter normalen Umstdnden eine basale Menge an

MHC-I-Molekiilen, jedoch keine MHC-II-Molekiile bilden, kann die Synthese beider Klassen
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von MHC-Molekiilen induziert werden, wie in-vitro-Experimente an Ratten-Schwann-Zellen
(Samuel et al. 1987; Ansselin und Pollard 1990; Armati et al. 1990; Argall et al. 1991; Lilje
und Armati 1997) sowie an humanen Schwann-Zellen (Armati et al. 1990) zeigen konnten.
Unter Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen IFN-y sowie dem synergistisch
wirkenden TNF-a, die beide unter anderem von aktivierten T-Zellen und Makrophagen
sezerniert werden, kann eine deutlich gesteigerte MHC-II-Expression der Schwann-Zellen
beobachtet werden (Samuel et al. 1987; Kingston et al. 1989; Ansselin und Pollard 1990; Tsai
et al. 1991; Bergsteinsdottir et al. 1992; Lisak und Bealmear 1992; Gold et al. 1995; Tsuyuki
et al. 1998). Dies gibt Grund zu der Annahme, dass die MHC-II-Expression durch Schwann-
Zellen ein Ausdruck spezieller, sozusagen ,,schlummernder* Eigenschaften dieser Zellen sein
konnte, welche sich erst in entziindlich verdnderter Umgebung manifestieren. Dass diese
Beobachtung relevant ist, wird durch den zusitzlichen in-vivo-Nachweis von MHC-
Komplexen in entziindetem Nervengewebe anhand von Biopsien humaner peripherer Nerven
unterstiitzt (Pollard et al. 1987; Mancardi et al. 1988; Mitchell et al. 1991; Wanschitz et al.
2003). Dabei konnte ebenso eine Steigerung der Expression von MHC-I- und insbesondere
auch von MHC-II-Molekiilen durch Schwann-Zellen aus Nervenbiopsien von GBS-Patienten
gegeniiber Kontrollbiospien aus gesunden Probanden festgestellt werden (Meyer zu Horste et
al. 2009). Was allerdings fraglich blieb, ist die funktionelle Relevanz der bei Schwann-Zellen
beobachteten MHC-II-Expression.

4.1.2 Schwann-Zellen exprimieren fiir die Antigenprozessierung notwendige Molekiile

Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen ldsst sich vermuten, dass Schwann-Zellen unter
bestimmten Umstinden eine Funktion als — sozusagen nicht-professionelle — APC erlangen
konnen. Mit der Fahigkeit zur regulierten Expression insbesondere von MHC-II-Molekiilen
erfiillen sie diesbeziiglich eine wichtige Voraussetzung. Zudem miissen sie auch {iiber die
gesamte intrazellulire Maschinerie verfiigen, die zur Antigenprozessierung notwendig ist.
Erst kiirzlich wurde die Expression dieser komplexen strukturellen Komponenten in
Schwann-Zellen detailliert untersucht. Im Rahmen dieser Experimente konnten sowohl in
vitro als auch in vivo fiir die Antigenprozessierung wichtige Molekiile wie die konstitutiven
proteasomalen Untereinheiten MB1 (X) und Delta (Y), die immunoproteasomale Untereinheit
LMP2 sowie die Molekiile TAP2, Tapasin, Calnexin und Calreticulin unter basalen
Bedingungen in Schwann-Zellen nachgewiesen werden. Unter dem Einfluss

inflammatorischer Stimuli wurde eine gesteigerte Expression der Untereinheit Delta (Y)
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sowie von TAP2 beobachtet. Zudem konnte in GBS-Patienten eine im Vergleich zu gesunden
Probanden gesteigerte Synthese dieser beiden Molekiile durch Schwann-Zellen anhand
vergleichender Untersuchung von Nervenbiospien nachgewiesen werden. In einem weiteren
Schritt wurde auch die Aufnahme und intrazelluldre Digestion von exogenem Antigen durch
Schwann-Zellen demonstriert (Meyer zu Horste et al. 2009). In weiteren in-vitro-
Untersuchungen konnte zudem neben der Phagozytose von exogenem Myelinantigen auch die
Prisentation sowohl exogener als auch endogener Antigene durch Schwann-Zellen an
spezifische T-Zell-Linien nachgewiesen werden (Wekerle et al. 1986; Bigbee et al. 1987;
Lilje 2002). Der Erreger der Lepra, Mycobacterium leprae, weist einen ausgepriagten
Schwann-Zell-Tropismus auf und eignet sich daher gut zur Untersuchung der
Antigenprésentation durch Schwann-Zellen (Rambukkana et al. 2002). Die Prédsentation von
Lepra-Antigen durch infizierte Schwann-Zellen konnte experimentell eine Deletion infizierter
Schwann-Zellen sowohl durch CD8" T-Zellen als auch durch CD4" T-Zellen induzieren
(Steinhoff und Kaufmann 1988; Ford et al. 1993; Spierings et al. 2001). Durch diese
Beobachtungen ergaben sich verschiedene Hinweise, welche die Vermutung stiitzen, dass

Schwann-Zellen eine Funktion als konditionelle APC besitzen.

5 Zielsetzung der Arbeit

Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass Schwann-Zellen unter bestimmten
Bedingungen MHC-Molekiile sowie damit zusammenhdngend weitere Komponenten des
intrazelluldren Antigenprozessierungsapparates exprimieren. Weitere Ergebnisse legten
zudem nahe, dass diese Faktoren unter inflammatorischen Stimuli, wie etwa in entziindlichen
Neuropathien, einer regulierten, differenziellen Expression unterliegen, also fiir diese
Erkrankungen moglicherweise pathophysiologisch relevant sein konnten. Detaillierte, vor
allem funktionelle Untersuchungen, insbesondere auch zur Kreuzpridsentation von Antigen,
waren jedoch nicht verfiigbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung, ob Schwann-Zellen in funktionell
relevantem Umfang Antigen prozessieren und antigenspezifischen T-Zellen présentieren.
Hierzu wurde ein Kokultursystem mit Schwann-Zellen als Stimulator- und OT-Zellen als
Responderzellen etabliert, welches neben der Prdsentation von exogenem Antigen
insbesondere auch die Untersuchung der Pridsentation von endogenem Antigen durch eine

Transfektion der Stimulatorzellen mit einer ein spezifisches Antigen codierenden cDNA
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zuliel. Desweiteren sollte iiberpriift werden, in welchem Ausmall Schwann-Zellen durch
Prisentation von Antigen exogener bzw. endogener Herkunft spezifisch CD4" und CD8" T-
Zellen stimulieren und zur Proliferation anregen kénnen.

Solche Ergebnisse sind von herausragender Bedeutung fiir das Verstindnis entziindlicher
Neuropathien. Ferner konnte dies eine mdgliche Grundlage fiir zukiinftige therapeutische

Interventionen im Menschen sein.
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11 Material und Methoden

1 Generell benotigtes Material

1.1 Technische Gerite und Arbeitsmaterialien

Absaugpumpe

Agarose-Elektrophorese System PerfectBlue Mini S

Autoklav

Brutschrank

CO;

CO;-Inkubator (Cell Heraeus)
Combitips plus (2,5 ml, 5 ml)

Deckglédschen (13 mm Durchmesser)

Durchflusszytometer, FACS Cantoll System 8-color
Einfrierhilfe Nalgene Cryo 1°C Freezing Container

Einmalskalpelle (Feather, Nr. 10, 11)
Einmalspritzen (1, 2, 5, 10, 20 ml)
FACS-Rohrchen (75 mm x 12 mm)

Feinwaage Mettler AE 163
Fluoreszenzmikroskop, Auflicht (Axioplan 2)
Fluoreszenzmikroskop, invers (Eclipse TE200)
Gasbrenner Labogaz 206

Gefrierschrank (-20°C)

Glaspasteurpipetten (230 mm)

Glaswaren (Schott)

Kantilen (Sterican, Grofe 1, 2, 20)
Kryokonservierungsrohrchen (2 ml, screw cap)
Kiihlschrank

Kiivetten (UVette)

Lichtmikroskop

MACS Trennséulen (LS, MS)

Haep Labor Consult

peqlab Biotechnologie, Erlangen
Fritz Géssner, Hamburg
Heraeus, Hanau

Linde, Miinchen

Thermo Scientific, Osterode
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

BD Biosciences, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

pfm, Kéln

B. Braun Melsungen, Melsungen
BD Falcon, Heidelberg

Mettler Toledo, Giellen

Zeiss, Jena

Nikon, Diisseldorf

VWR International, Darmstadt
Liebherr, Biberach an der Riss
Brand, Wertheim

VWR International, Darmstadt
B. Braun Melsungen, Melsungen
Greiner Bio-One, Solingen
Liebherr, Biberach an der Riss
Eppendorf, Hamburg
Will-Wetzlar, Wetzlar

Miltenyi Biotec, Bergisch-
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Magnetrithrer mit Heizplatte (Heidolph, MR 3002)
Multipette plus

NanoDrop (ND-1000)

Nucleofector II

Objekttrager

Parafilm

PCR-Maschine (Gene AmpPCR System 9700)
PCR Softstrips (0,2 ml)
Perfusorspritzen (50 ml)

Petrischalen (5 cm, 10 cm Durchmesser)
pH-Meter (766 Calimatic)

Photometer (Biophotometer)

Pipetten

Pipettenspitzen (+/- Filter Tips)
Pipettierhilfe (IBS Pipetboy acu)

Power Supply (Modell 200/2.0)
Priparationsbesteck

Reaktionsgefafle (1,5 ml)
Schiittelinkubator (Minitron)

Separator QuadroMACS, OctoMACS

Spritzenvorsatzfilter (Minisart, 0,2 pm)

Sterilbank (HERA Safe)

Stickstoff, fliissiger

Stickstofftank

Stripetten (Corning, 1, 5, 10, 25 ml)
Thermomixer comfort
UV-Transilluminator (E.A.S.Y RH)
Vortexer

Waage (KB 1600-2)

Wasserbad (W 350)

Gladbach

neolLab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

peqlab Biotechnologie, Erlangen
Amaxa biosystems, Kdln
Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

Carl Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
Biozym, Oldendorf

B. Braun Melsungen, Melsungen
Greiner Bio-One, Solingen
Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Starlab, Ahrensburg

VWR International, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
VWR International, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Infors, Bottmingen, Schweiz
Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach

Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen

Thermo Scientific, Osterode
Linde, Miinchen

Tec-Lab, Konigsstein/Taunus
Welabo, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg

Herolab, Wiesbaden

VWR International, Darmstadt
Kern & Sohn, Balingen
Memmert, Schwabach
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Zahlkammer Neubauer

Brand, Wertheim

ZellkulturgefiaBBe (T-25; T-75; 6-, 12-, 24-, 48-, 96-Well) Greiner Bio-One, Solingen

Zellsieb (Nylon, 40 pm)
Zentrifugationsrohrchen (15 ml, 50 ml)
Zentrifuge (Heraus Fresco 17)
Zentrifuge (Multifuge 3 S-R)
Zentrifuge (Sorvall RC 5B Plus)
Zentrifugenbecher (Sorvall 250 ml)
Zentrifugenrotor (Sorvall GSA)
Zentrifugenrotor (Sorvall SS-34)
Zentrifugenrdhrchen (Sorvall 30 ml)

1.2 Software

BD FACSDiva Software
FlowlJo7
Creative Suite 3 Design Standard

Prism5 Windows

1.3  Chemikalien und Bioreagenzien

Aceton

Agar

Agarose (peqGOLD Universal Agarose)
Ammoniumchlorid (BD PharmLyse)
Ampicillin

Aqua dest. (Milli-Q plus)
-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)

5(6)-Carboxyfluoresceindiacetat-N-Succimidylester (CFSE)

4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

BD Falcon, Heidelberg
Greiner Bio-One, Solingen
Thermo Scientific, Osterode
Thermo Scientific, Osterode
Thermo Scientific, Osterode
Thermo Scientific, Osterode
Thermo Scientific, Osterode
Thermo Scientific, Osterode

Thermo Scientific, Osterode

BD Biosciences, Heidelberg

Tree Star, Ashland, OR, 97520 USA
Adobe Systems, Miinchen

GraphPad Software, Inc La Jolla, CA
92037 USA

Merck Chemicals, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

peqlab Biotechnologie, Erlangen
BD Biosciences, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Millipore, Eschbo

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS, Ca & Mg frei, 1x) PAA-Laboratories, Pasching
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Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Foetales Kilberserum (FCS Gold)
Forskolin

Geneticin (G418)

Glucose

Glutamin

Glycerol

Granulocyte macrophage colony-stimulationg factor (GM-CSF)

Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)

Isofluran Delta Select
Kaliumchlorid (KCI)
Kanamycin
Lipopolysaccharid (LPS)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQO4)
Natriumacetat
Natriumbicarbonat (NaHCO5)
Natriumcarbonat (Na,COs3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natronlauge (NaOH)

6x Orange Loading Dye
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin

Poly-D-Lysin (PDL)
Propidiumiodid (PI)
Rekombinantes murines Interferon-gamma (IFN-y)
Salzsdure (HCI)

Streptomycin

Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAA-Laboratories, Pasching
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Chemicals, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Merck Chemicals, Darmstadt
erhalten von Dr. Anne-
Kathrin Mausberg, Universitit
Diisseldorf

Difco, Detroit, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Delta Select, Dreieich

Merck Chemicals, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Merck Chemicals, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck Chemicals, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
R&D, Wiesbaden

Merck Chemicals, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
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Terralin protect Schiilke, Norderstedt
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck Chemicals, Darmstadt
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypsin/EDTA (0,05%) Invitrogen, Karlsruhe
Trypton Difco, Detroit, USA

1.4  Kits

Basic Nucleofector Kit for Primary Neurons Amaxa biosystems, Koln

CD4" (L3T4) MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

2 Medien und Puffer

2.1 Zellkulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe

1 g/l Glucose, L-Glutamin, Pyruvat
fir Schwann-Zellen und OT-Zellen

Dulbecco‘s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe
1 g/l Glucose, ohne Glutamin
fir BMDC
Schwann-Zell-Kulturmedium: DMEM
2 mM L-Glutamin
10% FCS
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
2 uM frisch dazugegebenes Forskolin
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BMDC-Antibiotikafreies Zellkulturmedium:

BMDC-Vollmedium:

OT-Zell-Kulturmedium:

Kryomedium:

2.2 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Medium:

DMEM

2 mM L-Glutamin

10% FCS

50 uM B-Mercaptoethanol
2,4% GM-CSF-Uberstand

DMEM

2 mM L-Glutamin

10% FCS

50 uM B-Mercaptoethanol
2,4% GM-CSF-Uberstand
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

DMEM

2 mM L-Glutamin

5% FCS

50 uM B-Mercaptoethanol
10 mM HEPES

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

40% DMEM
40% FCS
20% DMSO

Aqua dest.

1% NaCl

1% Trypton

0,5% Hefeextrakt pH 7, autoklaviert

100 pg/ml Ampicillin / 50 pg/ml Kanamycin
steril filtriert
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LB-Agar: 20 g Agar
1 1 LB-Medium

SOC-Medium: 0,5% Hefeextrakt
2% Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
20 mM Glucose

2.3 Puffer

FACS-Puffer: PBS
1% FCS
steril filtriert

MACS-Puffer: PBS
0,5% BSA
5 mM EDTA
entgast, steril filtriert

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE): 40 mM Tris-Acetat
5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
pH 7,4
3 Proteine
Ovalbumin (Grade VI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
OVA Peptide 257-264 (SIINFEKL) Peptides International, Kentucky, USA
OVA Peptide 323-339 Peptides International, Kentucky, USA

(ISQAVHAAHAEINEAGR)
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3.1  Antikorper

Die verwendeten Antikdrper stammen, sofern nicht anders angegeben, von der Firma BD

Biosciences (Heidelberg).

Spezifitit (Konj.) Typ Klon Anwendung
Primérantikrper
0-OVA Kaninchen-o-Huhn ICC/IF, 1:100

polyklonal Abcam, Cambridge, USA
a-p75" R Kaninchen-a-Maus ICC/IF, 1:100

polyklonal Alomone Labs, Jerusalem, Israel
a-S100 Maus-a-Maus SB14 ICC/IF, 1:100

Abcam, Cambridge, USA

a-CD32/CD16 Maus-a-Maus 2.4G2 Fc-Block, 1:25
a-MHC-I (FITC) Maus-a-Maus KH95 FACS, 1:50
a-MHC-II (FITC)  Ratte-a-Maus 2G9 FACS, 1:50
a-MHC-II (PE) Maus-o-Maus M5/114.15.2 FACS, 1:50
a-CD4 (APC) Ratte-a-Maus RM4-5 FACS, 1:100
a-CD8a (APC) Ratte-a-Maus 53-6.7 FACS, 1:100
a-CD3¢ Hamster-a-Maus 145-2C11 T-Zell-Stimulation
a-CD28 Hamster-a-Maus 37.51 T-Zell-Stimulation
Sekundérantikdrper
a-I1gG (Alexa Fluor 488) Ziege-a-Maus ICC/IF, 1:300, Invitrogen, Karlsruhe
a-1gG (Cy3) Ziege-a-Kaninchen ICC/IF, 1:300, Invitrogen, Karlsruhe

a-1gG (Alexa Fluor 594) Ziege-o-Kaninchen ICC/IF, 1:300, Invitrogen, Karlsruhe

4 Molekularbiologisches Material

4.1 Plasmide

pAC-Neo-OVA 12 kb, komplette OVA-cDNA enthaltend
(Moore et al. 1988)
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erhalten von Prof. H. Wiendl, Wiirzburg
pIRES2-DsRed-Express 5,3 kb, erhalten vom Universitatsklinikum

Diisseldorf, Klinik fiir Himatologie, Onkologie

und Klinische Immunologie, Hr. Cadeddu, Hr. Biist

pUCI19 2,7 kb, Invitrogen, Karlsruhe
pmaxGFP 3,5kb, Amaxa biosystems, Kdln
4.2  Enzyme

Die aufgefiihrten Enzyme wurden mit den dazugehdrigen Puffern zugesendet und bei -20°C

gelagert.
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt am Main
EcoRI
Ncol
T4 DNA-Ligase Roche Applied Science, Mannheim
rAPid Alkaline Phosphatase Roche Applied Science, Mannheim

4.3 DNA-Groflenstandard

O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

4.4  Sequenzierungsprimer

Die unten aufgefiihrten Sequenzierungsprimer stammen von der Firma Invitrogen (Karlsruhe)

und wurden nach Rekonstitution in sterilem Aqua dest. in einer Konzentration von 0,1 mM

bei -20°C gelagert.

Primer Sequenz (5‘—3°)

OVA-FRD-1 ATG GGC TCC ATC GGC GCA GC
OVA-FRD-2 CAA ACA GCT GCA GAT CAA GCC
OVA-FRD-3 ACG TGT TTA GCT CTT CAG CC

OVA-FRD-4 GGC AGA TGT GTT TCC CCT TAA
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OVA-FRD-5 AAT GCA ACC TGA TAC ATC AGC
OVA-FRD-6 TCT CTG TGT TCC TGA TAC TAC
OVA-FRD-7 GTA TTA GTC ATC GCT ATT ACC
OVA-REV-1 TTA AGG GGA AAC ACA TCT GCC
OVA-REV-2 ACT CTC AAG CTG CTC AAG GCC
OVA-REV-3 TCT CTA AGT GAA GAG TGA ACG
OVA-REV-4 CTT GCT GCG CCG ATG GAG CCC
OVA-REV-5 AGG AAC AAA AGA GCA CAT
OVA-REV-6 ACA TGT AAA GCA TGT GCA CCG

4.5 DNA-Sequenzierung

Durchgefiihrt vom Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum der Universitit Diisseldorf,

Moorenstralle 1, 40225 Diisseldorf.

4.6 Bakterienstimme

One Shot Top10 Chemically Comp. E.coli Invitrogen, Karlsruhe
5 Eukaryontische Zelllinien
OTI aus OTI-Mausen mit C57BL/6-Hintergrund (Stamm 007080)

exprimieren einen T-Zell-Rezeptor, welcher spezifisch MHC-I-
restringiertes Ovalbumin-Peptid der Aminosduren 257-264 erkennt

Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA

OoTIl aus OTII-Méusen mit C57BL/6-Hintergrund (Stamm 004194)
exprimieren einen T-Zell-Rezeptor, welcher spezifisch MHC-II-
restringiertes Ovalbumin-Peptid der Aminoséduren 323-339 erkennt

Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA

SV40tsA58 konditionell immortalisierte Schwann-Zellen aus transgenen Mausen
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6 Mauslinien

C57BL/6

(H-2Kb-tsA58), exprimieren das temperatursensitive SV40-Large-T-
Onkogen unter der Kontrolle des IFN-y-H-2Kb-Promotors (Saavedra et
al. 2008)

erhalten von Anneloor ten Asbroek, Amsterdam, NL

in der Tierversuchsanlage der Universitéit Diisseldorf unter spezifisch

pathogenfreien Bedingungen geziichtet und gehalten
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7 Zellkultur

7.1 Einfrieren und Auftauen

Eukaryontische Zellen kénnen in DMSO/serumhaltigem Kryomedium in fliissigem Stickstoff
bei -196°C iiber einen ldngeren Zeitraum gelagert werden. DMSO verhindert die
intrazelluldre Ausbildung von Kristallen und schiitzt die Zellen, ebenso wie langsames
Einfrieren und zligiges Auftauen.

Zum Einfrieren wurden die Zellen aus ihren Kulturgefiflen geerntet, die Zellzahl bestimmt
(siehe 7.3) und fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur (RT) pelletiert (400 x g). Nach Entfernen
des Zentrifugationsiiberstandes durch Absaugen wurde das Zellpellet in FCS-haltigem
Zellkulturmedium (90% DMEM, 10% FCS) resuspendiert und dann im Verhéltnis 1:1 mit
Kryomedium (40% DMEM, 40% FCS, 20% DMSO) verdiinnt (Endkonzentration: 65%
DMEM, 25% FCS, 10% DMSO). Die Zellsuspension wurde in Kryokonservierungsrohrchen
iiberfithrt (Schwann-Zellen: 1 x 10%/Réhrchen, OT-Zellen: 1 — 3 x 10’/Réhrchen), in einer
Einfrierhilfe fiir 72 Stunden langsam auf -80°C heruntergekiihlt und anschlieBend in fliissigen
Stickstoff transferiert und gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellproben aus dem Stickstofftank entnommen, ziigig bei 37°C im
Wasserbad erwidrmt und unmittelbar mit auf 37°C vorgewdrmtem Zellkulturmedium in ein
Zentrifugationsrohrchen tiiberfiihrt und fiir 7 Minuten bei RT pelletiert (400 x g). Durch
Absaugen des Zentrifugationsiiberstandes wurde das toxische DMSO von den Zellen entfernt.
Das Zellpellet wurde in Zellkulturmedium resuspendiert, in entsprechende Kulturgefdlle

iberfiihrt und bei 37°C und 10% CO,-Atmosphire kultiviert.

7.2 Zellen passagieren

Zum Passagieren adhérenter Zellen wurde zunichst das Zellkulturmedium entfernt und die
Zellen einmal mit sterilem PBS (1x) gespiilt. Dieser Waschschritt verhindert, dass das
Trypsin/EDTA durch Reste des im Zellkulturmedium enthaltenen FCS vorzeitig inaktiviert
wird. Die Zellen wurden anschliefend mit Trypsin/EDTA (0,05%) bei 37°C und 10% CO»-
Atmosphire fiir 3 — 5 Minuten inkubiert und das Abldsen durch vorsichtiges Beklopfen der
Kulturgefile unterstiitzt. Trypsin spaltet die Oberflichenproteine der Zellen und EDTA
komplexiert zweiwertige Kationen, so dass sich die adhédrenten Zellen nach entsprechender

Behandlung von der KulturgefaBoberflache 16sen und in Suspension gehen. Die enzymatische
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Reaktion wurde mit FCS-haltigem Zellkulturmedium gestoppt und die sich nun in Suspension
befindenden Zellen in ein Zentrifugationsrdhrchen iiberfithrt und fiir 7 Minuten bei RT
pelletiert (400 x g). Nach Entfernen des Zentrifugationsiiberstandes wurde das Zellpellet in
Zellkulturmedium resuspendiert, in neue Kulturgefife tiberfiihrt und bei 37°C und 10% CO,-
Atmosphire kultiviert oder direkt fiir Experimente verwendet.

Bei Suspensionszellen ist das Trypsinieren der Zellen nicht notwendig. Die Zellen wurden
direkt mit dem Zellkulturmedium aus dem Kulturgefdl in ein Zentrifugationsréhrchen
tiberfiilhrt und fiir 7 Minuten bei RT pelletiert (400 x g). Nach Entfernen des
Zentrifugationsiiberstandes wurde das Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert, in neue
Kulturgefdfe iiberfiihrt und bei 37°C und 10% CO,-Atmosphére kultiviert oder direkt fiir

Experimente verwendet.

7.3  Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung vitaler Zellen erfolgte in einer Neubauer Z&dhlkammer mithilfe des
Farbstoffs Trypanblau, welcher durch die defekten Plasmamembranen toter Zellen diffundiert,
diese blau-schwarz anfarbt und somit unter dem Lichtmikroskop eine Differenzierung zu den
lebenden Zellen ermoglicht.

10 pl der 1:1 mit Trypanblau (0,4%) verdiinnten Zellsuspension wurden in die Zdhlkammer
pipettiert und unter dem Lichtmikroskop mit einem 10-fach vergroerndem Objektiv die vier
groBBen Eckquadrate im Lichtfeld eingestellt. Avitale Zellen stellten sich durch die Aufnahme
von Trypanblau als kleine blau-schwarze, dysmorphe Punkte dar, von denen die grofBlen,
runden, durchscheinenden vitalen Zellen klar abgegrenzt werden konnten. Die vitalen Zellen
wurden mianderformig und unter Beachtung des L-Randes in den vier grolen Eckquadraten

ausgezahlt und die Zellzahl wie folgt berechnet:

Gezihlte Zellen x Verdiinnungsfaktor (2) x 10*= Anzahl vitaler Zellen/ml
4

Es werden alle vier groen Eckquadrate ausgezdhlt und die Anzahl aller gezdhlten Zellen
durch 4 geteilt, um einen Mittelwert zu erhalten. Das Volumen eines groBen Eckquadrates

betrigt 0,1 pl, somit ergibt das 10*-fache eine Gesamtzellzahl pro ml.
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7.4  Kultivierung von Stimulatorzellen

7.4.1 Konditionell immortalisierte murine Schwann-Zellen

Die als Stimulatorzellen fiir die Kokulturexperimente verwendeten konditionell
immortalisierten murinen Schwann-Zellen wurden aus transgenen Miusen vom Stamm H-
2Kb-tsA58 gewonnen (Jat et al. 1991; Saavedra et al. 2008). Unter Stimulation mit
rekombinantem murinen Interferon-gamma (IFN-y, 10 ng/ml) exprimieren sie das SV40-
Large-T-Onkogen, welches der Kontrolle des IFN-y-H-2Kb-Promotors unterliegt und dessen
Konformation bei einer Kultivierungstemperatur von 33°C stabil ist. Unter diesen
Bedingungen kommt es zu einer starken Proliferation der Zellen sowie einer geringen
Expression Schwann-Zell-typischer Marker wie p75~“'® oder S100. Kultivierung bei 37°C
ohne IFN-y fiihrt zu morphologischen sowie auch funktionellen Verédnderungen der Zellen.
Thre Wachstumsrate ist deutlich verringert, die Synthese typischer Schwann-Zell-Marker wird
hochreguliert, die Zellen differenzieren aus und erlangen die Fédhigkeit zur Myelinbildung
(Saavedra et al. 2008).

Zur Expansion, Transfektion und Selektion wurden die Schwann-Zellen unter den
proliferationsféordernden Bedingungen bei 33°C kultiviert, vor der Verwendung fiir

Experimente wurden sie zur Differenzierung fiir mindestens 2 Wochen auf 37°C umgesetzt.

7.4.2 Kultivierung der konditionell immortalisierten murinen Schwann-Zellen

Die adhédrent wachsenden Zellen bendtigen bei der Kultivierung mit Poly-D-Lysin (PDL)
beschichtete ZellkulturgefiBe. Diese synthetischen Molekiile verbessern die adhisiven
Eigenschaften der Zellkulturgefile durch eine Umkehr der GefdBoberflichenladung von
negativ zu positiv, wodurch die Anhaftung der adhédsionsabhidngigen Zellen optimiert wird.
Hierzu wurden die Zellkulturgefde mit 100 ug PDL/ml PBS 30 — 60 Minuten bei 37°C und
10% CO,-Atmosphire inkubiert und waren nach Entfernen des Uberstandes und dreimaligem
Sptilen mit PBS gebrauchsfertig fiir die Kultivierung.

Die Kultivierung erfolgte nach dem Auftauen (siche 7.1) in T-25- (ca. 2 x 10° Zellen/ml), im
weiteren Verlauf dann in T-75-Kulturflaschen (0,5 — 5 x 10° Zellen/ml) bei 37°C und 10%
CO,-Atmosphére. Beim Erreichen von 80 — 100% Konfluenz wurden die Zellen, je nach
Erfordernis, weiter passagiert (sieche 7.2) oder eingefroren (siche 7.1). Neue Passagen wurden

in frischem Zellkulturmedium in neue, PDL-beschichtete Kulturflaschen ausgesit, alle drei
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Tage erfolgte ein Zellkulturmediumwechsel. Das Zellkulturmedium (DMEM, 10% FCS, 50
U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin) wurde stets frisch mit Forskolin
(2 uM) und fiir zu expandierende Zellen zusitzlich mit IFN-y (10 ng/ml) supplementiert.

7.4.3 Generierung von murinen dendritischen Zellen aus Knochenmark

Aus 6 Wochen alten, weiblichen Médusen vom Stamm C57BL/6 wurde nach Betdaubung mit
Isofluran und Genickbruch durch zervikale Dislokation Knochenmark gewonnen. Nach
steriler Préparation von Femur und Tibia wurde das Knochenmark mit 8 — 10 ml zusatzfreiem
DMEM-Medium mithilfe einer 10-ml-Einmalspritze und aufgesetzter Kaniile aus den
Beinknochen herausgespiilt. AnschlieBend wurde die partikulire Knochenmarkmasse
sorgfiltig resuspendiert und durch ein Zellsieb (Nylon, 40 pm) in ein Zentrifugationsrohrchen
filtriert, so dass die Knochenmarkzellen als homogene Suspension vorlagen. Die Zellen
wurden fiir 10 Minuten bei 6°C pelletiert (300 x g), nach Absaugen des
Zentrifugationsiiberstandes in antibiotikafreiem Zellkulturmedium (DMEM, 2 mM L-
Glutamin, 10% FCS, 50 uM PB-Mercaptoethanol, 2,4% GM-CSF-Uberstand) resuspendiert
und anschlieBend die Zellzahl bestimmt (sieche 7.3). Die Aussaat von 2 x 10’
Knochemarkzellen/ml erfolgte in bakteriologischen Petrischalen (10 cm Durchmesser), um
ein adhdrentes Wachstum der Zellen am Boden des KulturgefiBles zu verhindern. Der
Kultivierungsstart ohne antibiotische Zusitze ermoglichte das friihzeitige Erkennen einer
eventuellen Kontamination und der dadurch stimulierten, verfrithten Ausreifung der Zellen.
Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 10% CO,-Atmosphire. An Tag 3 nach Aussaat wurde
zu jeder Schale 10 ml Vollmedium (DMEM, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 50 uM B-
Mercaptoethanol, 2,4% GM-CSF-Uberstand, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin)
dazugegeben, an Tag 6 nach Aussaat wurden ca. 10 ml verbrauchtes Medium durch 10 ml
frisches Vollmedium ausgetauscht. Unter der Wirkung des dem Kulturmedium zugesetzten
hidmatopoetischen Wachstumsfaktors GM-CSF differenzieren die Knochenmarkzellen in
dendritische Zellen (engl. bone marrow-derived dendritic cells, BMDC). Nach der
Differenzierung (ab Tag 8 nach Aussaat) standen die BMDC fiir Experimente zur Verfiigung.
Zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen durch ausgiebiges Spiilen aus ihren
Kulturschalen geerntet, fiir 10 Minuten bei 6°C pelletiert (300 x g), in Vollmedium
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe 7.3).

Fir MHC-II-Expressionsanalysen erfolgte die erneute Aussaat der BMDC in kleineren

bakteriologischen Petrischalen (5 cm Durchmesser) zu ca. 1 x 10° Zellen pro Schale. Um eine
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Hochregulierung der MHC-II-Expression durch BMDC zu provozieren, wurden dem
Kulturmedium verschiedene Konzentrationen IFN-y (1, 100 U/ml) und Lipopolysaccharid
(LPS, 1 pg/ml) zur Prastimulation der Zellen hinzugegeben. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen fiir eine durchflusszytometrische Analyse geerntet (siche 9.4).

Fiir Kokulturexperimente mit OT-Zellen (siehe 7.6) wurden die BMDC auf einer 48-Loch-
Zellkulturplatte zu ca. 6 x 10* Zellen pro Well ausgesit und zur Ausreifung mit IFN-y (1, 10,
100 U/ml), LPS (1 pg/ml) und Ovalbumin (10 pg/ml) prastimuliert.

7.5  Kultivierung von Responderzellen
7.5.1 Isolierung von OT-Zellen

OTI- bzw. OTII-Méuse mit C57BL/6-Hintergrund wurden mit Isofluran narkotisiert und
durch zervikale Dislokation ad exitum gebracht. Nach steriler Préparation und Entnahme der
Milz wurde diese mithilfe des Stempels einer 5-ml-Einmalspritze durch ein Zellsieb (Nylon,
40 pm) in eine Petrischale (Durchmesser Scm) mit 5 ml Zellkulturmedium (DMEM, 2 mM L-
Glutamin, 5% FCS, 50 uM B-Mercaptoethanol, 10 mM HEPES, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin) gestrichen, so dass am Ende die porengidngigen Lymphozyten und
Erythrozyten in  Suspension vorlagen. Die Zellsuspension wurde in ein
Zentrifugationsrohrchen tiberfiihrt, fiir § Minuten bei 6°C pelletiert (400 x g) und danach der
Zentrifugationsiiberstand durch Absaugen entfernt. Die im Zellpellet enthaltenen
Erythrozyten wurden durch Lysieren mit einer Ammoniumchlorid-Pufferlésung entfernt, in
welcher sich Ammoniak(NH3)- und CO,-Molekiile im Gleichgewicht mit Ammonium(NH4+)-
und Bicarbonat(HCOs')-lonen befinden. Die gemeinsam mit Wasser in die Erythrozyten
einstromenden NH;s-Molekiile werden spontan durch das zahlreich in Erythrozyten
vorkommende Enzym Carboanhydrase in NH4 -Ionen umgewandelt. Dies sorgt fiir einen
staindigen Nachstrom von Ammoniak und Wasser, welcher schlieBlich zur Lyse der
Erythrozyten fiihrt. Leukozyten werden dagegen weitestgehend von der Lyse verschont. Das
zunéchst rote Zellpellet wurde in 5 ml Ammoniumchloridléosung (1:10 verdiinnt in Aqua
dest.) resuspendiert und die Lysereaktion nach 10-miniitiger Inkubation bei RT und
Dunkelheit durch Zugabe von 10 ml Zellkulturmedium gestoppt. Anschlieend wurde erneut
fiir 8 Minuten bei 6°C zentrifugiert (400 x g). Nach Entfernen des Zentrifugationsiiberstandes

durch Absaugen wurde das nun weille, erythrozytenfreie Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium
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resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe 7.3). Im direkten Anschluss erfolgte mit Teilen
der Milzzellen die Separation der CD4" T-Zellen durch das sogenannte MACSen (Magnetic-
activated cell sorting, siehe 9.1).

Die so aufgereinigten Milzzellen und CD4" T-Zellen standen nun fiir Experimente zur
Verfiigung. Nicht benétigte Milzzellen und CD4" T-Zellen wurden in Kryomedium
resuspendiert und eingefroren (siehe 7.1). Der Begriff OT-Zellen wird nachfolgend im Falle
der OTI-Zellen fiir OTI-Milzzellen, im Falle der OTII-Zellen fiir iiber MACS aufgereinigte
CD4" T-Zellen verwendet. Die Durchfiihrung der Kokulturexperimente mit den OTII-Zellen
erfolgte deshalb mit aufgereinigten CD4" T-Zellen, um einen verfilschenden Einfluss
potenzieller antigenprésentierender Zellen (APC) aus dem Pool der Milzzellen auf die

Proliferation der OTII-Zellen auszuschlieBen.

7.5.2 Intrazellulirfirbung mit Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester (CFSE)

CFSE permeiert durch die Zellmembran lebender Zellen und reichert sich intrazelluldr an.
Zelluldre Esterasen spalten Acetatgruppen ab, wodurch das Molekiil seine membrangéngige
Eigenschaft verliert. Es entsteht ein griin fluoreszierender Farbstoff, der sich bei jeder
Zellteilung zur Haélfte auf die Tochterzellen verteilt, dadurch aber auch seine
Fluoreszenzintensitdt  verringert.  Durch  Zellprolifation  entstandene  markierte
Subpopulationen wurden mittels durchflusszytometrischer Analyse anhand der Detektion des

CFSE-Fluoreszenzsignals im FITC-Kanal gemessen.

Die in Suspension befindlichen, zu firbenden OT-Zellen wurden zunichst erneut fiir 8
Minuten bei RT zentrifugiert (400 x g) und das Pellet nach Absaugen des Uberstandes in einer
Konzentration von 10 x 10° Zellen/ml in PBS/0,1 % BSA resuspendiert. Die CFSE-
Stocklosung (2 mM in DMSO) wurde 1:500 in PBS/0,1 % BSA verdiinnt und dann 1:1 mit
der Zellsuspension gemischt, so dass eine Endkonzentration von 2 uM CFSE und eine
Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml vorlagen. Nach kurzem Vortexen und 10-miniitiger
Inkubation im Wasserbad bei 37°C und Dunkelheit wurde die Farbung durch Zugabe von
10% Vol. purem FCS gestoppt und dann fiir 8 Minuten bei RT pelletiert (400 x g). Die
gefarbten Zellen wurden nach einem weiteren Waschschritt mit FCS-haltigem Medium dann
in Zellkulturmedium (DMEM, 2 mM L-Glutamin, 5% FCS, 50 uM B-Mercaptoethanol, 10
mM HEPES, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin) resuspendiert und auf die zur
Aussaat benotigte Zellzahl eingestellt.
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7.6  Kokultivierung von Stimulator- und Responderzellen

Fir die Kokultivierung wurden 48-Well-Zellkulturplatten verwendet, die Inkubation und
Kultivierung erfolgte stets bei 37°C und 10% CO,-Atmosphére. Zunichst wurden die
Stimulatorzellen in je 1 ml Medium (BMDC: DMEM, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 50 uM
B-Mercaptoethanol, 2,4% GM-CSF-Uberstand, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin,
ca. 6 x 10 Zellen/ml; Schwann-Zellen: DMEM, 10% FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 2 uM frisches Forskolin, ca. 1 x 10* Zellen/ml) auf die
Wells ausgesit und dann entsprechend dem unten aufgefiihrten Pipettierschema prastimuliert
(siche Tabelle 1). Nach der Pristimulation wurde das Medium von allen Wells vollstindig
entfernt, einmal sorgfaltig mit PBS gewaschen und die zuvor aufbereiteten CFSE-gefarbten
Responderzellen in je 1 ml OT-Zell-Kulturmedium (DMEM, 2 mM L-Glutamin, 5% FCS, 50
uM B-Mercaptoethanol, 10 mM HEPES, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin) dem
Pipettierschema entsprechend hinzugefiigt. Zu Proben mit OTI-Zellen wurde auflerdem das
Oligopeptid Ovazsy.ae4, zu Proben mit OTII-Zellen Ovas,s.339 zugegeben. Nach 24, 48, 72 und
96 Stunden Kultivierung wurde das Proliferationsverhalten der Responderzellen mittels

Detektierung der CFSE-Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir die Kokultivierung von Stimulator- und Responderzellen

Stimulatorzellen
Schwann-Zellen (1x10%/Well) BMDC (6x10*/Well)
IFN-y (U/ml) 0 1 10 100 0 1 100
Pristimulation LPS (ng/ml) 48h 1 24h
+/- Ovalbumin 10 pg/ml 10 pg/ml
OTI-(Milz-)Zellen | 1x10° | 1x10° | 1x10° | 1x10°
Responderzellen T 7 7 7 7 7 7 7 7
CD4" OTII-Zellen | 6x10" | 6x10" | 6x10" | 6x10 6x10" | 6x10" | 6x10" | 6x10
+/- Ovaysy.o64 10 pM (nur in Wells mit OTI)
Stimulation +/- Ovasys.z39 10 uM (nur in Wells mit OTII) 10 pM
+/- Ovalbumin 10 pg/ml 10 pg/ml
Analysezeitpunkte 24 /48 /72 /96 Stunden nach Ansetzen der Kokultur

7.7  Transfektion eukaryontischer Zellen

Spezielle Materialien, Puffer und Losungen fiir die Nukleofektion stammen aus dem Basic
Nucleofector Kit for Primary Neurons der Firma Amaxa biosystems GmbH, ebenso das Gerit

Nukleofektor I.
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Zur Generierung Ovalbumin exprimierender Schwann-Zellen wurde die Methode der
Transfektion durch Nukleofektion gewéhlt. Der Methode liegt das Prinzip der Elektroporation
zugrunde, wobei zunichst durch einen elektrischen Puls die Zellmembran zeitweise eroffnet
wird und dann ein elektrisches Feld entsteht, in welchem die in speziellen Puffern
komplexierte DNA direkt in den Zellkern transferiert wird. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Zellen ist dabei wegen der zellspezifischen Puffer und Nukleofektionsbedingungen sehr
hoch. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Die Schwann-Zellen wurden jeweils mit 3 pg DNA (1 pg pmaxGFP, 2 ng pIRES2-OVA-
DsRed-Express) transfiziert. Als Nukleofektionskontrolle dienten das kotransfizierte
pmaxGFP, sowie gepulste und nicht gepulste Zellen ohne zugegebene DNA. Die Proben
wurden nach der Transfektion auf eine PDL-beschichtete, mit 1 ml DMEM/10% FCS pro
Well bei 37°C préinkubierte 6-Well-Zellkulturplatte ausgesdt. Nach 24-stiindiger
Kultivierung bei 37°C und 10% CO;-Atmosphire wurde das Medium vorsichtig abgesaugt
und durch komplettes Zellkulturmedium (DMEM, 10% FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 2 uM frisches Forskolin) ersetzt. Die Effizienz der
Nukleofektion wurde am Fluoreszenzmikroskop anhand der griinen Fluoreszenz des durch

das kotransfizierte pmaxGFP exprimierten Green Fluorescent Protein (GFP) beurteilt.

7.8 Selektion transfizierter Zellen

Das Plasmid pIRES2-OVA-DsRed-Express besitzt eine Kanamycin/Neomycin-Kassette,
welche mit diesem Plasmid transfizierten eukaryotischen Zellen eine Resistenz gegeniiber
Geneticin (G418) verleiht und somit eine Selektion ermdglicht. Das Aminoglykosid G418
hemmt die Proteinsynthese in nicht transfizierten Zellen, was ein Absterben dieser Zellen zur
Folge hat.

Um aus transient Ovalbumin exprimierenden Schwann-Zellen stabil transfizierte Zellen zu
gewinnen, wurden die transfizierten Zellen unter Selektionsdruck mit 150 pg/ml G418
kultiviert, alle 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel mit frischen G418. Nach 10-15 Tagen
erhielt man so eine stabil transfizierte Zellpopulation. Als Kontrolle dienende, nicht
transfizierte Zellen verstarben unter gleicher G418-Konzentration komplett im gleichen

Zeitraum.
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8 Molekularbiologische Methoden

8.1 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau der Ausgangsplasmide (pAC-Neo-OVA, pIRES2-DsRed-Express) mit
EcoRI (New England BioLabs) diente zunédchst der Gewinnung von Insert- und Vektor-DNA
fiir die spétere Ligation (siche Tabelle 2, préparativer Ansatz). Da bei einer Ligation (siehe
8.6) die Insert-DNA wegen identischer flankierender Restriktionsschnittstellen sowohl in der
normalen Leserichtung als auch umgekehrt in die Vektor-DNA integriert werden konnte,
mussten zudem spdter die transformierten Ligationsprodukte nach einer DNA-
Schnellpréparation (siehe 8.8.1) durch restriktive Spaltung mit EcoRI und Ncol (New
England BioLabs) auf die Richtigkeit der Leserichtung gepriift werden (siehe Tabelle 2,

analytischer Ansatz).

Tabelle 2: Pipettierschema fiir den EcoRI-Restriktionsverdau der Ausgangsplasmide

priparativer Ansatz analytischer Ansatz
20 pg Plasmid-DNA 1-2 pg Plasmid-DNA
40 U Restriktionsenzym 2-5 U Restriktionsenzym

20 pl 10x Reaktionspuffer 2 ul 10x Reaktionspuffer
ad 200 pl Aqua dest. ad 20 pl Aqua dest.

Die Inkubation der Reaktionsansitze erfolgte jeweils in autoklavierten Eppendorf-
Reaktionsgefiflen (1,5 ml) fiir 3 Stunden bei 37°C, die Analyse mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Die Restriktionsprodukte wurden entweder sofort weiter verwendet oder

bei -20°C zwischengelagert.

8.2 DNA-Elektrophorese in Agarosegelen

Durch eine Agarose-Gelektrophorese konnen die wiéhrend des Restriktionsverdaus
entstandenen DNA-Fragmente der GroB3e nach aufgetrennt und anschlie3end isoliert werden.
Agarosepolymerfaden bilden dabei ein Netz, dessen Dichte durch die Agarosekonzentration

bestimmt wird. Durch dieses Netz wandern im elektrischen Feld die negativ geladenen
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Nukleinsdurefragmente in Richtung Kathode, wobei die kleineren Fragmente schneller durch
die Agarose wandern konnen, was eine Groflenauftrennung der Nukleinsdurefragmente zur
Folge hat. Die Agarose und das verwendete Agarose-Elektrophorese System PerfectBlue Mini
S stammen von der Firma peqlab Biotechnologie.

In Abhidngigkeit von der GroBle der zu spaltenden DNA wurden Gele mit einer
Agarosekonzentration von 0,8% bis 1% verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde
in 1x TAE-Puffer gemischt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis eine kristall- und
schlierenfreie Losung entstanden war. Diese wurde nach Abkiihlung auf ca. 50°C mit 0,05%
Ethidiumbromid versetzt und anschliefend fiir eine vollstindige Aushirtung in einen
Geltrager mit Gelkamm gegossen. Zum Beladen wurde das Gel in die mit 1 x TAE gefiillte
Gelelektrophoresekammer gelegt und in die entstandenen Geltaschen die DNA-Proben,
vermischt mit 6x Orange Loading Dye (Fermentas), pipettiert. Als DNA-Groenmarker
wurde O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte unter einer Spannung von 100 Volt fiir 45 — 55 Minuten. Der Farbstoff
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA-Fragmente, welche dadurch unter

Beleuchtung mit UV-Licht sichtbar werden.

8.3  Elution von DNA aus Agarosegelen

Die verwendeten Pufferlosungen und Sdulen stammen aus dem QIAquick Gel Extraction Kit

von der Firma Qiagen (Diisseldorf).

Die DNA-Fragmente aus der vorangegangenen Agarose-Gelelektrophorese wurden mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten, gewogen und anschlieBend nach dem Protokoll
des Herstellers aufgereinigt. Dabei wird die DNA in einer Hochsalzlosung an die Silikat-
Membran der Sdulen gebunden, gewaschen und mit Niedrigsalzlosungen von der Membran
eluiert. Die eluierte DNA wurde entweder sofort weiter verwendet oder bei -20°C

zwischengelagert.

8.4  Konzentrationsbestimmung von geloster DNA

Die Konzentration der gelosten DNA wurde am Biophotometer der Firma Eppendorf mittels

Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlédnge von 260 nm automatisch bestimmt.
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8.5  Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Da die T4-DNA-Ligase nur S5°-phosphorylierte DNA-Enden ligiert, konnen Vektor-
Religationen vermieden werden, indem die 5°-Phosphatgruppen an den Vektor-DNA-Enden
mit dem dephosphorylierenden Enzym rAPid Alkaline Phosphatase (Roche) entfernt werden.
Die Durchfiihrung erfolgte laut dem Protokoll des Herstellers. Die dephosphorylierte Vektor-

DNA wurde sofort weiter verwendet oder bei -20°C zwischengelagert.

8.6  Ligation von DNA

Die Ligation der aufgereinigten Vektor- und Insert-DNA-Fragmente erfolgte mithilfe der T4-
DNA-Ligase von der Firma Roche. Sie verkniipft die Restriktionsenden der DNA-Fragmente
mittels Esterbildung zwischen 5’-Phosphatgruppe und 3’-Desoxyribose. Die Durchfiihrung
erfolgte laut dem Protokoll des Herstellers. Als Ligationskontrolle diente nicht
dephosphorylierter Vektor ohne Insert. Die ligierte DNA pIRES2-OVA-DsRed-Express

wurde entweder sofort weiter verwendet oder bei -20°C zwischengelagert.

8.7  DNA-Transformation in chemisch kompetente Bakterien

Bei der Vermehrung von Bakterien werden neben der Bakterien-DNA mithilfe der
enzymatischen Ausstattung der Bakterien ebenfalls transformierte Plasmide repliziert.
Dadurch dient die DNA-Transformation in kompetente Bakterien in der Molekulargenetik zur
Vervielfiltigung von Plasmid-DNA.

Die Transformation kompetenter Bakterien (One Shot Topl10 Chemically Competent E.coli,
Invitrogen) mit der neu klonierten Plasmid-DNA pIRES2-OV A-DsRed-Express erfolgte iiber
die chemische Methode. Dabei werden die Bakterien in Anwesenheit der zu
transformierenden Plasmid-DNA einem kurzen Hitzeschock ausgesetzt, wodurch kurzweilig
Poren in der Zellwand der Bakterien entstehen, welche die Aufnahme der Plasmid-DNA in
die Bakterien ermoglichen. Als Transformationskontrolle diente die im Kit enthaltene
Plasmid-DNA pUCI19. Die Durchfiihrung erfolgte laut dem Protokoll des Herstellers.

Die transformierten Bakterien wurden zur Vervielfiltigung auf vorgewirmte Agarplatten mit
Antibiotikazusatz ausplattiert. Erfolgreich mit pIRES2-OVA-DsRed-Express transformierte
Bakterien konnten auf LB Agar mit 50 pg/ml Kanamycin ungehindert wachsen, da sie durch

die Kanamycin/Neomycin-Kassette in der Plasmid-DNA vor der Proteinsynthesehemmung
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durch das Kanamycin geschiitzt waren. Fiir die Transformationskontrolle pUC19 wurde LB
Agar mit 100 pg/ml Ampicillin verwendet, da die mit pUC19 transformierten Bakterien eine
Resistenz gegeniiber der zellwandzerstorenden Wirkung von Ampicillin und der daraus

folgenden Teilungsunfahigkeit besitzen. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37°C.

8.8  Priparation von Plasmid-DNA

Spezielle Materialien, Puffer und Losungen fiir die DNA-Préparation stammen aus dem
QIAprep Spin Miniprep Kit sowie dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Beide Kits
beruhen auf dem Prinzip, dass die DNA in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper
Salze an die Silikat-Gel-Membran in den Sdulen gebunden wird, die nach dem Waschen mit

Niedrigsalzlosungen von der Membran eluiert werden.

8.8.1 Schnellpriparation

Fir die DNA-Schnellpriparation wurden die zuvor hergestellten Transformationsplatten
verwendet. Anzucht der Bakterienkultur und anschlieBende Aufreinigung der DNA erfolgten
nach dem Protokoll des Herstellers. Die so aufgereinigte DNA wurde sofort weiter verwendet
oder bei -20°C zwischengelagert.

Ein Rest der so hergestellten Bakterienkultur wurde bei 4°C gelagert und nach erfolgreicher
Uberpriifung des Ligationsproduktes mittels Restriktionsverdau im analytischen Ansatz fiir

eine Animpfung einer endotoxinfreien GroBpriparation verwendet.

8.8.2 Endotoxinfreie Grofipriparation

Zur Gewinnung einer ausreichenden Menge korrekt ligierten Plasmids wurde der Rest der
Ubernachtkultur aus der DNA-Schnellpriparation verwendet. Anzucht der Bakterienkultur
und anschlieBende Aufreinigung der DNA erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers. Die
so aufgereinigte DNA wurde sofort weiter verwendet oder bei -20°C zwischengelagert.
AnschlieBend wurden eine Uberpriifung der DNA mittels Restriktionsverdau und eine

photometrische Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt.
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9 Immunologische Methoden

9.1 MACS (Magnetic-activated cell sorting)

Spezielle Materialien, Puffer und Losungen fiir die magnetische Separation stammen aus dem
Kit CD4" (L3T4) MicroBeads, mouse von der Firma Miltenyi Biotec, ebenso die Siaulen und
die Magneten.

Mittels Magnet-aktivierter Zellseparation lassen sich Zellsubpopulationen, welche sich durch
spezifische Zellstrukturen wie etwa bestimmte Oberflichenmolekiile kennzeichnen, isolieren.
Dabei werden Zellen, die zuvor mit einem an Magnetpartikel (MicroBeads) gekoppelten,
spezifisch an bestimmte Strukturen bindenden Antikérper markiert wurden, durch
magnetische Krifte in einer Magnetsdule zurlickgehalten, wihrend alle {ibrigen Zellen die
Séule einfach durchflieen.

Die Separation der CD4" T-Lymphozyten aus den wie oben beschriebenen gewonnenen OT-
Zellen wurde laut dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. AnschlieBend wurden nach
Entnahme der fiir die ungefarbten Kontrollen nétigen Menge die iibrigen Zellen wie oben

beschrieben mit CFSE geférbt und auf die zur Aussaat benotigte Zellzahl eingestellt.

9.2 Immunzytochemie/Indirekte Immunfluoreszenz (ICC/IF)

Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnen spezifische extrazelluldre und intrazelluldre,
sowohl zytoplasmatische als auch intranukledre Zellstrukturen durch Féarbung mit
fluoreszierenden Antikorpern mikroskopisch sichtbar gemacht werden. Dabei lassen sich,
gegeniiber der Durchflusszytometrie, auch Verteilung und Lokalisation der angefirbten
Zellstrukturen optisch beurteilen. Somit kann die Immunfluoreszenz gewissermallen als ein
optisches Korrelat zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie dienen. Das Prinzip beruht
auf der Bindung spezifisch gegen ein Zielantigen gerichteter Primérantikdrper, an die in
einem zweiten Schritt fluoreszenzmarkierte  Sekundirantikérper binden, deren
Fluoreszenzsignale unter einem Mikroskop detektiert werden.

Zu farbende Schwann-Zellen wurden 24 — 48 Stunden nach der Aussaat auf PDL-beschichtete
Deckglidschen (13 mm Durchmesser) zweimal mit PBS gewaschen und zur Fixierung
anschliefend in 4% PFA fiir 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten
mit PBS wurden die Zellen 30 Miunten mit PBS/10% BSA geblockt. Das Medium enthielt
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zum Permeabilisieren der Zellmembran zusétzlich 0,03% Triton X-100. Die Erstantikorper
(0-OVA, 0-S100, a-p75™"™) wurden 1:100 in PBS/1% BSA verdiinnt und ohne weiteren
Waschschritt nach Entfernen des Blockmediums hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C
tiber Nacht. Danach wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 1:300 in
PBS/1% BSA verdiinntem Zweitantikorper (Alexa Fluor 488 Ziege-a-Maus-1gG, Alexa Fluor
594-Ziege-o-Kaninchen-IgG, Cy3-Ziege-a-Kaninchen-IgG) eine Stunde bei RT im Dunkeln
inkubiert (siche Tabelle 3). Zum Anfiarben der Zellkerne wurde fiir wenige Sekunden
gebrauchsfertige DAPI-Losung hinzugefiigt und danach ein letztes Mal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen auf Objekttrigern in Glycerol eingedeckt, mit
Nagellack luftdicht umschlossen und die so gefarbten Zellen dann am Fluoreszenzmikroskop

analysiert.

Tabelle 3: Pipettierschema fiir die Inmunfluoreszenzfirbung der Schwann-Zellen

Zellen Block Permeabilisation | Erstantikérper Zweitantikorper
Schwann-Zellen | PBS/10% BSA 0,03% Triton a-p758 R | 1:100 Cy3-a-IgG 1:300
Schwann-Zellen PBS/10% BSA 0,03% Triton 0-S100 1:100 Alexa Fluor 488-0-1gG 1:300
Schwann-Zellen PBS/10% BSA 0,03% Triton 0-OVA 1:100 Alexa Fluor 594-0-1gG 1:300

9.3  Antigenunabhiingige Stimulation muriner T-Zellen

T-Zellen konnen durch Antikoérper gegen CD3, welches zum TCR-Komplex gehort, sowie
gegen das kostimulatorische Molekiil CD28 antigenunabhingig stimuliert werden. Die daraus
folgende T-Zell-Proliferation diente als Positivkontrolle fiir die antigenabhingige
Proliferation antigenspezifischer OT-Zellen nach Kokultivierung mit Stimulatorzellen.

Zur Vorbereitung einer mit plattenbindendem a-CD3e beschichteten 24-Well-Kulturplatte
wurde der Antikorper zunéchst in 0,2 M Na,COs; / 0,2 M NaHCO; / Aqua dest. zu einer
Endkonzentration von 5 pg/ml verdiinnt und anschlieBend 200 pl der Losung in alle
benotigten Kulturwells gegeben. Plattengebundenes o-CD3e fiihrt {iber eine bessere
Quervernetzung und damit Aggregation bindender TCR auf der T-Zell-Oberflache zu einer
Verstirkung des stimulatorischen Signals in der T-Zelle. Nach einstiindiger Inkubation bei
37°C und 5% CO, wurden alle Wells dreimal sorgfiltig mit PBS/1% BSA gewaschen und
CFSE-gefirbte OTII-Zellen zu ca. 2 x 10° pro Well auf der Platte ausgesit. Manchen Proben
wurde zusdtzlich a-CD28 (2 ug je 1 OT-Zell-Medium) in 16slicher Form hinzugefiigt und die
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Zellen danach fiir mehrere Tage kultiviert (37°C/10% CO,). Nach 3 bzw. 5 Tagen wurden

Zellen fiir eine durchflusszytometrische Analyse entnommen.

9.4  Durchflusszytometrie/FACS (Fluorescence-activated cell scanning)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie bedient sich der Tatsache, dass jede korpuskulére
Struktur (so auch Zellen) bei Bestrahlung mit Licht selektiver Wellenldngen nicht nur Licht
absorbiert und Streulicht erzeugt, sondern durch Bindung fluoreszierender Farbstoffmolekiile
(Fluorochrome) auch Fluoreszenz emittieren kann. Das verwendete Durchflusszytometer
(FACS Cantoll System 8-color, BD Biosciences) verfligt iiber ein System mit drei
Laserstrahlern (violett, 405 nm; blau, 488 nm; rot, 633 nm) und ermdglicht die Detektion von
Fluoreszenzsignalen in 8 verschiedenen Kandlen. Wéhrend des Messvorgangs wird der Inhalt
der Proben in einer konischen, sich verjliingenden Kaniile angesaugt. Die Zellsuspension flief3t
dabei in einer umgebenden Tragerfliissigkeit und wird durch hydrodynamische Fokussierung
zu einem zentralen, feinen Strom reduziert, in welchem die Zellen einzeln den mit Prismen
gebilindelten Strahl der drei Laser passieren. Wurden die Zellen zuvor mit Fluorochrom-
konjugierten Antikdrpern angefiarbt, senden sie bei Anregung der Fluorochrome durch
Laserlicht Fluoreszenzsignale aus. Ein System selektiv durchldssiger Lichtfilter lenkt diese in
Photomultiplier-Tubes, wo sie detektiert und verstidrkt werden. Somit ist nach simultaner
Farbung ein und derselben Zelle mit mehreren verschiedenen Antikdrpern auch die
Auftrennung eines komplexen, mehrschichtigen Signals in seine einzelnen Bestandteile
moglich. Die amplifizierten Signale konnen mithilfe der BD FACSDiva Software auf einem
Computerbildschirm in Form von Punktewolken (Dot Plots) oder Histogrammen grafisch
dargestellt werden. Die Messung von Vorwirts- und Streulicht erlaubt eine Unterscheidung
von Zellpopulationen hinsichtlich der ZellgroBBe (Forward Scatter, FSC) und Granularitét
(Side Scatter, SSC). Es lassen sich zudem spezifische Subpopulationen aufgrund bestimmter
Oberfliachenstrukturen abgrenzen, welche durch Bindung fluoreszenzmarkierter Antikorper

anhand der emittierten Fluoreszenz im FACS erfasst werden konnen.

Zur Vorbereitung flir die FACS-Analyse wurden die OT-Zellen nach der Kokultivierung mit
Schwann-Zellen bzw. BMDC durch sorgfiltiges Spiilen moglichst ohne gleichzeitige
Aufnahme von Stimulatorzellen aus ihren Kulturwells geerntet. Die simultane Entnahme
zumindest eines geringen Anteils von Stimulatorzellen lie sich dabei allerdings nicht

ginzlich verhindern, da sich insbesondere die adhédrent wachsenden Schwann-Zellen nach
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mehrtidgiger Kultivierung in den beengten Verhéltnissen der 48-Well-Kulturplatte zum Teil
bereits spontan abgeldst hatten. Schwann-Zellen wurden durch Trypsinieren abgeldst und
dann, analog zu den BMDC, zur durchflusszytometrischen MHC-Expressionsanalyse durch
mehrmaliges und sorgfiltiges Spiilen mdglichst vollstindig aus ihren Kulturwells geerntet.
Die so entnommenen Zellen wurden jeweils umgehend in FACS-Réhrchen {iberfiihrt. Nach
Pelletieren der Zellen fiir 5 Minuten bei RT (400 x g) wurde das Zellpellet mit FACS-Puffer
(PBS/1% FCS) gewaschen und nach Dekantieren des Uberstandes der in FACS-Puffer
entsprechend verdiinnte Antikdrper hinzugegeben (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Verwendete Antikorper und Konzentrationen fiir die FACS-Analyse von
Stimulator- und Responderzellen

Zellen Analyse a-CD4 a-CD8a Fe-Block o-MHC-I | o-MHC-II | a-MHC-II
(APC) (APC) (FITC) (FITC) (PE)
Schwann-Zellen MHC-Expression 1:50 1:50
BMDC MHC-Expression 1:25 1:50
OTI-Zellen T-Zell-Proliferation 1:100
OTII-Zellen T-Zell-Proliferation 1:100

Im Falle der BMDC musste vor der Farbung der MHC-II-Molekiile zunichst ein Fc-Block
gemacht werden. Da DC eine hohe Dichte an Fc-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche besitzen,
verhindert dieser Zwischenschritt, dass der Antikdrper mit seinem Fc-Teil an diesen
Rezeptoren bindet. Die BMDC wurden dazu 10 Minuten bei 4°C mit 1:25 verdiinntem Fc-
Block inkubiert, anschlieBend wurde der Antikorper direkt dazugegeben. Nach 30 Minuten
Inkubation bei 4°C wurde erneut mit FACS-Puffer gewaschen und danach die Zellen in ca.
200 pl pro Rohrchen resuspendiert, um sie dann im Durchflusszytometer analysieren zu

konnen.

Der Vitalititszustand der Zellen zum Zeitpunkt der FACS-Analyse wurde durch eine
Avitalfarbung mit Propidiumiodid (PI) tiberpriift, einem Fluoreszenzfarbstoff, welcher durch
die defekten Membranen abgestorbener Zellen diffundiert und diese anfarbt. Dazu wurde den
Proben unmittelbar vor der Messung PI hinzugefiigt (Endkonzentration 15 ng/ul). PI emittiert
bei Anregung durch Laserlicht ein Fluoreszenzsignal, welches im PerCP-Kanal erfasst werden
kann. Die Darstellung der Zellen in einem FSC-vs.-PerCP-Plot ermdglichte eine Abgrenzung
der PI-negativen von der PI-positiven Population, damit konnten tote Zellen von der Analyse

ausgeschlossen werden.
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Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo7 (TreeStar, Ashland,
OR), entsprechende Diagramme wurden mithilfe des Programms Prism5 Windows (GraphPad

Software, Inc La Jolla, CA) erstellt.
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III  Ergebnisse
1 Analyse der Stimulatorzellen

Um die Féhigkeit von Schwann-Zellen zur Antigenprdsentation zu analysieren, wurde ein
Kokultursystem mit konditionell immortalisierten murinen Schwann-Zellen als Stimulator-
und OT-Zellen als Responderzellen entwickelt und das Proliferationsverhalten der
Responderzellen nach verschiedenen Zeitpunkten der Kokultivierung und unter Zugabe
verschiedener Antigene durchflusszytometrisch untersucht. Im Vorfeld wurden jedoch
zundchst die als Stimulatorzellen fungierenden Schwann-Zellen auf typische Charakteristika
dieser Zellart, ihre Vitalitit sowie die MHC-Expression unter den verschiedenen
prastimulatorischen Bedingungen, und im Falle der transfizierten Zellen auf endogen

synthetisiertes antigenes Peptid untersucht.

1.1 Expression von Differenzierungsmarkern auf Schwann-Zellen

Als Stimulatorzellen fiir die Schwann-Zell-Lymphozyten-Kokulturen wurden konditionell
immortalisierte Schwann-Zellen verwendet (Saavedra et al. 2008). Unter Kultivierung bei

33°C und Zugabe von IFN-y konnte ein schnelles Wachstum der Schwann-Zellen beobachtet

werden, welches sich nach Umsetzung der Zellkulturen auf 37°C deutlich verlangsamte.

A B

Abb. 1: Expression der Differenzierungsmarker S100 und p75 durch Schwann-Zellen

A, B. Konditionell immortsalisierte murine Schwann-Zellen wurden nach zweiwochiger Kultivierung bei 37°C
und ohne IFN-y auf Deckglischen ausgesit und mit Antikorpern gegen S100 und p75N“™® gefirbt. Als
Zweitantikorper dienten Cy3-o-Kaninchen-IgG (rot) und Alexa Fluor 488-a-Maus-IgG (griin). Die Zellkerne
erscheinen nach Farbung mit DAPI blau. A zeigt die Expression von S100 (griin), B stellt die Expression von
p75 dar (rot). Der immunzytochemische Nachweis dieser Differenzierungsmarker ist ein Zeichen fiir den
Differenzierungsgrad der Schwann-Zellen.
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Nach zweiwochiger Kultivierung bei 37°C und ohne Zusatz von IFN-y wurden Schwann-
Zellen auf Deckgldschen (13 mm Durchmesser) ausgesit und mit Antikdrpern gegen die
Differenzierungsmarker S100 und p75~“™® geférbt. Abb. 1 zeigt die Expression von S100 (A)
sowie p75 (B) als einen Beleg fiir die Differenzierung der Schwann-Zellen nach lédngerer
Kultivierung bei 37°C. In diesem Rahmen bildet sich auch die Fahigkeit der Schwann-Zellen
zur Myelinisierung von Neuronen wieder aus (Saavedra et al. 2008). Damit konnen die
verwendeten Zellen als Schwann-Zellen mit der Kompetenz zur Myelinbildung angesehen

werden.

1.2 Generierung Ovalbumin exprimierender Schwann-Zellen

Die antigenen Eigenschaften des Proteins Ovalbumin, welches natiirlicherweise in Zellen aus
Hiihnereileitern, nicht jedoch in Sdugern vorkommt, und seiner immunogenen Oligopeptide
der Aminosduren 257-264 (Ovazs7.ae4) und 323-339 (Ovasps.azg) dienten in dieser Arbeit als
Substrat fiir die Stimulation und Aktivierung von T-Zellen, die einen TCR als Transgen
exprimieren, der fiir MHC-I- bzw. MHC-II-restringiertes Ovalbumin-Peptid spezifisch ist
(OT-Zellen). Um die Prisentation endogen synthetisierten Proteins zu untersuchen, wurden
Schwann-Zellen mit einer das Ovalbumin-Gen enthaltenden cDNA transfiziert und

anschlieBend mit OT-Zellen kokultiviert.

1.2.1 Klonierung der Ovalbumin-cDNA aus pAC-Neo-OVA in pIRES2-DsRed-Express

Die vollstindige Ovalbumin-cDNA wurde nach Amplifikation durch Restriktionsverdau mit
EcoRI aus ihrem Ursprungsplasmid pAC-Neo-OVA (erhalten von Prof. H. Wiendl,
Wiirzburg) isoliert und hinter den CMV-Promotor der ebenfalls mittels EcoRI-Verdau
linearisierten Vektor-DNA (pIRES2-DsRed-Express) kloniert (Abb. 2).

Da die Insert-DNA nach der Restriktion zwei identische Enden besall, musste ihre korrekte
Lage im Vektorplasmid nach der Ligation {iberpriift werden. Durch analytischen
Restriktionsverdau mit Ncol lieB sich anhand des entstehenden DNA-Bandenmusters im
Analysegel eine Anzahl von Proben mit korrekt ligiertem Vektorplasmid (pIRES2-OVA-
DsRed-Express) identifizieren.
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Abb. 2: Klonierungsstrategie

Die Ovalbumin-cDNA wurde durch EcoRI-Restriktionsverdau aus dem Ursprungsplasmid pAC-Neo-OVA
isoliert. Der Vektor pIRES2-DsRed-Express wurde durch EcoRI-Restriktion linearisiert. Das Ovalbumin-Gen
wurde anschlieBend hinter den CMV-Promotor des Vektors kloniert. Im klonierten Vektorplasmid sind neben
den EcoRI- auch die Ncol-Schnittstellen eingezeichnet (Angaben in bp). (bp = Basenpaare, OVA = Ovalbumin-
cDNA, ORF = open reading frame, Kan/Neo = Gen fiir Kanamycin-/Neomycinresistenz, pCMV = CMV-
Promotor, MCS = multiple cloning site).

Abb. 3 zeigt die elektrophoretische Auftrennung von 4 positiven DNA-Proben (#3, #11, #22,
#40) im Agarosegel nach Restriktionsverdau mit Ncol. Die Richtigkeit der Ligation ldsst sich
im Abgleich der DNA-Bandengréf3en nach der Auftrennung (Abb. 3, Angaben rechts) mit der
Lage der Ncol-Schnittstellen im klonierten Vektorplasmid (Abb. 2) verifizieren. Durch
Retransformation ausgewdhlter positiver Proben und anschlieBende DNA-GroBpriaparation
aus geschiittelten Ubernachtkulturen konnten groBere Mengen des klonierten Vektorplasmids

gewonnen werden.



Ergebnisse 57

Ncol

M K #3 #11 #22 #40 M

7000 bp
5000 bp

2000 bp
1500 bp

500 bp

Abb. 3: Analytischer Restriktionsverdau des Vektorplasmids mit Ncol

Um die Korrektheit der Ligation zu tiiberpriifen, wurden ausgewihlte Proben ligierter DNA nach DNA-
Schnellpriparation aus Bakterieniibernachtkulturen durch analytischen Restriktionsverdau mit Ncol und
elektrophoretische Auftrennung analysiert. Unter UV-Belichtung wird das DNA-Bandenmuster durch das
interkalierte Ethidiumbromid im Agarosegel sichtbar. Die Zahlen rechts geben die jeweilige Grofe der nach dem
Verdau mit Ncol entstandenen DNA-Fragmente an, die Angaben links dienen als Orientierung am DNA-
GroBenmarker. Die rechnerisch anhand der Lage der Ncol-Schnittstellen im klonierten Vektorplasmid
ermittelten GroBen der DNA-Fragmente stimmen mit dem im Gel sichtbaren Bandenmuster iiberein. (bp =
Basenpaare, M = Groflenmarker, K = Kontrolle, #3, #11, #22, #40 = Proben klonierten Plasmids, Zahlen links =
GroBenangaben der DNA-Banden des Groflenmarkers, Zahlen rechts = Grofenangaben der DNA-Banden der
Proben).

1.2.2 Nachweis von Ovalbumin in transfizierten Schwann-Zellen

Das klonierte Plasmid pIRES2-OVA-DsRed-Express wurde per Nukleofektion zusammen mit
dem Kontrollvektor pmax-GFP in konditionell immortalisierte Schwann-Zellen transfiziert.
Dank des Antibiotikaresistenzgens auf dem transfizierten Vektorplasmid konnte unter
kontinuierlichem Selektionsdruck mit G418 eine stabil transfizierte Zellpopulation gewonnen
und aufrechterhalten werden.

Abb. 4 stellt die Expression von GFP und Ovalbumin durch mit pIRES2-OVA-DsRed-
Express und pmax-GFP transfizierte Schwann-Zellen dar. Die griine Fluoreszenz des
kotransfizierten GFP konnte in bis zu 50% der transfizierten Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 4, A) und war somit ein erster Beleg fiir den Erfolg der Transfektion. Ein rotes

Fluoreszenzsignal als Ausdruck fiir die Transfektion und auch Transkription des das



Ergebnisse 58

Ovalbumin-Gen tragenden Vektors konnte nicht beobachtet werden. Daher wurde in
transfizierten Zellen das Ovalbumin durch immunzytochemische Anfirbung nachgewiesen
(Abb. 4, B). Nicht transfizierte Zellen zeigten keine rote Fluoreszenz nach Ovalbuminfarbung
(Abb. 4, C). Als funktioneller Beweis fiir die gelungene Transfektion konnte zudem die

erfolgreiche Selektion resistenter Zellen mit G418 gelten.

Abb. 4: Expression von Ovalbumin und GFP durch transfizierte Schwann-Zellen

A — C. A: Transfizierte Schwann-Zellen wurden zunichst 24 Stunden nach Nukleofektion auf griine Fluoreszenz
durch GFP untersucht. Diese zeigte sich in bis zu 50% der transfizierten Zellen. B: Ovalbumin (rot) wurde in
transfizierten Zellen durch immunzytochemische Farbung (Kaninchen-o-Huhn-Ovalbumin und Alexa Fluor 594-
a-Kaninchen-IgG) nachgewiesen. Die simultane Griinfluoreszenz stammt von der gleichzeitigen GFP-
Expression in transfizierten Zellen. Die Zellkerne sind mit DAPI angefarbt (blau). C: In nicht transfizierten
Zellen wird weder GFP noch Ovalbumin exprimiert, daher sind nach identischer Farbung nur die Zellkerne
(blau) zu sehen. (GFP = green fluorescent protein, OVA = Ovalbumin).

Um die unverdnderte Vitalitdt der Schwann-Zellen nach der Transfektion sowie unter dem
Einfluss von IFN-y zu bestétigen, wurden Schwann-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Pristimulation nach Zugabe von PI durchflusszytometrisch untersucht. Abb. 5 stellt die
Ergebnisse als prozentualen Anteil PI-positiver (avitaler) und PI-negativer (vitaler) Schwann-
Zellen nach 48 bzw. 72 Stunden unter Prastimulation mit verschiedenen IFN-y-
Konzentrationen (5, 50, 100 U/ml) dar. Die Zahlen beruhen auf dem Gating der PI-positiven
und Pl-negativen Zellpopulationen im FSC-vs.-PerCP-Plot, in welchem die PI-Féarbung
nachvollziehbar ist. Die Analyse ergab einen Anteil vitaler Schwann-Zellen von ca. 90% nach

48 Stunden sowie ca. 85% nach 72 Stunden, unabhéngig von der IFN-y-Konzentration.
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Abb. 5: Vitalitit der Schwann-Zellen nach Transfektion und IFN-y-Pristimulation

Transfizierte Schwann-Zellen wurden nach zweiwdchiger Differenzierung bei 37°C auf 48-Well-Kulturplatten
ausgesit (ca. 10%/Well), fiir 48 bzw. 72 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen IFN-y (5, 50, 100 U/ml)
prastimuliert und anschliefend fiir eine durchflusszytometrische Analyse geerntet. Unmittelbar vor der Analyse
wurde zu jeder Probe PI (Endkonzentration ca. 15 ng/ul) zugegeben und die Vitalitit der Schwann-Zellen durch
Pl-positives bzw. Pl-negatives Gating im FSC-vs.-PerCP-Plot ermittelt. Die Abbildung stellt die Prozentwerte
vitaler (Pl-negativer) und avitaler (PI-positiver) Schwann-Zellen nach 48 und 72 Stunden unter den
entsprechenden IFN-y-Konzentrationen dar. Die Schwann-Zellen fiir die PI-Positivkontrolle wurden 30 Minuten
mit 1% Triton X-100/BSA bei 37°C inkubiert, um die Zellen irreversibel zu zerstdren. (SC = Schwann-Zellen,
IFN-y = rekombinantes murines Interferon-gamma, PI = Propidiumiodid, FSC = forward scatter, PerCP =
Peridinin-Chlorophyll-Protein, BSA = Bovines Serumalbumin).

1.3  MHC-Expressionsanalyse von Schwann-Zellen und BMDC

Der erste Schritt in der Analyse der Schwann-Zellen als APC galt dem Nachweis von MHC-
Molekiilen auf der Zelloberflache. Differenzierte Schwann-Zellen wurden nach zweiwdchiger
Kultivierung bei 37°C und Préistimulation mit verschiedenen IFN-y-Konzentrationen mit
Antikorpern  gegen MHC-I- und MHC-II-Molekiile gefirbt und anschlieend
durchflusszytometrisch untersucht.

Bereits ohne vorherige Stimulation mit IFN-y zeigten die Zellen eine im Vergleich zur
Isotypkontrolle (Abb. 6, rote Kurven) nachweisbare Menge von MHC-I-Molekiilen auf ihrer
Oberfliache (Abb. 6, griine Kurven). Schon geringe Konzentrationen von IFN-y (10 U/ml)
fiihrten nach 24 Stunden zu einem sichtbaren Anstieg der MHC-I-Expression (Abb. 6 A,



Ergebnisse 60

blaue Kurve), wihrend diese sich sowohl durch eine verlingerte Dauer der Prastimulation
(Abb. 6 A) als auch eine Erhohung der IFN-y-Konzentration (Abb. 6 B) kaum noch weiter

steigern lief3.
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Abb. 6: MHC-I-Expression auf Schwann-Zellen

A, B. Schwann-Zellen wurden nach zweiwo6chiger Kultivierung bei 37°C fiir 24 — 72 Stunden mit verschiedenen
IFN-y-Konzentrationen (1, 10, 50, 100 U/ml) préastimuliert. Die MHC-I-Expression wurde nach Féarbung der
Zellen mit einem FITC-gekoppelten a-MHC-I-Antikorper (Klon KH95) durchflusszytometrisch analysiert. Die
Menge der MHC-I-Molekiile auf der Schwann-Zell-Oberfléche ist jeweils als FITC-Histogramm dargestellt. A:
MHC-I-Expression in Abhéngigkeit von der Dauer (24, 48, 72 Stunden) der Préstimulation (10 U/ml IFN-y). B:
MHC-I-Expression nach 72 Stunden unter verschiedenen IFN-y-Konzentrationen (1, 50, 100 U/ml). Die
Isotypkontrollen sind in rot dargestellt. Es zeigt sich eine erkennbare basale MHC-I-Expression, welche unter
der Wirkung von IFN-y bereits nach 24 Stunden deutlich zunimmt (A, B). Weder verlingerte Dauer der
Prastimulation (A) noch erhdhte IFN-y-Konzentrationen (B) fithren zu einer weiteren Steigerung der MHC-I-
Expression. (IFN-y = rekombinantes murines Interferon-gamma, FITC = Fluorescein-Isothiocyanat).

Auf unstimulierten Zellen fanden sich dagegen keine erkennbaren Mengen von MHC-II-
Molekiilen (Abb. 7 A, griine Kurve), unter dem Einfluss von IFN-y (10 U/ml) konnte jedoch
bereits nach 24 Stunden eine messbare MHC-II-Expression beobachtet werden (Abb. 7 A,
blaue Kurve). Anders als bei den MHC-I-Molekiilen fiihrte die IFN-y-Einwirkung (10 U/ml)
zu einer weiteren Steigerung der MHC-II-Expression nach 48 (Abb. 7 A, braune Kurve) und
geringfiigig auch nach 72 Stunden Préstimulation (Abb. 7 A, schwarze Kurve). Zudem
fiihrten bei langer Dauer der Pristimulation (72 Stunden) geringste Mengen sowie auch hohe
Konzentrationen an IFN-y (1 — 100 U/ml) zu miteinander vergleichbaren, konstant hohen
MHC-II-Syntheseraten (Abb. 7 B). Die Synthese von MHC-II-Molekiilen wurde demnach, im
Gegensatz zur MHC-I-Expression, erst durch Stimulation der Schwann-Zellen mit IFN-y

induziert.
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Abb. 7: MHC-II-Expression auf Schwann-Zellen und BMDC

A — C. Schwann-Zellen wurden nach der Differenzierung bei 37°C fiir 24 — 72 Stunden mit verschiedenen IFN-
v-Konzentrationen (1, 10, 50, 100 U/ml) inkubiert. BMDC wurden fiir 24 Stunden ebenfalls mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IFN-y (1, 100 U/ml) und mit LPS (1 pg/ml) prastimuliert. Nach Farbung
mit einem FITC- (Schwann-Zellen) bzw. PE-gekoppelten (BMDC) a-MHC-II-Antikérper (Klone 2G9 bzw.
M5/114.15.2) wurde die MHC-1I-Expression der Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Menge an MHC-
II-Molekiilen auf der Zelloberflache ist fiir die Schwann-Zellen jeweils als FITC-Histogramm und fiir die
BMDC als PE-Histogramm dargestellt. A: IFN-y-Stimulation (10 U/ml) fiihrt nach 24 Stunden zu nachweisbarer
MHC-II-Expression gegeniiber unstimulierten Zellen und einer weiteren Steigerung nach 48 bzw. geringfligig
nach 72 Stunden. B: Nach 72 Stunden ist unter niedrigen (1 U/ml) wie hohen (100 U/ml) IFN-y-Konzentrationen
eine etwa gleichstarke MHC-II-Expression zu beobachten. C: Bei BMDC ist nach 24 Stunden eine deutliche
basale MHC-II-Expression zu beobachten, welche unter IFN-y (1, 100 U/ml) und stérker noch unter LPS (1
pg/ml) zunimmt. (IFN-y = rekombinantes murines Interferon-gamma, LPS = Lipopolysaccharid, SC = Schwann-
Zellen, BMDC = bone marrow-derived dendritic cells (engl.), FITC = Fluorescein-Isothiocyanat, PE =
Phycoerythrin).

Zum Vergleich wurde auch die MHC-II-Expression von BMDC unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen analysiert. Dabei zeigte sich, dass bereits ohne Stimulation eine
MHC-II-positive von einer negativen Population abgrenzbar ist. 24-stiindige Prastimulation
mit [FN-y fiihrte zu einer geringen Steigerung der MHC-II-Expression bereits in niedrigen
Konzentrationen (1 U/ml IFN-y, Abb. 7 C, blaue Kurve) und zu einem weiteren Anstieg unter
hoheren Konzentrationen (100 U/ml IFN-y, Abb. 7 C, braune Kurve). Die starkste Expression
von MHC-II-Molekiilen konnte unter Stimulation der BMDC mit LPS (1 pg/ml) beobachtet
werden (Abb. 7 C, schwarze Kurve).
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2 Analyse der Responderzellen
2.1 Durchflusszytometrische Messung der T-Zell-Proliferation

Im Rahmen der T-Zell-Stimulation kommt es durch spezifische TCR-MHC-Interaktionen zur
Expansion eines fiir ein bestimmtes Antigen spezifischen T-Zell-Klons. Die nachfolgende
Proliferation ~ der  T-Zellen  wurde mithilfe eines  CFSE-basierten  Assays
durchflusszytometrisch analysiert (siche Methoden, 7.5.2).

Dies ist in einem Kontrollexperiment anhand der antigenunspezifischen Proliferation
aufgereinigter CD4" T-Zellen, nachfolgend als OTII-Zellen bezeichnet, nach Stimulation mit
a-CD3¢ sowie a-CD28 beispielhaft zu sehen (Abb. 8).

unstim. Kontrolle Tag 3 Tag 5
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Abb. 8: Antigenunspezifische Proliferation von CD4" T-Zellen nach Stimulation mit a-CD3g bzw. a-CD28

CFSE-gefirbte, aufgereinigte CD4" OTII-Zellen wurden fiir 3 und 5 Tage mit kulturplattengebundenem a-CD3e
(obere Reihe) und zum Teil zusétzlich mit 16slichem a-CD28 (untere Reihe) stimuliert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit einem APC-gekoppelten a-CD4-Antikorper (Klon RM4-5) gefirbt und nach CD4'-Gating
hinsichtlich ihrer CFSE-Fluoreszenz durchflusszytometrisch untersucht. Die Zellproliferation ist in Form von
Histogrammen dargestellt und an der Abnahme der CFSE-Fluoreszenz abzulesen. Die Prozentzahlen geben
dabei den Anteil der proliferierten Zellen an. Die Proliferation nach Stimulation allein mit a-CD3¢ ist nach 3
Tagen marginal (33%) und steigt nach 5 Tagen auf 76% an (obere Reihe). Zusétzliche Stimulation mit a-CD28
dagegen flihrt zur Zunahme der Proliferation auf 58% (Tag 3) bzw. 92% (Tag 5, untere Reihe). (CFSE =
Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester, FITC = Fluorescein-Isothiocyanat, APC = Allophycocyanin).
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Die CFSE-gefarbten OTII-Zellen wurden nach 3- und nach 5-tdgiger Inkubation mit den oben
genannten Antikorpern mit einem APC-konjugierten o-CD4-Antikdrper gefarbt und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Die Prozentzahlen in Abb. 8 geben den
Anteil proliferierter CD4" T-Zellen nach CD4 -Gating an. Die Stimulation des TCR durch
kulturplattengebundenes a-CD3¢ fiihrte zu einer marginalen Proliferation von ca. 33% der
OTII-Zellen nach 3 (Abb. 8, obere Reihe links) und ca. 76% nach 5 Tagen (Abb. 8, obere
Reihe rechts) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb. 8, links oben). Bei zusétzlicher
Anwesenheit von I6slichem o-CD28 fiihrte die Bindung dieses Antikorpers an das
kostimulatorische CD28-Molekiil zu einem deutlichen Anstieg der Zellproliferation auf Werte
von 58% (Tag 3; Abb. 8, untere Reihe links) bzw. 92% (Tag 5; Abb. 8, untere Reihe rechts)
verglichen zu alleiniger Stimulation des TCR mit a-CD3e. Nach 5 Tagen ist eine maximale
Proliferation der OTII-Zellen unter der Prdmisse vollstdndiger Aktivierung (d. h. Stimulation
des TCR und von CD28) zu beobachten. Dieses Experiment demonstriert zum einen
nochmals die Bedeutung kostimulatorischer Signale fiir die vollstindige T-Zell-Aktivierung,
zum anderen liefert es als Positivkontrolle Vergleichswerte fiir die Analyse der Schwann-Zell-

induzierten antigenspezifischen T-Zell-Proliferation.

2.2 Schwann-Zell-induzierte Proliferation antigenspezifischer T-Zellen

Die Fahigkeit der Schwann-Zellen, antigenspezifische T-Zellen durch Antigenprédsentation
auf MHC-Molekiilen zu aktivieren, spiegelt sich im Ausmall der resultierenden
antigenspezifischen T-Zell-Proliferation wider.

CFSE-gefarbte OT-Zellen wurden fiir unterschiedliche Dauer mit Schwann-Zellen
kokultiviert, welche zunichst mit IFN-y prastimuliert und anschlieBend mit unterschiedlichen
Formen von antigenem Ovalbumin inkubiert worden waren. Abb. 9 zeigt einen
repriasentativen lichtmikroskopischen Ausschnitt aus einer Kokultur von Schwann-Zellen
(Pfeile) und OT-Zellen (Pfeilspitzen). Nach Entnahme wurden die OT-Zellen mit einem APC-
gekoppelten 0-CD4- bzw. 0-CDS-Antikdrper angefirbt und nach CD4'- bzw. CD8"-Gating
hinsichtlich ihrer CFSE-Fluoreszenz durchflusszytometrisch untersucht. Die Zellproliferation

wurde wie oben beschrieben gemessen.
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Abb. 9: Schwann-Zell-Lymphozyten-Kokultur

Schwann-Zellen und OT-Zellen wurden in 48-Well-Kulturplatten kokultiviert und lichtmikroskopisch
beobachtet. Der Ausschnitt zeigt konditionell immortalisierte, ausdifferenzierte Schwann-Zellen (Pfeile) und die
clusterartig an diese angelagerten OT-Zellen (Pfeilspitzen). Eine Schidigung von Schwann-Zellen oder OT-
Zellen durch zytotoxische Interaktionen ist nicht erkennbar.

Zunichst sollen die Ergebnisse der Kokulturexperimente mit den OTI-Zellen dargestellt
werden. AnschlieBend folgen die entsprechenden Resultate fiir die OTII-Zellen. Im Text
aufgefiihrte Werte entsprechen nicht den Zahlen in den Quadranten der Abbildungen (Abb. 10
und 12). Dies kommt dadurch zustande, dass die Prozentzahlen in den Quadranten sich auf
die Gesamtheit aller Zellen aus dem Gate der vitalen Lymphozyten beziehen, also auch CD8-
bzw. CD4-negative Zellen mit einschlieBen. Die Werte im Text beruhen dagegen auf der
Analyse ausschlieBlich CD4" bzw. CD8" Zellen, welche nach entsprechendem CD4 - bzw.
CD8"-Gating hinsichtlich ihrer CFSE-Fluoreszenz untersucht wurden. Sie geben damit die
antigenspezifische Proliferation dieser Zellen als prozentualen Anteil aller analysierten CD4"
bzw. CDS8" T-Zellen genau wieder. Einige dieser Werte sind in den Analysen des zeitlichen
Verlaufs der T-Zell-Reaktion wiederzufinden (Abb. 11 und 13). Zudem stellt Abb. 14 die
Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen in einer Gesamtauswertung vergleichend dar und

orientiert sich dabei an diesen tatsidchlich relevanten Werten.
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2.2.1 Stimulation von CD8" T-Zellen durch Schwann-Zellen via MHC-I-Prisentation

Zur Untersuchung der Stimulation von CD8" T-Zellen wurden OTI-Zellen und Schwann-
Zellen fiir 72 Stunden kokultiviert und die OTI-Zellen anschlieBend zur
durchflusszytometrischen Analyse entnommen. Durch doppeltes Gating einerseits aller
vitalen, PI-negativen Zellen sowie andererseits speziell der Lymphozytenpopulation wurden
avitale sowie nicht lymphatische Zellen weitestgehend von der Analyse ausgeschlossen. Abb.
10 stellt die analysierten OTI-Zellen aus dem Gate der vitalen Lymphozyten in CFSE-vs.-
CDS8-Plots dar. Die Abnahme der CFSE-Fluoreszenz als Ausdruck der Zellproliferation ist an
der Verschiebung der Punktewolken in den jeweils rechten Quadranten entlang der Y-Achse
zu erkennen.

Bei Fehlen von Antigen kam es zu keiner nennenswerten Proliferation der OTI-Zellen nach
72 Stunden (Abb. 10, obere Reihe), wihrend sich nach Zugabe von 10 uM Ova,s7.64 bereits
ohne Stimulation mit [FN-y eine Proliferation von ca. 65% der Zellen zeigte, welche unter
IFN-y-Wirkung auf ca. 80% zunahm (Abb. 10, zweite Reihe). Wurde Ovalbumin als ganzes
Protein exogen zugefiihrt, proliferierten die OTI-Zellen erst nach zusitzlicher vorheriger IFN-
y-Stimulation der Schwann-Zellen (Abb. 10, dritte Reihe), wobei hohere IFN-y-
Konzentrationen auch zu einem erhohten Anteil proliferierter Zellen fiihrten (44% bei
Prastimulation mit 1 U/ml IFN-y, 55% bei 10 U/ml IFN-y). Ovalbumin exprimierende
Schwann-Zellen waren dagegen auch ohne Pristimulation in der Lage, eine Proliferation von
etwa 35% der OTI-Zellen zu induzieren, auch hier konnte unter steigender IFN-y-
Konzentration eine Zunahme des Anteils der proliferierten Zellen auf iiber 45 % verzeichnet
werden (Abb. 10, unterste Reihe). Desweiteren deutet die Rechtsverschiebung des APC-
Signals proliferierter Zellen darauthin, dass die CDS8-Expression proliferierender Zellen
gegeniiber derer ruhender Zellen zunimmt (Abb. 10, untere drei Reihen).

In weiteren Analysen konnte auch der zeitliche Verlauf der CD8"-Zell-Reaktion dargestellt
werden (Abb. 11). Dabei wurden durch vorheriges CD8'-Gating nur CD8" Zellen in die
Analyse mit einbezogen. Die T-Zell-Proliferation ist an den Prozentzahlen in den CFSE-
Histogrammen abzulesen. Kokulturen mit Ovass7.064 zeigten bereits nach 48 Stunden eine
Proliferation der OTI-Zellen von ca. 40%, welche nach 72 Stunden Werte von iiber 80%
erreichte (Abb. 11, zweite Reihe). Bei Stimulation mit exogenem Ovalbumin-Protein war eine
deutliche OTI-Zell-Proliferation erst nach 72 Stunden sichtbar, ebenso in der Kokultur mit
Ovalbumin exprimierenden Schwann-Zellen. In beiden Féllen konnte ein Anteil von ca. 50%

proliferierter Zellen beobachtet werden (Abb. 11, rechte Spalte unten).
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Abb. 10: Schwann-Zell-induzierte Proliferation von CD8" OTI-Zellen

CFSE-gefarbte OTI-Zellen wurden nach 72-stiindiger Kokultur mit Schwann-Zellen unter verschiedenen
prastimulatorischen Bedingungen mit einem APC-konjugierten a-CD8-Antikorper (Klon 53-6.7) gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Die Alteration der CFSE-Fluoreszenzsignale in den jeweils rechten
Quadranten der einzelnen Quadrate ist ein MaB fiir die T-Zell-Proliferation. Obere Reihe: In Abwesenheit von
Antigen kann keine Proliferation der OTI-Zellen beobachtet werden. Zweite Reihe: In Kokulturen mit Ova,s7.64
zeigte sich eine deutliche Proliferation unter unstimulierten Bedingungen und noch ausgeprigter nach vorheriger
IFN-y-Stimulation der Schwann-Zellen. Dritte Reihe: Bei Zugabe von Ovalbumin als exogenem Protein war nur
eine Stimulation der OTI-Zellen durch zuvor stimulierte Schwann-Zellen zu beobachten. Unterste Reihe: Durch
Schwann-Zellen endogen synthetisiertes Ovalbumin fiihrte zwar auch ohne, jedoch deutlicher nach vorheriger
IFN-y-Stimulation zur Proliferation der OTI-Zellen. (SC = Schwann-Zellen, IFN-y = rekombinantes murines
Interferon-gamma, Ovays7oe4 = Ovalbumin-Peptid der Aminosduren 257-264 , OVAggen = e€xogenes
vollstindiges Ovalbumin-Protein, OV A,doeen = €ndogen synthetisiertes vollstindiges Ovalbumin-Protein, CFSE
= Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester, APC = Allophycocyanin, FITC = Fluorescein-Isothiocyanat).
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Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der OTI-Zell-Proliferation nach Kokultivierung mit Schwann-Zellen

OTI-Zellen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten der Kokultur entnommen, mit einem APC-konjugierten a-
CDS8-Antikérper (Klon 53-6.7) gefiarbt und nach CDS8'-Gating hinsichtlich ihrer CFSE-Fluoreszenz
durchflusszytometrisch analysiert. In einer Zeile ist jeweils die beobachtete Zellproliferation zu den
verschiedenen Analysezeitpunkten als CFSE-Histogramm abgebildet. Die Schwann-Zellen wurden zuvor alle
mit 100 U/ml IFN-y préastimuliert. Obere Reihe: Kokulturen ohne Antigen fiihrten zu keiner Proliferation. Zweite
Reihe: Bei Zugabe von Ova,syae zeigte sich eine méBige Proliferation OTI-Zellen nach 48 Stunden (mittleres
Bild) und eine ausgeprigte Proliferation nach 72 Stunden (rechtes Bild). Dritte Reihe: Zugabe von exogenem
Ovalbumin-Protein fiihrte nach 72 Stunden zu einer Proliferation von ca. 50% der OTI-Zellen (rechtes Bild).
Unterste Reihe: von Schwann-Zellen endogen synthetisiertes Ovalbumin induzierte ebenfalls eine nach 72
Stunden nachweisbare Proliferation von ca. 50% der OTI-Zellen (rechtes Bild). (SC = Schwann-Zellen, [FN-y =
rekombinantes murines Interferon-gamma, Ova,s;.64 = Ovalbumin-Peptid der Aminoséuren 257-264, OV A xogen
= exogenes vollstindiges Ovalbumin-Protein, OV A ngogen = endogen synthetisiertes vollstindiges Ovalbumin-
Protein, CFSE = Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester, APC = Allophycocyanin, FITC = Fluorescein-
Isothiocyanat).
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2.2.2 Stimulation von CD4" T-Zellen durch Schwann-Zellen via MHC-II-Prisentation

Vor dem Hintergrund des oben dargestellten Nachweises von mengenméBig relevanter MHC-
II-Expression auf Schwann-Zellen (siehe 1.3) interessierte nun vor allem die Frage, ob diese
MHC-II-Molekiille auch mit Antigen beladen werden und eine Aktivierung
antigenspezifischer CD4" T-Zellen hervorrufen konnen. Die CD4'-Zell-Antwort wurde
analog zu den Experimenten mit den OTI-Zellen durch Kokultivierung von Schwann-Zellen
mit OTII-Zellen analysiert. Der Begriff OTII-Zellen wird hier fiir aufgereinigte CD4" T-
Zellen verwendet. Die Kokultivierung der Schwann-Zellen mit speziell aufgereinigten CD4"
T-Zellen wurde deshalb durchgefiihrt, da so ein mdglicher Einfluss im Pool der Milzzellen
enthaltener professioneller APC auf die Proliferation der OTII-Zellen ausgeschlossen werden
konnte. Vorexperimente hatten eine Verzogerung der OTII-Zell-Reaktion um bis zu 24
Stunden verglichen mit den OTI-Zellen gezeigt, daher erfolgte hier die Kultivierung fiir 96
Stunden. Da die Prisentation exogenen Antigens auf MHC-II-Molekiilen eigentlich eine
spezielle Funktion von professionellen APC darstellt, wurde diese Féhigkeit der Schwann-
Zellen im direkten Vergleich mit der Antigenprisentation durch BMDC — als Vertreter der
professionellen APC — untersucht.

Nach 96-stiindiger Kokultivierung ohne Antigen blieb auch bei den OTII-Zellen selbst in
Gegenwart [FN-y-stimulierter Schwann-Zellen eine erkennbare Proliferation aus (Abb. 12,
obere Reihe). Dagegen konnten unstimulierte Schwann-Zellen in Anwesenheit von Ovasys.339
bereits ohne IFN-y mehr als 80% der OTII-Zellen zur Proliferation anregen, unter IFN-y-
Stimulation stieg dieser Anteil auf iiber 90% an (Abb. 12, zweite Reihe). Sowohl Zugabe von
exogenem Ovalbumin-Protein (Abb. 12, dritte Reihe) als auch durch transfizierte Schwann-
Zellen endogen synthetisiertes Ovalbumin (Abb. 12, unterste Reihe) fithrten sogar unter

hohen Konzentrationen von IFN-y zu keiner nachweisbaren Proliferation der OTII-Zellen.
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Abb. 12: Schwann-Zell-induzierte Proliferation von CD4" OTII-Zellen

Die Kultivierung und Analyse erfolgte entsprechend den Experimenten mit den OTI-Zellen. Im Gegensatz dazu
wurden hier durch MACS aufgereinigte CD4" T-Zellen, nachfolgend OTII-Zellen genannt, mit Schwann-Zellen
kokultiviert. Wegen der verzdgerten Antwort der OTII-Zellen wurden diese erst nach 96 Stunden zur FACS-
Analyse entnommen. Obere Reihe: In Abwesenheit von Antigen zeigte sich keine Proliferation der OTII-Zellen.
Zweite Reihe: Nach Zugabe von Ovasyazg konnte eine starke Proliferation bereits unter unstimulierten
Bedingungen, jedoch noch ausgepriagter nach vorheriger IFN-y-Stimulation der Schwann-Zellen beobachtet
werden. Dritte und vierte Reihe: Sowohl nach Zugabe von Ovalbumin als exogenem Protein als auch in
Anwesenheit Ovalbumin exprimierender Schwann-Zellen kam es auch unter IFN-y-Stimulation der Schwann-
Zellen zu keiner erkennbaren OTII-Zell-Proliferation. (SC = Schwann-Zellen, IFN-y = rekombinantes murines
Interferon-gamma, Ovasysaze = Ovalbumin-Peptid der Aminosduren 323-339, OVAgen = e€Xogenes
vollstindiges Ovalbumin-Protein, OV A n4oeen = €ndogen synthetisiertes vollstédndiges Ovalbumin-Protein, CFSE
= Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester, APC = Allophycocyanin, FITC = Fluorescein-Isothiocyanat).

Betrachtet man die Analyse des zeitlichen Ablaufes der CD4 -Zell-Antwort, zeigt sich, dass
eine Proliferation der OTII-Zellen bei Vorhandensein von Ovasss3zo nach 72 Stunden
erstmalig nachweisbar war (knapp 22%) und nach 96 Stunden nahezu ihr Maximum (iiber

90%) erreichte (Abb. 13, zweite Reihe).
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf Schwann-Zell-induzierter und BMDC-induzierter OTII-Zell-Proliferation

Aufgereinigte CD4" T-Zellen, nachfolgend OTII-Zellen genannt, wurden fiir unterschiedlich lange Dauer mit
Schwann-Zellen (erste vier Spalten) und BMDC (rechte Spalte) kokultiviert und die Zellproliferation der OTII-
Zellen nach a-CD4-Firbung (Klon RM4-5) und CD4"-Gating durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung
gibt die Zellproliferation analog zu den Ergebnissen fiir die OTI-Zellen jeweils als CFSE-Histogramm wieder.
Die Schwann-Zellen wurden zuvor alle mit 100 U/ml IFN-y préastimuliert. Obere Reihe: Ohne Antigen zeigte
sich weder eine Schwann-Zell- noch eine BMDC-induzierte Proliferation. Zweite Reihe: In Anwesenheit von
Ovasysa39 zeigten die OTII-Zellen nach Kokultivierung mit Schwann-Zellen eine marginale Proliferation nach 72
Stunden (drittes Bild von links) und eine ausgeprigte Proliferation nach 96 Stunden (viertes Bild von links).
Kokultivierung mit BMDC fiihrte bereits nach 72 Stunden zu einer deutlichen OTII-Zell-Proliferation (rechtes
Bild). Dritte Reihe: Zugabe von exogenem Ovalbumin-Protein fithrte nach 72 Stunden zu einer starken OTII-
Zell-Proliferation in der Kokultur mit BMDC, wihrend Kokulturen mit Schwann-Zellen auch nach 96 Stunden
keine erkennbare Proliferation zeigten. Unterste Reihe: Auch die Anwesenheit Ovalbumin exprimierender
Schwann-Zellen l6ste keine Proliferation aus. (SC = Schwann-Zellen, BMDC = bone marrow-derived dendritic
cells (engl.), IFN-y = rekombinantes murines Interferon-gamma, Ovasys39 = Ovalbumin-Peptid der
Aminosduren 323-339, OVAogen = exogenes vollstindiges Ovalbumin-Protein, OVAggogen = endogen
synthetisiertes vollstindiges Ovalbumin-Protein, CFSE = Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester, APC =
Allophycocyanin, FITC = Fluorescein-Isothiocyanat).

In analog durchgefiihrten Kokulturexperimenten mit BMDC und OTII-Zellen konnte
ebenfalls ohne Antigen keine Proliferation der OTII-Zellen gemessen werden. Jedoch fiihrte
der Zusatz von Ovajzys.339 bereits nach 72 Stunden zu einem Anteil proliferierter Zellen von

70%, unter Inkubation mit Ovalbumin als exogenem Protein konnten Werte von 93% nach 72
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Stunden nachgewiesen werden (Abb. 13, rechte Spalte). Schwann-Zellen konnten dagegen
unter Zugabe von exogenem Ovalbumin-Protein keine Proliferation der OTII-Zellen ausldsen,
auch wenn die 96-Stunden-Werte im direkten Vergleich zu antigenfreien Kokulturen eine
gewisse Zellproliferation suggerieren (20,8% vs. 14,8%, Abb. 13, vierte Spalte, erstes und
drittes Bild). Dennoch ist eine regelrechte Abnahme des FITC-Fluoreszenzsignals als
Ausdruck der CFSE-Verdiinnung infolge von Zellteilung nicht zu verzeichnen — im
Gegensatz zu der ausgeprigten BMDC-induzierten Zellproliferation. Kokultivierung mit
Ovalbumin exprimierenden Schwann-Zellen fiihrte ebenfalls zu keiner Proliferation der OTII-
Zellen (Abb. 13, unterste Reihe). AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass die T-Zell-
Proliferation nach Kokultivierung der OTII-Zellen mit den BMDC nicht nur ca. 24 Stunden
frither erfolgte, sondern auch deutlich ausgeprégter als nach Kokultivierung mit Schwann-

Zellen.
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Abb. 14: Schwann-Zell-induzierte CD8'-und CD4"-Zell-Proliferation im Vergleich

Das Diagramm zeigt die Proliferation CD8" und CD4" T-Zellen unter jeweils gleichen Kulturbedingungen. 4
Balkenpaare kennzeichnen jeweils von links nach rechts die Proliferation beider Zelltypen nach Kokultivierung
mit unstimulierten, sowie mit 1, 10 und 100 U/ml IFN-y préastimulierten Schwann-Zellen und in Anwesenheit
des untenstehenden Antigens. Eine Stimulation der CD4" T-Zellen durch Schwann-Zellen erfolgte nur in
Anwesenheit von Ovas; iz, wihrend CD8™ T-Zellen zusitzlich durch exogenes sowie endogenes Ovalbumin-
Protein stimuliert wurden. (IFN-y = rekombinantes murines Interferon-gamma, Peptid = Ovalbumin-Peptid der
Aminosduren 257-264 (CD8" T-Zellen) bzw. 323-339 (CD4" T-Zellen), OVAeyogen = €xogenes vollstindiges
Ovalbumin-Protein, OV A.pgoeen = €ndogen synthetisiertes vollstandiges Ovalbumin-Protein).
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Betrachtet man die Gesamtauswertung (Abb. 14), wird noch einmal deutlich, dass CD4" T-
Zellen in relevantem MalB nur durch das MHC-II-restringierte Peptid Ovaszs.zz9 stimuliert
wurden, wobei auch eine leichte Abhingigkeit von der IFN-y-Konzentration erkennbar ist. In
der Analyse der CD8" T-Zellen zeigt sich — abgesehen von antigenfreien Kulturen — ein
deutlicher Unterschied im Ausmall der Zellproliferation unter Kokultivierung mit
unstimulierten Schwann-Zellen gegeniiber Prastimulation mit IFN-y. Dariiber hinaus ist
allerdings eine relevante Abhdngigkeit der T-Zell-Proliferation von der IFN-y-Konzentration

nur bei Stimulation der CD8" Zellen mit exogenem Ovalbumin-Protein zu beobachten.
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|AY Diskussion

1 Kritische Bewertung des Kokulturmodells

Die experimentelle Nachahmung komplexer Vorgidnge wie den zelluldren Interaktionen
zwischen Schwann-Zellen und T-Lymphozyten im entziindlichen Milieu einer
inflammatorischen Neuropathie stellt hohe Anspriiche an ein entsprechendes in-vitro-Modell.
Trotz Beriicksichtigung aller Fehlerquellen eines solchen Modells lassen sich einige
Schwachstellen in der Durchfiihrung dieser Experimente nicht génzlich beseitigen. Diese
Faktoren sollen im Folgenden einer kritischen Bewertung unterzogen werden. Vor diesem

Hintergrund miissen auch die beobachteten Effekte stets kritisch beurteilt werden.

1.1 Konditionell immortalisierte Schwann-Zellen als in-vitro-Modell

myelinkompetenter Schwann-Zellen

Murine Schwann-Zellen stabil und langfristig zu kultivieren, ist seit jeher eine grofle
Herausforderung. Speziell die Uberwucherung der Kulturen mit nach der Isolierung der
Schwann-Zellen aus dem Nervengewebe verbliebenen Fibroblasten wurde mehrfach
beschrieben (Jin et al. 2008; Wei et al. 2009). Zudem stellt insbesondere die Ziichtung stabil
transfizierter Schwann-Zellen erfahrungsgemil ein grof3es Problem dar.

Durch die Entwicklung konditionell immortalisierter Schwann-Zellen, welche zur
temperaturabhédngigen Verdnderung ihres Differenzierungszustandes fahig sind, konnten
einige der grundlegenden Schwierigkeiten bei der Kultur muriner Schwann-Zellen umgangen
werden. Das bei 33°C und Zugabe von IFN-y nahezu ungehemmte Wachstum der
konditionell immortalisierten Zellen ermoglicht eine problemlose Expansion ohne
Fibroblastenproliferation. Auch die Transfektion der Zellen und die Selektion transfizierter
Zellen konnen unter diesen Kulturbedingungen ohne Schwierigkeiten erfolgen.

Dagegen wird durch eine Umgebungstemperatur von 37°C die Differenzierung der Zellen
gefordert, so dass sie ihre typischen Charakteristika wieder voll ausbilden und insbesondere
ihre speziellste Eigenschaft, ndmlich die Fiahigkeit zur Myelinbildung, wiedererlangen
(Saavedra et al. 2008). Mit der auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Expression
typischer Schwann-Zell-Marker besitzen die fiir die Kokulturexperimente verwendeten Zellen

eindeutige Merkmale der Schwann-Zell-Differenzierung. Durch diesen Umstand kommt das
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hier angewandte in-vitro-Modell der Interaktion zwischen Schwann-Zellen und T-
Lymphozyten den Verhéltnissen in vivo ndher als Experimente mit nicht priméren Zelllinien

(Bonetti et al. 2003). Diese Tatsache unterstreicht die funktionelle Relevanz der Resultate.

1.2 Storfaktoren seitens der Responderzellen

Die Untersuchung der Féhigkeit von Schwann-Zellen zur Antigenprésentation kann nur valide
Ergebnisse liefern, wenn ein mdglicher, storender Einfluss potenzieller, im Pool der
Responderzellen enthaltener APC beriicksichtigt wird. Gerade bei der Verwendung von
Milzzellen als Responderzellen kommt diesem Umstand Bedeutung zu. Die Milz ist ein
lymphatisches Organ und enthdlt neben Lymphozyten auch andere weille Blutzellen in
relevanter Menge, unter denen sich auch Zellen befinden, welche zur professionellen
Antigenprasentation fahig sind. Von diesem Problem sind insbesondere die OTII-Zellen
betroffen, die fiir eine Aktivierung auf die Interaktion ithres TCR mit MHC-II-Molekiilen
angewiesen sind, welche unter normalen Umstdnden nur von professionellen APC gebildet
werden. Um einen unerwiinschten Effekt potenzieller APC vorwegzunehmen, wurden fiir die
Experimente mit den OTII-Zellen aufgereinigte CD4" T-Zellen verwendet. Ein relevanter

verfalschender Einfluss von Milz-APC auf die erhobenen Daten ist daher unwahrscheinlich.

Ein weiterer limitierender Faktor in der Ausfithrung der Kokulturexperimente war die
Separation der OT-Zellen nach mehrtigiger Kokultivierung mit Schwann-Zellen. Wéhrend
der Kokultur kam es zu ausgeprigten Interaktionen zwischen beiden Zellarten und damit auch
zu einer etwas festeren Adhédsion der OT-Zellen an die Schwann-Zellen. Zudem fiihrte die
mindestens 5-tdgige Kultivierung der adhdrent und dabei sehr raumfordernd wachsenden
Schwann-Zellen in den rdumlich beengten Verhédltnissen der 48-Well-Kulturplatten
unvermeidlich zur Ablosung eines gewissen Anteils der Zellen. Daher lieB3 sich eine simultane
Entnahme von Schwann-Zellen bei der Isolierung der OT-Zellen nicht vollig verhindern. Die
trotz vorsichtigen und sorgfiltigen Aberntens der Kulturwells moglicherweise gleichzeitig
entnommenen Schwann-Zellen wurden jedoch spitestens durch die Farbung der OT-Zellen
mit oa-CD4- bzw. o-CD8-Antikérpern und anschlieBendes Gating bei der
durchflusszytometrischen Untersuchung von der Analyse ausgeschlossen, so dass ein

verfilschender Einfluss diesbeziiglich unwahrscheinlich ist.
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1.3  Potenzielle zytotoxische Interaktionen zwischen Schwann-Zellen und OT-Zellen

Bei einer Kokultivierung von CD8" T-Zellen mit Schwann-Zellen muss an potenzielle
zytotoxische Interaktionen zwischen beiden Zelltypen gedacht werden. Dabei ist nicht nur die
Destruktion von Schwann-Zellen durch T-Zellen zu bedenken (Spierings et al. 2001), sondern
auch eine mogliche Schwann-Zell-induzierte T-Zell-Lyse. Letzterer Effekt konnte bereits an
benignen Schwannomzellen beobachtet werden, welche in nicht antigenspezifischen
Lymphozyten Apoptose induzieren konnten (Bonetti et al. 2003). Diese Hinweise lassen die
Annahme zu, dass Schwann-Zellen auch eine Rolle in der Terminierung von
Immunreaktionen spielen konnen (Meyer zu Horste et al. 2008). Interessant ist auch die
Beobachtung, dass humane Schwann-Zellen nach Prédsentation mykobakterieller Antigene von
CD4" T-Zellen lysiert werden konnen (Spierings et al. 2001). Eine dhnliche zytotoxische
Wirkung von CD4" Zelllinien mit einem fiir das P2-Protein in Myelinscheiden spezifischen
TCR auf Ratten-Schwann-Zellen konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Argall et al. 1992).
Dies konnte darauf beruhen, dass auch einige aktivierte (CD4") Tyl-Zellen auf ihrer
Oberfliche den Fas-Liganden exprimieren und somit zur Ubermittlung von Apoptosesignalen
an Zielzellen fahig sind, welche auf ihrer Oberfliche den Fas-Rezeptor tragen.

Um derartige Interaktionen zwischen Schwann-Zellen und Lymphozyten in den dieser Arbeit
zugrundeliegenden Experimenten zu beriicksichtigen, wurde zunichst die Vitalitat sémtlicher
Responderzellen nach Entnahme aus der Kokultur vor weiterer Analyse durch eine
Avitalfarbung mit PI iiberpriift. Bei unverdnderter Vitalitdt proliferierender Zellen in der
Untersuchungsserie konnte ein zytotoxischer Einfluss nicht beobachtet werden und ist somit
unwahrscheinlich. Dies ist moglicherweise auf die antigenspezifische Interaktion
zuriickzufiihren.

Eine T-Zell-induzierte Schidigung der Schwann-Zellen kann allerdings nicht génzlich
ausgeschlossen werden. Letztere 16sten sich, wie oben bereits dargestellt, nach ldngerer
Kultivierung in den 48-Well-Kulturplatten zu einem gewissen Anteil ab, jedoch ist nicht mit
Sicherheit zu sagen, ob auch eine T-Zell-vermittelte Destruktion der Schwann-Zellen
mitverantwortlich fiir diese Beobachtung ist. Dennoch argumentieren die Ergebnisse der
Kokulturexperimente in gewisser Hinsicht dagegen. Das unterschiedliche Ausmal
spezifischer T-Zell-Proliferation unter den verschiedenen Kulturbedingungen, d. h. An- bzw.
Abwesenheit von Antigen sowie Dauer und Intensitit der Prastimulation, ist als Zeichen fiir
die funktionelle Aktivitit der Schwann-Zellen in diesem Kokultursystem zu deuten. Zudem

konnte nach alleiniger OT-Zell-Kultivierung keine Proliferation beobachtet werden (Daten
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nicht gezeigt). Ein ausgeprigter zytotoxischer Effekt der OT-Zellen auf die Schwann-Zellen

ist unter diesen Gesichtspunkten daher eher nicht anzunehmen.

1.4  Einsatz von IFN-y

Ein diskussionswiirdiger Punkt in der Durchfiihrung der Experimente dieser Arbeit ist auch
der Einsatz des proinflammatorischen Zytokins IFN-y zur Stimulation von Schwann-Zellen,
welche ein temperatursensitives Onkogen unter der Kontrolle eines IFN-y-responsiven
Promotors exprimieren. Eventuell stérende Einfliisse der IFN-y-Wirkung auf die Schwann-
Zellen durch vermehrte Onkogenexpression unmittelbar vor der Kokultivierung mit den OT-
Zellen konnen daher nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Um unerwiinschte Effekte
diesbeziiglich zu minimieren, wurden die konditionell immortalisierten Schwann-Zellen vor
der Kokultivierung mit OT-Zellen mindestens zwei Wochen bei den fiir die
Ausdifferenzierung notigen 37°C gehalten. Jegliches durch die IFN-y-Wirkung dennoch
exprimierte Onkogen sollte nach dieser ausreichend langen Kultivierung bei 37°C zumindest
funktionell inaktiv sein. In den Ergebnissen der Experimente ist zwar eine gewisse
Abhingigkeit der T-Zell-Proliferation von der IFN-y-Konzentration zu erkennen, jedoch
konnten auch in Abwesenheit von IFN-y Effekte beobachtet werden. Ein deutlicher storender
Einfluss durch IFN-y-induzierte Aktivierung des Onkogenpromotors ist damit

unwahrscheinlich.

2 Schwann-Zellen als konditionelle APC

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Schwann-Zellen als stimulierender
Interaktionspartner fiir sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen fungieren kénnen. Neben den
professionellen APC konnen sie somit als konditionelle APC eine Rolle spielen.
Voraussetzung dafiir ist — zumindest in vivo — im Normalfall die Fahigkeit zur
Antigenprozessierung und intrazelluliren MHC-Beladung sowie der anschlieBenden
Prasentation der MHC-Antigen-Komplexe an der Zelloberfliche. Zudem miissen
kostimulatorische Molekiile fiir eine vollstindige T-Zell-Aktivierung auf der Oberflache der
Schwann-Zellen vorhanden sein. Sowohl CD4" als auch CDS8" T-Lymphozyten konnten in
GBS-assoziierten entzlindlichen Infiltraten nachgewiesen werden (Pollard et al. 1987;

Cornblath et al. 1990; Schmidt et al. 1996) und scheinen damit in den Entziindungsprozess
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dieser Erkrankung entscheidend involviert zu sein. Dabei scheint ihre Bedeutung jedoch nicht
gleichwertig zu sein. In Anlehnung an friihere Untersuchungen legen die Resultate dieser
Arbeit nahe, dass CD8" T-Zellen — und damit verbunden auch die MHC-I-Prisentation — eine

besondere Rolle spielen.

2.1 Schwann-Zellen exprimieren funktionell relevante MHC-Molekiile und

stimulieren antigenspezifische T-Zellen

Die MHC-Expression durch Schwann-Zellen wurde in frilheren Untersuchungen bereits
vielfach durch Experimente mit Ratten-Schwann-Zellen beschrieben (Samuel et al. 1987;
Ansselin und Pollard 1990; Armati et al. 1990; Argall et al. 1991; Lilje und Armati 1997).
Daneben existiert auch eine Vielzahl von Ergebnissen, welche belegen, dass die bei Ratten-
Schwann-Zellen beobachtete MHC-Expression zudem einer Regulation durch verschiedene
Faktoren wie etwa proinflammatorisch wirkende Zytokine unterliegt (Samuel et al. 1987;
Kingston et al. 1989; Ansselin und Pollard 1990; Tsai et al. 1991; Bergsteinsdottir et al. 1992;
Lisak und Bealmear 1992; Gold et al. 1995; Tsuyuki et al. 1998). Auch im ZNS wurde eine
regulierte MHC-Expression durch Astrozyten beobachtet, wobei an der Regulation eine
direkte Interaktion der Astrozyten mit ZNS-Neuronen mallgeblich beteiligt zu sein scheint
(Tontsch und Rott 1993; Tontsch und Rott 1993).

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse sind bis dahin also mit bereits
gewonnenen Erkenntnissen in Einklang zu bringen. Desweiteren wurde an
Kokulturexperimenten demonstriert, dass Schwann-Zellen fihig sind, exogene antigene
Komponenten von Mykobakterien (Kingston et al. 1989; Ford et al. 1993; Spierings et al.
2001) sowie Myelin (Wekerle et al. 1986; Argall et al. 1992) aufzunehmen und T-Zellen zu
prasentieren. In der vorliegenden Arbeit wurden speziell primire Zellen verwendet und die
Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen differenziert untersucht und somit vorangegangene
Arbeiten erweitert. Zudem konnte in vorherigen Untersuchungen auch die Existenz
kostimulatorischer Molekiile wie B7.1 (CD80), BB-1 (Murata und Dalakas 2000; Spierings et
al. 2001; Pollard 2002) und CD56 (Van Rhijn et al. 2000) auf Schwann-Zellen nachgewiesen
werden. Demnach sind die notwendigen Komponenten fiir eine erfolgreiche T-Zell-
Stimulation als solche auf der Oberfliche der Schwann-Zellen vorhanden. Dass sie auch
funktionell aktiv werden kdnnen, wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich.

Die Analyse der T-Zell-Stimulation durch Schwann-Zellen ergab, dass eine Aktivierung

CDS8" T-Zellen durch Prisentation sowohl von endogen synthetisiertem Protein als auch von
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exogen zugefiihrtem, MHC-I-restringiertem Peptid erfolgte, ohne dass eine Prastimulation der
Schwann-Zellen mit dem proinflammatorischen Zytokin IFN-y notwendig war. Jedoch konnte
das Ausmall der Antigenprisentation und damit der T-Zell-Proliferation durch IFN-y-
Einwirkung nochmals gesteigert werden. Diese Beobachtung wird gestiitzt durch die
Ergebnisse der MHC-I-Expressionsanalyse, welche eine basale Menge an MHC-I-Molekiilen
auf der Schwann-Zell-Oberfliche und deren erhohte Dichte nach IFN-y-Stimulation zeigte.
Anders verhélt es sich mit der intrazelluliren Prozessierung exogenen Proteins fiir die
Priasentation auf MHC-I-Molekiilen, welche erst durch zusitzliche Prastimulation der
Schwann-Zellen mit [FN-y induziert wurde. Diese Beobachtung ist moglicherweise auf die
Induktion sogenannter Kreuzprisentation an dieser Stelle zuriickzufiihren.

CD4" antigenspezifische T-Zellen wurden in hohem Mafe durch Prisentation von MHC-II-
restringiertem Peptid aktiviert, wihrend die alleinige Zugabe von Ovalbumin als exogenem
Protein auch unter Pristimulation mit IFN-y nicht zur Zellproliferation fiihrte. Dieser
Umstand erscheint auf den ersten Blick irrefilhrend, da man eine Aktivierung der CD4" T-
Zellen in Anwesenheit potenzieller APC sowie dem spezifischen Antigen erst recht erwarten
wiirde. Die Ursache dieser fehlenden Zellproliferation kann nicht vollends geklért werden,
beruht aber moglicherweise auf einer fehlenden Aufnahme oder Prozessierung von Antigen in
den Schwann-Zellen. In anderen Experimenten konnte demonstriert werden, dass humane und
Ratten-Schwann-Zellen in der Lage sind, exogenes Antigen — aus Mycobacterium leprae oder
auch anderer Herkunft — aufzunehmen und zu prozessieren (Spierings et al. 2001; Meyer zu
Horste et al. 2009). Vor diesem Hintergrund betrachtet ist es eher unwahrscheinlich, dass die
fehlende T-Zell-Aktivierung auf unzureichende Antigenautnahme oder -prozessierung durch
die murinen Schwann-Zellen zuriickzufiihren ist. Eher sind andere Prozesse anzunehmen,
welche in dem angewandten Kultursystem moglicherweise nicht effektiv ablaufen, wie etwa
eine unzureichende Beladung der MHC-II-Molekiile mit Antigen. Jedoch fehlt jeglicher
Beweis fiir solche Spekulationen. Nichtsdestotrotz zeigt die durch Présentation des MHC-II-
restringierten Peptids induzierte T-Zell-Aktivierung, dass die MHC-II-Expression auf der

Oberfliache der Schwann-Zellen tatsdchlich funktionell relevant ist.

2.2 Kreuzprisentation durch Schwann-Zellen ist an der Stimulation spezifischer T-

Zellen beteiligt

Da die Antigenprozessierung und -présentation ein komplexer, mehrdimensionaler Prozess

ist, sollen in dieser Arbeit nicht nur die Antigenpridsentation an sich, sondern auch daran



Diskussion 79

beteiligte Mechanismen genauer analysiert werden. Durch vergleichende Einsicht in die
beiden Pfade der Antigenprozessierung sowie ihrer Uberschneidungen konnen bereits
gewonnene Erkenntnisse vor allem dahingehend erweitert werden, inwieweit einzelne dieser
komplexen Abldufe im Krankheitsprozess entziindlicher Erkrankungen des PNS funktionell
relevant sind bzw. werden konnen. Ein wesentlicher Punkt ist dabei die Untersuchung, in
welchem Ausmall sogenannte Kreuzpridsentation an der Stimulation antigenspezifischer T-
Zellen beteiligt ist.

Kreuzprisentation als ein Phdnomen, welches im Rahmen der Antigenprozessierung und
MHC-Beladung auftreten kann, wurde bereits mehrfach beschrieben (Weiss und Bogen 1991
Malnati et al. 1992; Pfeifer et al. 1993; Dani et al. 2004). Als ein funktionell bedeutender
Vorgang wird vor allem die Kreuzpriasentation durch DC angesehen, welche wesentlich fiir
die Induktion einer CD8"-Zell-Antwort gegeniiber intrazelluliren Erregern ist, die nicht direkt
APC infizieren (Sigal et al. 1999). DC nehmen durch Makropinozytose urspriinglich
extrazelluldres Antigen aus apoptotischen infizierten, Tumor-, Transplantat- oder auch
eigenen Gewebezellen auf, welches nachfolgend ins Zytosol transferiert und nach
proteasomaler Prozessierung auf MHC-I-Molekiilen présentiert werden kann (Norbury et al.
1997). Dabei fiihrt eine CDA40-Stimulation, z. B. durch den CD40-Liganden auf einer
aktivierten CD4" T-Zelle, offenbar zu einer Aktivierung dieser MHC-I-Kreuzprisentation
(Bennett et al. 1998; Delamarre et al. 2003). Uber diesen Mechanismus kénnen DC effektiv
naive, zytotoxische CD8" T-Zellen aktivieren und sind damit an der Entstehung von Tumor-
und Erregerresistenz sowie zytotoxischen AbstoBungsreaktionen gegen Fremdgewebe
beteiligt (Albert et al. 1998). Zudem konnen immature DC durch konstitutive
Kreuzprisentation in der Peripherie die (Kreuz-)Toleranz von CD8" T-Zellen gegeniiber
korpereigenem Gewebe kontrollieren, indem sie potenziell autoreaktive T-Zellen in einen
anergen Zustand versetzen (Luckashenak et al. 2008).

In den Experimenten dieser Abreit konnte festgestellt werden, dass exogenes Antigen durch
Schwann-Zellen nicht nur auf MHC-II-, sondern auch in messbaren Umfang auf MHC-I-
Molekiilen prisentiert werden und somit folglich die Aktivierung CD8" T-Zellen nach sich
ziechen kann. Interessant ist auch, dass die Stimulation CD8" T-Zellen mittels Prozessierung
und Prisentation exogenen Antigens auf MHC-I-Molekiilen durch Schwann-Zellen erst unter
IFN-y-Einfluss zu beobachten ist, wihrend die normale MHC-I-Prisentation auch in
Abwesenheit proinflammatorischer Stimuli in deutlichem MaB} erfolgt. Kreuzprésentation ist
also nicht nur als solche nachweisbar, sondern scheint sich als eine mdgliche pathologische

Funktion der Schwann-Zellen in entziindlich verdnderter Umgebung auszubilden.
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Beziiglich der Kreuzpriasentation auf MHC-II-Molekiilen ist festzuhalten, dass endogen
synthetisiertes Protein den hier erhobenen Ergebnissen nach zu urteilen nicht in funktionell
relevantem MalBe in den MHC-II-gekoppelten Antigenprozessierungspfad eingeschleust wird.
Allerdings muss kritisch hinterfragt werden, ob auch hier, wie bei der fehlenden T-Zell-
Stimulation durch Pridsentation von exogenem Antigen auf MHC-II-Molekiilen, einer
ausbleibenden Zellproliferation unklare Faktoren zugrundeliegen konnen. Diese Annahmen
sind jedoch, wie oben beschrieben, rein spekulativ. Daher ist davon auszugehen, dass eine
MHC-II-Kreuzprisentation an der Aktivierung von CD4" T-Zellen nicht wesentlich beteiligt

ist.

2.3 Relevanz der MHC-II-Prisentation durch Schwann-Zellen

Betrachtet man die Schwann-Zellen als konditionelle APC, interessiert der funktionelle
Vergleich mit professionellen APC. In dieser Arbeit wurde analog zu den Schwann-Zellen die
Antigenprésentation durch BMDC untersucht.

Hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Expression insbesondere von MHC-II-Molekiilen und dem
Nachweis der oben beschriebenen induzierbaren MHC-I-Kreuzprédsentation weisen beide
Zelltypen zunédchst gewisse Gemeinsamkeiten auf. Dennoch lassen sich anhand der
vorliegenden Ergebnisse vor allem beziliglich der MHC-II-Prasentation funktionelle
Unterschiede zwischen den Schwann-Zellen als konditionellen und den BMDC als
professionellen APC feststellen.

Diese Unterschiede manifestieren sich unter anderem in der Geschwindigkeit der
Antigenprozessierung und -prisentation sowie dem Ausmal} der resultierenden T-Zell-
Stimulation. Aus den Ergebnissen der Experimente ldsst sich entnehmen, dass die MHC-II-
gekoppelte Antigenprasentation durch Schwann-Zellen gegeniiber derer durch BMDC in etwa
24 Stunden ldnger bendtigt, um eine — wenn iiberhaupt — vergleichbare T-Zell-Proliferation
auszulosen. Existierende Untersuchungsergebnisse werden zudem um die Erkenntnis ergénzt,
dass die bei den Schwann-Zellen beobachtete MHC-I-Prisentation der Présentation auf MHC-
II-Molekiilen ebenfalls um etwa 24 Stunden vorausgeht. Insbesondere bei Betrachtung einer
speziellen Funktion der professionellen APC, welche in der Aktivierung spezifischer CD4" T-
Zellen durch Prisentation exogenen Antigens auf MHC-II-Molekiilen besteht, werden die
Unterschiede zwischen beiden Zellarten deutlich. Im Falle der BMDC kann unter diesen
Bedingungen eine nahezu maximale T-Zell-Proliferation beobachtet werden, wie es anhand

threr Funktion als professionelle APC zu erwarten ist. Dagegen war eine relevante
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Stimulation von antigenspezifischen T-Zellen durch Schwann-Zellen in Anwesenheit eines
exogenen Proteinantigens auch unter der Wirkung von IFN-y in den Experimenten dieser
Arbeit nicht zu sehen. Die Féahigkeit zur Antigenprisentation auf MHC-II-Molekiilen als eine
moglicherweise konditionelle Eigenschaft der Schwann-Zellen ist, den Erwartungen
entsprechend, demnach — wenn {iiberhaupt — bei weitem nicht so ausgereift wie die
professionelle Antigenprésentation durch DC.

Beziiglich der MHC-II-Préasentation auf Schwann-Zellen ldsst sich zusammenfassend
festhalten, dass CD4" T-Zellen — zumindest in diesem Kokultursystem — nur durch MHC-II-
Molekiile in Kombination mit dem MHC-II-restringierten Oligopeptid Ovas,;_339 stimulierbar
sind. Dabei verwundert es zunichst, dass selbst unstimulierte Schwann-Zellen, auf deren
Oberfldache den Ergebnissen der MHC-II-Expressionsanalyse zufolge MHC-II-Molekiile nicht
in relevanter Menge vorhanden sind, nach Zugabe von Ovasy;339 eine derart ausgeprigte
OTII-Zell-Proliferation induzieren konnten (ca. 80%). Zum einen ist es moglich, dass das
Oligopeptid selbst einen gewissen stimulierenden Einfluss auf die MHC-II-Expression der
Schwann-Zellen besitzt — dhnlich dem LPS, welches als Zellwandbestandteil gramnegativer
Bakterien die MHC-II-Synthese in DC wesentlich steigern kann. Zum anderen unterstreicht
die oben geschilderte Beobachtung die Funktionalitidt selbst dieser wenigen MHC-II-
Molekiile auf unstimulierten Schwann-Zellen. Da fiir die Bindung des Oligopeptids an MHC-
II-Molekiile eine Prozessierung desselben nicht erforderlich ist, ldsst sich hierdurch jedoch
lediglich die Funktionsfahigkeit der MHC-II-Molekiile nachweisen, wéihrend eine Beladung
von MHC-II-Molekiilen mit zuvor prozessiertem exogenen bzw. endogenen Proteinantigen
und anschliefende Prisentation nicht eindeutig zu beobachten ist. Mdglicherweise limitiert
somit die MHC-II-Beladung und nicht die MHC-II-Expression die Féhigkeit nicht
professioneller APC wie Schwann-Zellen zur Antigenprésentation.

Schwann-Zellen weisen also — insbesondere unter dem Einfluss proinflammatorischer Stimuli
— gewisse Merkmale auf, welche auch professionelle APC auszeichnen. Jedoch kann — trotz
funktionellen MHC-II-Molekiilen auf der Oberfliche — eine Stimulation CD4" T-Zellen
mittels Prasentation von unverdautem exogenem Proteinantigen durch Schwann-Zellen nicht
verzeichnet werden.

Unter Berticksichtigung der hier vorliegenden Ergebnisse ldsst sich demnach schlussfolgern,
dass die MHC-II-Présentation auf Schwann-Zellen an sich potenziell funktionsfdhig ist. Thre
klinische Relevanz fiir den Krankheitsprozess entziindlicher Erkrankungen des PNS ist damit
aber nicht eindeutig geklirt. An der Aktivierung antigenspezifischer CD4" T-Zellen im

Rahmen inflammatorischer Neuropathien sind mit Sicherheit professionelle APC beteiligt.
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Vor dem Hintergrund dieser Arbeit ldsst sich eine Involvierung von MHC-II-Priasentation auf

Schwann-Zellen diesbeziiglich jedoch keinesfalls ausschlieen.

2.4 Lokale MHC-I-Priasentation und zellulire Immunabwehr als entscheidender

Faktor bei der Induktion des Nervenschadens beim GBS

Der Umstand, dass in Anwesenheit potenzieller APC und dem spezifischen Proteinantigen
eine relevante Stimulation antigenspezifischer CD4 " T-Zellen ausbleibt, lisst keine eindeutige
Schlussfolgerung zur funktionellen Relevanz der MHC-II-Prisentation von exogenem sowie
endogenem Antigen durch Schwann-Zellen im entziindlichen Geschehen peripherer Nerven
zu. Dagegen fiihrt die MHC-I-gekoppelte Antigenprisentation zu einer ausgepréigten Reaktion
CDS8" T-Zellen. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass bereits durch verschiedene
Untersuchungen immer wieder die Wichtigkeit von CD8" T-Zellen in Tiermodellen von
hereditdren Neuropathien (Ip et al. 2006) und Entziindungen des ZNS (Friese et al. 2008)
betont wurde. Die Initiation einer zytotoxischen zelluldren Immunantwort scheint somit fiir
den Krankheitsprozess im Rahmen von inflammatorischen Neuropathien durchaus bedeutsam
zu sein. Da auch Kreuzprédsentation auf MHC-I-Molekiilen in relevantem Ausmal} an der
Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen beteiligt ist, verbreitert sich das mogliche Angebot
an potenziellem Antigen, welches zur Induktion einer zytotoxischen Reaktion fiihren kann.
Trotz dieser Erkenntnisse ist allerdings davon auszugehen, dass neben der Stimulation
antigenspezifischer T-Zellen durch Schwann-Zellen auch andere Faktoren an der Entstehung
des Nervenschadens bei inflammatorischen Neuropathien mafBigeblich beteiligt sind. Die
Interaktion zwischen T-Zellen und antigenspezifischen professionellen APC, wie etwa
gewebsstindigen oder einwandernden Makrophagen, spielt dabei ebenso eine Rolle (Kiefer et
al. 2001). Zudem sind mittlerweile eine Reihe spezifischer Antikorper bekannt, welche durch
die gestorte BNS-Schrankenfunktion beim GBS in das periphere Nervengewebe gelangen und
die Destruktion beteiligter Strukturen induzieren konnen (Gregson et al. 1997; Ang et al.
2000; Ang et al. 2001).

In  zuriickliegenden = Experimenten = wurde  nach  systemischer  Applikation
ovalbuminspezifischer T-Zellen in peripheren Nerven von Ratten eine Entziindung induziert,
welche nur lokal an Stellen auftrat, an denen zuvor Ovalbumin intraneural injiziert worden
war (Harvey et al. 1995). Diese Ergebnisse lieferten entscheidende Hinweise, dass eine
begleitende Schiadigung nervaler Strukturen im Rahmen einer Entziindung nicht unbedingt

eine spezifische nerven-assoziierte T-Zell-Antwort erfordert, sondern die T-Zell-Aktivierung
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durch Antigenerkennung im Allgemeinen den wesentlichen Faktor in dieser Entwicklung
darstellt. Demnach konnen also auch nicht nervenspezifische T-Zellen potenziell an der
Entstehung einer Nervenentziindung beteiligt sein.

Dennoch legen die Ergebnisse dieser Arbeit einen wichtigen Einfluss auch von lokaler
Antigenprésentation und zelluldrer Immunantwort bei inflammatorischen Neuropathien nahe.
Zudem untermauert diese Arbeit die Hypothese, dass Schwann-Zellen nicht nur eine passive
Rolle besitzen, sondern am entziindlichen Geschehen peripherer Nerven aktiv teilnehmen
konnen. Die Antigenprédsentation kann neben ihrer Hauptfunktion als Myelinbildner als ein
wichtiges pathologisches Merkmal der Schwann-Zellen angesehen werden und den Prozess

der Nervenschiddigung in inflammatorischen Neuropathien schiiren.

2.5 Die Bedeutung lokaler Antigenpriasentation im Rahmen nicht-inflammatorischer

Neuropathien

Neben den entziindlichen Erkrankungen des PNS existieren auch weitere, nicht primér
inflammatorische Neuropathien, welche erblich bedingt sein kdnnen. Interessant ist nun die
Frage, ob und inwieweit lokale Antigenprasentation auch in solchen nicht primér autoimmun
bedingten Neuropathien eine Rolle spielt. Hereditdren Neuropathien liegt meist ein genetisch
fixierter Defekt bestimmter Proteine oder Zellbestandteile zugrunde. Sind Schwann-Zellen
durch Mutationen in Myelin codierenden Genen betroffen, kann daraus eine pathologische
Demyelinisierung resultieren. In einer Reihe von Experimenten konnte eine vermehrte
endoneurale Ansammlung von T-Zellen und Makrophagen in Maéusen mit genetisch
verdanderten Myelinproteinen beobachtet werden (Schmid et al. 2000; Berghoff et al. 2005;
Kobsar et al. 2005). Diese Zellen fiihrten in diesem Fall zudem zu einem Fortschreiten der
Demyelinisierung, wihrend sowohl die Akkumulation von Immunzellen im PNS als auch
eine pathologische Demyelinisierung in Maiusen mit zusdtzlicher Immunschwéche in
geringerem Mafe auftraten (Kobsar et al. 2003; Berghoff et al. 2005). Die genetisch bedingte
Instabilitdt pathologischer Myelinscheiden kann eine vermehrte Degradation und in der Folge
auch Prisentation verdnderter Myelinbestandteile durch beteiligte Schwann-Zellen nach sich
ziehen. Die folglich vermehrte Prasentation unphysiologischer antigener Epitope auf MHC-I-
Molekiilen kann ihrerseits zur Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen fithren und stellt
damit einen moglichen Mechanismus dar, welcher als Bindeglied zwischen hereditdren und
inflammatorischen Neuropathien angesehen werden kann. Das gleichzeitige Auftreten von

Merkmalen sowohl der erblichen als auch der inflammatorischen Neuropathie in demselben
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Patienten wurde beschrieben (Nakai et al. 2001; Ginsberg et al. 2004). Es ist also
wahrscheinlich, dass in manchen Féllen die pathologischen Prozesse beider Formen der
Neuropathie gemeinsam an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sind. Demnach haben
beide Erkrankungsformen zwar unterschiedliche pathogenetische Hintergriinde, dennoch
lassen sich die Pathomechanismen nicht vollig voneinander trennen, da sich gerade die
zugrundeliegenden immunologischen Prozesse bis zu einem gewissen Grad iiberschneiden
konnen. Eine gewisse Beteiligung lokaler Antigenprasentation durch Schwann-Zellen ist also

auch bei erblichen Neuropathien anzunehmen.
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3 Fazit

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass Schwann-Zellen in der Lage sind, sowohl
antigenspezifische CD4" als auch CD8" T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Voraussetzung
dafiir ist das Vorhandensein des entsprechenden Antigens, in diesem Fall Ovalbumin. Diese
Ergebnisse liefern einen deutlichen Hinweis darauf, dass die bereits zuvor beobachtete
Expression von MHC-Molekiilen durch Schwann-Zellen tatséchlich funktionell relevant ist.
Zudem unterstiitzen sie die Annahme, dass den Schwann-Zellen unter bestimmten Umstinden
eine Rolle als konditionelle APC zukommen kann und sie durch Aktivierung sowohl von
zytotoxischen T-Zellen als auch von T-Helferzellen Immunreaktionen im entziindeten
peripheren Nerven unterhalten kdnnen. Es bleibt allerdings festzuhalten, dass diesbeziiglich
vor allem die Présentation von Antigen auf MHC-I-Molekiilen und die Initiierung einer
zelluldren, zytotoxischen Immunantwort von Bedeutung sind. Daran ist MHC-I-
Kreuzprisentation offenbar in relevantem Ausmal beteiligt.

Auch funktionsfahige MHC-II-Molekiile koénnen — insbesondere unter Einwirkung
proinflammatorischer Stimuli — auf der Schwann-Zell-Oberfldche nachgewiesen werden. So
kann durch MHC-II-restringiertes Peptid eine starke Proliferation antigenspezifischer CD4"
T-Zellen induziert werden. Dagegen erreicht sowohl exogenes als auch endogenes
Proteinantigen die Zelloberfliche im Kontext von MHC-II-Molekiilen — falls iiberhaupt — nur
in einem AusmaB, welches keine relevante Stimulation CD4" T-Zellen nach sich zieht. Es
bleibt unklar, ob, und wenn ja, an welcher Stelle die intrazelluldren Reaktionsabldufe
unterbrochen bzw. blockiert sind und ebenso, ob diese Beobachtung Ursachen hat, die
moglicherweise in der Ausfiihrung der Kokulturexperimente zu suchen sind, jedoch an dieser
Stelle nicht ndher identifiziert werden konnen. Es ldsst sich nur vermuten, dass die
Aktivierung antigenspezifischer CD4" T-Zellen durch Erkennung MHC-II-gebundenen
Antigens auf Schwann-Zellen fiir den Krankheitsprozess inflammatorischer Neuropathien
durchaus relevant sein kann. Eine klare Aussage diesbeziiglich kann anhand der hier
vorliegenden Ergebnisse nicht getroffen werden. Dass durch Priasentation MHC-II-
restringierten Peptids eine iiberaus starke Aktivierung antigenspezifischer CD4" T-Zellen
auch durch unstimulierte, d. h. nur geringe Mengen von MHC-II-Molekiilen exprimierende
Schwann-Zellen induzierbar ist, ldsst weitere Untersuchungen in dieser Richtung angebracht
erscheinen. So wére es interessant, ndher zu analysieren, inwieweit Schwann-Zellen — dhnlich
wie DC — durch Antigen allein zur Steigerung der MHC-Synthese stimuliert werden konnen.

Derartige Experimente konnten die hier dargestellten Beobachtungen vor allem hinsichtlich
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der tatsdchlichen funktionellen Relevanz MHC-II-gebundener Antigenprisentation durch
Schwann-Zellen sinnvoll erginzen. Dennoch wird durch die vorliegenden Ergebnisse
deutlich, dass lokale Antigenprisentation durch Schwann-Zellen fiir den Krankheitsprozess
inflammatorischer Neuropathien wie dem GBS pathophysiologisch eine entscheidende Rolle
spielt. Auf der Grundlage dieser neuen Erkenntnisse ergeben sich moglicherweise zukiinftig

neue Therapieoptionen.
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\% Zusammenfassung

Schwann-Zellen als die umhiillenden und myelinisierenden Zellen peripherer Nervenfortsitze
sind in den Entziindungsprozess bei inflammatorischen Neuropathien wie dem GBS oder der
CIDP entscheidend involviert. Dabei stellen sie Zielstrukturen autoreaktiver immunologischer
Vorginge dar, welche iiber eine Destruktion der Schwann-Zellen und damit der
Myelinscheiden zu neurologischen Defiziten fiihren konnen.

Die Funktion der Schwann-Zellen in diesem Szenario wird seit einiger Zeit intensiv
analysiert. Dennoch ist ihre genaue Bedeutung fiir die Entstehung des Nervenschadens im
Rahmen der oben genannten Erkrankungen nicht vollends geklart. In vorherigen
Untersuchungen wurde mehrfach, vor allem deskriptiv, die MHC-Expression durch Schwann-
Zellen demonstriert, jedoch wurde die funktionelle Relevanz dieser Beobachtung nicht néher
analysiert. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Schwann-Zellen am
Entziindungsgeschehen peripherer Nerven aktiv teilnehmen konnen. Der Einfluss
inflammatorischer Faktoren befahigt sie zur vermehrten Synthese von MHC-I- sowie MHC-
II-Molekiilen, ebenso werden die intrazellulire Antigenprozessierung durch proteasomale und
lysosomale Proteindegradation und die Beladung von MHC-Molekiilen mit antigenen
Epitopen gesteigert. Durch die resultierende Prasentation von MHC-Antigen-Komplexen an
der Zelloberfliche sind Schwann-Zellen in der Lage, antigenspezifische sowohl CDS8" als
auch CD4" T-Zellen zu aktivieren. Damit konnen sie als konditionelle APC lokale
Immunreaktionen im PNS induzieren und auch weiter unterhalten. Die zentrale Rolle in der
Entstehung der Nervenschadigung scheint dabei die Initiierung einer zelluldren zytotoxischen
Immunantwort zu spielen, wihrend eine Stimulation beteiligter CD4" T-Zellen vermutlich
weniger durch Schwann-Zellen als eher durch professionelle APC erfolgt. Dennoch deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit, in Ergdnzung bereits gewonnener Erkenntnisse, darauthin, dass
eine Aktivierung antigenspezifischer CD4" T-Zellen mittels Priisentation von Antigen auf
MHC-II-Molekiilen durch Schwann-Zellen potenziell mdglich ist.

Die Féhigkeit von Schwann-Zellen zur Induktion zytotoxischer Immunantworten durch
Prasentation endogenen sowie exogenen Antigens auf MHC-I-Molekiilen stellt zudem einen
Angelpunkt dar, an welchem die mdgliche Relevanz lokaler Antigenprisentation auch im
Rahmen nicht primir inflammatorischer Neuropathien angesiedelt werden kann. Durch die
vorliegenden Ergebnisse konnte das genaue Verstindnis der immunologischen Prozesse,

welche sich im Rahmen entziindlicher Erkrankungen des PNS abspielen, weiter vertieft
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werden, so dass eventuell in Zukunft weitere Ansdtze zur Optimierung therapeutischer

Interventionen bei inflammatorischen Neuropathien entwickelt werden konnen.
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VII Anhang

1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

APC Antigenprisentierende Zelle(n)

BCR B-Zell-Rezeptor

BMDC Bone marrow-derived dendritic cell(s) (engl.)
BNS Blut-Nerven-Schranke

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of differentiation

CD40-L CD40-Ligand

CFSE 5(6)-Carboxyfluoresceindiacetat-N-Succimidylester
CIDP Chronische inflammatorische demyelinisiernde Polyneuropathie
CMV Zytomegalievirus

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DC Dendritische Zelle(n)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDTA Ethylendiaminotetraacetat

EMG Elektromyogramm

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluorescence-activated cell scanning

FCS Foetales Kélberserum

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

GFP Green fluorescent protein

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GBS Guillain-Barré-Syndrom

h Stunde(n)

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
ICC Immunzytochemie

IF Immunfloreszenz

IFN-y Interferon-gamma

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

LB Luria-Bertani Medium

LMP Low molecular mass protein

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

MACS Magnetic-activated cell sorting

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1

MHC Major histocompatibility complex

MMN Multifokale motorische Neuropathie

mRNA messenger RNA

NLG Nervenleitgeschwindigkeit

ORF Open reading frame

OVA Ovalbumin-DNA

OVAendogen

endogen synthetisiertes vollstindiges Ovalbumin-Protein
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OVAexogen
Ovays7.64
Ovasr3.339
PBS

PDL

PFA

PI

PNS

RNA

RT

SC

TAP

TCR
TGF-B
TLR
TNF-a
Treg-Zellen
U

ZNS

exogenes vollstindiges Ovalbumin-Protein
Ovalbumin-Peptid der Aminoséuren 257-264
Ovalbumin-Peptid der Aminosduren 323-339
Phosphate buffered saline

Poly-D-Lysin

Paraformaldehyd

Propidiumiodid

Peripheres Nervensystem

Ribonukleinsédure

Raumtemperatur

Schwann-Zelle(n)

Transporter associated with antigen processing
T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor-beta
Toll-like-Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha

Regulatorische T-Zellen

Unit(s)

Zentrales Nervensystem



Anhang 105

2 Danksagung

Wihrend der Durchfithrung dieser Arbeit habe ich von vielen Seiten wertvolle Unterstiitzung

und Hilfe erfahren.

Mein Dank gilt zundchst Prof. B. Kieseier fiir die Ermoglichung dieser Arbeit sowie
insbesondere Gerd, welcher es auch in den schwierigen Phasen immer wieder geschafft hat,

meinen Ehrgeiz neu zu entfachen.

Danken mochte ich auch Tatjana, die mir stets mit Rat und Tat zur Seite stand und mich
insbesondere dem ,,Voodoo* der molekularbiologischen Methoden néhergebracht hat. Ebenso
Anne, welche mir besonders bei den dendritischen Zellen unter die Arme gegriffen hat.
Daneben danke auch den vielen anderen Labormitarbeitern fiir kleine oder grofere Hilfe und

Gefilligkeiten.

Ganz besonders dankbar bin ich meinen Eltern und meiner Familie, die mich stets aufs Neue

motiviert hat.

Zuguterletzt danke ich meiner Frau Nidhi, die meine grofite Stiitze war und mich geduldig

durch diese teilweise anstrengende Zeit begleitet hat.



Anhang 106

3 Eidesstattliche Erklirung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dass ich diese Arbeit selbststindig verfasst und keine

anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe.

Diisseldorf, den 12.10.2011 Holger Heidenreich



Anhang

107

4 Curriculum vitae

Personliche Daten

Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:

Schulbildung

1989 — 1993
1993 — 2002

Hochschulausbildung

2003 —2009
14.09.2005

01.12.2009

19.08.1982
Wesel
verheiratet

Grundschule Liebfrauen, Bocholt
St.-Georg-Gymnasium, Bocholt
Abschluss: Abitur am 18.06.2002
Note 2,0

Studium der Humanmedizin an der Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Gesamtnote ,,sehr gut” (1,5)

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Gesamtnote ,,sehr gut” (1,5)



