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Zusammenfassung

Zusammenfassung

IFNB gehort zur Familie der Typ | IFN. Durch ihre pleiotropen, immunregulatorischen
Wirkmechanismen vermitteln sie sowohl in der Abwehr verschiedenster Pathogene, als auch in der
Autoimmunitat positive, wie auch negative Effekte. IFNB vermittelt in der EAE eine protektive
Wirkung und tragt zu einem milderen Verlauf der Krankheit bei, wahrend es in anderen Autoimmun-
Modellen wie dem systemischen Lupus erythematosus einen nachteilgen Effekt auf die Pathogenese
auslibt. Zu Beginn einer Virusinfektion wird IFNB ebenfalls exprimiert, was zur Induktion des
antiviralen Status fiihrt und zur Klarung der Infektion. Im Gegensatz dazu vermittelt IFNf wahrend
bakterieller Infektionen, wie der Colon ascendens Stent Peritonitis, oft einen detrimentellen Effekt
und wirkt sich negativ auf den Krankheitsverlauf aus. Die Beschreibung der immunmodulatorischen
Kapazitdit von IFNB wurde aufgrund dieser vielfaltigen Wirkungen bereits in vielen
Krankheitsmodellen durchgefiihrt. Die Quelle der IFNB Produktion wurde auf Einzelzellebene bisher
jedoch nur unzureichend charakterisiert. Daher wurden unter Zuhilfenahme des bicistronischen
IFNB/YFP Reportermausmodells die IFNB Produzenten im Modell der EAE sowie der CASP
charakterisiert.

In der EAE wurden am Hohepunkt der Krankheit Mikroglia als Hauptproduzenten von IFNB/YFP
identifiziert. Die Analyse der IFNB mRNS Expression im Verlauf der EAE zeigte, in der Initiationsphase
der Krankheit, eine frithe IFNB mRNS Expression in der Milz und den peripheren Lymphknoten. Die
IFNB Expression im ZNS war hierzu gegenlaufig reguliert und die IFNB Expression vor allem in der
Effektorphase prasent. Die Analyse EAE-relevanter Gene definierte die Bedingungen unter denen
IFNB exprimiert wurde. Die intrathekale und in vitro TLR Stimulation im naiven Zustand konnte
zeigen, dass Mikroglia auch unter diesen Bedingungen IFNB/YFP exprimieren und einen wichtigen
Beitrag zur Modulation von Immunantworten leisten. Die Etablierung einer primaren Mikrogliakultur
aus adulten Miusen ermdglicht hierbei die weitere funktionelle Analyse der IFNB/YFP" Mikroglia.

Im Modell der CASP wurde zunachst der Einfluss einer viral vermittelten Typ | IFN Antwort auf den
Verlauf der Krankheit untersucht. Hierzu wurden Uberleben, Bakterienlast, zelluldre Komposition der
Peritonealhdhle und die Zytokinproduktion in wt, IFNB'/' und IFNARI” M&usen verglichen. In
Abwesenheit von IFNB kam es zu einem geringfligig milderen Verlauf der polymikrobiellen
Peritonitis. IFNARI” Miuse wiesen jedoch signifikant verbesserte Werte gegeniiber wt und IFNB'/'
Tieren auf, so dass die Wirkung von IFNB in diesem Kontext als weitestgehend redundant definiert
wurde. Die Analyse der IFNB/YFP und IL-12p40/GFP Expression konnte cDCs als Hauptproduzenten
wahrend der CASP und nach polyl:C Stimulation identifizieren. Die in vivo Analyse und die
nachfolgende in vitro Analyse von GM-CSF DCs zeigte ein differentielles Expressionsmuster beider
Zytokine, mit einer meist exklusiven Expression der Reporterallele, wahrend nur wenige Zellen IL-
12p40/GFP und IFNB/YFP simultan exprimierten. Die durch die Reporterallel-Expression definierten
DC Subpopulationen wiesen zuséatzlich funktionelle Unterschiede im Bezug auf die PRR Expression
und die T Zell stimulatorische Kapazitdt auf. SchlieRlich konnte die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP
Expression auf Einzelzellebene nach polyl:C Stimulation und in vitro sowie in vivo Restimulation
verfolgt werden. Diese zeigte ein durch die Primarstimulation festgelegtes Expressionsprofil beider
Zytokine, was in vivo moglicherweise zum detrimentellen Defekt der Immunantwort beitragt, die

nicht optimal auf die Sekundarinfektion reagiert und zu einer Immunpathologie fihrt.



Summary

Summary

IFNB belongs to the family of Type | IFNs, which have pleiotropic immunoregulatory functions
and mediate positive as well as negative effects during immune responses to multiple pathogens
and autoimmunity. On the one hand IFNB plays a protective role in EAE and contributes to a
better outcome, on the other hand in other autoimmune disorders like systemic lupus
erythematosus it acts in a negative way. At the onset of a viral infection IFNB is also expressed
and induces the antiviral state and induces antiviral immune responses which leads to clearance
of infection. In contrast IFNP often adversely affects the course of bacterial infection like the
colon ascendens stent peritonitis ending in a detrimental outcome. The characterization of the
immunoregulatory capacity of IFNB was already carried out in many disease models, but the
cellular source of IFNP was described insufficiently until now. Here a bicistronic reporter mouse
model was used to phenotypically and functionally characterize the IFNB producing cells during
EAE and CASP.

During EAE at the peak of disease microglia were identified as main producers of IFNB/YFP. The
analysis of IFNB mRNA expression during the course of EAE showed in the initiation phase an
early IFNB expression in the spleen and the peripheral lymphnodes. Compared to that IFNB was
inversely expressed in the CNS where it was produced mainly in the effector phase of disease.
Furthermore the analysis of EAE-relevant genes defined the environmental conditions during
IFNB expression. The intrathecal and in vitro TLR stimulation of microglia in the naive state also
defined microglia as sole producers of IFNB/YFP under these conditions and showed their
capacity to influence immune responses. The establishment of a primary microglia culture from
adult mice enables further functional analysis of IFNB/YFP* microglia.

In the CASP model the influence of a virus driven Type | IFN response on the disease outcome
was analysed. Therefore, survival, bacterial load, cellular composition of peritoneal cavity and
cytokine production were compared in wt, IFNB”" and IFNARI”" mice. The absence of IFNB led to
a slightly milder outcome of the CASP. IFNARI”" mice showed significantly improved survival in
comparison to wt and IFNB”" mice. Accordingly, the effect of IFNB during CASP was defined as
mostly redundant. The analysis of the IFNB/YFP and IL-12p40/GFP during CASP and after TLR
stimulation identified cDCs as main producers. In vivo as well as the following in vitro stimulation
of GM-CSF DCs revealed a differential expression profile of both cytokines with nearly an
exclusive expression of both reporter alleles, because only few cells expressed I1L-12p40/GFP and
IFNB/YFP simultanously. The DC populations, which were defined by their reporter allele
expression additionally showed functional differences in PRR expression and in their T cell
stimulatory capacity. Finally the IL-12p40/GFP and IFNB/YFP expression was traced on single cell
basis after polyl:C stimulation and in vitro as well as in vivo re-stimulation. The primary
stimulation induced a fixed expression profile of both reporter alleles. In vivo this effect could
contribute to a detrimental defect in immune responses, with an inability to generate an optimal

response towards secondary infections leading to immune pathology.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Uberblick iiber das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein hochkomplexes System aus zelluldren und I6slichen Bestandteilen, die den
Organismus vor Infektionen und entarteten Zellen schiitzen. Um die schnelle Abwehr einer grof3en
Vielfalt von Pathogenen zu gewahrleisten hat sich im Laufe der Evolution ein Netzwerk bestehend
aus unterschiedlichen Komponenten herausgebildet. Diese Komponenten beinhalten Organe, Zellen
und l6sliche Mediatoren. Dazu zdhlen die primdren lymphatischen Organe Knochenmark und
Thymus, sowie die sekundaren lymphatischen Organe Lymphknoten, Milz und die Schleimhaut-
assoziierten lymphatischen Gewebe in Lunge und Darm, in denen die adaptive Immunantwort
ausgelost wird. Ergdanzend dazu steht dem Organismus die angeborene Immunantwort zur
Verfligung, die die erste Linie der Abwehr bildet. Beide Systeme sind eng miteinander verbunden
und gewahrleisten eine zuverlassige Beseitigung von Pathogenen und Tumorzellen.

Das angeborene Immunsystem ist bereits sehr friih in der Phylogenese entstanden. Die erste
Abwehrfront wird von anatomischen und physikalischen Barrieren gebildet. Werden diese Barrieren
durchbrochen, werden 16sliche und zelluldre Bestandteile aktiviert. Die |6slichen Mediatoren der
angeborenen Immunantwort beinhalten antimikrobielle Peptide, das Komplementsystem sowie
Zytokine. Antimikrobielle Peptide, wie die Defensine werden im Diinndarm und der Lunge sekretiert.
Sie stellen kationische Peptide dar, die die Membranintegritdt durch Insertion stéren (Yang et al.,
2002). Das Komplementsystem bestehend aus 20 bisher bekannten Proteinen, die von der Leber
produziert werden, induziert die Lyse kérperfremder Zellen. Interferone (IFN) und weitere Zytokine
z.B. IL-12 werden wéahrend einer Immunantwort sehr friih produziert und sind fir die Induktion
weiterer Effektormechanismen unerldsslich. Zu den zellularen Bestandteilen des angeborenen
Immunsystems zdhlen dendritische Zellen (DC), Makrophagen (M®), Monozyten, Granulozyten,
Naturliche Killerzellen und Mastzellen. Die Aktivierung der angeborenen Immunantwort erfolgt durch
keimbahnkodierte Rezeptoren, die pattern recognition receptors (PRRs), die verschiedene
konservierte Muster von Mikroorganismen erkennen, die sogenannten pathogen associated
molecular patterns (PAMPs) (Kawai and Akira, 2010). Die Bindung von PAMPs an die PR-Rezeptoren
fihrt zur Aktivierung der Zelle und Freisetzung verschiedener proinflammatorischer und
antimikrobieller Effektormolekiile, wodurch es zu einer Entzindung und Abt6tung des
Mikroorganismus kommt. M® und DCs fungieren zusatzlich als sogenannte antigenprasentierende
Zellen (APZ). Sie prasentieren in der Frihphase einer adaptiven Immunantwort degradiertes und
prozessiertes Antigen an spezifische naive T Zellen des adaptiven Immunsystems Gber den major
histocompatibility complex MHC Klasse | und Il in sekunddren lymphatischen Organen, was zur
Aktivierung der T Zellen fiihrt. Gleichzeitig muss die APZ ein sogenanntes kostimulatorisches Signal

weitergeben, um eine vollstdndige Aktivierung der T Zelle zu induzieren (Sugamura et al., 2004).
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Abbildung 1.1 Kooperation des angeborenen und adaptiven Inmunsystems.

DCs des angeborenen Immunsystems werden durch PAMPs aktiviert. Durch Prasentation von
Fremdantigenen im MHC-Kontext und gleichzeitiger Kostimulation werden naive T,0 aktiviert und
differenzieren in Abhangigkeit des umgebenden Zytokinmilieus zu unterschiedlichen T heran, die zu einer
spezifischen Immunantwort und in Kooperation mit den Effektorzellen des angeborenen Immunsystems zur
Elimination des Pathogens fiihren. Modifiziert nach (Riken Research, 17 August 2007 (Volume 2 Issue 8) )
letzter Aufruf 13.11.2012.

Kostimulatorische Signale kénnen sowohl durch Oberflaichenmolekiile von APZs als auch durch
sekretierte proinflammatorische Zytokine gegeben werden. Erst durch die Wechselwirkung zwischen
dem angeborenen und adaptiven Immunsystem kommt es zu einer vollstandigen und erfolgreichen
Immunabwehr (Janeway and Medzhitov, 2002).

1.2 Lymphatische Organe

Durch seine flachendeckende anatomische Lokalisation ist das Immunsystem in der Lage das
Eindringen von Pathogenen schnell und effizient im gesamten Kérper zu erkennen und zu beseitigen.
Periphere Gewebe beherbergen DCs und M®, die in diesen standig patrouillieren.

Die primaren lymphatischen Organe, bestehend aus Knochenmark und Thymus, sind fir die
Neubildung von Lymphozyten verantwortlich. Im Knochenmark reifen hamatopoetische
Vorlauferzellen zu funktionsfahigen B Zellen heran. Zusétzlich differenzieren hier auch die Vorlaufer T
Lymphozyten, die das Knochenmark verlassen, um im Thymus weiter heranzureifen. Nach Verlassen
der primaren lymphatischen Organe patrouillieren die Lymphozyten im lymphatischen System und
den sekundaren lymphatischen Organen, die die Milz, Lymphknoten, Mucosa-assoziiertes, Darm-

assoziiertes und Bronchien-assoziiertes lymphatisches Gewebe beinhalten (MALT, GALT, BALT). Hier
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treffen die Lymphozyten auf APZs, die nach spezifischer Erkennung zur Aktivierung der Lymphozyten
flhren.

Die Milz ist das groRRte sekundire lymphatische Organ. Sie ist ausschlieRlich fiir die Uberwachung des
Blutes verantwortlich und wird funktionell und anatomisch in zwei unterschiedliche Bereiche
unterteilt: die rote und die weile Pulpa. Die rote Pulpa dient vor allem der Sequestrierung
seneszenter Erythrozyten, apoptotischer Zellen und dem Recycling von Eisen, wahrend die weil3e
Pulpa durch ihre besondere anatomische Organisation fir die Induktion von Immunreaktionen gegen
Pathogene im Blut verantwortlich ist. Die weile Pulpa wird weiter in die innere T Zell oder
periarterielle lymphatische Scheide (PALS) und die duBere B Zell Zone unterteilt, die von der
Marginalzone (MZ) umgeben wird (Cesta, Mebius kraal philipp). Die MZ beherbergt u.a. MZ-MQ®, die
fir die Phagozytose von Antigenen aus der Blutbahn verantwortlich sind (Aichele et al., 2003).
Lymphozyten wie auch DCs und Granulozyten durchwandern die MZ, da der Blutfluss teilweise durch
die MZ in die rote Pulpa flieRt. Darlber hinaus treten DCs und Lymphozyten liber den Marginalsinus

in die weiRe Pulpa ein (Mebius and Kraal, 2005).
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Abbildung 1.2 Anatomie der Milz

a) Die afferente Milzarterie verzweigt sich in die Zentralarteriolen, umgeben von der weilen Pulpa. Diese
besteht aus der T Zell Zone, Arteriolen und B Zell Follikeln. Die Arteriolen enden in den Milzstrangen der
roten Pulpa und flieBen in die vendsen Sinus der roten Pulpa, welche sich in der efferenten Milzvene
sammeln. b) schematische Darstellung der Marginalzone. Residente Zellpopulationen sind Fibroblasten,
metallophile Makrophagen und B Zellen. Immigrierende Zellen durchwandern die MZ in Richtung der weien
Pulpa. Modifiziert nach (Mebius and Kraal, 2005)

Lymphknoten liegen entlang der lymphatischen GefaRle, die die Extrazellularflissigkeit drainieren und
Uberwachen. Sie induzieren Immunantworten gegen Fremdantigene, die aus unterschiedlichen
Geweben des Organismus stammen und mit Hilfe der durch die Lymphe in die Lymphknoten

transportierten APZs dort prasentiert werden (ltano and Jenkins, 2003).

1.3 Immunantworten im Zentralen Nervensystem

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) galt lange als immunpriviligiertes Organ, das vom peripheren
Immunsystem isoliert ist (Barker and Billingham, 1977). Immunpriviligierte Orte des Korpers sind in
der Lage die Einbringung eines Antigens oder Gewebes Uber einen langeren Zeitraum zu tolerieren
ohne eine inflammatorische Immunantwort zu induzieren (Carson et al., 2006; Medawar, 1948). Das

Immunprivileg stellt eine evolutiondre Adaption dar, um bestimmte Organe vor den vermeintlichen

3
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detrimentellen Effekten einer proinflammatorischen Immunantwort zu schiitzen. Das ZNS ist
lebensnotwendig und besitzt nur eine eingeschrankte Regenerationsfahigkeit, weshalb ein
immunpriviligierter Status groRBe Vorteile bieten wiirde. Diese Ansicht wurde jedoch widerlegt, als
gezeigt werden konnte, dass im gesunden Gehirn T Zellen das ZNS patrouillieren ohne
Immunantworten hervorzurufen (Hickey, 2001). Eine weitere Interaktion des ZNS mit dem
peripheren Immunsystem besteht darin, dass ZNS abstammende Antigene von APZs in den zervikalen
Lymphknoten prasentiert werden. Lésliche ZNS abstammende Antigene werden Uber den Liquor
cerebrospinalis zur nasalen Mucosa transportiert. Hier enden afferente lymphatische GefaRe, die die
tiefen zervikalen Lymphknoten drainieren. Diese nehmen ZNS abstammende Antigene auf, die dort
prasentiert werden kénnen (Greter et al., 2005; Ransohoff and Engelhardt, 2012). Welche Relevanz
dies fiir die Entstehung einer Immunreaktion hat, bleibt jedoch ungeklart, da die Induktion einer
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) auch in Tieren ohne Lymphknoten erfolgen
kann (Cserr and Knopf, 1992; Greter et al., 2005). Weiterhin konnte dargelegt werden, dass die
normale ZNS Funktion und Regeneration von spezifischen Immunantworten abhangt (Hofstetter et
al., 2003; Wolf et al., 2002).

Zwar ist das ZNS nicht wirklich immunpriviligiert, dennoch trennt als wichtigster Faktor zur
Abschottung des ZNS, die Blut-Hirn-Schranke (BHS) als physikalische Barriere das ZNS von der
Peripherie. Sie limitiert die Einwanderung von Immunzellen, Pathogenen und den Ubertritt
verschiedener Substanzen, wie Zytokinen und Immunglobulinen aus dem Blut ins ZNS, wodurch sein
besonderer Status aufrechterhalten wird. Die Basis der BHS bildet das nicht-fenestrierte tber tight
junctions verbundene Endothel, welches von einer Basallamina, gebildet von Astrozytenauslaufern,
umgeben wird. Zwischen dem Endothel und der Basallamina befindet sich der perivaskuldare Raum,
der unter anderem die Perizyten zur Stabilisierung der GefaRe, glatte Muskelzellen, perivaskulare
MO und DC beherbergt (Allt and Lawrenson, 2001).

Tight Junction Endothelzelle

L S

Basalmembran

perivasku-

larer MO Perizyt

Astrozyt
Neuron

Abbildung 1.3 Die Blut-Hirn-Schranke.
Modifiziert nach (Abbott et al., 2010)

Die BHS schottet das gesamte ZNS vom peripheren Blut- und Lymphkreislauf ab mit Ausnahme des
Plexus choroideus, welcher fir die Produktion des Liquor cerebrospinalis verantwortlich ist (Cserr
and Bundgaard, 1984). Durch die Isolation wird im ZNS ein besonderes Milieu aufrechterhalten,
welches Immunantworten basal inhibiert. Dieser Status wird z.B. durch die Produktion des
transforming growth factor B (TGFB) (Gordon et al., 1998), die Abwesenheit der MHC Klasse |l

Expression im basalen Zustand (Becher et al., 2001; Becher et al., 2003), die konstitutive Expression

4
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des Fas-Liganden (Flugel et al.,, 2000) und eine fehlende direkte Verbindung zum lymphatischen
System und damit erschwerte Antigenprdsentation mit folgender Induktion einer T Zell-Antwort
gewadbhrleistet (Su and Sinko, 2006). Somit stellt das ZNS einen besonderen Ort der Immunregulation

und eine Herausforderung fir eine Induktion und Aufrechterhaltung von Immunantworten dar.

1.4 Dendritische Zellen

DCs wurden 1973 von Ralph Steinman entdeckt und stellen eine sehr heterogene Zellpopulation mit
unterschiedlichen Funktionen dar (Steinman and Cohn, 1973). Sie sind hamatopoetischen Ursprungs
und gelten als die effektivsten APZs. Alle DC Subtypen besitzen die Fahigkeit der Antigenaufnahme,
seiner Prozessierung und Prasentation an naive T Zellen und damit deren Aktivierung. Somit stellen
sie eine wichtige Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar.

Die funktionelle Diversitat ist mit ihrem Differenzierungsstatus und ihrer Lokalisation verbunden
(Ardavin, 2003; Banchereau et al.,, 2000). DCs konnen aufgrund ihrer Funktionalitit oder
Oberflachenmarker-Expression  klassifiziert werden. Funktionell lassen sich DCs in flinf

Subpopulationen, einteilen (Guilliams et al., 2010).
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Abbildung 1.4 Funktionelles Modell muriner DC Subpopulationen.

Funktionelle Einteilung muriner DCs unabhangig von ihrer primdren Lokalisation. Die dargestellten DC-
Populationen sind sowohl in peripheren Geweben, mit Ausnahme der CD8a’ DCs, als auch in sekundiren
lymphatischen Organen zu finden. Modifiziert nach (Guilliams et al., 2010)

Klassifizierungen, die auf der Expression von Oberflaichenmarkern beruhen, unterscheiden vor allem
zwischen klassischen oder konventionellen DCs (cDCs) und plasmazytoiden DCs (pDCs). Wahrend

cDCs auf die Induktion einer T Zell Antwort spezialisiert sind, werden pDCs als professionelle Typ |
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IFN produzierende Zellen bezeichnet und haben vor allem immunmodulatorische Funktionen.
Phanotypisch sind cDCs durch eine Expression der Oberflaichenmarker CD11c™e", CD8a+/', CD11b*"
und B220" gekennzeichnet, wahrend pDCs durch CD11c"°¥, B220", Siglec-H" charakterisiert sind.

DCs stellen eine kleine Zellpopulation dar und machen nur etwa 2 % der Gesamtzellen der Milz von
C57BL/6-Md&usen aus. Bei BALB/c-Mausen hingegen bilden DCs nur ca. 1,2 % der Gesamtzellzahl der
Milz. CD11b" DCs stellen dabei die groRte Population mit ca. 1,5 % dar, CD8a" ca. 0,4 % und pDCs nur
ca. 0,1 % (Asselin-Paturel et al., 2003). Unter naiven Bedingungen liegen DCs verstreut im
Milzgewebe vor, wobei cDCs vor allem in der MZ und der dufReren periarterioldaren Scheide vorliegen.
pDCs hingegen sind vor allem in der T Zell-Zone lokalisiert. Nach Toll-like Rezeptor (TLR)-Stimulation
migrieren cDCs in die innere periarterioldre Scheide bzw. T Zell-Zone, wahrend pDCs Anhaufungen in
der MZ und der T Zell-Zone bilden (Asselin-Paturel et al., 2005; Reis e Sousa et al., 1997).

1.5 Mikroglia

Mikroglia wurden erstmals 1932 von del Rio-Hortega beschrieben. Sie werden auch als die
Immunzellen oder M® des ZNS bezeichnet, da sie viele M® -assoziierte Marker wie CD11b, CD14
und F4/80 exprimieren und einen gemeinsamen Ursprung teilen (Kettenmann et al.,, 2011). Sie
stammen ontogenetisch von den Dottersack-M® ab und wandern wahrend der
Embryonalentwicklung ins ZNS ein. Mikroglia erneuern sich ZNS-intern, wobei sie sich durch ihre
Langlebigkeit auszeichnen. Durch ihre stark verzweigte Morphologie und die enge Interaktion mit
Neuronen unterscheiden sie sich jedoch von aus der Peripherie stammenden MO (Saijo and Glass,
2011). In Abhéngigkeit der Hirnregion machen sie 5-20 % der Gliazellen, bestehend aus Mikroglia,
Oligodendrozyten und Astrozyten, aus und weisen eine hohe Heterogenitat auf (Lawson et al., 1990).
Diese basiert auf der unterschiedlichen Morphologie, dem Aktivierungsstatus und der Expression
verschiedener Oberflichenmolekiile (Schmid et al., 2002). Unter Normalbedingungen agieren
Mikroglia als Hater des ZNS. Sie reorganisieren konstant und dynamisch ihre Verzweigungen,
wodurch sie das umliegende Gewebe stdndig auf Pathogene, apoptotische Zellen oder Verletzungen
untersuchen. So prifen sie das gesamte Gehirn innerhalb weniger Stunden (Nimmerjahn et al.,
2005). Weiterhin spielen Mikroglia wahrend der Entwicklung und Lernprozessen bei der Anpassung
von schwachen Synapsen zwischen Neuronen eine wichtige Rolle (Hughes, 2012).

Nach ihrer Aktivierung durch Pathogene, Verletzungen oder inflammatorische Stimuli proliferieren
Mikroglia, nehmen eine amdboide Morphologie an und migrieren entlang eines Chemokingradienten
zum inflammatorischen Fokus. Hier phagozytieren sie Pathogene und Zellreste, produzieren zur
weiteren Rekrutierung von Immunzellen inflammatorische Zytokine und Chemokine und nehmen
durch Heraufregulation von MHC und kostimulatorischen Molekiilen an der T Zell Aktivierung teil
(Garden and Moller, 2006; Maehlen et al., 1989; Sedgwick et al., 1998).
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1.6 Pattern recognition receptors

Das angeborene Immunsystem detektiert die Anwesenheit von Pathogenen (ber das
keimbahnkodierte System der PRRs, die molekulare Pathogenkomponenten, diePAMPs, Molekiile
oder spezifische Molekilmodifikationen, wie sie so Pathogene unterschiedlichster Herkunft, nicht
aber im Wirt anzutreffen sind, erkennen (Kawai and Akira, 2010). Zu den PRRs zdhlen die
zytoplasmatischen RIG-I like helicases (RLRs), bestehend aus den Helikasen retinoic acid-inducible
gene (RIG)-I, melanoma-differentiation associated protein (MDA)5 und laboratory of genetics and
physiology (Lgp)2. Diese sind fiir die Erkennung viraler doppelstrangiger Ribonukleinsduren (dsRNS)
verantwortlich. Zu den Nukleinsdure erkennenden zytoplasmatischen Rezeptoren werden auRerdem
DAl und die RNS Polymerase Ill gezahlt. Eine weitere Familie der intrazellularen PRRs bilden die
nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-Rezeptoren oder auch NOD-like Rezeptoren
(NLRs), die sich aus Uber 20 Mitgliedern zusammensetzten (Wilmanski et al., 2008). Diese binden
bakterielle PAMPs und Zellstress-induzierende Faktoren, wie z.B. IL-1B. Die am besten untersuchte
Gruppe der PRRs umfasst die membranstindigen extra- und intrazellular lokalisierten TLRs,
bestehend aus 10 bzw. 12 Mitgliedern. Weiterhin zdhlen Scavenger-Rezeptoren und C-Typ Lektin-
Rezeptoren zu den PRRs. Bindet ein PRR seinen Liganden kommt es zur Zellaktivierung und einer
verstarkten Antigenprasentation.

1.6.1 Toll-like Rezeptoren

Die TLRs sind zu dem Drosophilamolekiil TOLL ortholog, welches fir die Entwicklung der
dorsoventralen Achse und bei der Abwehr von Pilzinfektionen eine wichtige Rolle spielt (Lemaitre et
al., 1996). Der erste humane Toll-dhnliche Rezeptor wurde von Ruslan Medzhitov und Charles
Janeway charakterisiert (Medzhitov et al.,, 1997). Bis heute sind 10 funktionelle Mitglieder beim
Menschen und 12 bei der Maus bekannt. TLR10 ist bei der Maus aufgrund einer retroviralen
Insertion nicht-funktionell, wahrend die TLRs 11, 12 und 13 im humanen Genom nicht kodiert sind
(Kawai and Akira, 2010; Oldenburg et al., 2012). Alle TLRs sind membranstiandige Proteine mit einer
Leucin-reichen Ectodomaéne (leucine rich region, LRR), die fir die Ligandenbindung verantwortlich ist,
einer Transmembran-Domane und einer intrazelluldren, signaltransduzierenden Toll/Interleukin-1
Rezeptor (TIR) Doméane. Nach Ligandenexposition kommt es zur Dimerisierung und
Konformationsanderung der intrazellularen TIR-Domdne und zur Bindung unterschiedlicher
Adaptormolekiile, die die Signalkaskade zweier moglicher Signalwege vermitteln. Am Ende dieser
Signalkaskaden kommt es zur Translokation von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern und zur
Genexpression. Das Adaptormolekiil myeolid differentiation primary response gene (MyD)88 wird fiir
die Signalweiterleitung direkt an die TIR-Domane aller TLRs mit Ausnahme des TLR3 rekrutiert,
wahrend das TIR-domain containing adaptor-inducing interferon B (TRIF) nur von den TLRs 3 und 4
rekrutiert wird. Die Signalkaskade Gber MyD88 fiihrt tGber den Transkriptionsfaktor nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) zur Induktion proinflammatorischer Gene,
wahrend die TRIF-abhangige Signalkaskade (iber den interferon regulatory factor (IRF)3 zu einer
Induktion des Zytokins Interferon B (IFNB) fuhrt. Durch die Rekrutierung weiterer verschiedener

Adaptormolekiile in Abhdngigkeit des TLRs kommt es nach Ligandenbindung somit zu einer
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Pathogen-spezifischen Immunantwort.

Zu den PAMPs, die durch das TLR System erkannt werden zadhlen Lipide, Lipoproteine und
Nukleinsduren einer breiten Vielfalt von Pathogenen, wobei die Erkennung in verschiedenen
zellularen Kompartimenten, wie Plasmamembran, Endosomen, Lysosomen und Endolysosomen
erfolgt (Akira, 2006). Dabei spielt die zellulare Lokalisation der Rezeptoren fiir die Aufrechterhaltung
der Toleranz gegeniber Selbst-Molekilen eine wichtige Rolle, da sie die Verfligbarkeit dieser
Molekiile einschrankt.

Pilze
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atypisches LPS
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Madulin virale Zymosan  Profilin-
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Abbildung 1.5 Das TLR-System.

TLRs erkennen bakterielle, virale, Protozoen- und Pilz-abstammende PAMPs. TLR1/2 Heterodimere erkennen
Triacyl-Lipopeptide; TLR2/6 Heterodimere binden Lipoteichonséure; parasitire Glykoinositolphospholipide
(GIPLs) und Zymosan; TLR2 Homodimere, binden Peptidoglycan und atypisches Lipopolysaccherid (LPS); TLR4
bindet LPS und endogene Liganden; TLR5 bindet Flagellin; TLR9 bindet bakterielle und virale CpG DNS.
Weitere virale Nukleinsduren werden durch die TLRs 3 und 7/8 erkannt. TLR11 bindet ein bisher
unbekanntes Protein von uropathogenem Escherichia coli und ein von Toxoplasma gondii abstammendes
Profilin-dhnliches Protein. TLR13 bindet bakterielle 23S rRNS. Der Ligand und die Lokalisation von TLR12 sind
bisher noch unbekannt. Modifiziert nach (West et al., 2006)
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1.6.2 RIG-I dhnliche Rezeptoren

Die drei Mitglieder der RLR-Familie RIG-I, MDA5 und Lgp2 gehoren zur DExD/H-box Helikase-
Superfamilie, die als zytoplasmatische RNS Sensoren fungieren. Allen RLRs sind die C-terminale
regulatorische Domane und die Helikase-Domane gemeinsam. Darilber hinaus besitzen RIG-I und
MDAS eine N-terminale caspase activation and recruitment domain (CARD). Sie werden von Immun-
und Nicht-Immunzellen breit exprimiert. Der RLR Signalweg ist vom IFNB-promotor stimulator 1
(IPS1; auch bekannt als MAVS oder CARDIF) abhangig. Interaktionen zwischen IPS1 und den RLRs
flihren lber die Transkriptionsfaktoren IRF1, 3 und 7 sowie NF-kB zur Aktivierung von Typ | IFN und
proinflammatorischen Zytokinen. Zusatzlich ist RIG-I in der Lage das Inflammasom {iber das
Adaptorprotein Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) zu aktivieren
(Desmet and Ishii, 2012).

Der bisher bekannte natirliche RIG-I Ligand ist eine kurze 5’ tri-phosphorylierte RNS ohne Cap-
Struktur, wobei mehrere Liganden aus dsRNS und einzelstrangiger (ss) RNS beschrieben werden
konnten (Barbalat et al., 2011; Loo and Gale, 2011). Indirekt kann es auch tber die Konversion von
Pathogen-assoziierter AT-reicher dsDNS in 5’ tri-phosphorylierte dsRNS durch die RNS Polymerase |l
aktiviert werden (Chiu et al., 2009). MDAS hingegen erkennt lange dsRNS Molekile wie auch das
virale Mimetikum polyl:C (Kato et al., 2008). LGP2 bindet die Termini von dsRNS und reguliert den
RIG-I und MDAS Signalweg positiv (Satoh et al., 2010).

3 RiG-
MDA5S
LGP2
b) lange dsRNS kurze dsRNS ~ 5PPP ssRNS Haarnadel ssRNS
T N A A AN MW pep WL prp WD
MDAS RIG-I
Picornaviren\‘ /nfluenza
IPS1 RSV, VSV, HCV
IFN

Abbildung 1.6 RIG-I dhnliche Rezeptoren und ihre Aktivierung.

a) Domidnen der RLR-Familie. Die Caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungs-Doméane (CARD) interagiert mit
IPS1. Die Helikase-Domane bindet die Liganden-RNS. Die C-terminale regulatorische Domane (RD) bindet tri-
Phosphate. b) MDAS5 bindet lange dsRNS, wahrend RIG-I kurze dsRNS oder 5’PPP-ssRNS bindet, welche linear
ist oder eine Haarnadel-Struktur besitzt. Eine Bindung fiihrt zur Interaktion mit IPS1 und einer IFN Induktion.
Modifiziert nach (Bowzard et al., 2011)
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1.7 Zytokine

Zytokine sind kleine, strukturell diverse Proteine, ca. 25 kDa grof3, und werden durch verschiedene
Zelltypen des angeborenen und adaptiven Immunsystems in Antwort auf einen aktivierenden
Stimulus sekretiert. Sie induzieren eine Antwort durch die Bindung an ihren spezifischen Rezeptor
und Uben ihre Wirkung in autokriner als auch in parakriner Weise aus. Damit tragen sie zu einer
effektiven Immunantwort bei. Weiterhin spielen Zytokine bei der gegenseitigen Regulation der
angeborenen und adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle. Diese wird zusatzlich zu den
Zytokinen, auch durch zellgebundene Molekile gewahrleistet. Durch die Etablierung eines
spezifischen Zytokinmilieus in Antwort auf verschiedene Pathogene kommt es zu einer T Zell-
Antwort, die jeweils maRgeschneidert ist gegen intra- oder extrazelluldre Erreger. Aufgrund ihrer

Struktur werden diese |6slichen Mediatoren in verschiedene Familien eingeteilt.

1.7.1 Typ | Interferone

IFNs wurden initial als l6sliche Faktoren, die die virale Replikation inhibieren, beschrieben (Isaacs and
Lindenmann, 1957). Mittlerweile bilden IFNs eine groRe Familie von strukturell verwandten
Zytokinen, die wahrend der frihen Immunantwort gegeniber Viren und anderen Pathogenen
exprimiert werden. Sie lGben anti-mikrobielle, anti-proliferative und immunmodulatorische Effekte
aus. Zu den Typ | Interferonen in Maus und Mensch zdhlen IFNa, IFNB, IFNg, IFNk, IFNT und IFNw.
Bisher wurde nur ein IFNB Gen identifiziert, wahrend insgesamt 13 humane und 14 murine
IFNa Gene gefunden wurden. Alle Gene werden durch Intron-lose, beim Menschen auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 9 und bei der Maus auf Chromosom 4 liegende Sequenzen kodiert (Kelley et
al., 1983; Owerbach et al., 1981). Vor allem pDCs und cDCs sind die Hauptproduzenten von IFN in
vivo (Scheu et al., 2008). Zusatzlich zu den Typ | IFNs kommt es zur Expression des Typ Il IFN IFNy,
welches viele pro inflammatorische Effekte ausibt und die Differenzierung von T,1-Effektorzellen
fordert. Die IFN-As (auch bekannt als IL-28A, IL-28B und IL-29) bilden die Familie der Typ Il IFNs und
vermitteln wie die Typ | IFNs antivirale Effekte (Ank et al., 2008; Ank et al., 2006).

Die starksten Induktoren der Typ | IFNs stellen virale Nukleinsduren dar, die an intrazelluldre
membranstdandige und zytoplasmatische PRRs des angeborenen Immunsystems binden. Deren
Signalwege flhren Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der IRF und NF-kB Familie zur
Induktion der IFNB Transkription. Uber einen autokrinen und parakrinen positiven
Rickkopplungsmechanismus fiihrt IFNB zu einer Aktivierung der Transkription der tbrigen Typ | IFNs
und IFN stimulierter Gene (ISGs) und induziert den sogenannten antiviralen Status. Alle Typ | IFNs
binden den gleichen Oberflachenrezeptor (IFNAR). Der IFNAR ist ein Heterodimer, bestehend aus den
Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2, die mit den Janus-Kinasen Jakl und Tyk2 assoziiert sind. Nach
der Bindung von Typ | IFN kommt es zur Aktivierung der Janus-Kinasen, wodurch es zu einer
sequentiellen signal transducer and activator of transcription STAT2 und STAT1 Phosphorylierung
kommt (Leung et al., 1995). Dies fiihrt zur Rekrutierung des Transkriptionsfaktors IRF9. Der Komplex
aus STAT1, STAT2 und IRF9 ist auch als ISGF3 bekannt, transloziert in den Zellkern und bindet an
interferon stimulated response elements (ISRE), die zur Transkription vieler verschiedener Gene
fihren (Fu et al., 1990). Zusatzlich kann der Typ | IFN Signalweg zu einer STAT1 Homodimerbildung
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flihren, welche an interferon y activated sequences (GAS) bindet.
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Abbildung 1.7 Produktion und Signalweg von Typ | Interferonen.
Modifiziert nach (Bowie and Unterholzner, 2008)

Funktionell inhibieren Typ | IFNs die intrazellulare Replikation von Viren und Bakterien. Zur Inhibition
von viraler Replikation tragen vor allem die IFN induzierte Proteinkinase R (PKR), die die mikrobielle
Translation inhibiert, die 2’5’ Oligoadenylat Synthetase (OAS), die zur Degradation von mRNS fiihrt,
die RNAsel, die virale RNS durch RNS Editing inaktiviert und die Mx-Proteine, die den intrazelluldren
Transport viraler Partikel inhibieren, bei (Decker et al., 2005). Wichtige Typ | IFN induzierte
Effektormechanismen im Kontext einer nicht-viralen Infektion stellen die induzierbare NO Synthase
(iNOS), die zur Produktion von reaktiven Stickstoffintermediaten fiihrt und die Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO), die die Verfiigbarkeit der essentiellen Aminosaure Tryptophan reguliert, dar
(Carlin and Weller, 1995; Gao et al, 1998). Neben diesen direkt anti-mikrobiellen
Effektormechanismen tragen Typ | IFNs auch indirekt (ber die Aktivierung einer zelluldren
Immunantwort zur Eliminierung von Pathogenen bei. Typ | IFNs induzieren eine erhohte MHC Klasse
I-Expression, die zu einer verbesserten Erkennung von intrazelluliren Pathogenen durch CD8"
zytotoxische T Zellen fihrt. Sie steigern die Zytotoxizitdt von NK Zellen, die phagozytotische Aktivitat
von M® und stimulieren die Sekretion von IL-12 und IFNy, was zu einer Induktion einer
zellvermittelten T,1 Immunantwort flhrt. Diesen protektiven, immunmodulatorischen Effekten der

Typ | IFNs stehen jedoch auch fiir den Wirt nachteilige Effekte gegeniiber. Durch die Erhéhung der
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Sensitivitat von infizierten Zellen gegeniliber Apoptose, kommt es nicht nur zu einer fiir den Wirt
vorteilhaften Eingrenzung der Pathogenausbreitung und Verstarkung der Antigenprasentation durch
DCs, sondern auch zu einer nachteiligen Eliminierung von wichtigen Effektorzellen, was zu einer
geschwachten Immunreaktion und einer verstarkten Pathogenausbreitung fiihren kann. Wahrend
einer Infektion mit Listeria monocytogenes kommt es durch Typ | IFNs zu einer héheren Apoptose bei
MO und T Zellen, was eine Depletion dieser wichtigen Effektorzellen nach sich zieht (Carrero et al.,
2004; Stockinger et al., 2002). Durch ihren Einfluss auf verschiedene Zellen der angeborenen und die
Regulation der adaptiven Immunantwort stellen Typ | IFNs eine wichtige Verbindung zwischen

beiden Armen des Immunsystems dar.

1.7.1.2 Induktion der IFNB Transkription

Die Produktion der Typ | IFNs ist hauptsachlich auf der Ebene der Transkription reguliert. Die IFN
Expression wird selbst unter optimalen Stimulationsbedingungen nur in sehr geringen Zellfrequenzen
aktiviert (Zhao et al., 2012). Der Promotor des IFNB Gens enthalt vier positiv regulatorische Doméanen
(PRDs), die in einer geordneten Weise die Transkriptionsfaktoren IRF3/7 (PRD I+lll), NF-kB (PRD II)
und AP-1 (PRD V) rekrutieren und zusammen mit dem high-mobility group protein HMG-I(Y) einen
Komplex bilden, der als Enhanceosome bekannt ist (Thanos and Maniatis, 1995). Dabei ist es
notwendig, dass es zu einer interchromosomalen Interaktion der NF-kB bindenden Loci kommt
(Apostolou and Thanos, 2008). Dies fihrt zur Assemblierung des Enhanceosomes und Rekrutierung
weiterer Faktoren wie Histon-Acetyl-Transferasen und eines Nukleosomen Modifikationskomplexes.
SchlieBlich kommt es zur Dislokation des Nukleosoms, das die Transkriptions-Startsequenz blockiert
(Agalioti et al., 2000).

1.7.2 Die IL-12 Zytokin-Familie

Eine weitere in dieser Dissertation untersuchte Zytokinfamilie wird durch die IL-12 Familie der
heterodimeren Zytokine reprasentiert. Sie modulieren sowohl die friihe angeborene, als auch
spatere adaptive Immunantworten. Zu den Mitgliedern zdhlen die Zytokine IL-12, IL-23, IL-27 und IL-
35.

IL-12, der Prototyp dieser Zytokinfamilie, ist ein Heterodimer, bestehend aus der 35 kDa leichten
Kette p35 und der 40 kDa schweren Kette p40 (Kobayashi et al., 1989). Die Untereinheiten sind
kovalent durch zwei Disulfid-Briicken verbunden. Die Hauptquelle der IL-12 Produktion stellen DCs
und M® dar (Macatonia et al., 1995). In vivo wird IL-12 nach Stimulation vor allem von CD8a" ¢DCs
produziert (Reis e Sousa et al., 1997). Wahrend p35 mRNS in vielen verschiedenen Zelltypen vorliegt,
z.B. Lymphozyten, kann p40 mRNS nur in Zellen gefunden werden, die das biologisch aktive
Heterodimer produzieren (D'Andrea et al., 1992). IL-12p40 wird in groBen Mengen produziert,
wahrend nur sehr viel geringere Mengen der biologisch aktiven Formen von IL-12 detektiert werden
kénnen. Um die biologisch aktiven Heterodimere produzieren zu kénnen, miissen jeweils beide
Untereinheiten von ein und derselben Zelle exprimiert werden (Wolf et al., 1991). Der IL-12-Rezeptor
ist ein Heterodimer aus den zwei Ketten IL-12RB1 und IL-12RB2. Der IL-12R wird vor allem von

aktivierten T Zellen und NK Zellen exprimiert (Presky et al., 1996), aber auch von DCs und B Zelllinien
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(Airoldi et al., 2000; Grohmann et al., 1998). IL-12p40 bindet die IL-12RB1 Untereinheit, wihrend IL-
12p35 an IL-12RP2 bindet. Der Rezeptor aktiviert den Jak-STAT Signalweg, wobei es nach
Zytokinbindung zu einer Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Januskinasen Jak2 und Tyk2 kommt,
die wiederum zu einer Aktivierung und Phosphorylierung mehrerer Tanskriptionsfaktoren den STATs
flhrt.
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Abbildung 1.8 Biologische Funktionen von IL-12.

IL-12 wird von M® und DCs nach Stimulation durch Mikroorganismen oder durch Interaktion mit T Zellen,
2.B. durch CD40-CD40L, produziert. IL-12 stimuliert IFNy Sekretion, in dem es die Differenzierung von naiven
T Zellen zu Tyl begiinstigt, NK Zellen und zytotoxische T Zellen aktiviert. Weiterhin steigert es die
Zytotoxizitdt von NK Zellen und zytotoxischen T Zellen. Beide Funktionen tragen zur Eliminierung von
intrazellularen Pathogenen bei. Modifiziert nach (Abbas, A.K, Cellular and Molecular Immunology, 6th
Edition, Seite 282)

IL-12 ist ein wichtiges Zytokin der friihen angeborenen Immunantwort und wird nach Aktivierung von
TLRs, nach Aktivierung durch antigen-stimulierte T Helferzellen und durch IFNy exprimiert. Es ist fur
die Induktion der zellvermittelten adaptiven Immunantwort von groRer Bedeutung. IL-12 wurde in
vitro als ein loslicher Mediator identifiziert, der in der Lage ist NK Zellen zur IFNy Produktion

anzuregen (Chan et al., 1992). Zusétzlich stimuliert es auch Tyl Zellen IFNy zu exprimieren. Dieses
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vermittelt viele der proinflammatorischen Funktionen von IL-12.

IL-23, ein weiteres Mitglied der IL-12 Zytokinfamilie, ist ein Heterodimer bestehend aus der durch
eine Disulfid-Briicke kovalent verbundenen leichten Kette p19 und der schweren Kette p40. Der IL-
23R setzt sich aus den Untereinheiten IL-12RB1 und dem IL-23R zusammen, wobei die IL-23R
Untereinheit fiir die spezifische Bindung von IL-23p19 verantwortlich ist. Wie IL-12 wird auch das
funktionelle Heterodimer von IL-23 vor allem von aktivierten DCs und M® exprimiert (Oppmann et
al., 2000). Durch den Vergleich von IL—12/23p40'/' und IL—12p35'/' Mausen konnte gezeigt werden,
dass IL-23 zur Eliminierung von anderen Pathogenen als IL-12 beitragt. Dies weist darauf hin, dass
diese Zytokine spezifische Funktionen bei der Resistenz gegeniiber unterschiedlichen Pathogenen
besitzen (Hunter, 2005). Eine wichtige Funktion von IL-23 besteht in der Aktivierung von Ty17 Zellen.
Diese produzieren IL-17, den wichtigsten proinflammatorischen Mediator von IL-23. IL-17 kann zur
Entstehung von autoimmunen Erkrankungen oder wahrend einer Infektion zu einer protektiven
Immunantwort beitragen (Langrish et al., 2004).

IL-27 setzt sich aus den Untereinheiten p28 und Epstein-Barr-Virus-induced gene (EBI)3 zusammen
(Pflanz et al., 2002). Sein Rezeptor besteht aus den Untereinheiten IL-27R und gp130. Die
Hauptproduzenten sind APZs. Eine der wichtigsten Funktionen, die IL-27 vermittelt, ist die Inhibition
der T,17 Entwicklung. Mause, die flir den IL-27R defizient sind weisen eine héhere Suszeptibilitat
gegeniber der experimentellen autoimmun Enzephalomyelitis (EAE) auf, was mit einer hoheren Ty17
Anzahl korrelierte (Batten et al., 2006).

Das jingste Mitglied der IL-12 Familie ist IL-35. Es setzt sich aus den Untereinheiten EBI3 und p35
zusammen und wird konstitutiv von regulatorischen T Zellen produziert (Niedbala et al., 2007). Es
vermittelt ihre suppressive Aktivitat und inhibiert z.B. die IL-17 Produktion und mildert die Kollagen
induzierte Arthritis ab (Goriely et al., 2008). Bei einer IL-35 Defizienz kommt es zu einer erschwerten
Kontrolle einer Inflammation, was in einem Modell flir chronische Darmkrankheiten gezeigt werden
konnte (Collison et al., 2007).

1.8 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung des ZNS mit
unbekannter Atiologie. Autoreaktive, myelinspezifische T Zellen greifen die Myelinscheide der
Neuronen an, wodurch es zu einer Inflammation und Aktivierung weiterer Effektormechanismen
kommt. Diese flhren schlieBlich zu einer Demyelinisierung der Neurone und zur Neurodegeneration
(Gold et al., 2006). Die ersten klinischen Symptome treten meist im frihen Erwachsenenalter in der
zweiten oder dritten Dekade auf, wobei die Pradominanz bei Frauen gegenliber Mannern bei 2:1
liegt (Noseworthy et al., 2000). Weltweit sind ca. 1,5 bis 2 Millionen Menschen, mit der héchsten
Pravalenz in Nord-Amerika, Nord-Europa und Kanada (Ascherio and Munger, 2008), von der MS
betroffen. Die MS wird zu den multifaktoriellen Erkrankungen gezahlt, die durch Interaktionen von
Umwelt- und genetischen Faktoren entsteht (Hoffjan and Akkad, 2010). Zu den MS beglnstigenden
Faktoren werden demnach genetische, geographische und ethnische Ursachen sowie Infektionen
gezadhlt. Als sicherer genetischer Pradispositionsfaktor wurde die Expression der humanen

Leukozyten Antigene (HLA) Klasse Il Allele DR15/DQw6 in Kaukasiern nachgewiesen (Olerup and
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Hillert, 1991). Weiterhin haben epidemiologische Studien erwiesen, dass eine Umwelt-Komponente
mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls zur MS-Pradisposition beitragt. So fiihrt die Migration von
Hoch- in Niedrig-Endemiegebiete vor dem Jungendalter zu einem erniedrigten MS-Risiko (Gale and
Martyn, 1995). Als letzte zur MS beitragenden Komponente wird der Einfluss von Infektionen mit
dem humanen Herpesvirus 6 (HHV6) (Soldan et al., 1997), Chlamydia pneumoniae (Sriram et al.,
1999) oder dem Epstein-Barr-Virus zur diskutiert (Ascherio et al., 2012). Die MS ist in den westlichen
Industrieldndern die haufigste neurologische Erkrankung des ZNS und daher von wichtiger sozialer

und medizinischer Relevanz.

1.8.1 Klinischer Verlauf und Therapie der Multiplen Sklerose

Bis heute bleibt die MS unheilbar. Durch die Gabe von Immunsuppressiva oder
Entziindungshemmern kann nur eine symptomatische Therapie vorgenommen werden. Klinisch
prasentiert sich die MS in drei verschiedenen Auspragungen. Die haufigste unter ihnen ist die
schubformige MS (relapsing-remitting multiple sclerosis, RRMS) mit 85-90 % Inzidenz. Diese fiihrt zu
einer phasenweisen akuten Verschlechterung der Symptome mit einer folgenden Remission. Im
Laufe der Zeit kommt es zu einer verminderten Regeneration und einer Akkumulation von
neurologischen Defiziten (Moreau and Confavreux, 2000). Die anfallartigen akuten
Verschlechterungen sind durch sensorische Stérungen, unilaterale optische Neuritis, Schwache der
Extremitaten, die bis hin zu Lahmungserscheinungen reichen kdnnen, gekennzeichnet. Im weiteren
Verlauf leiden die Patienten an voranschreitender Quadriparese, die mit kognitiver Verschlechterung,
Ataxie, Spastiken und Beeintrachtigungen von Blasen- und Darmfunktion verbunden sein kann
(Hafler, 2004; Noseworthy et al., 2000; Tienari, 1994). Zur Basistherapie der RRMS zdhlen
Glatirameracetat, ein Gemisch aus Polypeptiden, die dem Myelin basischem Protein dhnlich sind und
die Therapie mit IFN(. Diese senken die Schubrate und mildern die Symptomatik (Ford et al., 2006;
Panitch, 1995; Paty and Li, 1993). Eine genaue Beschreibung der IFNB Therapie in der MS wird im
folgenden Abschnitt im Detail behandelt, da es einen zentralen Teil dieser Arbeit bildet. Bei einer
Nicht-Responsivitat auf die Basistherapie mit IFNB werden die zur Eskalationstherapie zdhlenden
Therapeutika eingesetzt. Hierbei kommt es unter anderem zum Einsatz des monoklonalen
humanisierten Antikorpers Natalizumab. Dieses richtet sich gegen das Adhdsionsmolekil o,-Integrin
und inhibiert effektiv die Einwanderung weiterer Effektorzellen in das ZNS. Ein weiteres wichtiges
Therapeutikum der Eskalationstherapie ist Fingolimod. Es stellt ein Sphingosin-1-Phosphat Analogon
dar und fihrt zur Retention von T Lymphozyten in den Lymphknoten, da der S1P-Rezeptor fiir ihre
Rezirkulation essentiell ist (Matloubian et al., 2004). Der Einsatz von Natalizumab und Fingolimod
sollte jedoch mit grofRer Vorsicht vorgenommen werden, da sie zu Neoplasien oder
Immunsuppression flihren (Garber, 2008; Yousry et al., 2006). Alternativ kann eine Behandlung durch
hochdosierte Glukokortikoide oder Zytostatika, die eine Riickbildung der Symptome induzieren,
durchgefiihrt werden. Sie wirken entziindungshemmend und verringern die Permeabilitdt der BHS.

In ca. 40 % der Falle geht die RRMS in die sekundar-progrediente Form (SPMS) {iber, wobei es zu
einer kontinuierlichen Verschlechterung der Symptome kommt. Zur Behandlung der SPMS wird das
Zytostatikum Mitoxantron eingesetzt, welches die Reifung und Proliferation wichtiger Effektorzellen
der MS inhibiert (Esposito et al., 2010; Neuhaus et al., 2006). IFNB ist hier nur in wenigen Fallen
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wirksam (Kappos et al., 2004). Zusétzlich kann eine hochdosierte Glukokortikoid-Therapie eingesetzt
werden. In ca. 10 % beginnt die MS als priméare-progrediente MS (PPMS), die von einer
kontinuierlichen Progression der neurologischen Defizite charakterisiert ist. Der klinische Verlauf ist
individuell sehr variabel und erlaubt kaum prognostische Aussagen zum Verlauf der Krankheit. PPMS-
Patienten, leiden an einer chronisch progredienten Myelopathie, Sehverlust und Hirnstamm-
Syndromen, die zu Stérungen in Motorik und Sensibilitdt fiihren (Noseworthy et al., 2000). Die PPMS
kann in einem fulminantem Verlauf innerhalb eines Jahres zum Tod des Patienten fiihren. Die
Therapie der PPMS kann mit Glukokortikoiden oder Zytostatika versucht werden (Schwartzman et al.,
2009). Weiterhin kann eine symptomatische Therapie von Spastiken, Schmerzen, Blasendysfunktion

und Sprech- und Schluckstérungen medikamentds und physiotherapeutisch erfolgen.

1.8.2 Therapie der Multiplen Sklerose mit Interferonen

Die seit 1993 meistangewandte und erfolgreichste Therapie der RRMS besteht in der systemischen
Gabe von IFNB (Paty and Li, 1993). Seine positive Wirkung auf den Verlauf der Krankheit konnte
bereits in vielen Studien bewiesen werden. So vermindert IFNB die Frequenz und den Schweregrad
der klinischen Exazerbationen, aber auch das Fortschreiten der Krankheit (Panitch, 1995). Die IFN
Therapie fuhrt jedoch nur partiell zum Erfolg, da es in ca. 30 % der Falle zu einer mechanistisch,
bisher nicht aufgeklarten Unresponsivitat kommt (Axtell et al., 2010), weshalb der Einsatz der bereits
erwahnten Eskalationstherapeutika von grolRer Bedeutung bleibt. Weiterhin kann es im Verlauf der
IFNB Therapie innerhalb von 6 — 18 Monaten zur Ausbildung von neutralisierenden Antikérpern
(NAB) kommen, die ebenfalls zu einer Ineffektivitat fihren kénnen (1996; Sorensen, 2012). Hierbei
kommt es zu einer Erhéhung der Schubfrequenzen und VergrofRerung der Lasionen im ZNS. Daher
wird empfohlen die Titer der neutralisierenden Antikérper zu beobachten und darauf basierend die
Therapie anzupassen.

Trotz seiner Nebenwirkungen und der bestehenden oder erworbenen Unresponsivitat bleibt IFNB
das bisher erfolgreichste Therapeutikum der MS. Der Erfolg scheint in seiner pleiotropen Wirkung zu
liegen, wodurch es viele verschiedene Funktionen vermittelt. In den letzten Jahren konnten
verschiedene Wirkmechanismen der IFNB-vermittelten positiven Effekte aufgeklart werden. IFNB
inhibiert z.B. die Produktion der Matrixmetalloproteinase (MMP)-9 (Nelissen et al., 2002). Diese tragt
wahrend der MS zu Gewebeschdaden, Inflammation und Demyelinisierung bei (Cuzner and
Opdenakker, 1999). AuBerdem erleichtert die MMP9 die Invasion von Effektorzellen ins ZNS.
Weiterhin inhibiert IFNB die Fahigkeit von T Zellen und anderer Leukozyten die BHS zu Gberqueren
und somit den Eintritt ins ZNS. Dieser Effekt wird durch die Herunterregulation des VLA-4
Adhéasionsmolekiils auf T Zellen, welches fiir die Extravasation bendtigt wird, vermittelt. Zusatzlich
wird die Abspaltung des VLA-4 Gegenspielers, des VCAM-Adhasionsmolekiils auf dem BHS-Endothel
induziert. Das losliche VCAM kann somit die erneute VLA-4-vermittelte Bindung weiterer
Effektorzellen verhindern (Calabresi et al., 1997). Ein weiterer relevanter IFNB-vermittelter Effekt ist
die Herunterregulation von MHC Klasse Il Molekiilen auf APZs und die Heraufregulation der
inhibitorischen Kostimulatoren PD-L1 und PD-L2 auf M®, welcher zu einer Inaktivierung und
Apoptose von T Zellen beitragt. Somit kommt es zu einer erniedrigten Aktivierung und einer

erhohten Inaktivierung von T Zellen (Teige et al., 2003; Wiesemann et al., 2008). Weitere protektive
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Effekte sind die Sensibilisierung von T gegeniber Apoptose und die Inhibition des
proinflammatorischen Zytokins IL-17 (Sweeney et al., 2011).

In Europa sind zurzeit drei IFNB-Praparate fir die Behandlung der RRMS zugelassen. Diese werden
subkutan oder intramuskular verabreicht. IFNB-1a (Rebif®, MerckSerono; Avonex®, Biogen ldec) wird
in Saugertierzellen produziert und besitzt eine mit dem menschlichen IFNB identische
Aminosauresequenz. Das in E. coli produzierte IFNB-1b (Betaferon®, Bayer-Schering) verfiigt an zwei
Stellen Uber einen Aminosaureaustausch, welches die pharmakologische Stabilitdt erhohen soll.
Studien zur Wirksamkeit der unterschiedlichen Praparate konnten keine Unterschiede in der
Wirksamkeit feststellen ((Aerztezeitung, 27.06.2007) letzter Aufruf 13.11.2012). Die mit der IFNB
Therapie einhergehenden Nebenwirkungen beinhalten unter anderem grippale Symptome wie
Fieber, Schiittelfrost und Muskelschmerzen, sowie auch Depressionen. Weiterhin kann es zu lokalen
Hautreaktionen kommen. Trotz intensiver Forschung bleibt die kérpereigene Quelle des IFNB
aufgrund seiner erschwerten Detektierbarkeit unbekannt. Die Relevanz der endogenen IFNB
Expression konnte bereits im Tiermodell nachgewiesen werden. So zeigten IFNB defiziente Mause
einen schwereren klinischen Verlauf der Krankheit (Teige et al., 2003). Auf der Grundlage der
Kenntnis der endogenen Quelle des IFNB im Verlauf der MS ware die Entwicklung zellspezifischer

Therapieansatze moglich.

1.8.3 Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) stellt das am besten untersuchte und am
weitesten verbreitete Tiermodell der MS dar (Baxter, 2007). Weitere bedeutende Tiermodelle sind
die durch Cuprizon induzierte toxische Demyelinisierung und die Infektion mit dem Theiler-Virus
(Kipp et al., 2009; Tsunoda and Fujinami, 2010). Die EAE ist eine Autoimmunkrankheit, die durch die
Immunisierung mit Peptiden der Myelinscheide induziert werden kann. Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung der adaptiven Immunantwort und einer Antigen-spezifischen Immunantwort gegen das
endogene Myelinantigen. Die EAE spiegelt somit Teilaspekte der MS wider (Gold et al., 2006).
Historisch gilt Louis Pasteur als einer der Vorreiter des heutigen EAE-Modells. Er unternahm
Vakzinierungsversuche mit aus Tollwut infizierten Kaninchen-Rickenmarkshomogenaten, die als
Nebenwirkung fortschreitende Ldahmungserscheinungen zur Folge hatten (Stuart and Krikorian,
1933). Die Induktion von Lahmungserscheinungen in Rhesusaffen mittels gesundem Hirngewebe aus
Kaninchen konnte schlieRlich durch Assoziation mit Hirn-spezifischen Antikorpern zeigen, dass es sich
um eine antigenspezifische Immunreaktion handeln musste (Schwentker and Rivers, 1934). Das
darauf folgend beschriebene komplette Freund’sche Adjuvants (CFA) (Freund and Opie, 1938), eine
Emulsion aus Paraffinél und abgetotetem Mycobacterium tuberculosis, erméglichte durch die
kombinierte Immunisierung mit Kaninchen-Hirngewebe eine Induktion von Lahmungserscheinungen
nach nur wenigen Immunisierungen. Fortan wurde dieses Krankheitsbild als EAE definiert (Kabat et
al., 1947; Morgan, 1947). Die Einfihrung des aus Bordetella pertussis stammenden Pertussis-Toxins
(PTX) verstarkte die Induktion des Krankheitsbildes zuséatzlich (Bernard and Carnegie, 1975). Die EAE
konnte bisher in verschiedenen Tierarten etabliert werden, wobei die Maus durch die hohe Anzahl an
genetisch veranderten Linien das wichtigste Experimentaltier reprasentiert. Mittels Deletion oder der

transgenen Expression von Genen konnte ihre Beteiligung in der Pathogenese der EAE untersucht
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werden. Durch die Verwendung verschiedener Myelinantigene wurden mehrere EAE-Modelle
etabliert, die in Abhangigkeit vom Mausstamm Unterschiede im klinischen Verlauf hervorrufen, von
relapsierenden-remittierenden bis hin zu chronischen Verlaufen (Gold et al., 2006). Das in dieser
Arbeit verwendete Mausmodell, die MOG3s.55 induzierte EAE, fiihrt zu einem chronischen Verlauf und
einer T Zell-vermittelten Autoimmun- und Entziindungsreaktion. Diese kann aktiv durch die
Immunisierung mit dem MOGss.55 Peptid in Kombination mit CFA und PTX und passiv durch den
Transfer von enzephalitogenen antigenspezifischen T Zellen induziert werden (Lipton and Freund,
1953; Paterson, 1960). Die Entziindung bleibt vor allem auf das Rickenmark und Kleinhirn
beschrankt. Zu Beginn der Erkrankung, der zwischen d11-13 liegt, kommt es zu einer aszendierenden
Lahmung des Schwanzes und der folgenden Ldhmung der Hinterbeine. Der Schweregrad der

Erkrankung wird dabei mittels eines klinischen Scores beurteilt (s. Tab. 4.7).

1.8.4 Pathogenese der Multiplen Sklerose und EAE

Die Pathogenese der MS und der EAE konnte bisher noch nicht vollstandig geklart werden. Die hohe
Komplexitdt und Heterogenitdt der Erkrankung weist auf unterschiedliche Entstehungsmechanismen
hin. Bei der MS sowie der EAE kommt es zu einem antigenspezifischem CD4" T Zell-vermitteltem
Angriff gegen verschiedene Antigene der Myelinscheide der Neuronen, der zur Demyelinisierung und
Axondegeneration fihrt (Gold et al., 2006).

Myelinscheide

@ neuronale Antigene
- @ Oligodendrozyten Antigene
Oligodendrozyt ® Proteine fremden Ursprungs

Abbildung 1.9 Zielantigene der weilen Substanz in der MS.

Proteine der Myelinscheide, von Oligodendrozyten und Neuronen stellen wichtige Ziele der Auto-
Immunantwort in der MS dar. MAG: Myelin-assoziiertes Glykoprotein; MBP: Myelin-basisches-Protein; MOG:
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; PLP: Proteolipid-Protein. Modifiziert nach (Hemmer et al., 2002)

Zu diesen Antigenen werden vor allem das Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG), das
Myelin-basische-Protein (MBP), das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG) und das Proteolipid-
Protein (PLP) gezéhlt. Die Myelinscheide wird durch die Oligodendrozyten gebildet und wirkt als
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isolierende, die Axone umgebende Schicht. Bei einer Schadigung dieser Schicht kommt es zu einer
eingeschrankten oder ausbleibenden Reizweiterleitung, die sich in Dysfunktion von Muskeln und
Nerven dulert. In dieser Arbeit wurde die EAE durch die Immunisierung mit MOGss.55 in Kombination
mit PTX und hitzeinaktivierten M. tuberculosis enthaltendem CFA induziert. Dies flhrt zu einer
Sensibilisierung der Versuchstiere fir die EAE (Dal Canto et al., 1995; Kabat et al., 1951; Wekerle,
1993). In erster Linie wird das angeborene Immunsystem aktiviert. APZs erkennen und phagozytieren
die im CFA enthaltenen PAMPs, was gleichzeitig zu ihrer Aktivierung beitragt. Das Paraffindl dagegen
sorgt fur die Langlebigkeit der Antigene und fiir eine Optimierung ihrer Aufnahme (Billiau and
Matthys, 2001). Dies flhrt zur Produktion verschiedener Zytokine, die zur Aktivierung der adaptiven
Antwort beitragen. So kommt es zur anschlieRenden Induktion der Ty1 Antwort und der Produktion
von TNFa, GM-CSF, IL-6, IL-10 und MCP-3 (Sugisaki et al., 1998). Die zusétzliche Gabe des PTX sorgt
fir eine verstarkte Reaktion. Es bindet irreversibel G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren und
unterbricht deren Signalprozesse, wodurch es zu einer gestérten Immigration von T und B Zellen in
die sekundaren lymphatischen Organe kommt. Weiterhin tragt es zu einer h6heren Permeabilitat der
BHS bei, was eine erhdhte Einwanderung enzephalitogener T Zellen beglinstigt. Die durch das PTX
vermittelte Apoptose von T, Wirkt ebenfalls verstarkend (Cassan et al., 2006). Eine Hypothese zur
Aktivierung der autoreaktiven T Zellen in der MS besagt, dass es zum Transport l6slichen
Myelinantigens in die sekunddren lymphatischen Organe kommt, welches hier von residenten APZs
phagozytiert und iber MHC Klasse Il an autoreaktive T-Helferzellen prasentiert wird (Carson et al.,
1999). Nach ihrer Aktivierung Uberqueren die enzephalitogenen T,17 Zellen in einer ersten
Migrationswelle Chemokin-Rezeptor (CCR6)-abhangig die Blut-Hirn-Schranke, wahrend die spatere
Migration CCR6-unabhdngig erfolgt. CCL20, der Ligand fiir CCR6, wird konstitutiv von Epithelzellen
des Plexus choroideus sekretiert und rekrutiert somit CCR6 exprimierende Ty17 Zellen in das Gehirn
(Reboldi et al., 2009). Die immigrierten T Zellen werden nun von APZs durch MHC Klasse II-
Prasentation des spezifischen Myelinantigens reaktiviert. Diese APZs konnten als Gefdf3-assoziierte
DCs identifiziert werden (Greter et al., 2005). Die reaktivierten T Zellen sekretieren Zytokine, die die
Permeabilitat der BHS erhéhen und ein vermehrtes Eindringen weiterer T Zellen, B Zellen, MO sowie
DCs ermoglichen. Kirzlich wurde das Zytokin granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-
CSF) als essentielles Zytokin fir die Entstehung der murinen experimentellen autoimmun
Enzephalomyelitis beschrieben. Dieses allein fiihrte zur Induktion einer Neuroinflammation und
Rekrutierung weiterer Effektorzellen (Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011). In der Effektorphase
kommt es durch unterschiedliche Effektormechanismen schlielRlich zur Zerstérung der neuronalen
Myelinscheide und zur Neurodegeneration. Durch die direkte Interaktion von CD8" zytotoxischen T
Zellen (CTL) kommt es zu einer Fas-und TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-vermittelten
Apoptose und der Ausschittung zytotoxischer Granula, die ebenfalls zur Apoptose fiihren (Aktas et
al., 2005). Weiterhin kommt es zur Sekretion neurotoxischer Substanzen und exzitatorischer
Aminosauren, die Uber den NMDA-Rezeptor toxisch wirken (Grasselli et al.,, 2012). B Zellen
sekretieren antigenspezifische Antikorper, die schlieRlich zur Komplementaktivierung und Lyse der
Zellen fiihren (Archelos et al., 2000; Piddlesden and Morgan, 1993). Antikérper scheinen vor allem in
der chronischen Phase eine wichtige Rolle zu spielen (Hemmer et al., 2002). Losliche Mediatoren die
vor allem von Mikroglia und MO sezerniert werden, richten ebenfalls groRen Schaden an. TNFa kann

in Oligodendrozyten Apoptose induzieren, reaktive Sauerstoff und Stickstoff Spezies (ROS und NOS)
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tragen ebenfalls zum Tod von Oligodendrozyten und Neurodegeneration bei (Paintlia et al., 2011).
Die Autoimmunreaktion flihrt zu einer erneuten Freisetzung von Autoantigenen, die zu einer

wiederholten Aktivierung einer Immunantwort fithren kénnen.
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Abbildung 1.10 Pathogenese der EAE.

[1] CD4" T Zellen werden in der Peripherie durch APZ aktiviert, die Myelinantigene oder kreuzreagierende
Antigene im MHC Klasse Il-Kontext prasentieren. Myelinantigene drainieren in Idslicher Form zu den
zervikalen Lymphknoten und werden hier von APZs phagozytiert oder werden von ZNS lokalisierten APZs in
die zervikalen Lymphknoten gebracht. [2] CD4" T Zellen migrieren in den perivaskuliren Raum iiber den
Plexus choroideus oder die meningealen Venolen. [3] Die eingewanderten T Zellen werden im perivaskuldren
Raum iiber Myelinantigen-produzierende APZ reaktiviert. [4] Die reaktivierten T Zellen fiihren zur GefaR- und
Mikrogliaaktivierung. [5] Weitere CD4" T Zellen iiberqueren die BHS und werden ebenfalls reaktiviert. [6]
Reaktivierte T Zellen migrieren ins Parenchym und i{iben gemeinsam mit aktivierten Mikroglia, APZs,
Antikorper-produzierenden B Zellen und CD8" T Zellen toxische Effekte aus. Modifiziert nach (Goverman,
2009)

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die IFNB Expression und seine Wirkung in den Modellen der
EAE und der polymikrobiellen Peritonitis untersucht. Wie bereits erwdahnt vermittelt IFNB pleitrope
immunmodulatorische Wirkungen. Durch sein grofRes Wirkspektrum beeinflusst es Immunantworten
in positiver als auch negativer Weise. Das hier dargestellte Modell der EAE ist ein Beispiel, in dem
IFNB einen protektiven Effekt vermittelt und zu einem milderen Verlauf der Erkrankung fiihrt. Im
Gegensatz dazu wirkt sich IFNB auf den Verlauf vieler bakterieller Infektionen nachteilig aus. Ein
Beispiel dafiir stellt die, im folgenden Abschnitt eingefiihrte, polymikrobielle Peritonits mit der
anschlieRenden Sepsis dar. Hierbei kommt es zu einer verstarkten Immunantwort und einer

detrimentellen Immunpathologie.
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1.9 Sepsis

Die Sepsis ist eine komplexe Dysregulation einer Entziindungsreaktion beruhend auf einer Infektion.
Im Volksmund ist die Sepsis unter der Blutvergiftung bekannt. Bei einem fulminanten Verlauf kann es
dabei zu einem septischen Schock kommen. Liegen die Symptome des systemischen
inflammatorischen Response Syndroms (SIRS), der Nachweis einer Infektion und eine anhaltende
Hypotonie vor, spricht man von einem septischen Schock. Der Schweregrad der Erkrankung wird
nach den von der ACCP/SCCM Consensus Conference des American College of Chest Physicians und
der Society of Critical Care Medicine 1992 definierten vier Schweregraden festgelegt (Bone et al.,
1992).

Die proinflammatorische Dysregulation kann dabei zu Schaden multipler Organe fiihren, die durch
Endothel-, Epithel- und Immunzellen vermittelt werden. Bis heute bleibt die Sepsis eines der
haufigsten Krankheitsbilder auf chirurgischen und internistischen Intensivstationen und ist mit einer
hohen Mortalitat verbunden. Die Pravalenz der Sepsis auf Intensivstationen in Deutschland liegt bei
12,4 %, der schweren Sepsis und des septischen Schocks bei 11 % bei einer Mortalitat der schweren
Sepsis von 55,2 %. Somit zahlt die Sepsis mit ca. 57.000 Todesfallen pro Jahr neben kardiovaskuldren
und neoplastischen Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland (Dellinger et al.,
2008; Engel et al., 2007; Moss and Martin, 2004). Die empfohlene Therapie ist sehr vielseitig jedoch,
wie an der hohen Mortalitdt erkennbar, in vielen Fallen erfolglos. Die Empfehlungen reichen von der
Fokussanierung, also Entfernung des Infektionsherdes, liber antibiotische Therapie bis hin zur
supportiven Therapie wie der hamodynamischen Stabilisierung, Volumentherapie oder
Nierenersatzverfahren und vielen anderen Ansatzen ((AWMFonline, 2010)letzter Aufruf 7.11.2012.)
Patienten, die eine schwere Sepsis lberleben, haben eine 26 % ige Sterbewahrscheinlichkeit
innerhalb des ersten Jahres und besitzen gegenliber Sekundarinfektionen eine erhohte
Mortalitatsrate innerhalb der nachsten acht Jahre (Perl et al., 1995; Quartin et al., 1997). Die
Grundlage bildet eine dysregulierte Immunantwort, die in einer Immunsuppression ihren Ursprung
hat (Hotchkiss et al., 2009). Somit ist das Verstandnis der immunologischen Grundlagen der Sepsis

von groRer Bedeutung und spielt fir die Entwicklung neuer Therapieansatze eine groRe Rolle.
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1.9.1 Immunologische Grundlagen der Sepsis

Die inflammatorische Immunantwort im Verlauf der Sepsis kann in zwei Phasen unterteilt werden.
Die erste Phase spiegelt sich im SIRS wider, worauf ein kompensatorisches antiinflammatorisches
Syndrom (CARS) folgt (Bone, 1996). Dabei dient die SIRS der Elimination des verursachenden Agens.
Durch die assoziierte Vasodilatation kommt es zu einem erhdhten Blutfluss und einer erhdhten
Gefdllpermeabilitdt. Diese hat ein erhohtes Angebot an Sauerstoff, wichtigen Mediatoren und
Immunzellen im Gewebe zur Folge. Die CARS sorgt fiir die Terminierung der Immunreaktion und
Herstellung der Homoéostase. Kommt es wahrend einer Sepsis jedoch zu einem Ungleichgewicht
dieser Antwort, kann das zu exzessiver Inflammation, Ischdamie, Multi-Organversagen oder folgender
Immunsuppression fiihren (Buras et al., 2005).

Die Ursache dieser Erkrankung stellt wie bereits erwdhnt eine systemische Infektion mit
Mikroorganismen verschiedenen Ursprungs dar. In bis zu 60 % der Falle liegt eine Infektion mit Gram
negativen Keimen vor, wobei LPS die pathologische Hauptkomponente darstellt (Cohen, 2002). Initial
kommt es zu einer Erkennung der Anwesenheit des Pathogens bzw. seiner PAMPs (ber
keimbahnkodierte PRRs von Effektorzellen des angeborenen Immunsystems. Die dadurch initiierte
inflammatorische Antwort beinhaltet die Ausschittung proinflammatorischer Mediatoren wie TNFaq,
IL-18, IL-1B, IL-6, IFNy und Typ | IFN, sowie dem negativen Regulator IL-10. TNFa und IL-1f gelten
dabei als die prototypischen Zytokine, die die immunopathologischen Charakteristika eines LPS-
induzierten Schocks vermitteln (Dinarello, 1997). Sie werden innerhalb von 30 — 90 Minuten nach
Erkennung von LPS freigesetzt und aktivieren weitere proinflammatorische Mediatoren wie Zytokine,
Lipid-Mediatoren und reaktive Sauerstoff-Spezies. Zusatzlich induzieren sie die Heraufregulation von
Adhéasionsmolekiilen auf Endothelzellen, was in einer Zelleinwanderung resultiert. Die ersten
immigrierenden Zellen werden vor allem durch Neutrophile reprasentiert. Weiterhin kann LPS zu
einer Aktivierung der Koagulationskaskade beitragen, die zu einer disseminierten intravaskularen
Koagulopathie und einer verminderten Organperfusion mit Organversagen fiihren (Levi and Ten
Cate, 1999).
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LPS und andere mikrobielle Bestandteile
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Abbildung 1.11 Pathogenetisches Netzwerk des Schocks.

Mikrobielle Komponenten aktivieren simultan Kaskaden, die zum Schock fiihren. Durch Aktivierung des
Endothels kommt es zu einer erhéhten Expression des TF, der zur Aktivierung der Koagulationskaskade
beitragt und in der Fibrin-Bildung miindet. Gleichzeitig kommt es zur Sekretion von PAI-1, welches den
Fibrin-Abbau inhibiert, so dass es zu einer Koagulopathie kommt. Weiterhin kommt es zu einer Aktivierung
von Granulozyten und Monozyten, die proinflammatorische Mediatoren produzieren und zu einer
Komplement-Aktivierung beitragen. Diese Mechanismen miinden schlieBlich im Schock und Multi-
Organversagen. TF: Tissue Factor; PAI-1: plasminogen-activator-inhibitor-1. Modifiziert nach (Cohen, 2002)

Die Mediatoren der gegenregulatorischen CARS beinhalten I6sliche TNFa Rezeptoren, den IL-1-
Rezeptor-Antagonist (IL-1RA), Inaktivatoren der Komplementkaskade und antiinflammatorische
Zytokine wie IL-10. Ein weiterer Mechanismus, der eine Herunterregulation der Immunantwort zur
Folge hat, ist die Apoptose von B Zellen und CD4" T Zellen (Hotchkiss et al., 2001). Dies fiihrt zu einer
Immunsuppression mit Lymphopenie, Hyporesponsivitat und Anergie von T Zellen. Die angeborene
Immunantwort ist ebenfalls supprimiert. Es kommt z.B. zu einer Depletion von cDCs aus der Milz mit
anschlieRender Repopulation. Diese repopulierenden DCs weisen jedoch eine Dysregulation in ihrer
Zytokinproduktion auf. So wurde z.B. eine verminderte I1L-12p40 Produktion, einem wichtigen T,1-

Zytokin und einer vermehrten IL-10 Produktion nachgewiesen (Flohe et al., 2006; Wen et al., 2008;

23



Einleitung

Wen et al., 2006). Weiterhin besitzen DCs auch Wochen nach einer Sepsis eine verminderte Fahigkeit
zur Aktivierung von T Zellen. Somit stellt die Sepsis sowohl eine akute als auch eine chronische
Gefahr fiir die Gesundheit von betroffenen Patienten dar.

1.9.2 Tiermodelle der Sepsis

Anhand der unterschiedlichen Induktionswege lassen sich die bisher angewandten Sepsismodelle in
drei verschiedene Gruppen einteilen: 1. exogene Administration eines Toxins, z.B. LPS, 2. exogene
Administration eines lebenden Pathogens, z.B. Bakterien, 3. die Storung der endogenen
Barriereintegritat des Colons, was zu einer bakteriellen Translokation in den Peritonealraum fihrt.
Das zentrale Ziel eines Sepsismodells ist es, eine moglichst der humanen Sepsis dhnliche Pathogenese
zu induzieren, sowie die begleitenden klinischen Merkmale zu rekapitulieren (Buras et al., 2005).
Dabei ist die Induktion einer hyperdynamischen mit nachfolgender hypodynamischer Antwort von
groflem Interesse.

Die Administration eines isolierten Agens spiegelt die hohe Komplexitdt der physiologischen Antwort
nicht wider, die durch die Vermehrung lebender Bakterien hervorgerufen wird. Hierbei wird ein
Schock durch eine Bolus-Injektion eines TLR-Agonisten induziert. Diese Modelle sind in der
Handhabung sehr leicht und humane Studien konnten zeigen, dass die Administration von LPS zu
pathophysiologischen Sepsis-ahnlichen Verdanderungen fihrt (Fink and Heard, 1990). Die Bolus-
Injektion fuhrt zu einer GiberschieBenden Antwort des angeborenen Immunsystems, begleitet von
einer Uberproduktion proinflammatorischer Zytokine wie z.B. TNFa (Beutler and Poltorak, 2001;
Cohen, 2002; Riedemann et al., 2003). Es kommt jedoch nur zu einer voriibergehenden Erhohung der
Zytokinkonzentrationen. Eine klinische Sepsis ist dagegen durch eine verlangerte Erhdhung
systemischer Zytokinlevel, die im Vergleich zur Bolus-Injektion in niedrigeren Konzentrationen
vorliegt, charakterisiert (Fink and Heard, 1990). Weiterhin kommt es nur zu einem hypodynamischem
kardiovaskularen Status. Dieses Modell spiegelt die hamodynamischen Verdnderungen einer Sepsis
jedoch nicht wider und tragt nur begrenzt zum Verstandnis dieser komplexen Erkrankung bei.

Auch die Verabreichung lebender Bakterien war bisher noch nicht zielfihrend, da es nach einer
Administration hoher Bakteriendosen zur Komplementaktivierung und Lyse der Pathogene kommt.
Somit sind diese oft nicht in der Lage innerhalb des Wirtes zu replizieren. Daher kommt dieses
Modell dem der Toxin-Administration ndher als einer tatsachlichen Infektion.

Das der Sepsis am dhnlichsten kommende Modell ist die Stérung der Barrierefunktion des Colons
mittels eines operativen Eingriffs, wobei zwischen der Colon-Ligation und Punktur (CLP) und der
Colon-ascendens Stent-Peritonitis (CASP) unterschieden wird. Das CLP Modell wurde bereits vor tiber
30 Jahren entwickelt und simuliert die Ruptur einer Appendizitis oder perforierten Divertikulitis,
einer Dickdarmerkrankung. Dabei wird das Zoekum ligiert und mittels einer Nadel punktiert. Die
GroRe der Nadel und die Anzahl der Einstiche bestimmen den Schweregrad. So kommt es zu einer
Darmperforation mit septischem Fokus, und Faeces treten in die Peritonealhdhle aus. Die folgende
Infektion resultiert aus dem Austritt der gemischten Darmflora. Zusatzlich kommt es zur
Gewebsnekrose und Abszessbildung (Ayala et al., 2000; Wichterman et al., 1980). Die Vorteile dieser
Technik liegen in der Durchfiihrbarkeit und einem verglichen mit dem Humansystem relativ

ahnlichen Verlauf, da die CLP die hamodynamischen und metabolischen Phasen einer Sepsis
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widerspiegelt. In der Vergangenheit wurden jedoch immer wieder widerspriichliche Daten im
Kontext der CLP publiziert. So kam es z.B. zu unterschiedlichen Uberlebensraten im gleichen
Experimentalansatz, so dass die Variabilitdit dieses Modells nicht vernachlassigt werden darf
(Oberholzer et al., 2002).

Das CASP-Modell, welches in dieser Arbeit zur Induktion einer Sepsis angewandt wurde, simuliert die
Komplikationen einer postoperativen Sepsis. Das Einflihren eines vendsen Stents mit einem
definierten Durchmesser in das Colon ascendens bildet einen stetigen septischen Fokus und fiihrt
somit zu einem kontinuierlichen Austritt von Darminhalt ins Peritoneum (Maier et al., 2004; Zantl et
al., 1998).

Colon ascendens

Valva ileocaecalis

Abbildung 1.12 Schematische Darstellung der CASP-OP.
Modifiziert nach (Buras et al., 2005)

Durch die Entfernung des Stents kann eine operative Intervention simuliert werden und abhangig
vom Zeitpunkt zu einem Uberleben des Versuchstieres beitragen. Zusatzlich kommt es zu einer
systemischen Streuung der Infektion, wobei eine Bakteridmie bereits nach 12 h detektiert werden
kann. Eine Erhohung der systemischen LPS-Konzentration ist bereits nach 2 h messbar. Weiterhin
konnte die Entwicklung des SIRS und CARS mittels Zytokinanalysen bestatigt werden (Emmanuilidis
et al., 2001; Zantl et al., 1998). Eine weitere Studie konnte einen Zusammenhang zwischen einer
erniedrigten pra-operativen IL-12 Konzentration und einer hoheren Mortalitdt in Maus und Mensch
aufzeigen (Hensler et al., 1998; Weighardt et al., 2002).

Im direkten Vergleich der CASP und CLP wies die CASP hohere Zytokinspiegel und eine hoéhere
Bakteridmie auf (Maier et al., 2004). AuRerdem blieb die Verbindung zwischen Peritoneum und
Darmlumen in der CASP linger bestehen. In der CLP wurde die Offnung nach kiirzerer Zeit
verschlossen und eine Abszessbildung induziert. Somit sollte die Wahl des Modells mit groRRer
Vorsicht erfolgen, da diese unterschiedliche Krankheitsmodelle imitieren, was unterschiedliche
Immunantworten induziert. Fiir IFNyR-defiziente Tiere z.B. konnte gezeigt werden, dass diese in der
CASP hochsuszeptibel sind, wihrend sie normale Uberlebensraten in der CLP aufwiesen (Zantl et al.,
1998). Somit konnte das IFNy-System eine wichtige Rolle bei der Bekampfung einer systemischen

Bakteriamie spielen.
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1.9.3 Virusinfektion, Typ | IFN und polymikrobielle Peritonitis

Humane Studien konnten in der Vergangenheit zeigen, dass eine Virusinfektion die Suszeptibilitat
gegeniber einer bakteriellen Sekundarinfektion im Patienten erhoht. So erhoht z.B. das Influenza-
Virus die Mortalitdt einer Infektion mit bakteriellen respiratorischen Pathogenen (Leung and
Hashimoto, 1986; Schneider-Schaulies et al., 2001). Die klinischen Symptome einer bakteriellen
Superinfektion im Verlauf einer akuten Virusinfektion sind ernster und dauern lber einen langeren
Zeitraum an (Beadling and Slifka, 2004). Die mechanistischen Grundlagen bleiben jedoch weitgehend
ungeklart. Im Tiermodell geben virale-bakterielle Ko-Infektionsmodelle die Beobachtungen beim
Menschen wider. So fihrt eine akute virale Infektion mit einer anschlieBenden bakteriellen Infektion
zu einer hoheren Mortalitdt. Dabei sind die Versuchstiere gegeniliber dem bakteriellen Stimulus um
ein Vielfaches sensitiver, was mit einer héheren inflammatorischen Antwort verbunden ist. So sind
bereits sublethale Dosen von LPS wahrend einer Infektion mit dem Lymphozytdaren Choriomeningitis
Virus (LCMV) lethal (Nansen et al., 1997). Mechanistisch wurden unter anderem Typ | IFN als
wichtiger Mediator dieses Phanomens identifiziert. So potenziert das durch einen viralen Stimulus
induzierte Typ | IFN die proinflammatorische Antwort nach einer bakteriellen Stimulation mittels CLP
und tragt zum letalen Schock bei (Doughty et al., 2006). Dabei wurden polyl:C stimulierte Wildtyp-
Mause (wt) nach 24 h einer CLP unterzogen und wiesen hohere Werte fiir die proinflammatorischen
Mediatoren TNFa und IL-6 auf. Dies war mit einem hoheren Versterben der Versuchstiere und einer
héheren bakteriellen Last assoziiert. IFNAR” hingegen waren vor einer immunpathologischen
proinflammatorischen Antwort geschitzt und zeigten eine geringere Mortalitdt (Doughty et al.,
2006). Zusitzlich konnte im CASP Modell gezeigt werden, dass IFNARI” per se gegeniiber einer
Immunpathologie resistent sind, da sie ein hoheres Uberleben und eine hdhere Aktivitit von
Granulozyten zeigten. Diese agieren als wichtige Effektorzellen bei der bakteriellen Elimination
(Weighardt et al., 2006). Die Rolle der Typ I IFN bleibt in der Sepsis kontrovers. So konnte im Modell
der CLP fiir IFNARI”" eine héhere Mortalitit aufgrund einer geringeren Rekrutierung und Aktivierung
von Granulozyten nachgewiesen werden. Diese Publikationen liefern somit widerspriichliche
Ergebnisse bezliglich der Relevanz der Typ | IFN in der Sepsis. Dies lasst sich auf Unterschiede in den
Experimentalansatzen und den angewandten Tiermodellen zurlickfiihren, da diese wie bereits

beschrieben zu unterschiedlichen physiologischen Reaktionen fiihren.
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

IFNB vermittelt aufgrund seiner pleiotropen Wirkmechanismen in der Immunantwort in
verschiedenen Krankheiten und entsprechenden Experimentalmodellen gegensatzliche Funktionen.
Im Autoimmunmodell der EAE spielt IFNB eine essentielle protektive Rolle. Im Gegensatz dazu bt
eine Typ | IFN Antwort im Infektionsmodell der polymikrobiellen Peritonitis einen detrimentellen
Effekt aus. Aufgrund der nur begrenzten Nachweisbarkeit von IFNB, konnte die zelluldare Quelle von
IFNB bisher nur sehr eingeschrankt identifiziert werden. Zur Charakterisierung der IFNB Expression,
soll diese mit Hilfe des bicistronischen Reportermausmodells auf Einzellzellebene im Modell der EAE
und der polymikrobiellen Peritonitis untersucht werden.

Im ersten Abschnitt der Arbeit sollen mittels des Modells der EAE die flr die IFNB Expression
verantwortlichen Zellpopulationen im Rahmen einer zerebralen Autoimmunitat identifiziert und
charakterisiert werden. Um den Mechanismus und das physiologische Umfeld der IFNB Expression
naher zu charakterisieren, soll die zelluldare Komposition und das vorherrschende Zytokinprofil in der
Peripherie und dem ZNS im Verlauf der EAE analysiert werden. In Ergdnzung der Untersuchungen der
zelluldaren Quelle des IFNB in der EAE soll ermittelt werden, welche Zellen des ZNS nach Stimulation
mit bekannten IFN induzierenden Pathogenbestandteilen IFNB exprimieren.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit soll im Kontext der CASP, des hier verwendeten Modells fiir eine
polymikrobielle Peritonitis, erstmals der Einfluss einer mittels polyl:C simulierten, viral induzierten
IFNB Antwort auf den Verlauf der Krankheit untersucht werden. Zusatzlich soll die biologische
Relevanz von IFNB in der polymikrobiellen Peritonits mittels IFNB-defizienter Mause aufgeklart

werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Untersuchung der IFNB Expression in einem Modell fiir Multiple Sklerose

Die EAE stellt ein geeignetes Tiermodell dar, um die immunologischen Grundlagen der MS zu
untersuchen. Der protektive Effekt von IFNB in der MS ist unumstritten und IFNB stellt daher das
meistverschriebene Initialtherapeutikum wahrend der RRMS dar. In vergangenen Studien konnte der
positive Einfluss von IFNB und endogenem Typ | IFN auf den Verlauf der Krankheit bereits
demonstriert werden. Bisher war es jedoch unmaoglich die IFNB Produzenten auf Einzelzellebene zu

mob/mob

identfizieren. Unter Verwendung des bicistronischen IFN Reporter Mausmodells wurde daher

die IFNB/YFP Expression wahrend der EAE analysiert und visualisiert.

2.1.1 In vitro und in vivo Analyse der IFNB produzierenden Zellen wahrend der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis

Zur Etablierung der EAE wurde initial der Verlauf der Erkrankung nach MOG;ss5 Immunisierung

anhand des klinischen Scores dokumentiert.

Initiationsphase Effektorphase chronische Phase

klinischer Score

0,5

0 - ‘
do  d3 d7 di0 di4 di17 d21 d28 d35 d70
Abbildung 2.1 Definition der Phasen der EAE.

Wt Mause wurden MOG;3; 55 immunisiert und der Schweregrad der Lihmungen wurde zu den angegebenen
Zeitpunkten bestimmt.

Die EAE beginnt mit der Initiationsphase in der die Immunantwort in der Peripherie ablduft, weshalb
keine Lahmungen beobachtet werden konnten. Die anschlieRende Effektorphase beginnt mit der
Einwanderung von Zellen des Immunsystems, und die ersten Léhmungen wurden sichtbar. Dies
beginnt ca. an d10. Die Krankheit erreichte in dieser Phase zwischen d14 und d17 ihren Héhepunkt,
was durch den hochsten klinischen Score widergespiegelt wurde. SchlieBlich setzt die chronische
Phase ein, die zur vollstandigen oder partiellen Regeneration flihrt und durch eine Verminderung des
klinischen Scores charakterisiert war (s. Abb. 2.1). Die folgenden Experimente wurden am Hohepunkt

der Krankheit oder zu den angegebenen Zeitpunkten in einer Kinetik durchgefihrt.
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2.1.1.1 Definition der intrazerebralen Zellpopulationen

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde das Reportermaussystem fiir IFNB/YFP in vitro und in vivo
eingehend in verschiedenen Infektionsmodellen und nach Stimulation mit definierten molekularen
Pathogenbestandteilen validiert (Dresing et al., 2010; Scheu et al., 2008). Der Fokus dieses Teiles der
Arbeit bestand in der Definition und Lokalisierung IFNB/YFP produzierender Zellen im
Krankheitsmodell der EAE. Um die Zellpopulationen im ZNS zu identifizieren, wurde eine Farbung der
Oberflachenproteine CD11b und CD45 durchgefiihrt. CD11b wird in der Peripherie vor allem von
APZs wie M® und DCs exprimiert, im ZNS aber auch von Mikroglia. CD45 wird von allen Zellen
hdamatopoetischen Ursprungs exprimiert, allerdings auch von residenter Mikroglia - die, wie bereits
beschrieben von primitiven hamatopoetischen Vorlduferzellen des Dottersacks abstammen — in
geringerer Expressionsstirke (Sedgwick et al., 1991). Die simultane Farbung dieser beiden
Oberflachenproteine im ZNS ermoglicht somit die Charakterisierung zwischen residenten und
immigrierten Zellen hdmatopoetischen Ursprungs und stellt die Grundlage der hier in vivo und in

vitro durchgefiihrten Experimente dar (Abb. 2.2).

B residente Mikroglia

| immigrierte M®, DCs, GZ

immigrierte T und B Zellen

l residente nicht-hamatopoietische
Zellen

CD11b

CD45

Abbildung 2.2 Einteilung der Zellpopulationen im ZNS
Beispielhaft dargestellt ist die FACS-Analyse der mittels Percoll-Gradient aufgereinigten intrazerebralen
Zellpopulationen einer MOG3; s immunisierten Maus am Héhepunkt der Krankheit.

CD45, CD1lb Zellen setzen sich aus residenten, nicht-hdamatopoetischen Zellen, wie z.B.
Endothelzellen und Astrozyten zusammen. CD45", CD11b" Zellen stellen vor allem immigrierte T und
B Zellen dar. CD45%, CD11b" Zellen werden durch M® und DCs reprisentiert. Residente Mikroglia
heben sich von diesen durch ihre intermediire CD45 Expression ab und sind ebenfalls CD11b" (Abb.
2.2).
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2.1.1.2 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression auf Einzel-Zellebene in der Peripherie
am Hohepunkt der Krankheit

Vorangehende Publikationen lieBen den Schluss zu, dass IFNB am Hohepunkt der EAE exprimiert wird
und einen protektiven Effekt auf den Verlauf der Krankheit ausiibt (Prinz et al., 2008; Teige et al.,
2003). Bisher wurde die Expression von IFNP nur fiur das gesamte Rilickenmark und nicht
zellspezifisch gezeigt. Daher sollte die IFNB Expression in einer Kinetik lokalisiert und die IFNB
produzierenden Zellen in der Peripherie und dem ZNS verglichen werden.

Milz
a)
wt
mob
CD11b
b) Lymphknoten
[0.0007 0.0002| {0.0002 0.0007| {0.0002 0.0007
wt
0.0001 0.0001] |
mob IFN
YFP |

— CD1lc cD11b I-AP
Abbildung 2.3 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression in der Milz und peripheren Lymphknoten am
Hohepunkt der Krankheit.
IFNB™™® und IFNB*** Miuse wurden MOG;s.ss immunisiert. Sekundire lymphatische Organe wurden an
d17 nach Immunisierung analysiert. Die abgebildeten Zellen wurden auf lebende, DAPI" und nicht-T und B
Zellen gegatet. a) IFNB/YFP Expression in der Milz. b) IFNB/YFP in den peripheren Lymphknoten.

Die Analyse der IFNB/YFP Expression wurde zuerst an d17 nach Immunisierung untersucht, da hier

mob/mob

die hochste IFNB/YFP Expression vermutet wurde. MOGa3s.s5s immunisierte IFNB Mause zeigten
am Hohepunkt der Krankheit keine IFNB/YFP Expression in sekunddren lymphatischen Organen,
reprasentiert durch die Milz und die peripheren Lymphknoten (Abb. 2.3). Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurde die IFNB/YFP Expression auch in der Induktions- und Regenerationsphase der Krankheit

untersucht. Hier konnte ebenso keine IFNB/YFP Expression detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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2.1.1.3 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression auf Einzelzellebene im ZNS am
Hoéhepunkt der Krankheit

Die Organe des ZNS wurden simultan zu den sekunddren lymphatischen Organen isoliert und
analysiert. Im Gegensatz zur Peripherie konnte im ZNS eine IFNB/YFP Expression detektiert werden.
Die YFP Produzenten waren zum GroRteil CD45™, CD11b*, CD11c™ (s. Abb. 2.4a, b). Im Vergleich zum
Gehirn wies das Riickenmark eine héhere Frequenz IFNB/YFP exprimierender Zellen auf (Abb. 2.4a-c).
Im Riickenmark konnten von den durch den Percoll-Gradienten aufgereinigten Zellen ~0.1 %
IFNB/YFP* Zellen detektiert werden, wihrend das Gehirn nur ~0,003 % IFNB/YFP* Zellen aufwies. Die
Berechnung der YFP produzierenden Zellen bezogen auf das gesamte Organ ergab eine
Gesamtzellzahl von ca. 400 YFP* Zellen pro Organ, wahrend es nur ca. 50 Zellen fiir das Gehirn waren.
Die Untersuchung von Rickenmark und Gehirn zeigte, dass residente Mikroglia die
Hauptproduzenten von IFNB/YFP waren, da sie das fur residente Mikroglia typische Expressionsprofil
von Oberflachenmarkern aufwiesen. Sowohl im Rickenmark, als auch im Gehirn waren ca. 90 % der
IFNB/YFP* Zellen residente Mikroglia mit dem Oberflichenmarker-Expressionsprofil CD45™, CD11b",
CD11c™.
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Abbildung 2.4 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression im ZNS am Hohepunkt der Krankheit

IFNB™™® und IFNB""* Mause wurden mit MOG;s ss immunisiert. Riickenmark und Gehirn wurden an d17
nach Immunisierung analysiert. a) IFNB/YFP Expression im Riickenmark und b) IFNB/YFP Expression im
Gehirn von jeweils zwei gepoolten Mausen. IFNB/YFP" Zellen (blau) wurden den IFNB/YFP™ Zellen (grau)
tiberlagert. c) Statistische Auswertung der IFNB/YFP produzierenden Zellen.

Somit konnte gezeigt werden, dass residente Mikroglia im Gehirn, aber vor allem im Riickenmark, die
Hauptproduzenten von IFN am Hohepunkt der Krankheit waren. Eine immunhistologische Detektion

war aufgrund der niedrigen Zellzahlen und der hohen Autofluoreszenz im ZNS nicht moglich.
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2.1.1.4 Analyse der IFNB-mRNS in sortierten Zellpopulationen des ZNS am Hohepunkt der
Krankheit

Um die durchflusszytometrischen Ergebnisse bezlglich der Identitdt der IFNB/YFP produzierenden
Zellen zu validieren, wurde die Expression der IFNB mRNS in den vier bereits beschriebenen (Abb.
2.2) FACS-sortierten Populationen bestimmt. Diese zeigten im Rickenmark (Abb. 2.4a) eine 140 fach
hohere IFNB mRNS Expression relativ zu den CD45°, CD11b" Zellen, wahrend es im Gehirn zu einer 13
fach héheren IFNB mRNS Expression kam. Immigrierte M® und DCs (CD45%, CD11b") wiesen nur eine
geringe ca. 20 fache IFNB mRNS-Expression auf. Im Riickenmark wurde fiir CD45%, CD11b"
Immigranten eine ca. 20 fach héhere Expression ermittelt, wahrend diese im Gehirn das 7 fache
betrug (s. Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5 Analyse der IFNB mRNS-Expression in intrazerebralen Zellpopulationen am Hohepunkt der
Krankheit.

Wt Mduse wurden mit MOG;s.55 immunisiert. Zellen aus Riickenmark und Gehirn wurden isoliert und auf
Grundlage ihrer CD11b und CD45 Expression FACS-sortiert. a) IFNB mRNS-Expression im Riickenmark.
b) IFNB mRNS-Expression im Gehirn.

Die IFNB mRNS-Expressionsanalyse konnte die mittels FACS-Analyse erbrachten Ergebnisse zur
Identitat der IFNB/YFP Produzenten bestatigen. Beide Methoden konnten ZNS residente Mikroglia als

Hauptproduzenten von IFNB am Hohepunkt der EAE identifizieren.
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2.1.1.5 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression von Mikroglia aus EAE-induzierten
Mausen nach Stimulation mit definierten PAMPs

Residente Mikroglia sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Sie werden auch
als die M® des ZNS bezeichnet, da sie M® ahnliche Funktionen ausfiihren. Die bereits dargestellten
Ergebnisse bestatigen die Rolle der Mikroglia als wichtige Effektorzellen des Immunsystems, in dem
sie IFNB als wichtigen immunregulatorischen Faktor produzieren. Im folgenden Versuch sollte
untersucht werden, ob Mikroglia als Zellen des Immunsystems in der Lage sind, auf die Stimulation
mit PAMPs am Hohepunkt einer EAE ebenfalls mit einer IFNB/YFP Produktion zu antworten und die
vorherrschende autoimmune Inflammation moglicherweise zu beeinflussen. Dies basiert auf der
Grundlage, dass die in vivo Stimulation mit TLR Liganden den Verlauf der EAE positiv oder negativ
beeinflussen kann.

Intrazerebrale Leukozyten aus EAE induzierten Mausen wiesen 24 h nach einer ex vivo Stimulation
mit polyl:C die héchste Frequenz IFNB/YFP" Zellen auf (0,64 %). CD45" Zellen wiesen die héchste
Anzahl IFNB/YFP* Zellen auf (0,39 %), wihrend CD45™ Zellen etwa ein Drittel der IFNB/YFP der
produzierenden Zellen darstellten (0,25 %). Nach der Restimulation mit MOG3555 wurden keine
IFNB/YFP* Zellen gemessen, wihrend die Stimulation mit wobble DNS zu einer geringen IFNB/YFP
Produktion in CD45 und CD45" Zellen fiihrte ((0,04 % und 0,15 %) s. Abb. 2.6).

@ polyl:C MOG, .. wobble DNS

0.03 0.04 o] fo 0 o {o 0.009 o] fo 0 0

wt

0.005 0.03 0.07 0.006 0.006 0 0.04 0.07 0.08

mob

IFNB |
YFP -

CD4s cD45 CD45 CD45

Abbildung 2.6 IFNB/YFP-Expression in ex vivo stimulierten intrazerebralen Leukozyten am Hoéhepunkt der
Krankheit.

IFNB™™® und IFNB"/"" Mzuse wurden mit MOGssss immunisiert. Die am Hohepunkt der Krankheit
isolierten intrazerebralen Zellen wurden fiir 24 h mit den jeweiligen PAMPs stimuliert. Gezeigt ist die
IFNB/YFP Expression gegen CD45. Als Kontrolle fiir das Setzen der Analyse-Gates dienten Zellen von identisch
behandelten IFNB"** Mausen.

Somit reagierten vor allem CD45" Zellen auf die Stimulation mit PAMPs am Héhepunkt der Krankheit.
Eine exakte Abgrenzung zwischen Mikroglia und immigrierten APZs jedoch war nur begrenzt moglich,
da sich die Zellen ex vivo moglicherweise in ihrem Expressionsprofil der Oberflichenmarker leicht

verandert haben kdonnten.
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2.1.2 Charakterisierung der Immunantwort in der Peripherie und im ZNS im Verlauf der
EAE

Eine bisherige Publikation zeigte eine IFNB Expression nur am Hohepunkt der EAE, jedoch nicht in
den verschiedenen Phasen der Krankheit (Prinz et al., 2008). Im Folgenden eréffnete sich die Frage,
wie sich die IFNB Expression im Verlauf der EAE verhalt. Um diese Frage zu beantworten, wurde die
IFNB mRNS Expression in einer Kinetik an 10 verschiedenen Zeitpunkten der EAE in Milz und
peripheren Lymphknoten sowie Riickenmark und Gehirn mittels quantitativer Real Time PCR
verglichen. Zusatzlich wurde die mRNS Expression von Genen analysiert, die im Kontext der EAE von
grolRer Bedeutung sind und die Rahmenbedingungen fiir eine vorhandene IFNB Expression

definieren.

2.1.2.1 Vergleich der IFNB mRNS Expression zwischen Peripherie und ZNS im Verlauf der
EAE

In der Milz und den peripheren Lymphknoten konnte eine friilhe IFNB mRNS Expression in der
Initiationsphase der EAE nachgewiesen werden, die in der Effektorphase ihren Tiefpunkt erreichte,
um in der chronischen Phase wieder anzusteigen (Abb. 2.7). Die hochste Expression konnte fiir die
Milz an d3 nach Immunisierung gemessen werden (ca. 18 fach), wahrend die Lymphknoten eine
gleichbleibende Expression an d3 und d7 gegeniber dem basalen Wert aufwiesen (ca. 9 fach). Das
Rickenmark zeigte einen Anstieg der IFNB Expression zu Beginn der Effektorphase an d10 (10 fach)
und erreichte ihren Héhepunkt an d14 und d17 (40 fach). Ab d21 sank die Expression der IFNB mRNS
rapide und stieg in der spaten chronischen Phase wieder an (20 fach). Im Gehirn wurde ebenfalls ein
Anstieg der IFNf mRNS an d10 verzeichnet. Die Hohepunkte der Expression wurden an d14 mit
einem ca. 2,5 fachen und an d21 mit einem 4,5 fachen Anstieg der IFNB mRNS relativ zur naiven
Kontrolle gemessen.
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Abbildung 2.7 Vergleich der IFNB mRNS-Expression zwischen sekunddren lymphatischen Organen und ZNS.
10 Wochen alte wt Mause wurden mit MOG3;;.ss immunisiert oder naiv belassen. Die jeweiligen Organe
wurden zu den angezeigten Zeitpunkten isoliert und mittels qRT-PCR auf IFNBp mRNS-Expression hin
analysiert. Dargestellt sind die relativen Transkriptmengen von IFNf zur naiven Kontrolle der jeweiligen
Organe. Insgesamt wurden 6 Tiere pro Organ und Zeitpunkt analysiert (n=6).

Zusammenfassend konnte eine gegenldufige Regulation der IFNB mRNS Expression zwischen den
sekundaren lymphatischen Organen und dem ZNS gezeigt werden. Wahrend IFN in der Peripherie in
der Initiationsphase exprimiert wurde, wurde im ZNS eine Expression in der Effektorphase

nachgewiesen.
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2.1.2.2 Korrelation der IFNB mRNS Expression mit der Expression des Interferon
stimulierten Gens ISG56

IFNB ist wie bereits beschrieben eines der ersten Zytokine, deren Expression wahrend einer
Immunantwort induziert wird, was in direkter Folge zu einer Induktion vieler IFN-stimulierter Gene
fihrt. Die Induktion IFN-stimulierter Gene dient als indirektes Mal3 fiir die Starke der IFN Expression
(Guo et al., 2000; Terenzi et al., 2007). Um die vorangehenden Ergebnisse zur IFNB mRNS Expression
auf diese Weise zu bestatigen, wurden Milz und Riickenmark auf die Expression des IFN-stimulierten
Gens ISG56 mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) hin analysiert.

In der Milz konnte in der friithen Initiationsphase an d3 eine sehr niedrige Induktion (2 fach) der
ISG56 mMRNS gemessen werden. Die ISG56 Expression im Rickenmark korrelierte eindeutig mit der
Expression von IFNB (Abb. 2.8). An d3 wurde analog zur IFN Expression ein leichter Anstieg der
ISG56 MRNS detektiert, wahrend die hochste Expression zwischen d14 und d21 der Krankheit

gemessen werden konnte.
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Abbildung 2.8 Analyse der ISG56 mRNS Expression im Verlauf der EAE

Die 1SG56 mRNS Expression wurde mittels gRT-PCR in den Proben aus Abb. 3.6 bestimmt, um eine
Korrelation zur IFNB mRNS zu ermoglichen. Insgesamt wurden 6 Tiere pro Organ und Zeitpunkt analysiert
(n=6).

Die Analyse der ISG56 mRNS Expression korreliert vor allem im Riickenmark mit der Induktion von

IFNB und bestatigt die hier ermittelten Daten fir die IFNB Expression.
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2.1.2.3 Charakterisierung der Immunantwort in Peripherie im Verlauf der EAE

Im weiteren Verlauf wurde die Expression fiir EAE relevante T Zell assoziierte Gene mittels gRT-PCR
in Milz und Riickenmark bestimmt (Abb.2.9 + Abb.2.10), um die Bedingungen, unter denen IFNB
exprimiert, wird naher zu beschreiben. Die EAE ist eine T Zell vermittelte autoimmune Reaktion
gegen korpereigene Proteine der Myelinscheide der Neurone. Die Rolle, die Tyl und T417 Zellen
dabei als Krankheitsmediatoren spielen, ist umstritten, da keines ihrer Zytokinprofile essentiell fir
die Induktion der Krankheit ist (Codarri et al., 2011; EI-Behi et al., 2011). Daher wurden T Zell- und
vor allem Ty1- und Tyl7-assoziierte Gene auf ihre Expression hin analysiert. In der Milz kam es bereits
in der frihen Initiationsphase zu einer Abnahme der CD3¢e Expression und damit zu einer Abnahme
der T Zellen, was unterschiedliche Ursachen haben kann. Wahrend der Effektorphase, am Hohepunkt
der Krankheit, kam es zu einem geringen Anstieg der CD3e Expression gefolgt von einer raschen
Abnahme. Die Expression der Transkriptionsfaktoren fiir die erwahnten T Zell Subtypen zeigte in der
Initiationsphase nur eine sehr geringe Abnahme und einen unterschiedlich hohen Anstieg in der
Effektorphase, gefolgt von einem Absinken der Expression in der chronischen Phase. Foxp3 zeigte
die hochste Expression in der Effektorphase. T-bet zeigte nur einen geringen Anstieg (2 fach). Fir
RORyt wurde der geringste Anstieg ermittelt. Die Expression der von T,1 bzw. Ty17 exprimierten
Zytokine IFNy bzw. IL-17a zeigte eine Induktion in der Initiationsphase an d3 und d7. Auf diese
folgend wurde nach einer Herunterregulation ein leichter Anstieg in der Expression wahrend der
Effektorphase gemessen, wobei IL-17a um das 100 fache héher exprimiert war als IFNy. Fir GM-CSF
konnte keine deutliche Tendenz einer Regulation ermittelt werden. Die IL-23p19 Expression zeigte,
wie auch IL-17a, zwei Maxima in der Initiationsphase und in der Effektorphase (s. Abb. 2.10).

Somit konnte gezeigt werden, dass es in der Initiationsphase zu einem Absinken der T-Zell
definierenden Gene CD3g, Foxp3, T-bet und RORyt kam, gefolgt von einem Anstieg in der
Effektorphase. Dieses Expressionsmuster konnte bei den hier untersuchten Zytokinen gréftenteils

nachvollzogen werden.
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Abbildung 2.9 Charakterisierung der Immunantwort in der Milz im Verlauf der EAE.

Die mRNS-Expression fiir die EAE relevanten Gene wurde zur Definition der immunologischen Antwort
mittels qRT-PCR bestimmt (s. Abb. 2.6).
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2.1.2.4 Charakterisierung der Immunantwort im ZNS im Verlauf der EAE

Analog zur Milz wurden die bereits oben beschriebenen Gene fir das Rickenmark als wichtige
Mediatoren der autoimmunen Reaktion im Verlauf der EAE analysiert (Abb. 2.10). Wahrend
CD3&e mRNS in der Initiationsphase nicht nachweisbar war, konnte ein Anstieg der Expression in der
Effektorphase der EAE mit Hohepunkten an d14 und d21 nachgewiesen werden. Dieser fiihrte zu
einem 80 bzw. 120 fachen Anstieg der mRNS-Expression, wahrend ein Absinken in der chronischen
Phase gemessen wurde. Dieses Expressionsmuster wurde fiir den T, 1 Transkriptionsfaktor T-bet mit
einem 180 fachen und dem T, Transkriptionsfaktor FoxP3 mit einem 330 fachen Anstieg ebenfalls
ermittelt. Eine Veranderung der Expression von RORyt konnte nicht nachgewiesen werden. Die
Zytokine IFNy und GM-CSF erreichten den Hohepunkt ihrer Expression an d14 mit einem 70 und 600
fachem Anstieg und waren an d17 bereits stark herunterreguliert. Fiir IL-17a hingegen wurde eine
5000 fache Expression fir d14 und d17 mit einer folgenden Herunterregulation detektiert. Eine
Expression von IL-23p19 konnte nicht nachgewiesen werden.

Die stattfindende Immunreaktion im Rickenmark war T-Zell vermittelt, wobei Teg, Tyl und Ty17
Zellen anwesend waren. Dies konnte durch die Expression der definierten Transkriptionsfaktoren und
der dazugehorenden Zytokine gezeigt werden. Fir eine Ty17 vermittelte Immunreaktion konnte nur
die IL-17a Expression als Leitzytokin nachgewiesen werden. Somit waren sowohl Tyl und Ty17 T
Zellen als Mediatoren der autoimmunen Inflammation im Rickenmark anwesend. Die ebenfalls

nachgewiesene GM-CSF Expression ergdnzte das proinflammatorische Expressionsprofil.
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Abbildung 2.10 Charakterisierung der Imnmunantwort im Riickenmark im Verlauf der EAE.
Die mRNS-Expression fiir die EAE relevanter Gene wurde zur Definition der immunologischen Antwort
mittels qRT-PCR bestimmt (s. Abb. 2.6).
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2.1.3 Charakterisierung der IFNB/YFP Expression im ZNS nach Stimulation mit definierten
PAMPs in vitro und in vivo

Bisher publizierte Daten belegen, dass Mikroglia in der Lage sind, IFNB zu exprimieren. Aufgrund der
Expression verschiedener TLRs konnen sie durch verschiedene PAMPs wie polyl:C und LPS aktiviert
werden. Dies fiihrte zu einer Heraufregulation der IFNB mRNS (Town et al., 2006). Weiterhin konnte
wahrend einer Infektion mit einem neurotropen Virus eine IFNB Produktion in Neuronen gezeigt
werden (Delhaye et al., 2006). Die hier gezeigten Versuche konnten erstmals Mikroglia als
Hauptproduzenten von IFNB wahrend der EAE und damit einer autoimmunen Inflammation
identifizieren. Um diese Zellpopulation naher auf ihre Funktion als IFNB-produzierende Zellen nach
Stimulation mit verschiedenen PAMPs hin zu untersuchen, wurden diese in vitro und in vivo
stimuliert. AnschlieRend wurde die IFNB/YFP Produktion auf Einzelzellebene analysiert und

dargestellt.
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2.1.3.1 Charakterisierung der IFNB/YFP Produzenten im ZNS nach ex vivo Stimulation
mit PAMPs

Die Stimulation intrazerebraler Zellpopulationen aus naiven IFNB*** und IFNB™”™® M3usen mit den
PAMPs polyl:C und LPS konnte mittels FACS-Analyse zeigen, dass CD45™, CD11b* Zellen IFNB/YFP
produzierten (Abb. 2.11). Bei diesen Zellen handelt es sich um Mikroglia, da sie unter naiven
Bedingungen als einzige bekannte Zellpopulation CD45 im ZNS exprimieren. Die Stimulation durch
polyl:C induzierte eine héhere IFNB/YFP Produktion (0,11 %) im Vergleich zu LPS (0,02 %).

wt mob
Jo.0oo1 0.01] Jo.003 0.006
Jo 0.02| Jo.001 0.002
polyl:C ] _ 2
39.4
10 0.006 | |
LPS

— CD45 CD11b CD45 CD11b
Abbildung 2.11 IFNB/YFP-Expression in naiven ex vivo stimulierten intrazerebralen Zellpopulationen 24 h
nach Stimulation.
Intrazerebrale Zellpopulationen von IFNB™™® und IFNB"/"* Mausen wurden fiir 24 h mit den TLR-Liganden
polyl:C (50ug/ml) und LPS (100 ng/ml) stimuliert. Gezeigt ist die IFNB/YFP Expression auf Einzelzellebene
nach Stimulation. IFN[?."'"/Wt Mause dienten als Kontrolle fiir das Setzen der Analyse-Gates.

Somit zeigte die ex vivo Stimulation naiver, mittels Percoll-Gradient aufgereinigter, intrazerebraler
Leukozyten auf Einzelzellebene, dass Mikroglia auch nach Stimulation mit PAMPs die in der Lage sind

IFNB/YFP zu exprimieren.
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2.3.2 Charakterisierung und Lokalisierung der IFNB/YFP Expression nach intrathekaler
polyl:C Stimulation

Um eine virale zerebrale Infektion in vivo zu simulieren und eine starke IFNB Antwort zu induzieren,
wie sie z.B. durch das West Nile Virus verursacht wird, wurden IFNB*/** und IFNB™™® Méuse
intrathekal mit dem dsRNS Analogon polyl:C stimuliert und die IFNB/YFP exprimierenden Zellen
analysiert.

Erneut erwiesen sich CD45™, CD11b*, CD11c™ Mikroglia als die Hauptproduzenten von IFNB/YFP
(Abb.2.12a, b). Zusatzlich zeigten CD45", CD11b", CD11c™ Zellen eine geringe IFNB/YFP Expression.
Die als Mikroglia identifizierte Population stellte 0,37 % der Gesamtzellen dar, wihrend die IFNB/YFP*
CD45" Immigranten nur 0,07 % ausmachten.
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Abbildung 2.12 IFNB/YFP-Expression 24 h nach intrathekaler polyl:C Stimulation in intrazerebralen
Zellpopulationen des Gehirns.
IENB™™® und IFNB"Y™ Mausen wurden intrathekal 6 pg polyl:C verabreicht. 24 h nach Stimulation wurde
die IFNB/YFP Expression im Gehirn mittels FACS analysiert. IFNB""/Wt Mause dienten als Kontrolle fiir das
Setzen der Analyse-Gates. a) IFNB/YFP* Zellen (blau) wurden den IFNB/YFP Zellen (grau) liberlagert. b)
IFNB/YFP Expression CD45™*, CD11b* Zellen im Gehirn.

Weiterhin konnte die Lokalisation der IFNB/YFP Produzenten mittels Immunhistochemie nach
intrathekaler polyl:C Injektion in einen der beiden Lateralventrikel bestimmt werden. Die YFP
produzierenden Zellen wurden 24 h nach intrathekaler polyl:C Stimulation im den 4. Ventrikel

umgebenden Gewebe des Gehirns lokalisiert. Die YFP* Zellen waren morphologisch rundlich bis oval
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mit kurzen dendritischen Auslaufern, wie sie fur aktivierte Mikroglia charakteristisch sind (Perry., H.

Microglia and Macrophages aus Immunology of the Nervous System, Seiten 157-159).

1. Lokalisation der Injektion
2. dargestellter Ausschnitt in b)

Abbildung 2.13 Lokalisation der IFNB/YFP exprimierenden Zellen nach intrathekaler polyl:C Stimulation.

a) Ausgewdhlte Ebene einer MRT-Aufnahme eines Maus-Gehirns zur Lokalisierung der Injektionsstelle und
des in b) gezeigten Ausschnitts des Gehirns. Modifiziert nach: (Frahm, 2007), letzter Aufruf: 7.11.2012

b) Lokalisation der IFNB/YFP* Zellen. IFNB™*™® und IFNB"/** Miusen wurden 6 pg polyl:C intrathekal
injiziert. YFP® Zellen wurden in Kryoschnitte in der Horizontalebene von Gehirnen mit einem
kreuzreagierenden, polyklonalen a-GFP Serum detektiert. Die Signale wurden mit Tyramid-FITC fiir YFP
verstarkt. Nuklei wurden mittels DAPI visualisiert (graue Farbung). Als Firbekontrollen dienten identisch
behandelte IFNB"/"* Miuse.

Mittels FACS-Analyse und Immunhistochemie konnten in IFNB™™® Masusen Mikroglia auf Einzel-
Zellebene als alleinige IFNB/YFP Produzenten nach Stimulation mit polyl:C bzw. LPS identifiziert

werden.
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2.3.3 Etablierung einer primdren Mikroglia-Kultur aus der adulten Maus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine primare Mikroglia-Kultur aus Gehirn und Riickenmark der
adulten Maus in Anlehnung an Ponomarev et al., etabliert werden. Die in vitro Mikroglia aus IFNB"Y*!
und IFNB™™® M3usen wurden analog zur in vivo Situation mit PAMPs stimuliert, um zu iiberpriifen,
ob diese in der Lage waren IFNB/YFP zu produzieren.

Die in vitro Mikroglia-Kultur zeigte fiir alle aufgezdhlten Ansatze an d14 eine 99 %ige Reinheit der
kultivierten Zellen. Diese waren CD45" und CD11b" (Abb. 2.14a). Zusétzlich wurde zwischen Mikroglia
aus Gehirn und Riickenmark unterschieden (2.14b, c). Die aus dem Gehirn kultivierte Mikroglia zeigte
nach polyl:C, CpG2216 und wobble DNS Stimulation eine ca. 50 % geringere Frequenz IFNB/YFP*
Zellen im Vergleich zur Mikroglia aus dem Rickenmark. Im Gehirn waren nach polyl:C Stimulation
0,81 % der Zellen IFNB/YFP*, 0,01 % nach CpG2216 Stimulation. Die héchste Anzahl IFNB/YFP" Zellen
konnte nach der Stimulation mit wobble DNS mit 2,68 % gemessen werden. Im Rickenmark
hingegen wurden 1,67 % IFNB/YFP® Zellen nach polyl:C Stimulation und 0,3 % nach CpG2216
Stimulation gemessen. Auch hier induzierte die wobble DNS die hdchste IFNB/YFP Antwort mit
5,14 %.

Somit konnte eine in vitro Mikroglia-Kultur aus der adulten Maus erfolgreich etabliert werden.
Bezugnehmend auf die IFNB/YFP Expression ist es sinnvoll die Mikroglia aus dem Riickenmark zu
generieren, da hier eine hohere Induktion der IFNB/YFP Expression nach der Stimulation
verschiedener PAMPs gemessen werden konnte. Die primdre Mikrogliakultur soll in Zukunft der

funktionalen Charakterisierung IFNB/YFP* Mikroglia dienen.
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Abbildung 2.14 IFNB/YFP Expression in adulter Mikroglia nach Stimulation mit definierten PAMPs.

Adulte Mikroglia wurde von IFNB™”™® und IFNB"Y" aus intrazerebralen Leukozyten nach Protokoll
generiert und an d14 fiir 24 h mit den jeweiligen TLR Agonisten stimuliert. a) Dargestellt sind die Marker
CD45 gegen CD11b aus dem Gehirn zur Definition der Reinheit der Kultur. IFNB/YFP Expression nach polyl:C,
CpG2216 und wobble DNS Stimulation in aus dem Gehirn b) und aus dem Riickenmark c) generierter
Mikroglia.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Mikroglia, eine ZNS residente Zellpopulation des
angeborenen Immunsystems mit myeloidem Ursprung, wahrend einer autoimmunen Reaktion im
Modell der EAE die Hauptproduzenten von IFNB/YFP im ZNS waren. Dies konnte sowohl direkt auf
Einzellzellebene mittels FACS-Analyse, als auch indirekt mittels Analyse der mRNS-Expression in den
verschiedenen Populationen des ZNS, basierend auf ihrem Expressionsprofil der Oberflachenmarker
CD45 und CD11b nachgewiesen werden. Weiterhin wurden Erkenntnisse zur IFNB mRNS Expression
im Verlauf der EAE gewonnen. Hier war IFNB wadhrend der Initiationsphase in der Peripherie

exprimiert, wahrend es gegenlaufig dazu in der Effektorphase im ZNS exprimiert wurde. Die
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Immunantwort, die wahrend der Expression von IFNB vorherrschte, war proinflammatorisch.

Erganzend zur IFNB/YFP Expression wahrend der EAE wurde die IFNB/YFP Expression im ZNS nach
Stimulation mit polyl:C untersucht. Auch hier wurde die IFNB/YFP Expression erstmals auf Einzel-
Zellebene mittels FACS-Analyse in Mikroglia nachgewiesen. Die ex vivo Restimulation und die
Stimulation in vitro generierter Mikroglia konnte ebenfalls residente Mikroglia als IFNB/YFP

produzierende Zellen verifizieren.
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2.2 Untersuchung der IFNB Expression und seiner Bedeutung in der

Polymikrobiellen Peritonitis im Kontext einer viralen Infektion

Die polymikrobielle Peritonitis stellt ebenfalls wie die EAE eine komplexe Erkrankung dar, in der IFNB
und das Typ | IFN System eine wichtige Rolle spielen. Im Kontext der polymikrobiellen Peritonitis
konnte gezeigt werden, dass die IFNB und IFNAR Expression meist einen detrimentellen Effekt auf
den Verlauf der Krankheit vermittelten. Wenige Daten liegen aber auch Uber einen positiven Effekt
des Typ | IFN Systems auf die polymikrobielle Peritonitis vor. Die widerspriichlichen Ergebnisse
konnen auf die Verwendung unterschiedlicher Methoden zur Induktion der polymikrobiellen
Peritonitis zuriickgefiihrt werden.

In diesem Teil der Arbeit wurde die Relevanz einer viralen Infektion und der damit verbundenen IFN

Induktion auf die polymikrobielle Peritonitis, sowie die Quelle von IFNB nach CASP-OP untersucht.

2.2.1 Untersuchung der Auswirkungen einer akuten Virusinfektion auf den Verlauf einer
polymikrobiellen Peritonitis

Der Verlauf einer polymikrobiellen Peritonitis wird durch unterschiedliche Parameter beeinflusst. So
haben humorale Faktoren, wie Zytokine und Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, wie z.B.
Granulozyten, eine hohe Relevanz fiir den Ausgang einer polymikrobiellen Peritonitis. Kommt es zum
Ausfall einer dieser wichtigen Komponenten, die die Immunantwort wesentlich mitbestimmen, kann
dies detrimentelle, aber auch protektive Effekte mit sich bringen. Weiterhin kdnnen parallel
ablaufende Immunantworten Einfluss haben. In den folgenden Experimenten sollten die
Auswirkungen einer akuten Virusinfektion, die durch polyl:C nachgestellt wurde, auf das Uberleben
einer polymikrobiellen Peritonitis und die einhergehenden Verdanderungen der bakteriellen Last, der
Effektorzell-Infiltration und Zytokinproduktion untersucht werden.
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2.2.1.1 Relevanz der IFNB und IFNAR Expression fiir das Uberleben nach CASP-OP im
Verlauf einer akuten Virusinfektion

Fir IFNARI” Mause im Kontext der CASP konnte bereits ein Vorteil im Uberleben nachgewiesen
werden (Weighardt et al., 2006). Bisherige Studien lieBen offen, welche Relevanz die IFN3 Expression
in der polymikrobiellen Peritonitis nach CASP-OP spielt.

Im Folgenden wurde das Uberleben in C57BI/6 wt, IFNB’/’ und IFNARI” M&usen nach CASP-OP im

Kontext einer Virusinfektion untersucht.

Zunachst wurde der Einfluss der IFNB und IFNARI Expression auf den Verlauf der CASP in
unbehandelten Mausen untersucht. Im Verlauf der CASP zeigten wt Mause gegeniiber IFNB” und
IFNARI” Mé&usen eine signifikant niedrigere Uberlebenszeit (wt vs. IFNB” p= 0,0065; wt vs. IFNARI”
p= 0,0289). So konnte bei wt Miusen eine 50 %ige Uberlebensrate nach ca. 24 h, bei IFNB"/" Mausen
nach ca. 36 h und bei IFNARI” Miusen nach ca. 42 h beobachtet werden. Beim Vergleich der
Uberlebenszeiten der IFNB’/’ und IFNARI” Mause konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=0,7183) (s. Abb. 2.15a).

Im Verlauf einer akuten Virusinfektion, die durch die Stimulation mit 20 pg polyl:C simuliert wurde,
zeigten nur IFNARI” Miuse eine signifikant langere Uberlebenszeit verglichen mit wt Mausen
(p=0,0152). Im Gegensatz dazu zeigten IFNB’/’ Mause einen milderen, jedoch keinen signifikant
schwéacheren Verlauf der CASP (p=0,0810). Untereinander verglichen zeigten IFNB'/' und IFNARI”
Mause erneut keinen signifikanten Unterschied im Uberleben (p=0,1269; Abb. 2.15b). Die 50 %ige
Uberlebensrate zeigte dhnliche Werte wie in Abb. 2.15a beschrieben. SchlieRlich wurde die Relevanz
von IFNB und des IFNAR nach einer Vorstimulation mit 200 ug polyl:C und damit der Induktion einer
starken Typ | IFN Antwort untersucht. Hier zeigten sowohl IFNB” und IFNARI” Miuse signifikant
lingere Uberlebenszeiten gegeniiber wt Miusen (wt vs. IFNB? p=0,0017; wt vs. IFNARI” p= 0,0004).
Wahrend alle wt Mause bereits nach 24 h verstorben waren, lebten IFNB'/' bis zu 43 h und IFNARI”

Mause Uberlebten zu 50 %.
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Abbildung 2.15 Relevanz von IFNB und des IFNAR fiir das Uberleben nach CASP-OP im Kontext einer viralen

Infektion.

C57BI/6 wt, IFNB'/' und IFNARI”" M3use wurden a) unstimuliert belassen, b) mit 20 pg polyl:C oder c) 200 ug

polyl:C fir 24 h stimuliert. AnschlieBend wurde die CASP-OP mit der StentgroBe 14G durchgefiihrt und die
Uberlebenszeit bestimmt. (n=10 fiir alle Genotypen)
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Diese Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass IFNB in der Vermittlung einer detrimentellen Typ |
IFN Antwort in der CASP eine Rolle spielt. Die Abwesenheit von IFNB flihrte zu einem signifikant
lingeren Uberleben in CASP operierten Miusen ohne und mit viraler Vorstimulation. Trotz nicht
signifikanter Unterschiede in den Uberlebenszeiten der IFNB'/' und IFNARI” Miuse konnte der
Vergleich der IFNAR” Mause mit wt Miusen zeigen, dass IFNB vor allem nach polyl:C Stimulation z. T.
redundant zu sein scheint, da IFNARI” Miuse héhere Signifikanzen gegeniiber dem wt zeigten als
IFNB”" Miuse.

2.2.1.2 Einfluss von IFNB und des IFNARI auf die bakterielle Last im Verlauf einer akuten
Virusinfektion

Das signifikant bessere Uberleben der IFNB'/' und IFNARI” gegenliber wt Mausen lieR den Schluss zu,
dass die Abwesenheit von IFNB bzw. des Typ | IFN Systems einen Uberlebensvorteil in der CASP und
wahrend einer akuten viralen Infektion bietet. Die Bestimmung der bakteriellen Last als wichtigen
Parameter, sollte die Frage kliren, ob das bessere Uberleben auf einer niedrigeren bakteriellen Last
und damit einer verminderten bakteriellen Ausbreitung basiert. Hierzu wurde die bakterielle Last 12
h nach CASP-OP in der Peritonealh6hle, dem Ort des septischen Fokus und der Milz, als anatomisch
unbeteiligtem Organ von wt, IFNB’/’und IFNARI” Mi3usen bestimmt. Die Bestimmung der bakteriellen
Last in der Milz ldsst somit Schliisse Uber eine systemische Ausbreitung und eine Septikamie zu.

Der Vergleich der Genotypen untereinander nach CASP oder kombinierter polyl:C Stimulation und
CASP konnte keine signifikanten Unterschiede in der bakteriellen Last zeigen (Daten nicht gezeigt).
Weiterhin zeigte der Vergleich der bakteriellen Last nach CASP oder nach polyl:C Stimulation mit
CASP nur in der Peritonealhohle der IFNB” Méuse einen signifikanten Unterschied (p= 0,0310; Abb.
2.16b). Die Milz zeigte ebenfalls einen deutlichen, jedoch keinen signifikanten Anstieg zwischen CASP
allein und kombinierter polyl:C Stimulation und CASP (p=0,0525). Wt Mause zeigten eine leichte,
jedoch keine signifikante Erhdhung in der bakteriellen Last in der Peritonealhdhle und der Milz
(Peritonealhdhle p=0,2005; Milz: p=0,1074; Abb. 2.16a). Im Gegensatz dazu zeigten IFNARI” Mzuse
weder in der Peritonealhdhle noch in der Milz eine Erh6hung der bakteriellen Last nach CASP durch
eine polyl:C induzierte Typ | IFN Antwort (Peritonealhéhle p=0,8830; Milz p=0,4256; Abb. 2.16c).
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Abbildung 2.16 Einfluss von IFNB und des IFNAR auf die bakterielle Last der Peritonealh6hle und der Milz
nach CASP-OP im Kontext einer viralen Infektion.

a) C57BI/6 wt, b) IFNB'/' b) und c) IFNARI” wurden naiv belassen oder fiir 24 h mit 200 ug polyl:C stimuliert.
Die CASP-OP wurde mit einem 14G Stent durchgefiihrt. Zur Bestimmung der bakteriellen Last wurden nach
12 h serielle Verdiinnungen von Peritoneallavage und Milzhomogenaten auf Blutagarplatten ausgestrichen.
Fiir alle Genotypen gilt n=6-7. IFNARI”" Miuse wiesen z.T. kein Bakterienwachstum auf (CFU=0), daher in der
logarithmischen Darstellung nicht abgebildet, bilden jedoch einen Teil der Statistik.

Somit induziert eine Virusinfektion eine Typ | IFN vermittelte Immunantwort, die zu einer Erh6hung
der lokalen und systemischen colony forming units (CFU) fiihrt, da es in Abwesenheit des IFNARI und
somit einer Abwesenheit von Typ | IFN vermittelten Immunantworten zu keiner Veranderung der

CFU kam.
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2.2.1.3 Einfluss einer viral induzierten Typ | IFN Antwort auf die zellulire
Zusammensetzung in der Peritonealhéhle

Ein weiterer wichtiger Parameter, der das Uberleben wihrend einer polymikrobiellen Peritonitis
wesentlich beeinflusst, ist die Anwesenheit und die Aktivitat von Effektorzellen des Immunsystems.
Im naiven Zustand sind vor allem M® und einige T und B Zellen in der Peritonealhdhle zu finden.
Nach CASP-OP sind die ersten Zellen, die in der friihen Phase einwandern, vor allem Granulozyten.
Sie stellen die wichtigsten Effektorzellen der friihen Immunantwort in der CASP dar, gefolgt von MO.
Sie tragen zur Eliminierung der Bakterien und zur Aktivierung einer effektiven Immunantwort bei. Um
die Relevanz von IFNB und des IFNARI fir die frihe Rekrutierung von Effektorzellen in die
Peritonealhdhle zu untersuchen, wurde das Zellinfiltrat 12 h nach CASP-OP durchflusszytometrisch

analysiert.

Im naiven Zustand und nach alleiniger polyl:C Stimulation konnten kaum Granulozyten in der
Peritonealhdhle nachgewiesen werden. Nach CASP-OP kam es zu einer hohen Infiltrationsrate der
Granulozyten in die Peritonealhdhle in allen drei getesteten Genotypen. Die absoluten Zahlen lagen
bei ca. 3-4 x 10° Granulozyten pro Maus. Im Gegensatz dazu kam es zu einer geringeren Zunahme der
Infiltrationsrate der Granulozyten bei einer erfolgten polyl:C Vorstimulation. Sowohl wt als auch
IFNB'/' Mause zeigten signifikant niedrigere Zellzahlen nach CASP-OP mit polyl:C Vorstimulation (wt
p= 0,0214; IFNB” p= 0,0102). Wt Miuse wiesen nur noch ca. 1 x 10° Zellen und IFNB”” M3use ca. 5 x
10° Zellen in der Peritonealhohle auf (s. Abb. 2.17a). Im Gegensatz dazu zeigten IFNARI”” Mause eine
geringere, nicht signifikante Abnahme der Granulozytenzahlen (p=0,0961). In IFNARI” Méusen
konnten weiterhin ca. 1 x 10° Granulozyten nachgewiesen werden (s. Abb. 2.17a). Parallel zur
Infiltration der Granulozyten wurde eine Abnahme der M® in der Peritonealhdhle aller drei
Genotypen beobachtet. So wurden die héchsten M®-Zahlen mit 3-8 x 10° Zellen im naiven Zustand
und nach polyl:C Stimulation beobachtet. Hier lagen keine wesentlichen Unterschiede in den drei
verschiedenen Genotypen vor. 12 h nach CASP-OP kam es bereits zu einer Abnahme der MO in der
Peritonealhthle mit nur noch ca. 2 x 10° Zellen. Die Abnahme der M® war nach CASP-OP mit einer
polyl:C Vorstimulation bei wt Mausen signifikant hoher als nach CASP allein (p=0,032). So konnten
nur noch ca. 5 x 10* Zellen nachgewiesen werden. IFNB'/' und IFNARI” Miuse zeigten ebenfalls eine
weitere, jedoch keine signifikante Abnahme der MO® in der Peritonealhdhle (IFNB'/' p=0,2415;
IFNARI” p=0,2346). Hier konnten noch ca. 1 x 10° Zellen nachgewiesen werden (s. Abb. 2.17b).
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Abbildung 2.17 Einfluss von IFNB und des IFNAR auf die zellulare Komposition der Peritonealhdhle nach
CASP-OP im Kontext einer viralen Infektion.

C57BI/6 wt, IFNB'/' und IFNARI”" wurden naiv belassen oder fiir 24 h mit 200 ug polyl:C stimuliert. Die
darauffolgende CASP-OP wurde mit einem 14G Stent in naiven und stimulierten Mausen durchgefiihrt. Nach
12 h wurden die absoluten Zellzahlen von a) Granulozyten und b) M® mit Hilfe der Durchflusszytometrie
bestimmt. Fiir alle Genotypen n=6-7). Die Granulozyten wurden auf Gr1*, CD11b*, CD11c Zellen gegatet. M®
wurden auf GR1, CD11b*, CD11c Zellen gegatet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IFNB und in einem starkeren MaR das Typ | IFN
System die Infiltration von Granulozyten und M® wahrend der CASP beeinflussen. So wurde die
Granulozyteninfiltration vor allem durch IFNARI inhibiert. IFNB war in der Granulozytenrekrutierung
redundant, da hier ebenfalls eine signifikante Abnahme der Granulozyten festgestellt wurde. Fir die
Rekrutierung von Granulozyten nach alleiniger CASP hatten IFNB und IFNARI keinen Einfluss, da alle
drei Genotypen vergleichbare Zellzahlen aufwiesen (s. Abb. 2.17a). Weiterhin konnte eine Abnahme
der M® in der Peritonealhdhle in Abhdngigkeit von IFNB und IFNARI detektiert werden. Hiermit
konnte gezeigt werden, dass IFNB und in einem starkeren Male das Typ | IFN System Einfluss auf die

zellulare Zusammensetzung der Peritonealhdhle nehmen.
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2.2.1.4 Einfluss einer viral induzierten Typ | IFN Antwort auf die Zytokinsekretion wahrend
der CASP

AuBer der Hohe der Bakterienlast und der Anwesenheit von Effektorzellen tragt das Zytokinmilieu
eine entscheidende Rolle zum Uberleben der CASP bei. So kann es bei einer {berschieRenden
proinflammatorischen Immunantwort zu einem septischen Schock kommen. Im Gegensatz dazu kann
es bei einer zu schwachen Immunantwort zu einer schnelleren Streuung von Bakterien und einer
Sepsis kommen. Daher ist ein wohl abgestimmtes Gleichgewicht von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen flr den Verlauf der CASP von grofRer Bedeutung. Die Relevanz der hier getesteten Zytokine
wurde bereits in vorangehenden Publikationen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass IL-12p40
einen protektiven Effekt auf die CASP ausiibt. IL-12p407 Miuse zeigten gegeniiber wt Miusen ein
kiirzeres Uberleben (Entleutner et al., 2006). TNFa, ein proinflammatorischer Faktor, wird als das
Zytokin gehandelt, welches den septischen Schock vermittelt. IL-10 stellt ein antiinflammatorisches
Zytokin dar und wirkt in der CASP ebenfalls protektiv (Emmanuilidis et al., 2001). Das polyl:C
induzierte IFNB und das Typ | IFN System fiihren nicht nur zur Induktion des antiviralen Status,
sondern agieren auch als wichtige Immunmodulatoren. lhr immunmodulatorischer Einfluss konnte
z.B. fur IL-12p40 und TNFa nachgewiesen werden (Dalod et al.,, 2002; Huys et al.,, 2009). Im
Folgenden sollte der immunmodulatorische Einfluss von IFNB und IFNARI auf die Zytokinsekretion
der genannten Zytokine untersucht werden. Hierzu wurden die Zytokinkonzentrationen im Serum
und der Peritonealhdhle 12 h nach CASP-OP bestimmt.

Im naiven Zustand konnte im Serum kaum IL-12p40 detektiert werden. 12 h nach CASP-OP konnte in
wt Mausen die hochste IL-12p40 Konzentration mit ca. 5000 pg/ml gemessen werden, wahrend
IFNB” und IFNARI” Miuse eine Konzentration von ca. 1500 pg/ml aufwiesen. Alle drei Genotypen
zeigten nach CASP-OP mit polyl:C Vorstimulation einen signifikanten Anstieg der IL-12p40
Konzentration, wobei IFNARI” die niedrigste Konzentration mit ca. 4000 pg/ml, gegeniber
12000pg/ml in IFNB”" und 19000 pg ml in wt Miusen zeigten (wt p=0,0012; IFNB” p=0,0147, IFNARI”
p=0,0100; (s. Abb. 2.18a)).

Zusatzlich zu 1L-12p40 wurde die IFNB Konzentration im Serum bestimmt. Seren von IFNB'/' Madusen
dienten dabei als Spezifizitatskontrolle. Hier konnte in keinem der getesteten Seren ein
unspezifisches Signal gemessen werden. Weiterhin wurde in wt Mausen nur eine sehr niedrige IFN
Konzentration (ca. 0,2 pg/ml) gemessen, wihrend in Seren von IFNARI” Mausen kein Signal
detektiert wurde. Nach CASP konnte eine dhnliche Konzentration in wt und IFNARI” M&usen mit ca.
5-10 pg/ml nachgewiesen werden. Nach CASP-OP mit vorangehender polyl:C Stimulation konnte ein
leichter, jedoch kein signifikanter Anstieg der IFNB Konzentration in Seren von wt Mausen
nachgewiesen werden (p=0,0625), wahrend die Konzentration in IFNARI” M3usen unveréndert blieb
(p=0,9200; (s. Abb. 2.18a)).

Aufgrund des geringen Serumvolumens wurden die weiteren Zytokine in der Peritoneallavage
bestimmt. Auch hier wurde die IL-12p40 Konzentration bestimmt. Das Profil der IL-12p40
Konzentration war dem des Serums adhnlich. So wiesen alle Genotypen eine kaum detektierbare
Menge im naiven Zustand und nach polyl:C Stimulation auf. Weiterhin konnten nur ca. 500 pg/ ml bei
wt und ca. 200 pg/ml bei IFNB'/' und IFNARI” M3usen detektiert werden. So wies auch hier der wt
die hochste Konzentration an IL-12p40 auf. Nach CASP-OP mit polyl:C Stimulation konnte ein
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signifikanter Anstieg der IL-12p40 Konzentration in wt (5000 pg/ml; p= 0,0055) und IFNB”" Mausen
(4000 pg/ml; p=0,0010) ermittelt werden. IFNARI” Miuse zeigten nur einen leichten, nicht
signifikanten Anstieg der IL-12p40 Konzentration (ca. 500 pg/ml; p=0,0643; (s. Abb. 2.18 b)).

Fir TNFa konnte ein vergleichbares Produktionsprofil zu IL-12p40 detektiert werden. Im naiven
Zustand konnte keine, bis eine sehr geringe Konzentration gemessen werden. Nach CASP allein
zeigten wt Miuse auch hier die héchste Zytokinkonzentration (ca. 250 pg/ml), wihrend IFNB”" und
IFNARI” M3use eine geringere Zytokinproduktion aufwiesen (ca. 100 pg/ml). Nach CASP mit polyl:C
Vorstimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der TNFa Konzentration in wt und IFNB'/'
Ma&usen mit ca. 800 - 1000 pg/ml, jedoch nicht in IFNARI” M&usen mit ca. 100 pg/ml (wt p=0,0004;
IFNB”" p=0,0410; IFNARI” p= 0,0643).

Zuletzt wurde die Konzentration von IL-10 bestimmt. Dieses konnte ebenfalls im naiven Zustand und
nach polyl:C kaum detektiert werden. 12 h nach CASP-OP wurde die geringste Menge in wt Mausen
mit ca. 1000 pg/ml ermittelt. IFNB'/' und IFNARI” Miuse zeigten eine ca. dreifach héhere IL-10
Konzentration mit ca. 2800 — 3200 pg/ml. In keinem der drei Genotypen kam es zu einem
signifikanten Unterschied der Zytokinkonzentration nach CASP-OP mit polyl:C Stimulation (s. Abb.
2.18b).
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Abbildung 2.18 Abhangigkeit der in vivo Zytokinsekretion von IFNB und des IFNAR nach CASP-OP im Verlauf
einer viralen Infektion.

C57BI/6 wt, IFNB'/' und IFNARI” wurden naiv belassen oder fiir 24 h mit 200 ug polylC stimuliert. Die CASP-
OP wurde mit einem 14G Stent durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Zytokinproduktion wurden a) das Serum
und b) die Peritoneallavage 12 h nach CASP-OP per ELISA analysiert.

Somit konnte durch Bestimmung der Konzentrationen wichtiger Zytokine ein Einfluss von IFNB und
vor allem des Typ | IFN Systems nachgewiesen werden. Es kam zu einer geringeren Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-12p40 und TNFa bei einer IFNARI Defizienz. Fiir IL-12p40 konnte
dies systemisch im Serum und lokal in der Peritoneallavage gezeigt werden. Bei einer vorliegenden
IFNB Defizienz konnte dieser abschwachende Effekt nur in einem sehr geringen MaRe im Vergleich

zum wt gezeigt werden, so dass IFN hier eher eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
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2.2.2 In vivo Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression

Im vorangehenden Abschnitt konnte die immunmodulatorische Rolle von IFNB und des IFNARI in der
polymikrobiellen Peritonitis dargestellt werden. IFNB und vor allem Typ | IFN Ubten einen
detrimentellen Effekt auf den Verlauf der polymikrobiellen Peritonitis aus. lhre Anwesenheit fiihrte
zu einer kiirzeren Uberlebenszeit, zu einer lokal verminderten Priasenz von Effektorzellen und zu
einer Modulation der Produktion essentieller Zytokine, wie IL-12p40 und TNFa.

Im folgenden Abschnitt sollte die Koexpression zweier in der CASP kontrar agierender Zytokine
untersucht werden. Wahrend IL-12p40 einen protektiven Effekt vermittelt und essentiell fir das
Uberleben ist, tibt IFNB als Mitglied der Typ | IFN, eine detrimentelle Rolle wihrend der CASP aus und
fiihrt zu einer geringeren Uberlebenszeit. Die Expression beider Zytokine wurde unter Verwendung
des bicistronischen Reportermausmodells IL-12p40f*Y/ee™0 y |ENB™M  5uf Einzelzellebene
durchflusszytometrisch analysiert. Fir die Analyse der das Reporterallel exprimierenden Zellen
wurde eine einheitliche Gating-Strategie verwendet (s. Abb. 2.19). Unter Ausschluss der toten DAPI"
Zellen, CD3e" T Zellen und CD19" B Zellen erfolgte die genaue Analyse von CD11c" Zellen, da diese
bereits als Hauptproduzenten von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP beschrieben wurden (Reinhardt et al.,
2006; Scheu et al., 2008). Zusatzlich wurden die absoluten Zellzahlen der Reporterallel

exprimierenden Zellen bestimmt.

T

—_— DAPI CD3e/CD19
Abbildung 2.19 Gating Strategie fiir in vivo Analysen der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression.

2.2.2.1 In vivo Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in naiven
Doppelreporter-Mausen

Zunachst wurde die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression im naiven Zustand untersucht, um die
basale Expression beider Zytokine zu analysieren. Fir IL-12p40 ist bereits bekannt, dass es auch unter
naiven Bedingungen exprimiert wird, weshalb die Frequenz der IL-12p40/GFP* Zellen untersucht
werden sollte (Reinhardt et al.,, 2006). Im Gegensatz dazu wird IFNB/YFP nur nach Stimulation
exprimiert (Scheu et al., 2008).

Die Analyse der IL-12p40/GFP Expression auf Einzelzellebene konnte CD11c® Zellen als die
Hauptproduzenten identifizieren. Die phanotypische Charakterisierung der CD11c’, IL-12p40/GFP*
Zellen konnte zeigen, dass diese vor allem CD11b’, CD8a’, B220 waren (1,61 %). Ca. ein Viertel waren
CD11b*, CD8a, B220" Zellen (0,65 %). Somit konnten die IL-12p40/GFP Produzenten zwei

Subpopulationen von cDCs zugewiesen werden. Insgesamt konnten ca. 2,2 % der CD11c" Zellen als IL-
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12p40/GFP* detektiert werden (s. Abb. 2.20).
Die Analyse der IFNB/YFP Expression konnte keine Koexpression im naiven Zustand nachweisen (s.
Abb. 2.20).

a)
wt
mob
X
getd0
IL-12p40
GFP
wt
mob
X
getd0
IFNB
YFP

b11b B220

Abbildung 2.20 In vivo Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in der Milz von naiven
IL-12pa0=e**%/ee y |ENB™P/™P poppel-Reportermiusen.

Dargestellt ist die phanotypische Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP produzierenden Zellen
im naiven Zustand. Das Analysegate der Reporterallel-exprimierenden Zellen wurde der jeweils
entsprechenden IL-12p40Wt/Wt X IFN|3Wt/Wt Kontrolle angepasst. Die abgebildeten Zellen stellen lebende, nicht
T und B Zellen dar.

Die Analyse der IL-12p40/GFP* Zellen im naiven Zustand und die Identifizierung CD8a" cDCs als
Hauptproduzenten konnte somit bisher publizierte Daten bestadtigen. Weiterhin konnte eine kleinere
CD8a’ cDC Population als IL-12p40/GFP Produzenten identifiziert werden. Die Analyse der IFNB/YFP
Expression geht ebenfalls mit der aktuellen Datenlage einher, dass es nur nach Stimulation zu einer
IFNB Expression kommt.
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2.2.2.2 In vivo Charakterisierung der IFN/YFP und IL-12p40/GFP Produzenten wahrend
der CASP und nach polyl:C Vorstimulation in der Milz und Peritonealh6hle

Die Bestimmung der IL-12p40 Produktion konnte zeigen, dass es wdhrend der CASP lokal in der
Peritonealhéhle produziert wurde und systemisch im Serum nachzuweisen war (s. Abschnitt 2.2.1.3;
s. Abb. 2.18). Die Bestimmung der IFNB Konzentration konnte eine niedrige, jedoch systemische
Prasenz im Serum nachweisen. Aufgrund der niedrig detektierten Konzentrationen im Serum wurde
die IFNB Produktion in der Peritonealhdhle nicht weiter untersucht, da die hohe Verdiinnung der
Peritoneallavage eine Detektion verhindert. Somit sollte die Untersuchung der IL-12p40/GFP und
IFNB/YFP Expression Erkenntnisse lber die Identitat der Reporterallel exprimierenden Zellen in der
CASP liefern.

Die durchflusszytrometrische Analyse der Zellen der Peritonealh6hle nach CASP konnte zeigen, dass
IL-12p40/GFP Produzenten CD11c’, CD11b+/', CD8a’, B220" waren. Der Anteil der IL-12p40/GFP
Produzenten war jedoch sehr gering (ca. 0,04 %). Die vorherige polyl:C Stimulation flihrte zu keiner
wesentlichen Veranderung in der IL-12p40/GFP Expression. Auch hier waren die Reporterallel
exprimierenden Zellen CD11c", CD11b+/', CD8a’, B220'. Es konnte jedoch ein leichter Anstieg in der
Frequenz detektiert werden (0,01 % der CD11c" Zellen (s. Abb. 2.21)).

Die Expression von IFNB/YFP wéhrend der CASP mit oder ohne vorangegangene polyl:C Stimulation
konnte nicht zuverldssig detektiert werden. Die Detektion einzelner IFNB/YFP" Zellen kénnte auch auf

Autofluoreszenz zurlickzufiihren sein (s. Abb. 2.21).
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Abbildung 2.21 Analyse der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten in der Peritonealhdhle nach CASP-OP.
IL-12pa0=e*%/e*® » |ENB™/™® Mzuse wurden unstimuliert belassen oder fiir 24 h mit 200 pg polyl:C
stimuliert. 24 h nach erfolgter CASP-OP (14G) wurde die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in Zellen der
Peritonealhdhle mittels FACS untersucht. Die Analysegates wurden gleichbehandelten IL-12p40“’t/‘"tx
IFNB"Y"* M3usen angepasst (Daten nicht gezeigt).

Innerhalb der Milz konnte dagegen eine Koexpression von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP nach CASP
und nach polyl:C Stimulation mit anschlieBender CASP gezeigt werden. IL-12p40/GFP exprimierende
Zellen waren erneut CD11c" cDCs. Diese waren nach CASP vor allem CD11b" mit 2,76 % gegeniiber
1,62 % der CD11b" Zellen. Weiterhin waren die IL-12p40 produzierenden Zellen in 3,59 % CD8a und
nur 0,93 % der GFP Produzenten waren CD8a’. Nahezu 90 % der IL-12p40/GFP* Zellen waren jedoch
B220 (3,56 % B220 gegeniiber 0,41 % B220%). Nach CASP mit polyl:C Stimulation kam es in gleichen
DC Subpopulationen zu einer IL-12p40/GFP Expression, wobei es nur in ca. 3,2 % der CD11c" Zellen zu
einer IL-12p40/GFP Expression kam. Zusétzlich kam es zu einer Verschiebung in den Frequenzen der
beteiligten DC Subpopulation. Nach polyl:C Stimulation waren ca. 40 % der IL-12p40/GFP"* Zellen
CD8a" (1.30 %) gegeniiber 20 % nach CASP allein (0,93 %; (s. Abb. 2.22a)).

Die gleichzeitige Detektion der IFNB/YFP Expression identifizierte wahrend der CASP ohne und mit
polyl:C Stimulation CD11c’, CD11b, CD8a’, B220 Zellen als Hauptproduzenten, wobei die
detektierten Frequenzen sich mit 0,15 - 0,2 % der CD11c" Zellen nicht deutlich unterschieden (s. Abb.
2.22a). Somit wurden die gleichen cDC Subpopulationen als IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten

62



Ergebnisse

identifiziert.

Weiterhin wurde die simultane IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in einigen wenigen Zellen
beobachtet (s. Abb. 2.22b). Die Frequenzen lagen hier bei 0,03 % und 0,06 % der CD11c" Zellen. Nur
in einem geringen Anteil der Zellen kam zu einer Expression beider Reporterallele in ein und
derselben Zelle. Die phanotypische Charakterisierung dieser GFP*/YFP® Zellen ermittelte CD11c’,
CD11b, CD8a’, B220 cDCs als Zellen, die zu einer simultanen Expression von IL-12p40/GFP und
IFNB/YFP in der Lage waren.
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Abbildung 2.22 Analyse der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten in der Milz nach CASP-OP.
IL-12pa0=t /e y |ENB™/ ™ Mzuse wurden unstimuliert belassen oder fiir 24 h mit 200 pg polyl:C
stimuliert. 24 h nach erfolgter CASP-OP (14G) wurde die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in der Milz
mittels FACS untersucht. Die Analysegates wurden gleichbehandelten IL-12p40"Y*'x IFNB"Y** Mausen
angepasst (Daten nicht gezeigt). Dargestellt sind lebende, CD3g" und CD19 Zellen. a) Ph&notypische
Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten. b) Darstellung der IL-12p40/GFP* und
IFNB/YFP" Zellen. c) Zur phinotypischen Charakterisierung der GFP*/YFP* Zellen wurden diese fiir CD11c den
CD3g/CD19 Zellen iiberlagert. Fiir die Charakterisierung der weiteren Marker wurden die GFP*/YFP" Zellen
den CD11c’ GFP'/YFP" Zellen tiberlagert.

Die Untersuchung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression wadhrend der CASP konnte cDCs als
Hauptproduzenten der beiden Reporterallele identifizieren. Die IL-12p40/GFP konnte im Gegensatz
zur IFNB/YFP Expression in mehreren cDC Subpopulationen nachgewiesen werden. Eine IFNB/YFP
Expression konnte exklusiv nur in einer der cDC Subpopulation detektiert werden. Die polyl:C
Stimulation zur Simulation einer Virusinfektion und damit Induktion einer IFNB Expression fiihrte nur
im Fall der IL-12p40/GFP Expression zu leichten Verschiebungen in den produzierenden cDC
Subpopulationen, wahrend die Frequenzen und die produzierenden cDC Subpopulationen

unverandert blieben.

Die Bestimmung der absoluten Zellzahlen der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten wihrend der
CASP basierte auf den hier dargestellten Ergebnissen (s. Abb 2.21 und 2.22). In der Milz wurden ca.
4,2 x 10" nach CASP und ca. 4,5 x 10* Zellen nach polyl:C und CASP bestimmt. Hier trugen die
GFP*/YFP" Zellen nur einen sehr geringen Anteil zur Gesamtzahl der IL-12p40/GFP* Zellen bei. Somit
kam es zu keiner signifikanten Anderung der Frequenz IL-12p40/GFP* Zellen durch die polyl:C
Stimulation (s. Abb. 2.23a). Fiir IFNB/YFP Produzenten konnte eine Gesamtzahl von 6 x 10 12 h nach
CASP-OP ermittelt werden, wobei die GFP*/YFP" Zellen ca. 50 % der IFNB/YFP* Zellen ausmachten.
Durch die polyl:C Stimulation kam es zu einer Verdopplung der IFNB/YFP* Zellen, wobei dies vor
allem auf die Zunahme GFP*/YFP" zuriickzufiihren war (s. Abb. 2.23a).

Die Quantifizierung der I1L-12p40/GFP Produzenten der Peritonealhthle hat fiir CASP operierte Tiere
ca. 1,5 x 10° Zellen und nach zusatzlicher polyl:C Stimulation ca. 2,5 x 10° Zellen in der
Peritonealh6hle ergeben. Der Anstieg in der Frequenz der IL-12p40/GFP produzierenden Zellen nach
polyl:C Vorstimulation korrelierte mit der erhéhten IL-12p40 Produktion in der Peritonealhdhle (s.
Abb. 2.18b).
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Abbildung 2.23 Quantifizierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten nach CASP-OP.
Dargestellt ist die Analyse der absoluten Zellzahlen der Reporterallel-exprimierenden Zellen in der Milz (s.
Abb. 2.22) und der Peritonealhohle (s. Abb. 2.21).

Diese Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass polyl:C vor allem die Frequenz IFNB/YFP" Zellen
erhoht, jedoch kaum Auswirkungen auf die Frequenz IL-12p40/GFP* Zellen hat. Es fiihrt jedoch zu
einem signifikanten Anstieg der IL-12p40 Produktion, so dass pro Zelle mehr Zytokin produziert wird.

2.2.2.3 In vivo Charakterisierung und Lokalisierung der I1L-12p40/GFP und IFNB/YFP
Produzenten nach polyl:C Stimulation

Die phanotypische Analyse der Reporterallel-exprimierenden Zellen nach polyl:C Stimulation sollte
die Zellen identifizieren, die IL-12p40 und IFN zum Zeitpunkt der CASP-Operation produzieren und
somit auf den Verlauf der CASP Einfluss nehmen. Weiterhin sollte die Lokalisierung dieser Zellen

weitere Schlisse lGber deren Funktionalitdt ermoglichen.

Wie in Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben, waren auch nach der alleinigen polyl:C Stimulation cDCs die
Hauptproduzenten von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP. Im Gegensatz zur IL-12p40/GFP Produktion nach
CASP, kam es nach polyl:C Stimulation vor allem in CD11b’, CD8a’, B220" cDCs zu einer Reporterallel
Expression. Insgesamt konnte eine IL-12p40/GFP Expression in ca. 4,5 % der CD11c’ Zellen
nachgewiesen werden.

Eine IFNB/YFP Expression wurde in der gleichen cDC Subpopulation wie nach CASP ermittelt. Die
IFNB/YFP* Zellen waren CD11c’, CD11b’, CD8a’, B220" und machten ca. 0,9 % der CD11c" Zellen aus
(s. Abb. 2.24a). Durch die Verwendung der IL-12p40Qf™%e0 x |ENB™*/™® Doppel-Reportermiuse
wurde zusatzlich die simultane IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression untersucht (s. Abb. 2.24b).
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Phanotypisch entsprachen die GFP*/YFP* Zellen den IFNB/YFP" Zellen und stellten mit 0,3 % nur einen
sehr geringen Anteil der CD11c" Zellen dar (s. Abb. 2.24c).
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Abbildung 2.24 In vivo Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in der Milz nach polyl:C

Stimulation.
IL-12pa0=e /e |ENB™/ ™" poppel-Reportermiuse und LI-12p40"7* x IFNB™"* Mause wurden fiir 24 h

mit 200 pg polyl:C, i.v. stimuliert. a) Dargestellt ist die phinotypische Charakterisierung der IL-12p40/GFP
und IFNB/YFP produzierenden Zellen in der Milz. Die Analysegates der Reporterallel-exprimierenden Zellen
wurden den entsprechenden IL-12p40*** x IFNB“/** Kontrollen angepasst. Die dargestellten Zellen stellen
lebende, nicht T- und B-Zellen dar. b) Darstellung der simultanen IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression.
c) Zur phinotypischen Charakterisierung der GFP*/YFP* Zellen wurden diese fiir CD11c den CD3g/CD19
Zellen iiberlagert. Fiir die Charakterisierung der weiteren Marker wurden die GFP*/YFP* Zellen den CD11c"

GFP/YFP Zellen iiberlagert.

Somit waren nach polyl:C Stimulation vor allem CD11c’, CD11b, CD8a’, B220" cDCs fiir die
Reporterallel Expression verantwortlich. Weiterhin wurden beide Reporterallele fast exklusiv

exprimiert, da nur eine sehr geringe Frequenz von Zellen in der Lage war beide Reporterallele
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simultan zu exprimieren.

Zusatzlich wurde die Lokalisierung der 1L-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten in der Milz
bestimmt. Hierzu wurde die Expression beider Reporterallele in IENB™™®, |L-12p408 e 0 ynd |-
12p40""" x IFNB"Y** und das IL-12p40 zur Kontrolle direkt detektiert.

polyl:C
a-GFP  a-B220 a-1112/23p40 a-B220

mob X ey L) -.-,..
get40

Abbildung 2.25 Lokalisierung der IL-12p40/GFP", IL-12p40" und IFNB/YFP* Zellen in der Milz nach polyl:C
Injektion.

IFNB™/™® | |L-12pa05 /8= ynd IFNB™*" x IL-12p40™/** Miuse wurden fiir 24 h mit polyl:C i.v. stimuliert.
Gewebeschnitte der Milzen wurden mit einem polyklonalen, kreuzreagierendem a-GFP Serum gegen YFP
oder GFP gefirbt. B220" Zellen wurden mit einem a-B220-bio AK gefirbt. Die Signale wurden mit Tyramid-
FITC fiir YFP, GFP und IL-12p40 und mit Tyramid-bio und Streptavidin-Cy3 fiir B220 verstarkt. Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt.
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Die immunhistologische Analyse zeigte unterschiedliche Aufenthaltsorte der IL-12p40/GFP* und
IFNB/YFP* Zellen. In der IFNB™™™® Maus konnten die YFP exprimierenden Zellen nach polyl:C
Stimulation vor allem in der Marginalzone der weil3en Pulpa lokalisiert werden, wahrend die IL-12p40
exprimierenden Zellen vor allem in den T Zell Zonen der weilRen Pulpa lokalisiert werden konnten.
Dies konnte in allen drei Genotypen mittels direkter a-IL-12p40 Farbung gezeigt werden. Die a-GFP

Farbung der IL-12p40%°*?&% Maus konnte diese Beobachtungen bestitigen.

Somit scheinen die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP exprimierenden Zellen trotz der Produktion durch
gleiche DC Supopulationen unterschiedliche Funktionen und Interaktionen mit anderen Zellen

auszuiiben.

2.2.2.4 In vivo Charakterisierung und Lokalisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP
Produzenten nach CpG Stimulation

AbschlieBend wurde die Identitdt und Lokalisierung der IFNB/YFP und IL-12p40/GFP produzierenden
Zellen nach CpG2216 Stimulation analysiert. CpG ist ein PAMP bakteriellen Ursprungs und diente der
Analyse der Reporterallel exprimierenden Zellen nach einer alternativen bakteriellen Stimulation. Im
Gegensatz zu polyl:C ist es als ein sehr starker Induktor der IL-12p40 Expression bekannt.

Nach CpG Stimulation waren IL-12p40/GFP* Zellen ebenfalls c¢DCs. Etwa 50 % der CD11c" Zellen
waren CD11b"*, CD8a’, B220 und die anderen 50 % waren CD11b’, CD8a *, B220". Insgesamt wiesen
ca. 7 % der CD11c" Zellen eine I1L-12p40/GFP Expression auf. IFNB/YFP* Zellen zeigten eine Frequenz
von ca. 0,3 % der CD11c" Zellen auf und waren CD11b, CD8a * und B220%, was sie als pDCs
identifizierte. Die Analyse der simultanen Expression der Reporterallele zeigte 0,14 % der CD11c"
Zellen als Produzenten beider Reporterallele. Somit waren 50 % der IFNB/YFP* Zellen auch IL-
12p40/GFP* und ca. 1,5 % der IL-12p40/GFP* Zellen. Phinotypisch waren IL-12p40/GFP* ¢DCs,

IFNB/YFP" Zellen pDCs und IL-12p40/GFP*, IFNB/YFP* Zellen ebenfalls pDCs.
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Abbildung 2.26 In vivo Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in der Milz nach
CpG2216 Stimulation.

IL-12pa0=**%/e*® y |ENB™®' ™ poppel-Reportermiuse und IL-12p40"7"* x IFNB*/"* Miuse wurden fiir 24 h
mit 10 pg CpG2216 (DOTAP-komplexiert) stimuliert. a) Dargestellt ist die phianotypische Charakterisierung
der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP produzierenden Zellen in der Milz. Die Analysegates der Reporterallel-
exprimierenden Zellen wurden den entsprechenden IL-12p40Wt/Wt X IFN|3Wt/Wt Kontrollen angepasst. Die
dargestellten Zellen stellen lebende, nicht T und B Zellen dar. b) Darstellung der simultanen IL-12p40/GFP
und IFNB/YFP Expression. c) Zur phinotypischen Charakterisierung der GFP*/YFP* Zellen wurden diese fiir
CD11c den CD3g/CD19 Zellen iiberlagert. Fiir die Charakterisierung der weiteren Marker wurden die
GFP'/YFP* Zellen den CD11c",GFP/YFP" Zellen iiberlagert.

T

Die immunhistochemische Analyse wurde analog zur polyl:C Stimulation in IL-12p40*"** x IFNB*/*",
IFNB™™® und IL-12p408°*”¢** Mzusen durchgefiihrt.
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Abbildung 2.27 Lokalisierung der IL-12p40/GFP*, IL-12p40* und IFNB/YFP" Zellen in der Milz nach CpG2216
Injektion.

IENB™/™® |L-12pa0%* /8 ynd IL-12p40™** x IFNB*/** Miuse wurden fiir 24 h mit DOTAP-komplexiertem
CpG stimuliert. Gewebeschnitte der Milzen wurden mit einem polyklonalem, kreuzreagierendem o-GFP
Serum gegen YFP oder GFP gefirbt. B220" Zellen wurden mit einem a-B220-bio AK gefirbt. Die Signale
wurden mit Tyramid-FITC fiir YFP, GFP und IL-12p40 und mit Tyramid-bio und Streptavidin-Cy3 fiir B220
verstarkt. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.
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Fiir alle drei Genotypen konnten die IL-12p40 Produzenten in der T Zellzone der weien Pulpa durch
die direkte Farbung des IL-12p40 Proteins lokalisiert werden (s. Abb. 2.27). Dies wurde durch die a-
GFP-Farbung der IL-12p40f“%e® \jays bestitigt. Die a-GFP Firbung der IENB™®™® Maus konnte
zeigen, dass sich die IFNB/YFP Produzenten ebenfalls in der T Zellzone der weien Pulpa aufhielten.
Somit zeigten beide Zellpopulationen eine dhnliche Lokalisation nach CpG Stimulation.

Fir die CpG2216 Stimulation konnte gezeigt werden, dass IL-12p40/GFP in zwei unterschiedlichen
c¢DC Subpopulationen in etwa gleichen Frequenzen exprimiert wurde. Im Gegensatz dazu wurde
IFNB/YFP exklusiv von pDCs exprimiert. Verglichen mit der polyl:C Stimulation weist dies auf eine
spezifische Expression der beiden Zytokine bzw. Reporterallele in Abhdngigkeit vom Stimulus hin.
Auch die Lokalisation der Reporterallel exprimierenden Zellen wurde in Abhangigkeit vom Stimulus

reguliert.

2.2.2.5 Quantifizierung der in vivo Expression von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP der Milz

Zur statistischen Auswertung und Quantifizierung der IL.-12p40/GFP und IFNB/YFP produzierenden
Zellen wurden die absoluten Zellzahlen mehrerer Experimente zusammengefasst. Die Werte geben

die Anzahl der Reporterallel-exprimierenden Zellen pro Milz an.

Im naiven Zustand konnten bereits ca. 5 x 10* IL-12p40/GFP* Zellen pro Milz ermittelt werden. Nach
polyl:C Stimulation kam es zu einer Zunahme der IL-12p40/GFP Produzenten auf ca. 7,5 x 10* Zellen,
wobei nur ca. 4 x 10% Zellen davon GFP*/YFP* waren. Nach der Stimulation mit CpG2216 kam es zu
einer IL-12p40/GFP Expression in ca. 1,4 x 10’ Zellen in der gesamten Milz. Hier stellten GFP*/YFP*
Zellen ebenfalls nur einen sehr geringen Anteil mit ca. 7 x 10* Zellen der gesamten IL-12p40/GFP
Produzenten dar (s. Abb. 2.28a).

Die Quantifizierung der IFNB/YFP Produzenten ergab eine absolute Gesamtzellzahl von ca. 1,6 x 10
Zellen nach polyl:C Stimulation, wobei hier die Mehrzahl der Zellen GFP'/YFP* war (ca. 1,2 x 10*) und
nur ca. ein Viertel der Zellen bestand aus GFP*/YFP* Zellen (ca. 4 x 10%). Nach einer CpG2216
Stimulation kam es zu einer vergleichbar hohen Anzahl der IFNB/YFP Produzenten, wobei hier der
Anteil der GFP*/YFP* Zellen etwa 50 % ausmachte (s. Abb. 2.28b).

Weiterhin wurde zur besseren Darstellung die Frequenz der GFP*/YFP* Zellen gesondert abgebildet
(s.Abb. 2.28c). Diese Zellen wurden in die Berechnng der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten in
Abb. 2.28 a und b miteinbezogen.

4
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Abbildung 2.28 Quantifizierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in der Milz.
Dargestellt ist der Vergleich der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten in naiven (s. Abb. 2.20), polyl:C (s.
Abb. 2.24) und CpG2216 (s. Abb. 2.26) stimulierten IL-12p405°**”/2=** y |ENB™ /™ Mzusen in der Milz.

Die statistische Auswertung der Reporterallel-exprimierenden Zellen nach Stimulation mit PAMPs
konnte zeigen, dass es in Abhdngigkeit vom verwendeten Stimulus zu einem differentiellen
Expressionsmuster von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP kommt. Hierbei bildeten die IL-12p40/GFP
exprimierenden Zellen den hochsten Anteil der Reporterallel-exprimierenden Zellen. Diese wurden
mit groRem Abstand von den IFNB/YFP Produzenten gefolgt. GFP*/YFP* Zellen zeigten nur geringe
Unterschiede in ihrer Anzahl verglichen mit den IFNB/YFP* Zellen, dennoch bildeten sie die kleinste
der hier untersuchten Zellpopulationen. Diese Ergebnisse fiihren zu der Vermutung, dass nur wenige
Zellen ein und derselben Zellpopulation in der Lage sind ein bestimmtes Zytokin zu produzieren.
Diese Zellen stellen moglicherweise eine innerhalb einer bestimmten Zellpopulation alternativ

differenzierte Zellpopulation dar, die sich auf die Produktion bestimmter Faktoren bzw. Zytokine
spezialisiert hat.
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2.2.3 In Vitro Charakterisierung der IL12p40/GFP und IFNB/YFP Expression

Die vorangehenden in vivo Analysen der IL-12p40/GFP und IFNS/YFP Expression wahrend der CASP
und nach PAMP Stimulation konnten vor allem cDCs als Hauptproduzenten beider Zytokine
ausmachen. pDCs zeigten nur eine Expression von IFNB/YFP. Da cDCs in der Lage waren beide
Zytokine simultan zu exprimieren, wurde die I1L-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in GM-CSF DCs
in vitro genauer untersucht. Weiterhin wurden die Reporterallel-exprimierenden Zellen auf mogliche
funktionelle Unterschiede untersucht. Zur genaueren Analyse der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP
Expression wdhrend der CASP mit vorangehender polyl:C Stimulation wurde ein in vitro Modell
etabliert, dass die Verfolgung einer moglichen Veranderung der Reporterallel-Expression im

Versuchsverlauf auf Einzelzellebene ermoglichte.

2.2.3.1 In vitro Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFN/YFP Expression nach
Stimulation mit definierten PAMPs

Zunachst wurde die 1L-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in knochenmarksgenerierten GM-CSF
DCs untersucht, da sie die Hauptproduktion der Reporterallele nach polyl:C und CASP-OP aufwiesen.
Hierzu wurden die GM-CSF DCs mit verschiedenen PAMPs stimuliert und die Reporterallel-Expression
mittels FACS bestimmt.

Die FACS-Analyse konnte zeigen, dass IL-12p40/GFP bereits unter basalen Bedingungen exprimiert
wurde, wie auch schon fiir die in vivo Situation gezeigt werden konnte. Dabei produzierten 5 - 8 %
der GM-CSF DCs das eGFP-Reporterallel. Die Stimulation mit polyl:C induzierte eine IL-12p40/GFP
Expression in 14 — 18 % der Zellen. Zusatzlich kam es zu einer IFNB/YFP Expression in ca. 13 % der
dargestellten Zellen. Die simultane Expression beider Reporterallele konnte in ca. 1,5 % der Zellen
nachgewiesen werden. Somit wurden beide Reporterallele fast exklusiv exprimiert. Die Stimulation
mit LPS fihrte hingegen zu einer hohen IL-12p40/GFP Expression in 35 — 45 % der GM-CSF DCs. Fur
IFNB/YFP konnte kein positives Signal detektiert werden. Eine starke IL-12p40/GFP Expression konnte
ebenfalls nach Stimulation mit CpG2216 beobachtet werden. Hier wiesen 30 - 40 % der Zellen ein
eGFP Signal auf. Weiterhin kam es zu einer geringen IFNB/YFP Expression in 0,2 — 0,7 % der Zellen.
Diese waren gleichzeitig positiv fir IL-12p40/GFP. Somit wiesen alle IFNB/YFP Produzenten eine
simultane Expression von IL-12p40/GFP auf (s. Abb. 2.29).
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Abbildung 2.29 In vitro Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in GM-CSF DCs nach
Stimulation mit PAMPs.
GM-CSF DCs von IL-12p40™"*" x IFNB"™, IL-12p40™"** x IFNB™*/™®, 1L-12pa0%***5*** x |ENB"™" und IL-
12pa0s=/ee®  |ENB™®™® \wurden fiir 24 h mit polyl:C, LPS und CpG2216 stimuliert. Dargestellt sind
lebende CD11c" Zellen.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass es nach der Stimulation mit verschiedenen
PAMPs zu einer differentiellen Expression der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Reporterallele kam. Dies
bestarkt die Annahme, dass eine phanotypisch identische, also homogene Zellpopulation,

moglicherweise in funktionell unterschiedliche Subpopulationen eingeteilt werden kann.
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2.2.3.2 Funktionelle Analyse sortierter GM-CSF DCs basierend auf ihrer Reporterallel-
Expression

Die PAMP Stimulation von GM-CSF generierten DCs konnte die Ergebnisse der in vivo Analysen im
Bezug auf eine Uberwiegend differentielle Expression von IFNB/YFP und IL-12p40/GFP bestatigen.
Durch die immunhistochemische Lokalisierung der Reporterallel-exprimierenden Zellen in
unterschiedlichen funktionellen Arealen der Milz sollte Uberpriift werden, ob die IL-12p40/GFP und
IFNB/YFP produzierenden Zellen moglicherweise funktionelle Unterschiede aufweisen. Hierzu
wurden polyl:C stimulierte und auf der Basis ihrer IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression sortierte
GM-CSF DC Subpopulationen auf die Expression verschiedener PRRs und ihre T Zell stimulatorische

Kapazitat hin untersucht.

Zur Bestimmung der Reinheit der sortierten Zellen wurde die IFN} und IL-12p40 Expression in den
erhaltenen vier Zell-Populationen bestimmt. Eine IFNB Expression wurde vor allem in der GFP/YFP*
sortierten Zellpopulation ermittelt. Die Expression betrug einen 1200 fachen Anstieg relativ zu naiven
GM-CSF DCs. Weiterhin konnte eine ca. 500 fach héhere Expression der IFNB mRNS in den GFP*/YFP*
Zellen und eine ca. 300 fach héhere Expression in den GFP*/YFP sortierten Zellpopulationen ermittelt
werden (Abb. 2.30a). Im Bezug auf die IL-12p40 Expression konnte eine ca. 4500 und 5000 fache
Heraufregulation in den GFP*/YFP" und GFP'/YFP" sortierten Zellen nachgewiesen werden (Abb.
2.30a). Somit konnte gezeigt werden, dass eine hohe Reinheit der Reporterallel-exprimierenden
Zellen vorlag.

Die Analyse der Expression verschiedener PRRs ergab eine differentielle Expression in den sortierten
Zellpopulationen. So wiesen GFP/YFP" sortierte Zellen, und damit exklusive IFNB Produzenten, die
hochste Expression sowohl von TLR3 (4000 x) als auch MDAS5 (35000 x) auf. Im Gegensatz dazu
zeigten die GFP/YFP, GFP'/YFP" und GFP'/YFP® Zellpopulationen deutlich niedrigere
Expressionswerte (2000 x und 25000 x). Die héchste TLR9 Expression wurde hingegen in GFP*/YFP*
(8000 x) und GFP*/YFP™ (7000 x) Zellen detektiert, die IL12p40 produzierten (Abb. 2.30b).

Die weitere funktionelle Charakterisierung der 1L-12p40/GFP und IFNB/YFP exprimierenden Zellen
mittels T Zell Proliferationsassay konnte, sowohl im Fall der 3[H]T—Inkorporation, als auch der IL-2
Konzentrationsmessung GFP*/YFP" und GFP'/YFP® sortierte Zellen als die kompetentesten T Zell
Stimulatoren ermitteln. Beide Populationen wiesen vergleichbare Inkorporationswerte des radioaktiv
markierten Thymidins und ebenfalls eine vergleichbare Produktion vom durch T Zellen sekretiertem
IL-2 auf (Abb. 2.30c). Die Bestimmung der Oberflachenexpression des kostimulatorischen Molekiils
CD86 und von I-A° (MHCII) korrelierte mit der Fahigkeit der IL-12p40/GFP* und IFNB/YFP* Zellen T Zell
Proliferation zu stimulieren (Abb. 2.30d). Hierbei zeigten GFP*/YFP" und GFP*/YFP" Zellen die jeweils
hochsten Expressionen fiir CD86 und I-A°, gefolgt von den GFP/YFP" Zellen.
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Abbildung 2.30 Untersuchung der Funktionalitit der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP produzierenden GM-CSF
DCs.

GM-CSF DCs von IL-12p40%°*”/82% y |ENB™/™® \urden fiir 24 h mit polyl:C stimuliert. AnschlieBend wurden
sie gemal ihrer Reporterallel-Expression in die vier entsprechenden Populationen sortiert. a) Die mRNS-
Expression fiir IFNB und IL-12p40 diente als Reinheitskontrolle der sortierten Zellen. b) Bestimmung der
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mRNS-Expression verschiedener PRRs. c) Sortierte GM-CSF DCs wurden mit OT-Il T Zellen in verschiedenen
Konzentrationen kokultiviert. Die T Zell stimulatorische Kapazitit wurde mittels IL-2 ELISA und [3H]T-
Inkorporation bestimmt. [d] Charakterisierung der Oberflachenexpression von CD86 und I-A® auf GM-CSF
DCs von IL-12p405°*%/e=*  |ENB™/™® Mzusen nach polyl:C Stimulation.

Diese Ergebnisse konnten die Vermutung der unterschiedlichen Funktionalitat der IL-12p40/GFP und
IFNB/YFP exprimierenden Zellen bestatigen. Die Reporterallel exprimierenden Populationen zeigten
eine differentielle Expression von PRRs, was die unterschiedlichen Expressionsmuster der in vitro
PAMP Stimulation erklart, denn nicht jede Zelle innerhalb dieser an sich homogenen Population ist in
der Lage in der gleichen Art und Weise auf den gegebenen Stimulus zu antworten. Weiterhin
besaBen die jeweiligen Reporterallel-exprimierenden Populationen eine unterschiedlich starke
Kapazitdit T Zell Proliferation zu induzieren. So konnte belegt werden, dass die
Zytokinexpressionsprofil einer Zelle Riickschliisse auf die Funktion dieser Zelle erlaubt.

2.2.3.3 In vitro Restimulation sortierter IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Zellpopulationen mit
definierten PAMPs

In den vorangehenden in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass es nach polyl:C Stimulation
zu einer Induktion der Expression von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP durch cDCs kommt. Weiterhin kam
es auch im Verlauf der CASP ebenfalls zu einer Expression der Reporterallele in cDCs. Um den Verlauf
der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression nachverfolgen und verstehen zu kénnen wurde ein in
vitro Restimulationsmodell etabliert, das es ermdglicht die Reporterallel Expression in den einzelnen
Reporterallel-exprimierenden Populationen nachzuverfolgen. Dabei wurden GM-CSF DCs mit polyl:C
stimuliert und auf der Grundlage ihrer IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression sortiert. Die
erhaltenen Subpopulationen wurden rekultiviert, nach einer Ruhephase restimuliert und ihre
Reporterallel Expression durchflusszytometrisch erneut analysiert.

Dieses Modell erlaubte es die Frage zu beantworten, ob die Zellen die durch polyl:C zu einer IL-
12p40/GFP und IFNB/YFP Expression stimuliert wurden, wahrend der CASP mit diesem

Expressionsprofil fortfahren oder ob es zu einer Umprogrammierung dieser Zellen kommt.

Die Analyse der aufgrund ihrer Reporterallel-Expression sortierten Zellen zeigte, dass die einzelnen
Subpopulation erneut Unterschiede in der Antwort auf unterschiedliche PAMPs aufwiesen. GFP'/YFP
und GFP/YFP" sortierte Zellen wiesen dabei dhnliche Antworten auf. So kam es nach nicht erfolgter
Restimulation zu keinerlei Veranderung in der GFP und YFP Expression. Nach einer wiederholten
Restimulation mit polyl:C kam es nur zu einer sehr geringen Induktion von IL-12p40/GFP. GFP"/YFP
Zellen zeigten nach polyl:C Stimulation einen Anstieg der GFP Expression von 2 % auf 4 % und GFP"
JYFP* Zellen von 1,5 % auf 2,5 %. Die Restimulation mit den bakteriellen PAMPs CpG2216 und LPS
fihrte jedoch zu einer deutlichen Induktion der IL-12p40/GFP Expression. Hier konnten bei den GFP’
JYFP™ sortierten Zellen ca. 14 % IL-12p40/GFP* Zellen detektiert werden und im Fall der GFP/YFP*
Zellen wurden ca. 4 — 4,5 % IL-12p40/GFP" Zellen ermittelt (s. Abb. 2.31).
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Abbildung 2.31 Untersuchung der Plastizitit der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression nach Vorstimulation
mit PAMPs.

GM-CSF DCs wurden 24 h mit polyl:C stimuliert, gem3B ihrer Reporterallel-Expression sortiert und
rekultiviert. Nach 36 h Ruhezeit wurden die Zellen unstimuliert belassen oder 24 h mit polyl:C, CpG2216 oder
LPS restimuliert. AnschlieBend wurde die Expression von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP analysiert.

Im Gegensatz dazu zeigten die GFP/YFP" und GFP'/YFP' sortierten Subpopulationen keinerlei
Verdanderung in ihrem Expressionsprofil von GFP und YFP auf. Sie behielten die Reporterallel
Expression auf deren Grundlage sie sortiert wurden unter allen Restimulationsbedingungen (s. Abb
2.31).

Die in vitro Restimulation von sortierten, Reporterallel-exprimierenden GM-CSF DC Subpopulationen
konnte zeigen, dass die meisten Zellen in ihrem Expressionsprofil von GFP und YFP festgelegt waren.
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Die meisten Zellen exprimierten nur das Reporterallel, auf dessen Grundlage sie sortiert wurden.
Damit scheinen DCs, die einmal ein bestimmtes Zytokinexpressionsprofil aufweisen nach einer
Restimulation nur in wenigen Fallen zusatzliche Faktoren bzw. Zytokine zu exprimieren. Dies lasst
den Schluss zu, dass sie untereinander funktionell spezialisiert und dadurch in ihrem

Expressionsprofil eingeschrankt sind.

2.2.3.4 In vivo Restimulation sortierter IL-12p40/GFP* und IFNB/YFP" Zellpopulationen
durch CASP

Um die Annahme in einer in vivo Situation zu liberpriifen, dass DCs, die einmal zu einer bestimmten
Reporterallel-Expression stimuliert wurden, diese beibehalten, wurden polyl:C stimulierte und
sortierte GM-CSF DC Subpopulationen in Rezipienten Mause intravenos transferiert. Nach einer
Ruhephase wurden die Rezipienten CASP operiert und die Reporterallel-Expression 24 h spater
durchflusszytometrisch analysiert. Um die transferierten Zellen identifizieren zu kénnen, wurden die
GM-CSF DCs aus IL-12p40E et y |ENB™/MP  dapn kongenen Marker CD45.2 exprimierenden,
Maiusen generiert. Diese wurden in IL-12p40""** x IFNB"/*" Rezipienten transferiert, die zur
Unterscheidung eine CD45.1 Expression auf Zellen des hamatopoetischen Systems aufwiesen (s. Abb.
2.32a).

Die in vivo Restimulation von Reporterallel exprimierenden GM-CSF DC Subpopulationen mittels
CASP konnte die Ergebnisse der in vitro Restimulation bestatigen. In Rezipienten, die GFP/YFP’
sortierte Zellen erhielten, konnte keine deutliche Reporterallel Expression nachgewiesen werden.
Weiterhin wiesen Rezipienten, die GFP*/YFP oder GFP'/YFP" sortierte GM-CSF DCs erhielten nur die
jeweils transferierte Reporterallel Expression auf. Rezipienten die GFP*/YFP* Zellen erhielten, zeigten

aufgrund der geringeren transferierten Zellzahl kein positives GFP/YFP Signal (s. Abb. 2.32b).
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Abbildung 2.32 In vivo Restimulation von transferierten IL-12p40/GFP und IFNB/YFP exprimierenden GM-CSF
DCs.

GM-CSF DCs (CD45.2") wurden 24 h polyl:C stimuliert, gemiR ihrer Reporterallel-Expression sortiert und
anschlieRend wurden 5 x 10° Zellen bzw. 2,5 x 10° (GFP*/YFP") in naive Rezipienten (CD45.1") transferiert.
Nach 12 h wurden die Rezipienten CASP operiert und nach 24 h die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in
CD45.2" Zellen in der Milz mittels FACS bestimmt.

Die hier durchgefiihrten Restimulationsexperimente konnten zeigen, dass DCs selbst in einer
phédnotypisch homogenen Population funktionelle Unterschiede aufweisen und auf eine Stimulation

hin ein differentielles Expressionmuster von Zytokinen aufweisen. Das heillt, dass diese Zellen
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funktionell eingeschrankt sind und wenig plastisch auf eine mogliche Restimulation bzw. zusatzliche

Infektion antworten kénnen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass DCs eine wichtige Rolle in der friihen Immunantwort
einer polymikrobiellen Peritonitis spielen. Durch die Produktion essentieller Zytokine modulieren sie
die ablaufende Immunantwort. Kommt es jedoch im Zuge einer akuten Virusinfektion zu einer
polymikrobiellen Peritonitis sind die DCs zu unflexibel, um auf den neuen Stimulus optimal zu
reagieren und sind funktionell fixiert. Dies kann moglicherweise zu einem detrimentellen Ausgang
der Erkrankung fiihren. Weiterhin konnte dargestellt werden, dass selbst innerhalb homogener DC
Populationen funktionell unterschiedliche Subpopulationen existieren. Diese konnten aufgrund ihrer
Oberflachenmarkerexpression nicht weiter unterschieden werden, so dass die Zytokinexpression zu
einer genaueren Charakterisierung verschiedener Populationen hinzugezogen wurde. Funktionelle
Analysen konnten eine Korreletion zwischen differentieller Zytokinexpression und Funktion

aufzeigen.
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3. Diskussion

3.1 Untersuchung der IFNB Expression in einem Autoimmun-Modell

Die MS ist eine inflammatorische, demyelinisierende Erkrankung des ZNS, deren
neuroimmunologische Grundlagen durch das Modell der EAE weitestgehend untersucht werden
kénnen (Owens et al., 2001). Das bessere Verstandnis der EAE und somit der MS soll die Entwicklung
neuer Therapiestrategien der MS ermoglichen. In der Vergangenheit konnten Erkenntnisse, die im
Tiermodell eingehend untersucht wurden, erfolgreich in eine MS-Therapie lbertragen werden. So
wurde z.B. der blockierende monoklonale Antikdrper gegen das a,-Integrin (Natalizumab) und seine
positive Wirkung auf den klinischen Verlauf in der EAE im Tiermodell erstmals untersucht und dann in
der MS-Therapie erfolgreich eingesetzt (Miller et al.,, 2003; Yednock et al.,, 1992). Die
meistangewandte Therapie der RRMS besteht in der Applikation von rekombinantem IFNB. Wie
bereits beschrieben verfligt es (ber pleiotrope antivirale und immunmodulatorische
Wirkungsmechanismen und ist wahrscheinlich deshalb das bisher erfolgreichste Therapeutikum der
MS (s. Abschnitt 1.8.2).

SchlieBlich wurde auch gezeigt, dass IFNPB wahrend der EAE endogen im Riickenmark am H6hepunkt
der Krankheit exprimiert wird, jedoch nicht in der Peripherie (Prinz et al., 2008). Die Identitat der flr
die IFNB Expression verantwortlichen Zellen blieb jedoch weiterhin unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es die IFNB-Produzenten am Héhepunkt der EAE und nach TLR Stimulation mit
Hilfe des bicistronischen IFNB/YFP Reportermaus-Modells auf Einzelzellebene zu identifizieren und
ihre Frequenz, sowie Lokalisation zu bestimmen (Scheu et al., 2008).

3.1.1 In vivo und in vitro Analyse der IFNB produzierenden Zellen in der EAE

Zur lIdentifizierung und Lokalisierung der IFNB-Produzenten wurde das bereits beschriebene
bicistronische IFNB™™® Reporter-Mausmodell verwendet (Scheu et al., 2008). Bisher wurde nur die
Expression von IFNB im Rickenmark, jedoch nicht in der Peripherie am Hohepunkt der Krankheit
nachgewiesen (Prinz et al., 2008). Diese Daten beruhen jedoch nur auf mRNS Expressionsanalysen
und Proteinnachweis in Lysaten des gesamten Organs. Die Hohe der Produktion korrelierte in dieser
Studie mit dem Krankheitsgrad. So wiesen Tiere mit einem Score von 0 nur ca. 20 pg/ml IFNB in
Rickenmarkshomogenaten auf, wahrend in Tieren mit einem Score von > 1,5 ca. 150 pg/ml in
Rickenmarkshomogenaten detektiert wurden. Gleichzeitig zeigte diese Studie durch eine
differentielle Expression des IFNAR auf verschiedenen Zellpopulationen, dass myeloide Zellen, wie
M® und Mikroglia, das Ziel des im ZNS produzierten IFN sind. Die Arbeit von Prinz et al., konnte im
Vergleich zu den hier dargestellten Ergebnissen, jedoch keine Riickschliisse auf die IFNB Produzenten
im ZNS wihrend der EAE ziehen. Uber die Identitidt der IFNB Produzenten wurden bis dato viele
Spekulationen angestellt. Bisher wurden pDCs als IFNB Produzenten wahrend der EAE favorisiert, da
sie als professionelle Typ | IFN produzierende Zellen gelten (Asselin-Paturel et al., 2001). Wahrend
der EAE immigrierten sie aus der Peripherie ins ZNS und waren in der Lage den Verlauf der Krankheit
positiv zu beeinflussen (Bailey-Bucktrout et al., 2008). Weitere potentielle IFNB Produzenten waren

Neurone, die wahrend einer viralen Infektion eine IFNB und IFNa Expression aufwiesen (Delhaye et
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al., 2006). Diese Studie konnte die Typ | IFN Antwort jedoch nur mittels RNS in-situ-Hybridisierung,
aber nicht auf Einzel-Zellebene nachweisen. Die nahe Verwandschaft mit M® und ihre starke
Ahnlichkeit im Bezug auf ihren Phanotyp und ihre Funktion lieRen den Schluss zu, dass auch Mikroglia
zur IFNB Produktion in der Lage seien, wie es in verschiedenen Infektionsmodellen fiir MO® bereits
gezeigt werden konnte (Gratz et al.,, 2011; Town et al.,, 2006). In der Milz und den peripheren
Lymphknoten konnte keine IFNB/YFP Expression nachgewiesen werden (Abb. 2.3). Im Gegensatz
dazu konnte eine homogene IFNB/YFP* Zellpopulation im Riickenmark und Gehirn, die CD45™,
CD11b* exprimierte, nachgewiesen werden (Abb. 2.4). Somit identifizierte dieses
Oberflachenmarker-Expressionsprofil Mikroglia als IFNB/YFP-Produzenten am Hohepunkt der EAE.
Da Mikroglia hdmatopoetischen Ursprungs sind, weisen sie die Expression des hdamatopoetischen
Markers CD45 auf (Ginhoux et al., 2010; Sedgwick et al., 1991). So lassen sich Mikroglia von anderen
ZNS-residenten Populationen unterscheiden. Durch die intermedidre Expression dieses Markers

"e" exprimierenden Zellen wie den M® und den DCs

lassen sie sich zuséatzlich von immigrierten CD45
unterscheiden. Basierend auf der durchflusszytometrischen Analyse ergab die Berechnung der
absoluten Zellzahl der IFNB/YFP Produzenten, dass nur eine sehr geringe Anzahl von Zellen IFNB/YFP
wahrend der EAE produzierte. Im Rickenmark waren es ca. 400 und im Gehirn nur ca. 20 Zellen pro
Organ (Abb. 2.4 c). Der prozentuale Anteil der CD45™ CD11b* Zellen der IFNB/YFP Produzenten lag
in beiden Fallen bei etwa 95% (Abb. 2.4.c). Dieses Resultat wurde durch die Bestimmung der IFNB
RNS-Expression in sortierten ZNS-Populationen untermauert (Abb. 2.5). Die hohere IFNB Expression
im Rickenmark spiegelt wider, dass es wahrend der EAE den Hauptreaktionsort der ablaufenden
pathologischen Prozesse darstellt (Gold et al., 2000). Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass
nicht jede Maus IFNB/YFP an d17, dem zu erwartendem Hoéhepunkt der Krankheit, exprimierte.
Méause, die keinerlei Symptome aufwiesen, wiesen auch keine IFNB/YFP Expression auf, wahrend
Mause die hochgradig erkrankt waren, auch die hochste IFNB/YFP Expression aufwiesen. Diese
Beobachtungen reflektieren die hohe Variabilitdt und Komplexitdt des EAE-Modells. Die genaue
Lokalisierung der IFNB/YFP Produzenten innerhalb des Gewebes konnte aufgrund der hohen
Autofluoreszenz im ZNS histologisch nicht genauer bestimmt werden, da das IFNB/YFP Signal nur
sehr schwach ist. AuRerdem wiesen erkrankte Tiere nicht in jedem Fall eine IFNB/YFP Expression
oder zum Teil eine sehr schwache IFNB/YFP Antwort auf. Aufgrund der hohen Variabilitat dieses
komplexen Krankheitsmodells, ist es moglich, dass nicht in jeder Maus eine protektive IFNB/YFP
Antwort induziert wird. Weiterhin ist es moglich, dass die produzierte Menge an IFNB so gering ist,
dass das mob-Reportermausmodell an sein Detektionslimit bringt.

In den letzten Jahren wuchsen die Hinweise darauf den Verlauf der MS durch den Einsatz von TLR
Liganden positiv beeinflussen zu konnen. Diese Idee basierte auf den Beobachtungen, dass
unterschiedliche TLR Stimulationen im Verlauf der EAE eine detrimentelle oder protektive
Immunantwort vermittelten (Racke and Drew, 2009). Mikroglia exprimieren basal, aber vor allem am
Hohepunkt der EAE die TLRs 1-9 (Olson and Miller, 2004; Prinz et al., 2006). lhre Bedeutung fir die
EAE hangt jedoch sehr stark vom verwendeten EAE Modell ab, so dass die bisherigen Resultate nicht
direkt vergleichbar sind. So wurde fir TLR9 in der MOG3s 55 induzierten EAE gezeigt, dass dieses
Molekil fur eine effektive Initiation der EAE wichtig ist, obwohl die gleichzeitige Anwesenheit von
CpG DNS im Immunisierungsinokulum nicht detektiert werden konnte. Daher liegt hier die

Vermutung nah, dass endogene krankheitsfordernde TLR9 Liganden zur Etablierung der Krankheit
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beitragen kénnten. Im Gegensatz dazu wies die Stimulation von TLR3 und TLR7 einen protektiven
Effekt auf. Die Stimulation des TLR3 mittels polyl:C bzw. viraler dsRNS und des TLR7 mit Imiquimod
bzw. viraler ssRNS induzierte die Expression des protektiven IFNB. Diese vermittelte eine geringere
Demyelinisierung, wie auch eine geringere Infiltration des ZNS (O'Brien et al., 2010; Touil et al.,
2006). Weitere Studien konnten endogene als auch synthetische Liganden fiir TLR3 identifizieren, die
ebenfalls einen protektiven Effekt in der EAE, aber auch in der MS ausiibten (Bsibsi et al., 2010;
Downer et al., 2011). Trotz allem blieb jedoch ungekldrt, welche Zellpopulation fir die IFNB
Produktion wahrend der EAE nach erfolgter TLR3 Stimulation verantwortlich ist.

Die in vitro Restimulation intrazerebraler Leukozyten von Mausen am Hoéhepunkt der EAE mit dem
TLR3/MDAS5 Agonisten polyl:C und dem TLR7 Agonisten wobble DNS konnte auch hier residente
Mikroglia als IFNB/YFP produzierende Population identifizieren (Abb. 2.6). Zusatzlich wiesen CD45"&",
CD11b" Zellen eine IFNB/YFP Expression auf, was auf die Fihigkeit von M® und DCs, IFNB nach TLR3
Stimulation zu produzieren, zurilickzufihren ist (Scheu et al., 2008). Die zu diesem Zweck
eingesetzten Zellen wiesen nach einer Rekultivierungs- und Restimulationszeit von 24 h im nicht
restimulierten Fall keine IFNB/YFP Expression auf, so dass die IFNB/YFP Expression der Stimulation
mit den hier erwahnten PAMPs zuzuschreiben war. Somit konnte gezeigt werden, dass eine TLR3
Stimulation in intrazerebralen Leukozyten aus EAE induzierten Mdusen zu einer IFNB Produktion in
residenten Mikroglia und in immigrierten APZ wie MO beitragt. Diese Erkenntnisse kdnnten fiir eine
zell-gerichtete Immuntherapie eingesetzt werden und Mikroglia und immigrierte APZ konnten
spezifisch am Ort des Geschehens, dem ZNS, zur IFNB Produktion angeregt werden. Es ware ebenso
moglich, intrathekale Applikationen von TLR Agonisten durchzufiihren, um eine systemische Gabe

und eine proinflammatorische Antwort in der Peripherie zu verhindern.

3.1.2 Vergleich der IFN mRNS Expression zwischen Peripherie und ZNS im Verlauf der EAE

Bisher veroffentlichte Ergebnisse zeigen eine IFNB Expression nur am Hoéhepunkt der Krankheit und
nur im ZNS (Prinz et al., 2008). Somit gibt es keinerlei Daten zur IFNB Expression im Verlauf der EAE
und auch keine Erkenntnisse dariliber, ob IFNB auch in anderen Organen exprimiert wird. Die Analyse
der IFNB Expression im Verlauf der EAE zeigte eine friihe IFNB Antwort in der Initiationsphase in der
Peripherie und eine IFNB Expression in der Effektorphase, die auf das ZNS beschrankt war (Abb. 2.7).
Die frihe IFNB Expression in der Peripherie ldsst sich mit grofler Wahrscheinlichkeit auf die
Anwesenheit von mikrobiellen Stimuli des Adjuvants im Immunisierungsinokulum zuriickfiihren.
Dieses besteht unter anderem aus abgetétetem Mycobacterium tuberculosis, welches als Adjuvants
zur Induktion der angeborenen Immunantwort dient. Uber die Relevanz dieser IFNB Expression lasst
sich nur spekulieren. In der Initiationsphase wird eine Immunantwort in der Peripherie induziert. Das
subkutan verabreichte Inokulum wird von residenten APZs vor allem in die drainierenden
Lymphknoten transportiert. Es kann jedoch auch tber die Verbindung des Lymph- und Blutkreislaufs
in die Milz gelangen. Hier kommt es nun zur IFNB Expression durch entsprechende APZ. Aufgrund der
protektiven Effekte, die IFNB in der EAE vermittelt, kbnnte es auch hier protektiv wirken und der
Initiation der EAE entgegenwirken. Es wurde beschrieben, dass IFNB zur Induktion der IL-10
Expression fihrt, welches eine starke antiinflammatorische Wirkung vermittelt (Tuohy et al., 2000).
So inhibiert IFNB z.B. die IL-17a Produktion in T,,17 Zellen, die eine wichtige Effektor-Zellpopulation
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darstellen (Zhang et al., 2011). Moglicherweise tragt dieser Effekt dazu bei, dass die EAE nicht in 100
% der immunisierten Mause ausgeldst wird.

Im weiteren Verlauf wurde zu Beginn der Effektorphase die IFNB Expression in der Peripherie
herunterreguliert und gleichzeitig wurde sie im ZNS induziert. Somit war die IFNB Expression
zwischen Peripherie und ZNS gegenldufig reguliert. Die dargelegten Ergebnisse zeigen eine IFNB
Expression wahrend der ganzen Effektorphase im ZNS und weisen eine hohere Expression im
Riickenmark, dem Hauptort der Immunreaktion verglichen mit dem Gehirn auf. In der Effektorphase,
im ZNS, tragen mit groRer Wahrscheinlichkeit endogene Liganden zu einer IFNB Expression bei, da
hier sterile Bedingungen herrschen. Méglicherweise kommt es zu einer Aktivierung des TLR9 durch
die Freisetzung und anschlieender Endozytose von DNS apoptotischer T Zellen, die zur Aktivierung
der IFNB Transkription fihren konnen. Diese Vermutung basiert auf dem Befund, dass auch
Vertebraten-DNS, die endozytiert wird zu einer Typ | IFN Antwort fihren kann (Yasuda et al., 2005).
Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal die IFNB Expression im Verlauf der EAE und, dass eine IFNf
Antwort nicht nur im ZNS vorliegt, sondern auch in den sekundaren lymphatischen Organen. Zur
Untermauerung der mittels qRT-PCR gewonnenen Daten zur IFNP Expression im Verlauf der EAE,
wurde die IFNB/YFP Expression mittels Durchflusszytometrie untersucht. Leider konnte ein positives
Signal nur an d17 der Erkrankung festgestellt werden. Dies kénnte auf einer zu niedrigen Sensitivitat
des IFNB™®™® Reporter-Mausmodells beruhen. Die Analyse des IFN-stimulierten Gens (ISG)56
korreliert vor allem mit der IFNB Expression im ZNS (Abb. 2.8). Moglicherweise war die IFNB Antwort
in der Milz zu gering, um eine aussagekraftige ISG56 Expression zu detektieren. 1ISGs werden durch
eine IFN Antwort induziert und werden daher oft als Indikator fiir eine effektive IFN Antwort
verwendet (Guo et al., 2000; Terenzi et al., 2007).

Die Beschreibung weiterer fiir die EAE bedeutender Zytokine wurde reprasentativ fir die sekundéaren
lymphatischen Organe in der Milz und reprasentativ fiir das ZNS im Riickenmark durchgefiihrt (Abb.
2.9 + 2.10). Auch hier konnte eine differentielle Expression verschiedener Gene festgestellt werden.
Die Auswahl der untersuchten Gene erfolgte anhand ihrer hohen Relevanz fiir den Verlauf der EAE.
Es wurden vor allem T Zell-assoziierte Gene untersucht, da die EAE eine CD4" T Zell vermittelte
Autoimmunerkrankung darstellt. CD3e diente als Pan-T Zell-Marker zur Kontrolle der Anwesenheit
von T Zellen. Es ist Teil des T Zell-Rezeptors (TZR) und ist fiir die TZR Signalweiterleitung essentiell.
Weiterhin wurden die Transkriptionsfaktoren FoxP3, T-bet und RORyt als T Zelllinien spezifische Gene
untersucht, um die T Zell Antwort genauer zu definieren. FoxP3 definiert T, T-bet Tyl und RORyt
T417 Zellen. Die Zytokine IFNy, IL-17a, GM-CSF und IL-23p19 wurden zusatzlich analysiert, um auch
das Zytokinmilieu, in dem die IFNP Induktion stattfindet ndher zu beschreiben. In der Initiationsphase
wurde eine Abnahme der T Zellen bzw. der CD3e Expression in der Milz detektiert (Abb.2.8). Dies
konnte auf die Auswanderung der T Zellen aus der Milz zurlckzufiihren sein, da ihre
Migrationseigenschaften durch die gleichzeitige Gabe von PTX bei der Immunisierung gestort sind.
PTX inhibiert G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren (Yokomizo et al., 1997). Weiterhin wurde
beschrieben, das PTX zur Apoptose von T flihrt, was auch hier zu einer Abnahme der T Zellen in
der Milz beitragt (Chen et al., 2006). Gleichzeitig kam es vor allem zur Induktion des Ty17 Zytokins IL-
17a und des Ty17-assoziierten IL-23p19. Dies deutet daraufhin, dass hier eine Ty17 Antwort durch die
Immunisierung induziert wurde, was mit dem Befund korreliert, dass PTX auch in der Lage ist eine IL-

17 Antwort zu induzieren (Andreasen et al.,, 2009). Moglicherweise ist diese initiale
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proinflammatorische Antwort wichtig flr die Induktion der EAE. Es konnte hier keine signifikante
Expression fir IFNy, T-bet, RORyt und GM-CSF in der Milz nachgewiesen werden. Die
Expressionsanalyse des FoxP3 konnte zeigen, dass es zu einer hohen Induktion in der spaten
Effektorphase kam, was darauf hindeutet, dass T, vor allem in der Remissionsphase expandieren
und hier von grofRer Bedeutung sind. Diese kdnnen nun zu einer Abschaltung der vorherrschenden
Immunantwort beitragen (Sakaguchi et al., 1995). Lange Zeit wurden T,1 Zellen (T-bet), die das
proinflammatorische IFNy produzieren, als die krankheitsvermittelnde Zellpopulation angesehen.
Diese Annahme wurde durch die IL-17a produzierenden Ty17 Zellen (RORyt) als
krankheitsvermittelnde T Zellpopulation abgel6st, da IL-23 und nicht IL-12 vorerst als das EAE-
fordernde Zytokin identifiziert wurde (Becher et al., 2002; Cua et al., 2003; Murphy et al., 2003).
SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass GM-CSF das essentielle Zytokin fir die Vermittlung der EAE
ist und von T Zellen exprimiert (Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011).

Im ZNS hingegen konnte eine Einwanderung von T Zellen anhand des Anstiegs der CD3& Expression
an d14 im Rickenmark beobachtet werden. Diese zeigte einen biphasischen Verlauf an d14 und d21
der Effektorphase. Ein dhnlicher Verlauf der Expression konnte ebenfalls bei der FoxP3 und T-bet
Expression nachgewiesen werden. Die proinflammatorischen Zytokine IFNy, IL-17a und GM-CSF
zeigten einen Expressionshohepunkt an d14, wobei IL-17a auch an d17 hochgradig exprimiert wurde.
Zusammenfassend wurde ein stark proinflammatorisches Milieu, vor allem im Rickenmark, ermittelt.
Diese Daten korrelieren mit den Befunden, dass es nach Immunisierung in der Milz nur zu einer sehr
geringen Expression, der fir die EAE wichtigen Zytokine kommt. Die T.s Zellen werden erst auf dem
Weg ins ZNS aktiviert und Uben erst hier ihre detrimentelle Funktion aus (Odoardi et al., 2012). Erst
im ZNS konnte eine hohe Anzahl an IL-17 und IFNy produzierenden Zellen mittels intrazelluldrer
Farbung detektiert werden (Korn et al., 2007).

Diese Arbeit konnte zum ersten Mal die fiir die IFNB Produktion verantwortliche Zellpopulation als
residente Mikroglia identifizieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die residenten
Mikroglia auch am Héhepunkt der Erkrankung mittels definierter PAMPs zu einer IFNB Produktion
anregen lassen, was flir eine mogliche Therapie mit TLR-Agonisten von grofRer Relevanz sein kénnte
(Gambuzza et al., 2011). Die Umgebung, in der eine IFNP Expression wahrend der EAE stattfand war

proinflammatorisch und war vor allem im Riickenmark prasent.

3.1.3 Charakterisierung der IFNB/YFP im ZNS nach Stimulation mit definierten PAMPs in
vitro und in vivo

Die Identifizierung residenter Mikroglia als Hauptproduzenten von IFNB/YFP wahrend der EAE fihrte
zu der Frage, ob Mikroglia ex vivo und in vivo auch nach der Stimulation mit definierten PAMPs in der
Lage sind, IFNB/YFP zu produzieren. Fiir neonatale Mikroglia-Kulturen konnte dies bereits auf mRNS
Ebene nach polyl:C Stimulation gezeigt werden (Town et al., 2006). Weitere Publikationen konnten
zeigen, dass neonatale Mikroglia im Basalzustand die TLRs 1-9 exprimieren und nach Stimulation mit
verschiedenen PAMPs oder dem Theilers murine encephalomyelitis virus die Expression weiter
heraufregulieren. Deren Stimulation mit verschiedenen TLR Agonisten fiihrte zu spezifischen
Antworten bezlglich der Expression von Zytokinen und Chemokinen (Olson and Miller, 2004). In

einem Stimulationsversuch sollte die Antwort intrazerebraler Leukozyten auf eine ex vivo Stimulation
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mit polyl:C und LPS untersucht werden (Abb. 2.11). Polyl:C induzierte eine IFNB Expression, so wie
auch die Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-6 und IL-12p40. In vivo fiihrte die
Gabe von polyl:C zu einer Mikrogliose (Town et al., 2006). Eine ndhere in vivo Beschreibung steht
noch aus. Fur LPS konnte ein dhnliches Zytokinprofil gezeigt werden. Seine Wirkung konnte in vivo
jedoch naher beschrieben werden. So induzierte LPS eine Aktivierung von Mikroglia, die sowohl zu
einer Neurodegeneration als auch zum induzierten Zelltod von Oligodendrozyten fiihrte (Lehnardt et
al., 2002; Lehnardt et al., 2003).

Die ex vivo Stimulation intrazerebraler Leukozyten mit polyl:C und LPS sollte in diesem Kontext
zeigen, welche Zellpopulationen auf diese Stimuli mit einer IFNB/YFP Expression antworten. Erneut
wiesen Mikroglia eine IFNB/YFP Expression auf, wie in dieser Arbeit auch schon wahrend der EAE
gezeigt werden konnte. Damit konnte nun auch auf Einzelzellebene gezeigt werden, dass Mikroglia
auch nach Stimulation mit definierten PAMPs IFNB/YFP. Um die ex vivo Beobachtungen zu erweitern,
wurde das virale Analogon polyl:C als bisher starkster Induktor von IFNB/YFP intraventrikular injiziert.
Dies diente zur Nachahmung einer zerebralen Virusinfektion mit einem RNS Virus, wie z.B. mit dem
West-Nile Virus. Die FACS-Analyse zeigte erneut Mikroglia als die Produzenten des IFNB/YFP (Abb.
2.12). Dies konnte mittels Immunhistochemie bestatigt werden (Abb. 2.13). IFNB/YFP produzierende
Zellen befanden sich im paraventrikularen Gewebe des vierten Ventrikels und zeigten eine rundlich
bis ovale Morphologie partiell mit dendritischen Auslaufern, wie sie fiir aktivierte Mikroglia typisch
ist. Da IFNB als Initiator-Zytokin gilt und als eines der ersten Zytokine nach einer Stimulation
exprimiert wird, kdnnten Mikroglia als Zellen des angeborenen Immunsystems in vivo eine wichtige
Rolle spielen und waren durch die Expression von IFNB die Initiatoren einer antiviralen
Immunantwort. Dieses Ergebnis wirde dem Befund widersprechen, dass Neuronen nach einer
Stimulation mit den neurotropen ssRNS Viren Theiler’'s murine encephalomyelitis virus oder dem La
Crosse Virus zur IFNP Expression angeregt werden und einen erheblichen Anteil zur Typ | IFN Antwort
beisteuern. Dies konnte jedoch nur mittels in situ Hybridisierung nachgewiesen werden. Zusatzlich
konnte die Expression von IFNa mit Hilfe der Immunhistochemie in infizierten Neuronen gezeigt
werden. Weitere Zelltypen, die als IFN-Produzenten identifiziert wurden, waren M® und
Ependymzellen (Delhaye et al., 2006). Dieses Infektionsmodell mit neurotropen Viren ist jedoch nicht
vollstdndig mit dem hier verwendeten Modell der definierten PAMP Stimulation vergleichbar. Die
Viren besitzen einen natlrlichen neuronalen Tropismus, wahrend TLR3 und MDAS5 im ZNS durch
verschiedene Zelltypen exprimiert werden. Somit kann nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass
Neuronen in anderen Modellen auch Typ | IFN exprimieren. Dies konnte z.B. fiir humane
postmitotische Neuronen gezeigt werden. Sie exprimierten IFNf mRNS nach einer Stimulation mit
dem ssRNS Rabiesvirus und mit polyl:C (Prehaud et al., 2005). Somit scheinen Neurone grundsatzlich
in der Lage zu sein Typ | IFN zu exprimieren. Die Isolation intrazerebraler Leukozyten mittels Percoll-
Gradient schliefft Neurone von der Analyse aus, da diese meist zusammen mit dem Myelin verworfen
werden, so dass hier eine Analyseliicke besteht. Die Vermutung, dass Mikroglia nach polyl:C
Stimulation die Hauptproduzenten des IFNB/YFP sind, wurde durch die immunhistochemische
Farbung (Abb. 2.13) bestarkt, da hier nur Mikroglia-dhnliche Zellen ein positives Signal fiir YFP
zeigten. Um diese Annahme zu bestéatigen sollte in Zukunft die Fahigkeit von Neuronen zur IFNB/YFP
Produktion Uberpruft werden. Fur die genauere und funktionelle Charakterisierung IFNB/YFP

produzierender Mikroglia konnte in Anlehnung an Ponomarev et al., eine in vitro Mikroglia-Kultur aus
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adulten Tieren etabliert werden (Abb. 2.14)(Ponomarev et al., 2005). Diese erméglichte zum ersten
Mal die Kultivierung adulter Mikroglia im Ruhezustand, mit einer niedrigen Expression von CD86 und
MHC Klasse Il. Die so generierten Zellen waren in der Lage nach Stimulation durch die
Heraufregulation von MHC Klasse Il T Zell-Proliferation zu induzieren. AuRerdem konnte diese Kultur
Uber Wochen aufrechterhalten werden. Bisher werden vor allem neonatale Tiere fiir die Generierung
von in vitro Mikroglia-Kulturen genutzt. Diese weisen jedoch erhebliche Unterschiede zu Kulturen aus
adulten Tieren auf. So wies neonatale Mikroglia in vitro nur eine amdboide Morphologie auf und war
partiell aktiviert, wie durch die intermedidre Expression von MHC Klasse Il und kostimulatorischen
Markern gezeigt wurde (Aloisi et al., 1999; Carson et al., 1998; De Groot et al., 1991). Die in dieser
Arbeit kultivierte Mikroglia aus dem adulten Tier wies die Kapazitdt zur Proliferation in der
Abwesenheit einer CD86 Expression auf. So konnte diese Kultur ebenfalls (lber mehrere Wochen
aufrechterhalten werden. Die optimale Stimulierbarkeit war nach 14 Tagen in vitro Kultur erreicht, da
hier das hochste IFNB/YFP Signal ermittelt wurde (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich lieRen sich die
Zellen mittels verschiedener PAMPs (polyl:C, CpG und wobble DNS) zur IFNB/YFP Expression
stimulieren. Somit konnte ein in vitro Modell fiir adulte Mikroglia etabliert werden, die wie auch in
vivo IFNB/YFP exprimieren und in weiteren Arbeiten als Grundlage fur eine phanotypische als auch
funktionelle Charakterisierung der IFNB/YFP® versus IFNB/YFP" Mikroglia dienen soll, da sich
neonatale Mikroglia evtl. in ihrer Responsivitat auf Stimulation unterscheiden.

Durch die Identifizierung von Mikroglia als IFNB/YFP produzierende Zellen kénnen diese eine
protektive IFNB Antwort im Verlauf der EAE vermitteln und immunmodulatorisch im Kontext von
Infektionskrankheiten wirken. Durch das stdandige patroullieren des ZNS agieren sie per se als
Wachterzellen und detektieren Abnormalitaten in kiirzester Zeit, was zu ihrer Aktivierung beitragt.
Diese Funktion wird durch die Induktion des Initiatorzytokins IFNB unterstrichen.

Ihre Fahigkeit zur Migration ermoglicht es den Mikroglia schnell zum Fokus der ablaufenden
Immunreaktion zu gelangen. Hier tragen sie unter anderem zur Rekrutierung weiterer Effektorzellen
bei. Das sekretierte IFNB ermdglicht zusatzlich die parakrine Modulation attraktierter Zellen. Im
Kontext der EAE spielt die IFNB vermittelte Inhibition von M® eine wichtige Rolle. Kommt es jedoch
zu einer Infektion des ZNS konnten diese Fahigkeiten zu einer schnellen Initiation einer
Immunantwort fihren, was vor allem im ZNS von groRRer Bedeutung ist, da aufgrund seiner geringen
Regerenenerationsfahigkeit, selbst kleine Schaden grofle funktionelle Auswirkungen haben kénnen.
Im Fall von Infektionen mit einem neurotropen Virus konnte der antivirale Status in Neuronen
induziert werden und ein Fortschreiten der Infektion inhibieren. Die Vermutung, dass Mikroglia zur
IFNB Prodktion befahigt sind, liegt nahe, da sie als die M® des ZNS bezeichnet werden und diese
auch IFNB produzieren kdénnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass residente Mikroglia sowohl wahrend
der EAE als auch nach Stimulation mit definierten PAMPs IFNB/YFP produzierten. Mit Hilfe des
bicistronischen Knock-in Reporter-Mausmodells fiir IFNB/YFP konnte dies zum ersten Mal auf Einzel-
Zellebene gezeigt werden. Somit leisten Mikroglia als Initiatoren und Regulatoren einen wichtigen

Beitrag zur Induktion und Modulation der Immunantworten im ZNS.
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3.2 Untersuchung der IFNB Expression in der Polymikrobiellen Peritonitis und
seiner Bedeutung in der Polymikrobiellen Peritonitis im Kontext einer viralen

Infektion

Trotz aller medizinischen Fortschritte bleiben intraabdominale Infektionen wie die polymikrobielle
Peritonitis und die darauffolgende Sepsis mit einer hohen Mortalitatsrate assoziiert. Beim Menschen
wird die polymikrobielle Peritonitis z.B. durch eine Insuffizienz von Anastomosen colorektaler
Operationen hervorgerufen. Die CASP stellt ein Modell dar, welches die Moglichkeit bietet, eine
analoge Situation im Tiermodell herzustellen und schlieRlich eine Sepsis zu induzieren.

Im Bezug auf die Pathogenese der Sepsis herrscht das Konzept vor, dass es anfangs zu einer starken
proinflammatorischen und oft iberschieBenden Immunreaktion kommt (SIRS), die schlieBlich in einer
Immunparalyse und einer defekten Immunantwort mindet (CARS). Klinische Studien konnten zeigen,
dass es zu einer anhaltenden Verminderung der Expression wichtiger Zytokine, z.B. IL-12, IL-18 und
IL-10 kommt (Weighardt et al., 2000b). Die daraus resultierende eingeschrankte Funktionalitdt des
Immunsystems tragt auBerdem zu einem verminderten Langzeit-Uberleben von Sepsispatienten bei
(Quartin et al., 1997). In den letzten Jahren konnten nur wenige der Mechanismen identifiziert
werden, die zu einer Dysregulation der Immunantwort in der Sepsis flihren. So scheint die Regulation
der Zytokinexpression eine wichtige Rolle zu spielen. Immunsupprimierende Effekte in DCs aus post-
septischen Mausen duRerten sich in einer vorriibergehenden DC-Depletion im Knochenmark. Nach
ihrer Rekonstitution produzierten sie jedoch erhohte Mengen von IL-10 und unterdriickten T,1
Immunantworten. Viele Studien konnten zeigen, dass vor allem eine akute virale Infektion, die zu
einer hohen Typ | IFN Produktion fuhrt, zu einer detrimentellen Hypersensitivitdt gegenlber einer
Sepsis beitragt (Beadling and Slifka, 2004). Bisherige Publikationen untersuchten jedoch nur das Typ
I IFN System als Ganzes, so dass der Beitrag, den IFNP dabei leistet, ungeklart blieb.

Ziel dieser Arbeit war es daher die Beteiligung von IFNB als sogenanntem Initiatorinterferon, in einer
IFN-vermittelten Hypersensitivitdt gegenliber einer polymikrobiellen Sepsis zu untersuchen. Dazu
wurde eine Typ | IFN Antwort mittels polyl:C Stimulation induziert, so dass eine akute Virusinfektion
simuliert wurde. Weiterhin sollte die Quelle der IFNB-Produktion identifiziert und seine Expression

naher charakterisiert werden.
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3.2.1 Relevanz der IFNB-Expression fiir eine Interferon-induzierte Hypersensitivitat
gegeniiber einer Polymikrobiellen Peritonitis

Typ | IFN vermittelt nicht nur eine antivirale Immunitdt, sondern wird auch im Verlauf von
bakteriellen Infektionen induziert (Biron, 1998; Bogdan et al., 2004). Wahrend nicht-viralen
Infektionen kann es sowohl vorteilhafte, als auch nachteilige Effekte vermitteln.

Im Fall einer bakteriellen Sepsis vermittelte Typ | IFN einen detrimentellen Effekt. Viele
Publikationen, die die Auswirkungen einer viralen Infektion auf den Verlauf der Sepsis untersuchten,
konnten zeigen, dass Typ | IFN induziert wurde und sich nachteilig auswirkte (Doughty et al., 2006;
Nansen and Randrup Thomsen, 2001; Tian et al., 2012). Es kam zu kiirzeren Uberlebenszeiten, einer
erhohten bakteriellen Last und einer hoheren Expression proinflammatorischer Zytokine. Diese
Daten wurden vor allem im Modell der CLP erhoben, in dem es zu einer sich langsam entwickelnden
Sepsis oder Abszessbildung kommt (Maier et al., 2004). Die mittels CLP generierten Ergebnisse sind
jedoch nicht in allen Fallen auf die CASP Ubertragbar. Im CASP-Modell konnte die detrimentelle
Wirkung von Typ | IFN auf den Verlauf der CASP jedoch bestatigt werden. So wurde gezeigt, dass
IFNARI” Mause in einer Uberlebenskinetik ein signifikant hoheres Uberleben gegeniiber wt Mausen
aufwiesen (Weighardt et al., 2006). Im Modell des LPS-Schocks konnte zusatzlich gezeigt werden, das
IFNB und andere Typ | IFNs fiir die Vermittlung des TNFa-vermittelten lethalen Schocks essentiell
sind. Paradoxerweise konnte dem Typ | IFN in der CLP aber auch ein protektiver Effekt zugeschrieben
werden. Hier zeigten IFNARI” M3use einen Nachteil im Uberleben gegenliber wt Mausen. So wiesen
die IFNARI” Miuse einen Defekt in der Granulozytenrekrutierung aufgrund einer fehlenden CXCL-10
Expression auf (Kelly-Scumpia et al., 2010). All diese Veroffentlichungen vernachlassigen jedoch die
Bestimmung des Einflusses von IFNJ, welches neben IFNa, als erstes Mitglied der Typ | IFN Familie
exprimiert wird.

Zur Erweiterung des bisherigen Kenntnisstandes (iber den Einfluss von IFNB in der CASP, wurde die
Rolle, die virus-induziertes IFNB wahrend der polymikrobiellen Sepsis spielt, zunachst in einer
Uberlebenskinetik untersucht. Hierzu wurden C57BI/6 wt, IFNB"/" und IFNARI” Mause in der Linge
ihrer Uberlebenszeit verglichen. IFNB”" Mause zeigten, verglichen mit wt und IFNARI”" Méausen, im
unstimulierten Zustand und nach 200 pg polyl:C ein intermediires Uberleben. Auch nach 20 pg
polyl:C Stimulation konnte ein tendenziell lingeres Uberleben der IFNB”" Méuse gegenilber wt
Masusen gezeigt werden. Wt Mause wiesen die signifikant kiirzeste und IFNARI” Mause die
signifikant langste Uberlebenszeit auf (s. Abb. 2.15). Diese Ergebnisse konnten zeigen, dass IFNB bei
der Vermittlung einer Typ | IFN vermittelten Dysregulation der Immunantwort gegeniliber der CASP
einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben hat. Der vermittelte Effekt war gegeniiber der
Gesamtheit der Typ | IFNs jedoch nur gering, da auch alle IFNB” Mause nach ca. 42 h verstorben
waren, wihrend in jeder Gruppe IFNARI” Mause tiberlebten. Somit ist IFNB in der Vermittlung einer
detrimentellen Immundysregulation nach Virusinfektion weitgehend redundant und kann durch
andere Typ | Interferone ersetzt werden. Interessanterweise zeigten IFNB'/' Mause unter allen
Stimulationsbedingungen eine vergleichbare Uberlebenszeit von 42 - 43 h, und die polyl:C
Stimulation schien keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit zu haben. Im Gegensatz dazu fiihrte die
polyl:C Stimulation in wt M&usen zu einer kiirzeren Uberlebenszeit im Vergleich zur naiven Situation.
IFNARI”" Miuse zeigten nach polyl:C Stimulation ein Uberleben in 40 % (s. Abb. 2.15). Die gesteigerte
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CASP Uberlebensrate von IFNARI” nach polyl:C Stimulation im Vergleich zu nicht vorstimulierten
IFNARI” ist moglicherweise durch die polyl:C vermittelte Induktion anderer protektiver Mediatoren
zu erklaren. Diese konnten in Abwesenheit des detrimentellen Typ | IFN die Tiere schiitzen, da dsRNS
auch zu einer IFN unabhangigen Genexpression fiihrt. Humane PBMCs, die nicht in der Lage waren
Typ | IFN zu exprimieren, zeigten nach einer polyl:C Stimulation eine Induktion von 175 und eine
Repression von 95 Genen. Die regulierten Gene gehorten dabei unterschiedlichen funktionellen
Gruppen an. Diese waren RNS- und Proteinsynthese, Proteinprozessierung, Metabolismus, Transport
und Zellstruktur (Geiss et al.,, 2001). Die Autoren treffen jedoch keine Aussage Uber das
proinflammatorische Potenzial dieser Ergebnisse. Den in dieser Arbeit gewonnen Daten zufolge ist es
wahrscheinlich, dass es zu einer Repression oder geringeren Expression proinflammatorischer
Mediatoren kommt, was das Immunsystem vor einer exzessiven Antwort schiitzt.

Des weiteren wurde die bakterielle Last in allen Genotypen 12 h nach CASP-OP und nach CASP-OP
mit polyl:C Vorstimulation (200 ug) verglichen, da diese meist mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit
korreliert. Fiir Typ | IFN war bisher bekannt, dass es zu einer Erhéhung der bakteriellen Last beitragt
(Nansen and Randrup Thomsen, 2001; Tian et al., 2012). Wt Miuse zeigten im Gegensatz zu IFNB”
Mausen nach polyl:C Stimulation nur eine geringe, jedoch keine signifikante Erhéhung der
bakteriellen Last in der Peritonealhdhle und der Milz, wahrend IFNARI” M3use keinen Einfluss der
polyl:C Stimulation auf die bakterielle Last zeigten (s. Abb. 2.16). Diese Ergebnisse bestatigen
ebenfalls die Annahme, dass IFNB nur einen geringen Einfluss auf den Verlauf der CASP vermittelt
und anderes Typ | IFN den entscheidenen, negativen Beitrag in der CASP vermittelt.

Die Bestimmung der zelluldren Zusammensetzung der Peritonealhohle liefert in der Sepsis einen
weiteren wichtigen Anhaltspunkt fiir die Effektivitat der ablaufenden Immunantwort. Die zeitnahe
Rekrutierung von Granulozyten stellt einen wichtigen Mechanismus zur Eliminierung von Pathogenen
dar und spielt in bakteriell vermittelten intraabdominalen Infektionen eine protektive Rolle
(Feterowski et al., 2001; Weighardt et al., 2000a). Granulozyten sind hierbei besonders in der frihen
Phase der Immunantwort die wichtigsten Effektorzellen. Hohere Granulozytenzahlen korrelierten in
IFNARI” M&usen mit einer geringeren bakteriellen Last und einem besseren Uberleben. Bei der
Rekrutierung von Granulozyten spielt Typ | IFN somit eine wichtige Rolle, da sowohl die endogene
Typ | IFN Antwort, als auch die viral induzierte Typ | IFN Antwort nach CASP-OP zu einer reduzierten
Rekrutierung von Granulozyten in die Peritonealh6hle und zu geringeren Granulozytenzahlen im
Knochenmark fiihrten (Navarini et al., 2006; Weighardt et al., 2006). Beide Studien zeigten, dass
IFNARI” Mause héhere Granulozytenzahlen am Ort des bakteriellen Fokus aufwiesen.

In dieser Arbeit konnte die Bestimmung der rekrutierten Granulozyten und die Bestimmung der M®
in der Peritonealhthle zeigen, dass IFNB bei der Modulation der zellularen Komposition der
Peritonealhdhle ebenfalls nur eine untergeordnete Rolle spielte. Wt und IFNB”" Miuse zeigten nach
polyl:C Stimulation und CASP die starkste Inhibition der Granulozytenrekrutierung im Vergleich zur
CASP allein. Im Gegensatz dazu zeigten IFNARI” Mause eine Abnahme der Granulozyten nach polyl:C
Vorstimulation, jedoch ohne signifikanten Unterschied (s. Abb. 2.17). Im Bezug auf MO konnte
jedoch ein Effekt von IFNB nachgewiesen werden. Nur wt Mause zeigten hierbei eine signifikante
Abnahme der M®. Somit kam es in wt Mausen zu einer stark verminderten Zahl von Effektorzellen
des angeborenen Immunsystems. Die Analyse der IFNB"/" Mause zeigte, dass IFNB nur einen Einfluss

auf die Anwesenheit von MO spielte, wihrend IENARI” Miuse die héchsten Zahlen an Effektorzellen
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aufwiesen. Somit vermittelte IFNB, aber vor allem Typ | IFN, seine detrimentelle Wirkung u. a. durch
eine Inhibition der Effektorzellrekrutierung und trug damit zu einer héheren Bakterienlast bei.

Dabei blieb die Abnahme der M® Zahlen in der Peritonealhdhle mechanistisch ungeklart.
Moglicherweise induzierten Typ | IFN oder IFNB in dieser Situation Apoptose in den M® oder es kam
zu einer Emigration der M® aus der Peritonealhdhle. Die niedrige Anzahl von Granulozyten in wt
Mausen hingegen kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Apoptose zurilickgefiihrt werden, da LCMV
induziertes Typ | IFN wahrend einer Listeria monocytogenes Infektion zur Apoptose von Granulozyten
im Knochenmark fiihrt und mit niedrigeren Zellzahlen in Leber und Blut assoziiert ist (Navarini et al.,
2006). Far das Virus liefert die Depletion von Granulozyten den Vorteil, in dem diese zu einem
spateren Zeitpunkt zu einer geringeren adaptiven Immunantwort beitragt, da Granulozyten eine
Quelle fur T Zell-rekrutierende Chemokine darstellen (Molesworth-Kenyon et al., 2005; Slifka et al.,
2003). Weiterhin leiden Patienten wahrend Typ | IFN Therapien z.B. bei Hepatitis B und C, unter einer
Granulozytopenie und weisen ein héheres Risiko von bakteriellen Superinfektionen auf (Puoti et al.,
2004).

Die Induktion einer polymikrobiellen Peritonitis flihrt auerdem zu einer schnellen Induktion vieler
Zytokine, die einen wichtigen Beitrag zur Klarung der Infektion leisten. Daher wurde zur weiteren
Charakterisierung der Immunantwort der drei Genotypen die Bestimmung essentieller Zytokine
wiahrend der CASP durchgefiihrt. IL-12p40 wurde als fiir das Uberleben der CASP essentielles Gen
beschrieben (Entleutner et al., 2006). Es induziert u. a. die IFNy Produktion in NK-Zellen, was zu einer
Aktivierung wichtiger Effektormechanismen beitragt. Zusatzlich wurde die TNFa und die IL-10
Produktion in der Peritonealhdhle bestimmt. TNFa ist als proinflammatorisches Zytokin fir die
Aktivierung wichtiger Effektormechanismen, wie z.B. der Produktion reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, und der Induktion weiterer Effektormolekiile von groRer Bedeutung. Bei einer
exzessiven TNFa Produktion kann dies jedoch zu einer Immunpathologie und zum Typ | IFN
abhangigen, TNFa-vermittelten lethalen Schock fuihren. IL-10 bt dagegen viele antiinflammatorische
Wirkungen aus und wirkt einer Immunpathologie entgegen. Im Kontext der CASP konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Sekretion proinflammatorischer Mediatoren nicht beeinflusst wird und
durch alternative, jedoch ungeklarte Mechanismen protektiv wirkt (Emmanuilidis et al., 2001). Eine
mogliche Erklarung besteht in einer verminderten IFNy Produktion in der Milz, wodurch es
moglicherweise zu einer suboptimalen Aktivierung bestimmter Effektorzellen  bzw.
Effektormechanismen kommt.

Die IL-12p40 Produktion wurde sowohl im Serum als auch in der Peritonealhdhle bestimmt und war
vergleichbar, wobei in der Peritonealhdhle niedrigere Werte gemessen wurden (s. Abb. 2.18). Wt
Mause zeigten die héchste Produktion von IL-12p40 im Vergleich zu IFNB”" und IFNARI” Mausen.
Weiterhin wiesen sie auch den signifikantesten Anstieg der IL-12p40 Konzentration zwischen CASP
und CASP mit polyl:C Vorstimulation auf. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass IL-12p40 durch
IFNB und in einem stirkeren MaR durch Typ I IFN reguliert wird, da IFNB” und IFNARI” Mause
geringere Werte von IL-12p40 aufwiesen. Durch seine Funktion als Induktor der IFNy Expression
konnte es in diesem Kontext als Teil der (berschiefRenden proinflammatorischen Antwort
detrimentell wirken und zu einer Immunpathologie beitragen.

Die Analyse der IFNB Produktion im Serum zeigte, dass die CASP gegeniber der alleinigen polyl:C

Stimulation zu einer starken Induktion fihrte und die polyl:C Vorstimulation zwar zu einer Erhéhung
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der IFNB Produktion beitrug, die jedoch nicht signifikant war. Dies zeigte, dass IFN auch als Protein
vorliegt und an der Immunantwort beteiligt ist. Friihere Publikationen konnten eine IFNB Expression
wahrend der Sepsis nur auf RNS Ebene nachweisen oder detektierten Typ | IFN im Bioassay
(Weighardt et al.,, 2006). Die Analyse der TNFa Produktion in der Peritonealhdhle zeigte ein
vergleichbares Profil wie IL-12p40. Wt Mause wiesen die hdchsten Proteinkonzentrationen auf,
gefolgt von IFNB'/' Maiusen. IFNARI” Miuse zeigten dagegen keine signifikante Anderung zwischen
CASP und CASP mit polyl:C Vorstimulation. Somit wiesen IFNARI”" M3use in dieser Hinsicht nur eine
gering pro-inflammtorische Immunantwort auf. In der IL-10 Produktion zeigte keiner der Genotypen
signifikante Unterschiede zwischen CASP und polyl:C CASP auf. Fir IFNB” und IFNARI” Mause
wurden jedoch hoéhere Werte fiir IL-10 ermittelt, was moglicherweise einen protektiven Effekt
vermittelte.

Im Bezug auf den Vergleich der Zytokinproduktion der drei Genotypen konnte gezeigt werden, dass
IFNB nur einen geringen Einfluss auf die Expression der hier getesteten Zytokine ausiibte. Wt Mause
zeigten ein hoch proinflammatorisches Zytokinprofil, wihrend IFNARI” Méause nur tber eine
schwache Expression proinflammatorischer Zytokine verfiigten. IFNB” Méiuse zeigten eine
intermedidre Antwort auf. Somit fihren IFNB, aber vor allem Typ | IFN zu einer Potenzierung der
proinflammatorischen Zytokinproduktion und wirken sich negativ auf den Verlauf der CASP aus. Die
durch die polyl:C induzierte Typ | IFN Antwort zeigte in der Verbindung mit der CASP eine
synergistische Erhohung von IL-12p40 und TNFa, die sich in diesem Kontext detrimentell auswirkte.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IFNB in der friihen Phase der Immunantwort der
CASP nur eine schwach modulierende Wirkung aufweist. Seine Abwesenheit fiihrte zu einer geringen
Verldngerung der Uberlebenszeit, wirkte sich aber kaum auf die Rekrutierung von Effektorzellen und
das bei der CASP vorherrschende proinflammatorische Zytokinprofil aus. Somit besitzt IFNB in der

CASP weitestgehend eine redundante Funktion.

3.2.2 Charakterisierung der IFNB und IL-12p40 produzierenden Zellen in der CASP

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die IFNB/YFP Produzenten in der CASP auf Einzelzellebene
darzustellen, diese zu charakterisieren und den moglichen Einfluss einer Virusinfektion auf das
zelluldre Expressionsmuster zu untersuchen. Wie bereits dargestellt, spielt jedoch IL-12p40 ebenfalls
eine wichtige Rolle in der CASP. Mehrere Studien konnten eine Modulation der IL-12p40 Expression
durch IFNB bzw. Typ | IFN zeigen. So fiihrt eine virale Infektion zu einer IFNB bzw. Typ | IFN
vermittelten Inhibition der IL-12p40 Expression (Cousens et al., 1997; Cousens et al., 1999; Dalod et
al., 2002). Im Gegensatz dazu ist Typ | IFN nach TLR Stimulation fiir eine optimale IL-12p70 Expression
notwendig (Gautier et al., 2005). Unter zu Hilfenahme des IL-12p408e®%/eet0 y |ENB™P/™P poppel-
Reportermausmodells wurden die Auswirkungen einer Virus-induzierten IFNB bzw. Typ | IFN Antwort
auf die IL-12p40/GFP Expression wahrend der CASP auf Einzelzellebene untersucht.

Wie oben dargestellt zeigten IFNB'/' und vor allem IFNARI” Méiuse eine verringerte 1L-12p40
Produktion (s. Abb. 2.18). Somit tragt Typ | IFN im Modell der CASP und nach einer polyl:C
Vorstimulation zu einer verstarkten Produktion von IL-12p40 bei. Um den Einfluss einer

Virusinfektion auch auf Einzelzellebene zu untersuchen, wurde die simultane IFNB/YFP und IL-
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12p40/GFP Expression in IL-12p408 /60 y |ENB™P/MP Msysen zundchst im naiven Zustand, in der
CASP und polyl:C CASP untersucht und quantifiziert.

Im naiven Zustand konnte in der Milz nur eine IL-12p40/GFP Expression detektiert werden, da
IFNB/YFP nur unter optimalen Stimulationsbedingungen exprimiert wird (s. Abb. 2.20). Sowohl in der
Peritoneallavage, als auch in der Milz konnte eine héhere Anzahl IL-12p40/GFP* Zellen in der CASP
mit einer polyl:C Vorstimulation nachgewiesen werden, wobei alle IL-12p40/GFP produzierenden
Zellen als cDCs identifiziert wurden (s. Abb. 2.20 - 2.23). Somit induzierte die polyl:C Stimulation nicht
nur eine héhere Produktion von IL-12p40 wahrend der CASP, wie bereits beschrieben (s. Abb. 2.18),
sondern auch eine IL-12p40/GFP Expression in einer hoheren Zellfrequenz. Der Vergleich der IL-
12p40 Produzenten im naiven Zustand und der IL-12p40 Produzenten nach CASP zeigt, dass es im
Gegensatz zur basalen Expression nicht zu einer vorwiegenden Expression von |L-12p40/GFP in
CD11b, CD8a’ cDCs kam, sondern die IL-12p40/GFP Expression vor allem in CD11b*, CD8a cDCs
induziert wurde. Somit wurde die IL-12p40/GFP Expression vor allem in einer vorher IL-12p40/GFP
cDC Population induziert. Dies geht mit zuvor publizierten Daten einher. Initial wurden nach
bakterieller Stimulation vor allem CD11b’, CD8a" ¢DCs als IL-12p40 Produzenten beschrieben (Reis e
Sousa et al.,, 1999). Dieses Konzept konnte erweitert werden, da gezeigt wurde, dass es in
Abhangigkeit vom Stimulus zu einer IL-12p40 Expression in unterschiedlichen cDC Subpopulationen
kommt. So kénnen unterschiedliche cDC Populationen alternative PAMPS erkennen, so dass es zu
einer spezifischen Aktivierung unterschiedlicher T Zell Antworten kommen kann (Huang et al., 2001).
Eine simultane IFNB/YFP Expression konnte nur in der Milz wihrend der CASP nachgewiesen werden
(s. Abb. 2.22). IFNB/YFP Produzenten waren vor allem CD11b’, CD8a" cDCs und zeigten eine weitaus
geringere Frequenz als IL-12p40/GFP Produzenten. Die polyl:C Vorstimulation trug zusatzlich zur
CASP alleine zu einer héheren Anzahl IFNB/YFP" Zellen bei (s. Abb. 2.23a).

Die weitere Analyse der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten konnte zeigen, dass beide
Reporterallele vor allem exklusiv exprimiert wurden und nur wenige Zellen beide Reporterallele
gleichzeitig exprimierten (s. Abb. 2.22b). Damit wurde hier zum ersten Mal die gleichzeitige
Expression beider Zytokine auf Einzelzellebene gezeigt. IL-12p40/GFP und IFNB/YFP produzierende
Zellen waren wie die IFNB/YFP* cDCs CD11b und CD8a".

Die Quantifizierung der Reporterallel exprimierenden Zellen in der CASP identifizierte die Milz als
Hauptproduktionsort von IL-12p40/GFP und IFNB/YFP. Hier konnte die hoéchste Frequenz der
Reporterallel exprimierenden Zellen vorgefunden werden. Die polyl:C Vorstimulation fiihrte zu einer
IL-12p40/GFP Expression in einer gering hoheren Anzahl von Zellen als nach CASP alleine. Wird dies
mit der IL-12p40 Produktion verglichen, schien vor allem die Zytokinproduktion pro Zelle durch die
polyl:C Vorstimulation erhéht zu werden (s. Abb. 2.18). Der Haupteffekt auf die Frequenz der
Reporterallel-Expression konnte in der IFNB/YFP Expression beobachtet werden, da hier nach polyl:C
Vorstimulation doppelt so viele positive Zellen detektiert wurden. Der hohe Anstieg der Anzahl der
IFNB/YFP Produzenten war vor allem auf den Anstieg der Frequenz der Zellen zuriickzufiihren, die
eine simultane Expression beider Reporterallele aufwiesen (s. Abb. 2.23a). Die IFNB Produktion im
Serum wies analog zur Frequenz der IFNB/YFP Produzenten ebenfalls einen Anstieg nach CASP-OP
mit polyl:C Vorstimulation auf (s. Abb. 2.18a).

In der Peritonealh6hle konnten dagegen nur wenige IL-12p40 produzierende Zellen detektiert

werden (s. Abb. 2.23b). Dies beruhte unter anderem auf der geringen Anwesenheit von DCs in der
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Peritonealhdhle, da im naiven Zustand M® den grofSten Teil der anwesenden Zellen ausmachen,
gefolgt von B Zellen. Im Verlauf der CASP kommt es generell zu einer hohen Granulozyteninfiltration,
so dass DCs nur eine kleine Population darstellen. Weiterhin herrscht hier ein anderes Milieu im
Bezug auf lokale Mediatoren vor, die die Zytokinexpression beeinflussen kénnten. Die Produktion
von [L-12p40 und IFNB in der Milz hat gegeniber der Peritonealhdhle fiir die Induktion einer
optimalen Immunantwort den Vorteil, dass sie eine sehr hohe Dichte an Immunzellen besitzt. Diese
kénnen durch ihre Nahe zu den Reporterallel-Produzenten im Lauf einer Immunreaktion schnell und
effizient aktiviert werden. Ein weiterer Punkt, der fir die Milz als Vermittler einer Immuantwort
spricht, ist die sehr gute Anbindung an die Blutzirkulation, sodass die produzierten Faktoren und
wichtige Effektorzellen die Milz schnell verlassen kdnnen. Andererseits bietet sie im Verlauf der CASP
den Nachteil, dass es erst nach einer systemischen Streuung und damit zu einer verzogerten
Zytokinantwort kommen kann. Dies ist moglicherweise der Grund, weshalb eine IFNB/YFP Expression
12 h nach CASP-OP nicht detektiert werden konnte. Ein weiterer Faktor, der eine zeitnahe IFNB/YFP
Detektion verzogert, ist die Zeit, die das YFP braucht, um seine endgiltige Konformation
anzunehmen und Fluoreszenz emittieren kann. Dieser Prozess kann bis zu 2 — 4 h in Anspruch
nehmen (Heim et al., 1994; Nagai et al., 2002). Somit war die Detektion verglichen mit der Sekretion
der Proteine zeitlich verzogert. Durch die relativ lange Halbwertszeit von GFP und YFP in der Zelle,
kann auBerdem keine exakte Aussage getroffen werden, wie viele Zellen zu einem gegebenen
Zeitpunkt das jeweilige Zytokin produzieren, da dieses in den Zellen akkumuliert und verzogert
degradiert wird.

Zur naheren Beschreibung der 1L-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression und der produzierenden
Zellen, wurde die Reporterallel-Expression auch nach polyl:C und CpG2216 Stimulation bestimmt.
Das TLR Expressionsprofil in verschiedenen DC Subpopulationen und die Interaktion mit spezifischen
pathogen-abstammenden Liganden reguliert dabei die Aktivierung und Zytokinproduktion, wodurch
es eine entsprechende Immunantwort maRgeblich beeinflusst (Boonstra et al., 2003). So weisen
murine pDCs vor allem die endosomalen TLRs 7 und 9 auf, wahrend cDCs TLR 2, 3, 4, 5 und in
geringerem Mal TLR9 aufweisen (Barchet et al., 2005; Lund et al., 2003; Lund et al., 2004; Morrison,
2004). Zusatzlich exprimieren cDCs die zytoplasmatischen Helikasen RIG-I und MDA?S, die ebenfalls
zur Induktion von Typ | IFN beitragen.

Nach der TLR3/MDAS Stimulation mittels polyl:C produzierten CD11b/CD8a’ und CD11b*/CD8a
cDCs IL-12p40/GFP und IFNB/YFP wurde hauptsichlich von CD11b/CD8a’ ¢DCs produziert. Erneut
zeigte sich eine nahezu exklusive Expression beider Reporterallele, mit nur wenigen IL-12p40/GFP
und IFNB/YFP simultan exprimierenden Zellen (s. Abb. 2.24).

Nach CpG2216 Stimulation kam es, vergleichbar zur polyl:C Stimulation, in ¢DCs zu einer IL-
12p40/GFP  Expression. Die IFNB/YFP exprimierenden Zellen wurden aufgrund des
Oberflachenmarkerprofils als pDCs identifiziert (CD11c™, CD11b’, CD8a’, B220" (s. Abb. 2.26)). Auch
nach CpG2216 Stimulation konnten nur wenige IL-12p40/GFP und IFNB/YFP simultan exprimierende
Zellen detektiert werden, die pDCs darstellten. Somit wurden beide Zytokine unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen nur von einem kleinen Anteil von CD11c® Zellen einer bestimmten
Subpopulation exprimiert. Die Stimulation mit den unterschiedlichen TLR Liganden fiihrte zusatzlich
zu einer unterschiedlich hohen Induktion der Zytokine in den jeweiligen Zellpopulationen. CpG2216

stellte sich dabei als starkster IL-12p40 Induktor heraus und wies die hdchste Anzahl simultan
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exprimierender Zellen auf. Dies ist sinnvoll, da unmethylierte CpG Motive in hohen Konzentrationen
sowohl in Bakterien, als auch in DNS-Viren vorkommen und IL-12 in der Abwehr beider
Pathogenklassen wichtige Funktionen Gbernimmt (Cousens et al., 1999; Hsieh et al., 1993). Durch
den MyD88 abhidngigen Signalweg kommt es weiterhin zu einer hoheren Aktivierung von Faktoren,
die zu einer NF-kB Aktivierung und damit einer proinflammatorischen Immunantwort fiihren. Im
Gegensatz dazu erwies sich polyl:C als ein schwacher IL-12p40 Induktor, da es hauptsachlich
Signalwege aktiviert, die zu einer Typ | IFN Expression fiihren. Dies und eine IRF3 vermittelte
Inhibition der IL-12p40 Expression tragen zu einer niedrigeren 1L-12p40 Expression bei (Negishi et al.,
2012). Interessanterweise induzierten beide PAMPs IFNB/YFP in einer vergleichbaren Anzahl von
Zellen, somit bestatigt dies die Annahme, dass selbst unter optimalen Stimulationsbedingungen nur
ein bestimmter Anteil von Zellen in der Lage ist IFNB zu exprimieren.

Die immunhistochemische Analyse der IL-12p40/GFP* und IFNB/YFP* Zellen konnte Unterschiede in
der Lokalisation von IFNB/YFP Produzenten nach PRR Stimulation zeigen, sodass sie moglicherweise
unterschiedliche Aufgaben ausiiben. Durch die Lokalisation der IL-12p40/GFP* Zellen in den T Zell
Arealen der weiRen Pulpa konnten diese an der Induktion von T und NK Zell Antworten beteiligt sein,
da IL-12 ein wichtiges Zytokin zur Tyl Polarisierung darstellt (Gregoire et al., 2007; Manetti et al.,
1993). IL-12p40/GFP exprimierende Zellen waren auch nach LPS Stimulation im Paracortex und den T
Zell Arealen der Lymphknoten lokalisiert. Dabei akkumulierte das IL-12p40 Protein an
Matrixproteinen von Venen mit hohem Endothel, welches die Eintrittspforte fir T Zellen in den
Lymphknoten darstellt. So wiirde eine optimale Interaktion zwischen dem I6slichen Mediator und
der T Zelle gewihrleistet werden. Die IL-12p40/GFP* Zellen weisen weiterhin in vivo wie auch in vitro
eine hohere T Zell-stimulatorische Kapazitat als IL-12p40/GFP” Zellen der gleichen DC Subpopulation
auf (Reinhardt et al., 2006). Die IFNB/YFP* pDCs waren nach CpG2216 Stimulation vergleichbar
lokalisiert. pDCs sind unter basalen Bedingungen in der weiflen und roten Pulpa verstreut. In
Abhéangigkeit von Typ | IFN migrieren sie, CCR7-abhangig, vor allem in die Marginalzone und nur
wenige pDCs kdnnen in den T Zell Arealen lokalisiert werden (Asselin-Paturel et al., 2005). Somit
stellten die IFNB/YFP* pDCs nach CpG2216 Stimulation eine spezialisierte pDC Population dar, die
sich schon z.B. durch lhre IFNB Expression von IFNB” pDCs und anderen DC Populationen unterschied.
Im Gegensatz dazu waren polyl:C stimulierte IFNB/YFP* cDCs in der Marginalzone angehiuft. cDCs
sind im naiven Zustand vor allem in der roten Pulpa verstreut und migrieren nach Stimulation zur
Marginalzone. Diese bildet eine wichtige Eintrittspforte flr Antigene aus der Blutzirkulation. Sie
werden durch die hier ansassigen M® Populationen, aber auch von B Zellen und DCs aufgenommen.
Dies erlaubt einerseits deren Elimination mittels Phagozytose, Aktivierung durch Erkennung von
Fremdantigenen und die Prdsentation an passierende T Zellen. Mdoglicherweise agieren die hier
lokalisierten IFNB/YFP* cDCs als eine Art Friilhwarnsystem von Antigenen im BlutgefiRsystem und

initiieren so eine entsprechende Immunantwort.
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3.2.3 In vitro Charakterisierung der IFNB/YFP und IL-12p40/GFP Expression

cDCs waren nach polyl:C und CASP-OP die Hauptproduzenten von IFNB/YFP und IL-12p40/GFP. Dies
ist mit bisher publizierten Daten vereinbar. Zur genaueren Analyse der Reporterallel-Expression und
des Expressionsprofils wurden GM-CSF DCs mit TLR-Liganden stimuliert (s. Abb. 2.29). Die in vitro
generierten Daten konnten eine differentielle IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression rekapitulieren.
Trotz einer vorliegenden homogenen Zellpopulation zeigten die GM-CSF DCs nicht alle und in
unterschiedlichem Mal} eine Reporterallel-Expression in Abhangigkeit vom Stimulus.

Das hier dargestellte Expressionsmuster fiihrte daher zu der Annahme, dass auch innerhalb dieser
phanotypisch in sich homogenen Zellpopulation Unterschiede in der Aktivierbarkeit der Zellen
bestehen. Dies wurde durch die differentielle Expression der hier relevanten PRRs bestatigt und
belegte, dass die in vitro Generierung von GM-CSF DCs zu einer Differenzierung von Zellen fihrt, die
funktionell distinkt sind. Durch Sortierung von polyl:C stimulierten GM-CSF DCs gemals ihrer
Reporterallel-Expression konnte die hochste Expression des jeweils relevanten PRRs der passenden
IL-12p40/GFP oder IFNB/YFP exprimierenden Population zugeordnet werden. Somit schienen die
Zellen von Anfang an auf eine bestimmte Antwort beschrankt zu sein. Diese lag hier reprasentativ in
der IL-12p40/GFP oder der IFNB/YFP Expression. Die die Reporterallele simultan exprimierenden
Subpopulationen stellen dabei moglicherweise Zellen dar, die nicht ausdifferenziert und noch nicht
vollstandig restriktiert sind. Die Annahme der distinkten Funktionalitat der jeweiligen IL-12p40/GFP*
und IFNB/YFP* Zellen wurde durch die Darstellung der unterschiedlichen Kapazitit, OTIl T Zell-
Proliferation zu stimulieren, bestatigt. Diese korrelierte zum einen mit der IL-12p40/GFP Expression,
als auch mit der héchsten Oberflachenexpression des kostimulatorischen Molekiils CD86 und von |-
A® (MHC Klasse 1) (s. Abb. 2.30).

Molekulare Ursachen, die der Fahigkeit zur Expression eines bestimmten Zytokins und einer
bestimmten Funktion zugrunde liegen, kdnnen in einer differentiellen Expression von PRRs und damit
einer grundliegenden Responsivitat, einer differentiellen Expression von Transkriptionsfaktoren oder
der Epigenetik begriindet sein. Epigenetische Mechanismen kdnnen dabei durch die Modifikation der
Chromatinkonformation zu einer Zuganglichkeit des jeweiligen Promotors bzw. der Gensequenz
beitragen oder zu dessen Verpackung, was die Transkription dieses Gens verhindert.

SchlieRlich zeigte die Charakterisierung der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in polyl:C
stimulierten, gemald ihrer Reporterallel Expression sortierten GM-CSF DCs, dass es selbst nach
Restimulation zu einer konstanten Expression der Zytokine kam (s. Abb. 2.32). Der Transfer der
Reporterallel exprimierenden Zellen und die in vivo Restimulation mittels CASP konnten zeigen, dass
die stabilisierte Zytokinexpression keinen artifiziellen in vitro Effekt darstellte (s. Abb. 2.33). Somit
war das hier vorgestellte Modell zur Verfolgung der 1L-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression ein
verlassliches Modell, um die Reporterallel-Expression nach wiederholter Stimulation zu analysieren.
Die Stimulierbarkeit der IL-12p40/GFP Expression in GFP"/YFP" und GFP/YFP" sortierten Zellen durch
die Restimulation mit CpG2216 oder LPS geht mit dem niedrigen Potential von polyl:C IL-12p40 zu
induzieren einher (Bode et al., 2009). Die IL-12p40 Transkription wird vor allem durch NF-kB
vermittelt. Polyl:C fiihrt jedoch durch die TRIF/IRF3-abhangige Signalweiterleitung und die Bindung
an MDAGS nur zu einer sehr geringen NF-kB Aktivierung. Der TLR9 Ligand CpG und der TLR4 Ligand LPS
fihren hingegen Uber eine MyD88 abhangige Signalweiterleitung zu einer starken NF-kB Aktivierung

und damit zu einer hohen Expression von IL-12p40. Daher konnte die Aktivierung anderer Signalwege
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nach CpG2216 und LPS zu einer IL-12p40/GFP Expression in der Restimulation fihren. Die geringere
IL-12p40/GFP Expression nach CpG2216 oder LPS Stimulation in GFP/YFP® Zellen beruht
moglicherweise auf einer dominant negativen IRF3 vermittelten Inhibition des //12b (IL-12p40)
Promotors (Negishi et al., 2012). Die ausbleibende neue Induktion der IFNB/YFP Expression nach
Restimulation in jeder der sortierten Populationen liegt moglicherweise in der komplexen
Transkriptionsinitiation des IFNB Lokus begriindet (s. Abschnitt 1.6.1.2). Weiterhin fungiert IFNB als
Initiatorzytokin wahrend einer friihen Immunantwort und wird moglicherweise im Verlauf einer
ablaufenden Immunreaktion in anderen als den anfanglichen Produzenten nicht nachtraglich
induziert, da diese per se dazu nicht in der Lage sind. Diese Zellen, die vor allem durch die GFP/YFP
Zellen reprasentiert waren, zeigen moglicherweise eine vergleichbare Festlegung ihres Zytokinprofils
im Bezug auf andere Zytokine als, die hier reprasentativ untersuchten IL-12p40 und IFN.

Ein Mechanismus, die Expression eines Gens Uber langere Zeit oder dauerhaft zu steuern, basiert wie
bereits angedeutet, auf einer epigenetischen Ebene. Der wichtigste epigenetische Mechanismus
besteht in der Regulation der vorliegenden Chromatinstruktur. Uber posttranslationale
Histonmodifikationen, die Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung etc. beinhalten, kann der
Kondensationsgrad der DNS gesteuert werden. Liegt die Chromatinstruktur in einem kondensierten
Zustand vor, ist die DNS unzuginglich fiir Transkriptionsfaktoren. Uber die Kooperation von
Transkriptionsfaktoren und Chromatin remodelierenden Proteinen kommt es zur Dekondensation
und Transkriptionsinitiation (Chi, 2004).

Die Bedeutung der Epigenetik bei der Regulation von Zellen des Immunsystems konnte erstmals in T
Zellen gezeigt werden. So kommt es wdahrend der T,1 Polarisierung zu einer irreversiblen
epigenetischen Abschaltung des /-4 Lokus und im Gegenzug zu einer Stabilisierung der
Zuganglichkeit des Ifng Lokus (Grogan et al.,, 2001). M® weisen nach LPS Stimulation eine
vorlibergehende Irresponsivitdt gegeniiber einer Restimulation auf und eine damit verbundene
funktionelle Stabilisierung der Genexpression zweier definierter Gengruppen: Wahrend
proinflammatorische Mediatoren durch epigenetische Mechanismen abgeschaltet werden, kommt
es zu einer andauernden und restimulierbaren Expression von antimikrobiellen Effektorproteinen. So
wird zum einen der Organismus vor einer Immunpathologie geschiitzt und zum anderen bleiben
wichtige Effektormechanismen zur Abwehr induzierbar (Foster et al., 2007). Ahnliche Mechanismen
konnten auch im Fall der stabilisierten 1L.-12p40/GFP und IFNB/YFP Expression in dem hier
vorgestellten Modell spielen. Eine epigenetische Regulation von IL-12p40 in der Sepsis wurde bisher
nur in Langzeitstudien gezeigt. Mduse zeigen 6 Wochen nach CLP noch eine erniedrigte IL-12p40
Produktion, die durch eine inaktivierende Di-Methylierung des Lysins 27 am Histon 3 (H3K27me2) am
il12p40 Promotor hervorgerufen wird (Wen et al., 2008; Wen et al., 2006). Die 1L-12p40 Expression
ist weiterhin mit einer Methylierung des Histons H3K4me3 assoziiert und tragt moglicherweise zu der
hier vorgestellten stabilisierten Expression bei. Im Bezug auf die IFNB Expression konnte kirzlich
gezeigt werden, dass es zu einer Zelltyp-spezifischen H3K9me2 Methylierung kommt (Fang et al.,
2012). Diese fiihrt zu einer Repression der IFNB Antwort. Zellen, die als IFNB Produzenten bekannt
sind, z.B. DCs, weisen diese Methylierung nicht auf. Im Gegensatz dazu war diese Methylierung in
Zellen, die unter normalen Bedingungen kein IFNB produzieren, z.B. Fibroblasten, prasent. Wurde
diese Methylierung jedoch in Nicht-Produzenten verhindert, erwiesen sich diese Zellen als potente

IFNB Produzenten und waren gegeniiber einer Infektion mit dem vesikuldrem Stomatitisvirus
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resistent. Diese Veroffentlichung lieferte damit einen epigenetischen Erklarungsansatz fir eine
Zelltyp-spezifische Zytokinexpression. Moglicherweise liegt diese inaktivierende Methylierung auch
in den hier vorgestellten IFNB/YFP" GM-CSF DC Subpopulationen vor (s. Abb. 2.32 und 2.33).

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen somit, dass eine virale Primarinfektion zu einer fixierten
Zytokinexpression in IL-12 und IFNB produzierenden DCs fiihrt. Im Fall einer Sekundarinfektion
kommt es vor allem zu einer Zunahme der sekretierten Zytokinmenge. Zunachst kommt es zu einer
optimalen antiviralen Immunantwort. Das Immunsystem ist jedoch nicht in der Lage addquat auf die
folgende Sekundarinfektion zu reagieren, wodurch es zu einer Dysregulation mit anschlieBender
Immunpathologie kommt. Ein Grund fir die Unflexibilitdit des Immunsystems mag darin liegen, dass
DCs - als wichtige Verbindung des angeborenen und adaptiven Immunsystems - durch ihren
Differenzierungsstatus in ihrem Expressionsprofil von Mediatoren eingeschrankt sind. Aufgrund ihres
PRR Expressionsprofils sind sie nicht in angemessener Weise in der Lage sekundare Stimuli zu
integrieren. Sie exprimieren wahrend der Sekundarinfektion die Faktoren, die sie auch wahrend der
Primarinfektion exprimierten, jedoch in immunpathologischen Konzentrationen, was zu einem

detrimentellen Verlauf der Krankheit fiihrt.
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3.3 Ausblick

Fir die Modelle der EAE und der polymikrobiellen Peritonitis war bisher bekannt, dass IFNB bzw. Typ
I IFN den Verlauf der jeweiligen Krankheit positiv bzw. negativ beeinflussen. Die Charakterisierung
der Produzenten konnte erstmals die fur die IFNB und ergdnzend fir IL-12p40 Expression
verantwortlichen Zellen auf Einzelzellebene zeigen.

Im Modell der EAE sollte die Funktionalitait der IFNB/YFP produzierenden Mikroglia ndher
charakterisiert werden. Dazu sollten klassische Funktionsassays, z.B. zu lhrer Kapazitdt, T
Zellproliferation zu stimulieren, oder Phagozytoseassays durchgefiihrt werden, da diese
Eigenschaften in vivo eine grolRe Rolle spielen. Die Grundlage fiir diese Versuche sollte dabei
aufgrund der geringen Anzahl IFNB/YFP Produzenten in vivo die hier etablierte primare
Mikrogliakultur bilden. Weiterhin liefert die Lokalisierung von Zellen wichtige Anhaltspunkte zu ihrer
Funktion. Daher sollte die Etablierung der immunhistochemischen Analyse der IFNB/YFP
Produzenten im ZNS wahrend der EAE angestrebt werden. Diese wiirde die ndhere Beschreibung der
Umgebung und Interaktionen IFNB/YFP* Mikroglia ermdglichen. SchlieBlich ist die Uberpriifung der
protektiven Wirkung IFNB/YFP* im Vergleich zu IFNB/YFP~ Mikroglia von hoher Relevanz. In erster
Anndherung an eine direkte in situ Situation kann diese beispielsweise in organotypischen
Schnittkulturen (organotypic slice cultures) nach LPS indizierter Neurodegeneration untersucht
werden. Des Weiteren kdnnte der Einfluss von IFNB/YFP* und IFNB/YFP™ transferierten Zellen auf den
Verlauf der EAE in IFNB"' Mausen untersucht werden. Um auszuschlieRen, dass andere Zellen als
Mikroglia IFNB/YFP produzieren, sollte die Analyse von Neuronen und Astrozyten unter identischen
Bedingungen eingeschlossen werden.

Zur Ergdnzung der fiir die CASP vorgestellten Daten, ware es sinnvoll die Mauszahlen fir die
Bestimmung der Uberlebenskinetik und der Bestimmung der bakteriellen Last in den jeweiligen
Genotypen zu erhdhen, um statistische Signifikanzen zu erreichen. Weiterhin ware die Bestimmung
wichtiger Chemokine wie z.B. CXCL-10 von Bedeutung, da diese moglicherweise durch IFNB oder das
Typ | IFN System differentiell reguliert werden und fir die Rekrutierung von Effektorzellen
entscheidend sind. Zur genaueren Charakterisierung und Bestatigung der
Konzentrationsbestimmungen von IL-12p40 und IFNB nach CASP, sollte die Reporterallel-Expression
auf Einzelzellebene auf dem IFNARI”" Hintergrund erfolgen. Diese Untersuchungen wiirden zusitzlich
Aussagen Uber einen regulatorischen Einfluss von Typ | IFN auf die IL-12p40/GFP und IFNB/YFP
Expression ermoglichen.

Wie bereits gezeigt, weisen die durch die Reporterallel-Expression definierten GM-CSF DCs
funktionelle Unterschiede auf. Eine Ausweitung dieser Analysen ware ebenfalls sinnvoll, um diese
Aussagen weiter zu untermauern. Hierzu kdnnten Phagozytose- und Migrationsassays, sowie in vivo
Transfers mit funktionellen Untersuchungen durchgefiihrt werden. Nach den bisher erfolgten
Analysen der IL-12p40/GFP und IFNB/YFP Produzenten bleibt die Frage offen, ob diese Zellen
eingewanderte oder residente Zellen der jeweiligen Organe darstellen. Durch Inhibition der
Migration mittels PTX waére die Klarung dieser Frage moglich. Die groRte Aufmerksamkeit sollte
jedoch auf die Klarung der Stabilisierung des Zytokinexpressionsmusters nach Stimulation gerichtet
werden. Erganzend kdnnte durch intrazelluldre Farbung mittels Durchflusszytometrie untersucht

werden, ob die hier definierten Populationen weitere Unterschiede in der Zytokinexpression
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aufweisen und ob die GFP/YFP™ Zellen weitere Zellpopulationen beinhalten, die sich auf die
Produktion eines bestimmten Zytokins spezialisiert haben. Wie in der Diskussion erwahnt, wird die
IFNB Expression unter anderem auch durch epigenetische Mechanismen reguliert, die auf der
H3K9me2 Methylierung des IFNB Lokus beruht. Die Anwesenheit dieser Methylierung kénnte
ebenfalls innerhalb der durch die Expression des Reporterallels definierten Populationen relevant
sein. Dies wiirde die Hypothese der Spezialisierung der Zytokinsekretion durch eine bestimmte Zelle
weiter untermauern. Auch in diesem Kontext sollte die Zytokinexpression in Reportermausen auf
dem IFNARI” Hintergrund erfolgen, um eine regulatorische Wirkung des Typ | IFN ausschlieBen zu

konnen.
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4. Material und Methoden
4.1 Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Adjuvant complete Freund H37RA
Avidin/Biotin Blockierlosungen

B-Mercaptoethanol (ME)
Bovines Serum Albumin

DEPC

Desoxynukleotide
destilliertes Wasser

DMEM Medium VLE

DMSO

EDTA

EGTA
Erythrozyten-Lyse-Puffer
Esel-Normal-Serum

Ethanol

FACS Clean Losung

FACS Flow Losung

FACS Rinse Lésung

FCS

IMDM

Kaliumchlorid
Kochsalzlosung, physiologisch
L-Glutamin

Maus-Normal Serum

Myelin Oligodendrozyten-Glykoprotein 35-55
Mycobacterium tuberculosis H37RA
Natriumazid
Natriumhydroxid

OVA-Peptid 323-339
Paraformaldehyd

PBS Chemikalienpulver

PBS, 0,5 |, steril

PBS, 10 x

Penicillin/Streptomycin

Percoll

Pertussis Toxin aus Bordetella pertussis
Ratten-Normal Serum

RNAse Zap

Difco Laboratories, Detroit
Vector Laboratories, Burlingame, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Morphisto, Frankfurt am Main
Jackson Laboratories, Suffolk, UK
Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
PAN, Aidenbach

Lonza, Verviers

Sigma, Taufkirchen
DeltaSelect, Dreireich
Biochrom, Berlin

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
Biotrend, Koln

Difco Laboratories, Detroit
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Pineda Antikorper Service, Berlin
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Paisley
Biochrom, Berlin
GE Healthcare, Freiburg

Sigma, Steinheim
Jackson Immuno Research, Suffolk, UK
Applied Biosystems/Ambion, Darmstadt
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RPMI 1640 VLE Biochrom, Berlin

SA-APC Alexa 750 Invitrogen, Karlsruhe
Saccharose Serva, Heidelberg

SA-Cy3 Invitrogen, Karlsruhe
Salzsdure Roth, Karlsruhe

SA-PE Cy7 BD Biosciences, Heidelberg
SA-PerCP Cy5.5 BD Biosciences, Heidelberg
TissueTek™ 0O.C.T. Compound™ Sakura, Zoeterwoelde
Trypanblau Sigma, Taufkirchen

Triton 100X Biochrom, Berlin
Vectashield Eindeckelmedium mit DAPI Vector Laboratories, Burlingame, USA
Wasserstoffperoxid 30%ig Merck, Darmstadt
Ziege-Normal Serum DakoCytomation, Hamburg

4.1.2 Enzyme

Enzym Bezugsquelle
Collagenase Typ VIl Sigma, Taufkirchen
Collagenase/Dispase Roche, Mannheim
SuperScript 111 Roche, Mannheim
DNAse | Roche, Mannheim
Trypsin/EDTA, 0,25% Gibco, Paisley

4.1.3 Narkotika

Narkotikum Konzentration Bezugsquelle
Narketan 100 mg/ml Vetoquinol GmbH, Ravensburg
Xylapan 20 mg/ml Chassot GmbH, Ravensburg

4.1.4 Kits und andere Reagenzien

Kit/Reagenz Bezugsquelle

BD AccuDrop Beads BD Biosciences, Heidelberg

BD Compensation Beads BD Biosciences, Heidelberg

BD Phosflow Starter Kit + aP-STAT1 BD Biosciences, Heidelberg

Fluka RNS Isolation Kit Sigma Aldrich,

Miltenyi CD4 T Zell-Isolationskit Miltenyi, Bergisch-Gladbach

mirVana miRNS Isolationskit Applied Biosystems/Ambion, Darmstadt
TissueTek Einbettmedium Sakura Finetek, Staufen

TSA FITC/Biotin System Perkin Elmer, Rodgau
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4.1.5 TLR-Agonisten

TLR-Agonist

Bezugsquelle

CpG ODN 2216

LPS (Salmonella minnesota)
polyl:C

wobble ssDNS

TIB MolBiol, Berlin
List Biological Laboratories, Campbell, California
GE Healthcare, Freiburg

4.1.6 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

aBiotin MACS Beads
COS-Blutagar-Platten

Dako Cytomation Pen

Cryomold

LS MACS Saulen und Magnete
Mikrotomklingen

Nahtmaterial Nylon DSM13 (5/0, 7/0)
Objekttrager Super Frost
Plastikwaren

Siebgewebe MW-=70 & 100 um
Venenverweilkanile BD Venflon™ Pro

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Biomerieux, Nirtingen

Dako Cytomation, Hamburg
Sakura Finetek, Staufen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo Fisher Scientific, Bonn
Resorba, Nirnberg

Roth, Karlsruhe

NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning, Amsterdam, Niederlande
Neolab, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Neolab, Heidelberg

BD Infusion Therapy AB, Schweden

4.1.7 Gerate

Gerat

Bezugsquelle

Axiovert 11 (Mikroskop)
Brutschrank (Heraeus Heracell 240)
Chirurgische Instrumente

Clean Air (Sterilbank)

Cryotom (HM 650)

Ein- und Mulitkanalpipetten
Einfriercontainer

FACS Aria |

FACS Canto Il

Ig-5 Cycler

Multistep-Dispenser Handystep
Heidolph Polymax 1040 (Plattformschttler)
Heizblock Techne DB3

Zeiss, Jena

Heraeus, Hanau

Fine Science Tools, Heidelberg
Kendro, Wien

Thermo Fisher Scientific, Bonn
Thermo Fisher Scientific, Bonn
Nalgene Laboratories, Rochester
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen

Brand, Wertheim

Heidolph Instruments, Schwabach
Biostep, Jahnsdorf
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Heizrihrer IKAMAG RCT
Millipore-Anlage

NanoDrop 1000
Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter MP225

Pipettierhilfe Pipetus

Rotana 46 RC (Stand-Kiihlzentrifuge)
stereotaktischer Rahmen
Szintillationszahler 1205 Betaplatte
TE2000 (Mikroskop)

Thermomixer

Ultra-Turrax T25

Vortex Schuttler VVR

Waage Precisa 600c

TE2000 (Mikroskop)

Thermomixer

Ultraschallsonde Labsonic U
Zellerntegerat Basic 96 Harvester
Zentrifuge miniSpin

Zentrifuge 5417R

IKA, Staufen

Millipore, Schwabach

Peqlab, Erlangen

LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
Mettler-Toledo, Giessen
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Hettich, Tuttlingen

Stoelting, USA

LKB Wallac, Finnland

Nikon, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg

IKA, Staufen

VWR, Darmstadt

Oehmen Labortechnik, Essen
Nikon, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen

Zinser Analytic Skatron, Frankfurt
Eppendorff, Hamburg
Eppendorff, Hamburg

4.2 Medien, Zelllinien und Puffer

4.2.1 Zellkulturmedien

Tabelle 4.1 Zellkulturmedien

Zellen Konzentration

Bestandteile

adulte Mikroglia & BMDMs
10 % (v/v)
0,05 mM
15 % (v/v)
GM-CSF DCs
10% (v/v)
0,05 mM
1,5 % (v/v)
naive T Zellen
10 % (v/v)
0,05 mM
HT1080
10 % (v/v)
1% (v/v)
P3X63/0-GM-CSF
5% (v/v)
2 mM
0,05 mM

RPMI 1640 VLE

FCS

B-ME

M-CSF (aus L929-Uberstand)
DMEM VLE

FCS

B-ME

GM-CSF (aus P3X63/0-Uberstand)
RPMI 1640 VLE

FCS

B-ME

RPMI 1640 VLE

FCS

PenStrep

IMDM

FCS

L-Glutamin

B-ME
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Einfriermedium

50 % (v/v)
40 % (v/v)
10 % (v/v)

Kulturmedium
FCS
DMSO

4.2.2 Zelllinien und Zellen

Tabelle 4.2 Zelllinien und Zellen

Zelllinie/Zellen

Eigenschaften

Referenz

P3X63/0-GM-
CSF

GM-CSF DCs
BMDMs

adulte Mikroglia

naive T Zellen

HT1080

murine Myelom-Zelllinie, produziert GM-CSF

Generierung von cDCs mittels GM-CSF
Generierung von BMDMs mittels M-CSF in L929

konditioniertem Medium

Kultivierung aus Gehirn und Riickenmark adulter

Mause
Kultivierung  nach

MACS-Aufreinigung  aus

primaren Splenozyten und Lymphknoten

Fibrosarkom, human

Karayusama und Mel-
chers etal., 1988

Inaba et al., 1992
Boltz-Nitulescu et al., 1987

Ponomarev et al., 2006
Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach
ATCC: CCL-121™

4.2.3 Puffer

Tabelle 4.3 Puffer

Collagenase VIII 100 mg/ml in PBS
Collagenase/Dispase 10 mg/ml in PBS
DNAse | 3000 U/ml in PBS
FACS-Puffer 1x PBS

2 % (v/v) FCS

2mM EDTA
MACS-Puffer 1x PBS

0,5 % (w/v) BSA

2mM EDTA
Organ-Verdaupuffer 6 % (v/v) Collagenase Typ VI

1% (v/v) DNAse | Losung

93 % (v/v) PBS
PBS 13,7 mM NacCl
pH 7,4 2,7 mM KCl

80,9 mM Na,HPO,

1,5mM KH,PO,
PFA-Fixierpuffer 4% (w/v) Paraformaldehyd
pH 7,4 (NaOH, HCI) 2mM MgCl,
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1,25 mM EGTA
1x PBS
Stop-Puffer 1 %x PBS
10 mM EDTA EDTA
TNB 0,1M Tris-HCI, pH 7,5
0,15M NacCl
0,5 % (w/v) Block-Reagenz aus TSA-Kit

4.3 Oligonukleotide und Antikorper

4.3.1 Oligonukleotide

Die Primer wurden von der Firma Metabion bezogen. Diese waren bereits auf 100 uM voreingestellt.
Die Endkonzentration war 20 puM. Die jeweiligen Sonden wurden von der Firma Roche bezogen.

Tabelle 4.4 Primer

Bezeichnung Primersequenz (5'=>3’) Position Sonde
B -actin TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA 1009 - 1028 106
CGC TCA GGA GGA GCA ATG 1066 - 1083 106
CD3e AACACGTACTTGTACTTGTACCTG AAAACTC 608 - 628 10
GAT GAT TAT GGC TACTGCTGT CA 659 - 679 10
FoxP3 GCA TGT AGA GGC CAT CAA AGA 112-130 79
CGG GTCTGCACACATGTTA 167 - 187 79
GM-CSF GCA TGT AGA GGC CAT CAA AGA 382 -402 79
CGG GTCTGCACACATGTTA 486 - 504 79
IFNPB CAG GCA ACCTTT AAG CAT CAG 349 -373 95
CCTTTG ACCTTT CAA ATG CAG 404 - 426 95
IFNy ATCTGG AGG AACTGG CAAA 266 - 285 21
TTC AAG ACT TCA AAG AGT CTG AGG 331-354 21
IL-17a TGT GAA GGT CAA CCT CAAAGTC 195 - 216 50
AGG GAT ATCTAT CAG GGT CTTCATT 301-325 50
IL-23p19 TCCCTACTAGGACTCAGCCAAC 494 - 515 19
TGG GCATCT GTT GGG TCT 543 - 560 19
Isg56 TCT AAACAGGGCCTTGCAG 886 - 904 6
GCAGAG CCCTTTTTG ATAATG GT 928 - 949
RORyt ACCTCTTTT CAC GGG AGG A 953 -971 6
TCCCACATCTCCCACATTG 995-1013 6
T-bet TCA ACCAGCACCAGACAGAG 640 - 659 19
AAA CAT CCT GTAATG GCT TGTC 728 - 749 19
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4.3.2 Antikorper

Tabelle 4.5 Antikorper

Antikorper Klon Verwendung Bezugsquelle

Esel a Hase polyklonal Histologie Jackson Immuno Research, Suffolk
aB220 Ra3-6B2 FACS/Histologie BD Biosciences, Heidelberg
aCD3e 145-2C11 FACS BD Biosciences, Heidelberg
aCD8a 53-6.7 FACS BD Biosciences, Heidelberg
aCD11b M1/70 FACS/Histologie BD Biosciences, Heidelberg
aCD11c HL3 FACS BD Biosciences, Heidelberg
aCD16/CD32 HL3 FACS/Histologie BioLegend, London

aCD19 1D3 FACS BD Biosciences, Heidelberg
aCD45.1 A20 FACS BiolLegend, London
aCD45.2 104 FACS BiolLegend, London

aCD86 GL1 FACS BD Biosciences, Heidelberg
aF4/80 BMS8 FACS BioLegend, London

aGFP polyclonal Histologie Abcam, Cambridge

aGrl RB6-8C5 FACS BD Biosciences, Heidelberg
all-12p40 C17.8 Histologie BioLegend, London

4.4 Tierversuche

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten gemal des Tierschutzgesetzes §

8 und wurden vom Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW der Bezirksregierung

Disseldorf genehmigt.

4.4.1 Versuchstiere

Die verwendeten Mause wurden im spezifisch-pathogenfreien (SPF)- Bereich der Tierversuchsanlage

der Universitdat Dusseldorf gehalten und geziichtet. IFNB

mob/mob

Mause waren zum Zeitpunkt der

Arbeitsaufnahme mindestens tiber 10 Generationen auf den C57BL/6 Hintergrund zurlickgekreuzt.

Tabelle 4.6 Versuchstiere

verwendete Mauslinie

Beschreibung

|FNBmOb/m0b

IL-12 p40get40/get40
IL-12 p4oget40/get4ox IEN Bmob/mob

IFNB™
IFNARI”

B6.SJL-Ptprc<a> Pepc<b>/Boyl
OTll-transgene

IFNB Reportermaus (Scheu et al., 2008)
IL-12p40 Reportermaus (Reinhardt et al., 2006)

IL-12p40 x IFNB Doppel-Reportermaus

Ifnb Knockout-Maus (Erlandsson et al., 1998)
Ifnar1 Knockout-Maus (Hwang et al., 1995)

kongener Mausstamm, CD45.1" (Shen et al., 1985)

transgener TZR spezifisch flr OVAs;;.330 (Robertson et al., 2000)

109



Material und Methoden

4.4.1.1 Das IFNB Reportermausmodell

Die Analyse der IFNB Antwort nach Stimulation mit definierten PAMPs und wdhrend einer

mob/mob

autoimmunen Inflammation erfolgte mit Hilfe des bicistronischen IFNB Reportermausmodells.
In den endogenen Ifnb Lokus wurde eine fir das verbesserte gelb fluoreszierende Protein (eYFP)
kodierende Expressionskassette mit einer separaten internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES)
bicistronisch eingefligt. Um eine Dysregulation der IFNB Produktion zu vermeiden, wurden die
Expressions-Kontrollelemente und Polyadenylierungssignale des endogenen Ifnb erhalten (Scheu et
al., 2008). Bei einer Expression des Reporter-Allels, welches als mob ,messenger of interferon beta”
bezeichnet wird, wird neben IFNB simultan das Fluoreszenzprotein eYFP exprimiert. Wahrend das
Zytokin sekretiert wird, akkumuliert das YFP im Zytoplasma der Zelle und ermdoglicht die Analyse der
IFNB Antwort auf Einzel-Zellebene mittels durchflusszytometrischer und immunbhistologischer
Methoden.

@Fnp
(PN @i
4

YFP

YFP  YFP

Zytoplasma \‘

e Transkription = e~
ﬁsgﬂ FNB | IRES | YFP Hi\

genomischer Lokus

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung des bicistronischen IFNf3 Reporter-Mausmodells.
Modifiziert nach Dresing Philipp: In vitro und in vivo Charakterisierung von IFN beta exprimierenden Zellen
mittels eines bicistronischen Fluoreszenz-Reportermausmodells, Dissertation

mob/mob

4.4.1.2 Das IL-12p40 x IFNB Doppel-Reportermausmodell

Die in Abschnitt 4.4.1.1 beschriebene IFNB™®™® Reportermaus wurde mit einer IL-12p4Q8e%/eet40
Reportermaus gekreuzt, die analog zur mob Maus generiert wurde. Hierbei wurde eine fir das
verstarkte griin fluoreszierende Reporterprotein kodierende Kassette hinter das Stopcodon der IL-
12p40 Information mittels einer IRES gekoppelt. Das eGFP wird simultan mit IL-12p40 transkribiert
und translatiert, wodurch es die IL-12p40 Expression anzeigt (Reinhardt et al., 2006)
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Zytoplasma 1
k / ISTOP\‘ TOP
5 [ IFNB | IRES | YFP AAAAAAAA 3
MRNA  / STOP STOP
s[M pao | IRES | GFP | AAAAAAAA 3
— [ e———— Y K e— —
= =
/ = Transkription S
Nukleus IFNB n IRES ‘ YFP
p40
IRES | GFP | —
genomischerlokus 17 2 32 s 6 7 g 8"

Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der IL-12p405°*%/£* x |ENB™*/ ™" poppelreporter-Mausmodells.
Modifiziert nach Dresing Philipp: In vitro und in vivo Charakterisierung von IFN beta exprimierenden Zellen
mittels eines bicistronischen Fluoreszenz-Reportermausmodells, Dissertation

4.4.2 Methoden der EAE
4.4.2.1 Induktion der EAE

Die EAE ist ein anerkanntes Tiermodell fiir die Multiple Sklerose (MS). Ahnlich zur MS, kommt es im
Verlauf der EAE zu Lahmungserscheinungen in den Extremitdten, die auf einer autoimmunen
Inflammation im ZNS beruhen. Diese fiihrt zu einer Demyelinisierung von Axonen in Riickenmark und
Gehirn mit nachfolgender Neurodegeneration. Die EAE kann mittels aktiver oder passiver
Immunisierung induziert werden. Bei der aktiven Immunisierung wurden C57BL/6 Mause mit dem
synthetischen enzephalitogenen Peptid des Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOGss.55) in
Verbindung mit dem Kompletten Freunds-Adjuvants (CFA mit zusatzlichen M. tuberculosis 10 pg/ml)
subkutan in die Flanken und die Schwanzbasis injiziert. Zur Verstarkung der autoimmunen Antwort
und Permeabilisierung der Blut-Hirn-Schranke wurde das Pertussis-Toxin (PTX) verabreicht. Bei der
passiven Immunisierung werden autoimmune T Zellen, die einer immunisierten Donor-Maus
entnommen und in vitro mit MOGss.ss restimuliert wurden, in eine naive Rezipienten-Maus injiziert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die EAE mittels aktiver Immunisierung hervorgerufen.

Fur die Immunisierung wurden weibliche 8-10 Wochen alte C57BL/6 und IFNB™™" Miuse
verwendet. Nach einer Betdubung mit Ketamin und Xylazin, wurden den Mausen 100 ul des
Inokulums subkutan in die Schwanzbasis und jeweils 50 pl in die Flanken injiziert. Anschlieend und
nach 48 h wurden 200 ng PTX in 200 pl PBS intraperitoneal appliziert.
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4.4.2.2 Herstellung des Inokulums

Pro Maus wurde in einem Gesamtvolumen von 200 ul eine Emulsion aus 100 pul CFA, 200 pug MOG3s.ss
(2 mg/ml) und 60 pl PBS mittels Ultraschallsonde hergestellt. Dabei wurde die Emulsion stets gekiihlt,
um eine Denaturierung des MOG-Peptids zu verhindern. Das Inokulum wurde anschlieRend mittels
1 ml Einwegspritze und 23 G Kaniile subkutan injiziert.

4.4.2.3 Klinische Evaluation des Krankheitsverlaufs

Die Versuchstiere wurden taglich beziiglich ihres Allgemeinzustandes kontrolliert. Der Schweregrad
der Lahmung wurde ab dem 10-12 Tag nach Immunisierung, mit dem in Tabelle 4.2 aufgefiihrten
klinischen Score bewertet und dokumentiert. In der akuten Phase bis zur Remission wurde den
Tieren feuchtes Futter und Wasser am Boden prasentiert. Mause, die wahrend der EAE einen
klinischen EAE Score von 3,0 zeigten, wurden aus tierschutzrechtlichen Grinden getotet
(Abbruchkriterium).

Tabelle 4.7 Klassifizierung des Krankheitsverlaufs

Score Lahmungserscheinung

0 keine Symptome

0,5 partielle Schwanzladhmung

1,0 vollstandige Schwanzlahmung

1,5 unilaterale Hinterbeinlahmung

2,0 bilaterale Hinterbeinlahmung

2,5 bilaterale Hinterbeinlahmung mit unilateraler Vorderbeinschwache
3 Tetraparese (Abbruchkriterium)

4 Tod

4.4.2.4 Praparation von Milz und Lymphknoten

Die Mause wurden nach zervikaler Dislokation fixiert, die isolierten Organe wurden in 5 cm
Petrischalen in 2-3 ml Organverdaupuffer (berfihrt und mit Hilfe zweier Pinzetten zerrissen.
AnschlieBend wurde die Suspension fiir 25-30 min bei 37 °C inkubiert. Die verdauten Organe wurden
durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die Reaktion wurde mit ca. 10 ml Stop-
Puffer abgestoppt und Uber ein 70-100 um Zellsieb in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt. Die Zellen
wurden bei 1200 rpm fiir 5 min bei 4 °C pelletiert und nach Lyse der Erythrozyten in 10 ml PBS
resuspendiert und mittels Neubauer-Kammer gezahlt.
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4.4.2.5 Perfusion und Entnahme von Riickenmark und Gehirn

Sowohl fiir die FACS-Analyse, als auch die histologische Analyse ist es notwendig das Blut in situ aus
dem Gewebe zu waschen. Dies erlaubt die Analyse von Zellen, die sich ausschlieRlich im Gewebe
befinden und verhindert eine Verunreinigung durch Zellen, die sich in BlutgefdaRen befinden. Hierzu
wurden die M&use mit einem Gemisch aus Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (5mg/kg) narkotisiert.
Der Thorax wurde eroffnet und ein Entlastungsschnitt an der Vena cava inferior durchgefiihrt. Eine
20 G Kanile wurde in die rechte Herzkammer zligig eingefiihrt und der Blutkreislauf wurde im Fall
einer folgenden FACS-Analyse mit 50 ml PBS und im Fall einer folgenden histologischen Analyse mit
20 ml PBS und 30 ml 4 % PFA-Fixierpuffer gespult. Die Organe wurden vorsichtig herausprapariert
und fir die FACS-Analyse wie in Abschnitt 4.4.2.4 und 4.7.4 behandelt. Fiir die Anfertigung von
histologischen Praparaten wurden die Organe tber Nacht bei 4 °C in 4 % PFA-Fixierpuffer nachfixiert.
Darauffolgend wurden die Organe in PBS gewaschen und in TissueTek Einbettmedium eingebettet.
Nach dem Einfrieren in Trockeneis-gekiihltem 2-Methyl-Butan wurden die Organe bei -80 °C bis zum
Anfertigen der Gefrierschnitte gelagert.

4.4.2.6 Intrathekale Stimulation mit PAMPs

Die intrathekale Stimulation mit PAMPs wurde von Dr. Michael Gliem durchgefiihrt (Neurologische
Klinik des Universitatsklinikums Disseldorf). Die Mduse wurden mittels Isofluran andsthesiert und in
eine stereotaktische Vorrichtung eingespannt. Der Schadelknochen wurde vorsichtig freiprapariert
und mit Hilfe eines Bohrers wurde im Schadelknochen ein Fenster zum linken Lateralventrikel
eroffnet. Die Koordinaten relativ zum Bregma betrugen -0,3 mm anterior/posterior, +1,0 mm
medial/lateral und -3,0 mm dorsal/ventral. AnschlieBend wurden zur Stimulation mit einer
Mikroinjektionskaniile 6 pg polyl:C/PBS verabreicht. 24 h spater wurden die Gehirne wie unter
4.4.2.5 beschrieben isoliert. Fiir die anschlieRende FACS Analyse wurde wie unter 4.4.2.7 und 4.7.3
weitervorgegangen. Flr die immunhistochemische Analyse wurde das Gewebe wie unter 4.7.2

beschrieben, vorgegangen.

4.4.2.7 Isolation mononukledrer Zellen aus dem ZNS

Zur lIsolation von mononukledren Zellen aus Riickenmark und Gehirn wurden naive oder EAE
induzierte Mause an d17 mit PBS perfundiert und die Organe isoliert (s. 4.4.2.5). In einer
unbeschichteten 5 cm Petrischale wurden die Organe, getrennt voneinander, mit Hilfe einer Schere
und einer 5 ml Spritze mit einer 18 G Kanlle in PBS/10 % FCS und 750 ul Collagenase/Dispase
(10mg/ml) zerkleinert. AnschlieBend wurden die Organe fiir 45 min bei 37 °C inkubiert, mit einer
erneuten Inkubation fiir 45 min bei 37°C nach Zugabe von 1,5 ml DNAse | (3000 U/ml, Tab) und
wiederholtem Auf- und Abpipettieren. Die Einzelzellsuspensionen wurden {iber ein Siebgewebe (70-
100 um) in ein 50 ml Probenrdéhrchen Uberfihrt und mit 50 ml PBS/10% FCS gewaschen und
pelletiert (1200 rpm, 10 min, 4 °C). Zur lIsolierung der mononukledren Zellen wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll (30 % und 70 %) durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine 100
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%ige isotonische Percoll-Losung bestehend aus 90 % Percoll und 10 % 10 x PBS hergestellt. Die 70 %
Percoll-Lésung wurde mit PBS/10 % FCS und die 30 % ige Percoll-L6sung mit PBS angesetzt. Das
Pellet wurde in 20 ml der 70 % Percoll-Lésung resuspendiert und mit 20 ml der 30 % igen Percoll-
Losung vorsichtig Gberschichtet. Der Gradient wurde fir 20 min bei 2130 rpm ohne schnelle
Beschleunigung und Rotorbremse bei RT zentrifugiert, um eine Durchmischung der Phasen zu
verhindern. Nach der Zentrifugation befanden sich Zellreste und Erythrozyten im Pellet und das
Myelin auf der oberen Phase. Die mononukledren Zellen waren in der Interphase zwischen den 30
und 70 %igen Percoll-Losungen zu finden. Zundchst wurde die Myelinschicht mit einer
Vakuumpumpe vorsichtig abgesaugt. Dann folgte die vorsichtige Abnahme der mononukledren
Zellen mittels Serumpipette aus der Interphase. Die Zellen wurden in ein mit PBS/10 % FCS gefiilltes
50 ml Probenrdhrchen Uberfihrt. Um restliches Percoll zu beseitigen wurden die Zellen zweimal mit
PBS/10 % FCS gewaschen und pelletiert (1. 15 min, 1500 rpm, 4 °C; 2. 1200 rpm, 10 min, 4 °C). Zuletzt
wurden die Zellen gezéhlt und in 1-2 ml PBS/10 % FCS aufgenommen und mittels Neubauer-Kammer
gezahlt. Die Zellen wurden nun per FACS-Analyse (Abschnitt 4.7.3) weiter analysiert oder mit TLR-
Agonisten restimuliert (Abschnitt 4.4.2.8).

4.4.2.8 Re/Stimulation von intazerebralen Leukozyten

Die mittels Percoll-Gradient aufgereinigten mononukledren Zellen aus Rickenmark und Gehirn
wurden in nicht-Zellkultur-behandelte 6-Loch-Platten eingesat (5x 10° Zellen/Loch). Nach einer 1 h
Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen mit TLR-Agonisten wie polyl:C (50 ug/ml), LPS (100 ng/ml),
CpG2216 (6 pg/ml) und wobble DNS (400 ng/ml) fir 24 h stimuliert. Diese Zellen wurden
anschlieRend mittels FACS (Abschnitt 4.7.3) analysiert.

4.4.3 Methoden der CASP
4.4.3.1 Colon ascendens Stent Peritonitis

Bei der CASP wird durch das Einfiihren eines Venenverweilkatheters eine standige Offnung zwischen
dem Lumen des Colons und der Peritonealhdhle geschaffen. Dadurch treten Faeces in das
Peritoneum aus und flihren zu einer Peritonitis mit anschlieRender systemischer Inflammation.
Hierfir wurden die Mause mit einem Gemisch aus Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin (5mg/kg)
narkotisiert. Vor der Operation wurde der Venenverweilkatheter mit einer Schere ca. 3 mm nach
Beginn der Plastikummantelung zirkular eingeritzt, um einen besseren Halt des Fadens zu erreichen.
Die Maus wurde anschlieBend mittels Klebeband am Operationstisch fixiert und mit 70 %igem
Ethanol desinfiziert. Die Haut wurde mit einer feinen Pinzette leicht angehoben. Zuerst erfolgte ein
Hautschnitt mit einer Schere auf einer Ldnge von ca. 1,5 cm mit einem folgenden Schnitt der
Bauchmuskelfaszie entlang der Linea alba. Das Zoekum wurde mittels zweier angefeuchteter
Wattestdbchen aufgesucht und zusammen mit dem terminalen lleum und Colon ascendens
vorsichtig herausgehoben. Vor dem Einfliihren des Venenverweilkatheters erfolgte zunachst die
Fixierung des Fadens an der Darmwand mit einem chirurgischen Knoten. Dabei lag die Einstichstelle
ca. 0,5 cm kaudal des Zoekum. Der Verweilkatheter wurde unmittelbar oral vom Faden ca. 0,3-0,5 cm
tief eingeflihrt und mit der vorgelegten Naht fixiert. Zuerst wurde nur der Katheter umschlungen und
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dann wurde der Katheter an der Darmwand oberhalb der Einstichstelle fixiert. Der Faden wurde
abgeschnitten, sowie auch die Plastikhiille des Verweilkatheters 1 mm oberhalb der Serosa des
Darmes. Durch vorsichtigen Druck auf das Zoekum wurde der Stent mit Faeces gefillt. Anschlieend
wurde der Darm zurlick in die Bauchhohle gelegt, so dass der Stent vom Darm nicht zugedriickt
wurde und ein Influx von Faeces in die Peritonealhohle erfolgen konnte. Um ein Austrocknen der
Maus zu vermeiden wurden 0,5 ml physiologische Kochsalzlésung in die Bauchhdhle appliziert. Zum
Verschluss wurden die Faszien und Muskulatur mittels eines 7/0 Fadens und die Haut mittels eines
5/0 Fadens mit einer fortlaufenden Naht verschlossen.

4.4.3.2 Uberlebenskinetik

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Analogons fiir virale dsRNS polyl:C (Tab. 4.1.5) auf
den Verlauf der CASP untersucht. Hierfir wurden 8-12 Wochen alte, weibliche C57BL/6 M&use naiv
belassen oder vor der CASP Operation mit zwei verschiedenen Dosen polyl:C (20 und 200 pg/Maus)
stimuliert. 24 h nach der Stimulation wurden die Mause wie oben beschrieben operiert und das
Uberleben wurde alle 2-4 h kontrolliert. Die CASP wurde hierfiir mit 14 G Stents durchgefiihrt. Falls
Tiere eine Schnappatmung aufwiesen und nicht mehr in der Lage waren sich zu bewegen, wurden
diese schmerzfrei geopfert. Insgesamt wurden die Tiere fiir 96 h beobachtet und am Ende der
Uberwachungszeit ebenfalls schmerzfrei geopfert.

4.4.3.3 Entnahme der Peritoneallavage

Das Versuchstier wurde wie bereits beschrieben in Narkose versetzt (s. Abschnitt 4.4.2.5) und, auf
dem Ricken liegend, an den Vorder- und Hinterldufen mit Klebeband an den Operationstisch fixiert.
Nach Desinfektion mit 70 %igem Ethanol wurde fiir die Entnahme der Peritoneallavage die Haut
parallel zur Operationsnaht mit einer Schere eroffnet. Zur Gewinnung der Peritoneallavage fir die
Bestimmung der bakteriellen Last und der Zytokinkonzentration mittels ELISA wurden mit einer
Spritze 2 ml sterile PBS-Losung in die Bauchhohle injiziert, wovon anschliefend ca. 1 ml aspiriert
werden konnte. Diese Lavage wurde anschlieBend zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4 °C) und das Pellet
der zweiten Lavage hinzugefiigt. Um die Infiltrate in die Bauchhohle mittels FACS analysieren zu
konnen wurden erneut 5 ml steriles PBS injiziert und aspiriert. Die Proben, die der
Zytokinbestimmung dienten, wurden bei -20 °C gelagert.

4.4.3.4 Blutentnahme

Die Blutentnahme bei CASP-operierten Tieren erfolgte nach Narkotisierung und Entnahme der
Peritoneallavage wie bereits beschrieben (s. 4.4.3.3). Dazu wurde die Bauchhoéhle eréffnet und das
Blut wurde mittels einer 20 G Kaniile und einer 1 ml Spritze aus der Vena cava inferior kaudal der
Mindung der Venae hepaticae aspiriert. Zur Bestimmung der Serum-Zytokinkonzentration wurde das
Serum durch Gerinnen des Blutes gewonnen. Dazu wurde das Blut zweimal flir 5-10 min bei RT
inkubiert und jeweils fir 10 min bei 13.000 rpm in einer Mikrofuge zentrifugiert. Fiir die Analyse
wurde der Uberstand verwendet und bei -20 °C gelagert.
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4.4.3.5 Bestimmung der Bakterienlast im Peritoneum und der Milz

Die Peritonealhdohle wurde zunachst mit 2 ml sterilem PBS gespilt. Fiir die Bestimmung der
Bakterienlast wurde die Lavage abzentrifugiert und 100 pl aus dem Uberstand wurden seriell in 1:10
Verdiinnungen in sterilem PBS bis zu einem Verdiinnungsfaktor von 10® verdiinnt. Die letzten vier
Verdiinnungen wurden jeweils auf Blutagar-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Fir die Bestimmung der Bakterienlast in der Milz wurde diese vorsichtig entnommen und in 3 ml
sterilem Organ-Verdaupuffer homogenisiert. 100 ul der Suspension wurden seriell in 1:10
Verdiinnungen bis zu einem Verdiinnungsfaktor von 10 verdiinnt. Auch hier wurden die letzten vier
Verdiinnungsstufen ausgestrichen und bei 37 °C tiber Nacht inkubiert. Am niachsten Morgen wurden
die Kolonien gezahlt und die Bakterienlast berechnet.

4.4.3.6 In vivo TLR Agonist Stimulation

8-12 Wochen alte adulte Mause wurden mit poly(l:C) und DOTAP komplexiertem CpG ODN 2216
stimuliert. Die Injektionslésungen pro Maus wurden auf folgende Weise zubereitet:

Tabelle 4.8 In vivo TLR Stimulation

poly(l:C) CpG 2216
e 200 pg poly(l:C) e 1,5nM (10 pg) CpG ODNSs ad 100 pl mit HBS, mischen
e ad 300 pl mit PBS e 30 pl DOTAP mit 70 pl HBS mischen

e ODN Lo6sung mit Liposomen-Losung durch repetitives
pipettieren vermischen und 15 min bei RT inkubieren
hierbei Glas- oder Polystyrol-ReaktionsgefaRe nutzen

Vor der i.v. Injektion in die laterale Schwanzvene, wurde die Versuchsmaus mit einer Rotlichtlampe
bestrahlt, um eine Dilatation der Schwanzvene zu induzieren. Nach Desinfektion des
Einstichbereiches erfolgte die Injektion der Losungen mit sterilen Einwegspritzen mit 30 Gauge

Kanulen.

4.4.3.7 Praparation von Knochenmarkszellen

GM-CSF DCs aus IL-12p40Q8¥/eet40 y |ENB™ /M poppel-Reportermiusen wurden nach Protokoll
generiert (s. 4.4.3.8). An d9 der Differenzierung wurden die Zellen mit 50 pug/ml polyl:C stimuliert.
Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und gemaR ihrer Reporterallel-Expression sortiert (s. 4.7.3.3).
AnschlieRend wurden die sortierten Zellen mittels Neubauer-Kammer gezéhlt und 5 x 10° Zellen
jeder Population wurden in je zwei CD45.1" (B6.SJL-Ptprc<a> Pepc<b>/Boyl) M&use i.v. injiziert. Am
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nachsten Morgen wurden die Rezipienten-Mause CASP-operiert. Nach 24 h wurden die Milzen
isoliert und auf CD45.2" Zellen und ihre Reporterallel-Expression analysiert.

4.4.3.8 In vivo Restimulation von sortierten GM-CSF DCs

Aus 6-12 Wochen alten Tieren wurden Femur und Tibia entnommen und vom umgebenden
Muskelgewebe befreit. Die Knochen wurden fiir 2-5 min in 70 % EtOH desinfiziert und anschlieRend
in eine Petrischale (J 5cm) mit kaltem PBS Uberfiihrt. Die Knochenenden wurden abgetrennt und
das Knochenmark mit einer mit Medium gefillten Einwegspritze und einer 23 G Kaniile in eine
Petrischale aus den Knochen gespilt. Das Knochenmark wurde in 50 ml Spitzbodenréhrchen
Gberfiihrt und durch repetitives Auf- und Abpipettieren zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Die
Zellen wurden bei 1200 rpm fiir 5 min bei 4 °C pelletiert. Nach einer 3 miniitigen Lyse der
Erythrozyten bei RT mittels Erythrozyten-Lysepuffer wurde die Reaktion mit FCS-haltigem Medium
abgestoppt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4 °C), und das erhaltene Zellpellet
zur Zellzahlbestimmung in 3 ml Medium resuspendiert. Die Knochenmarkszellen wurden
anschlieRend zu myeloiden Zellen differenziert.

4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 Isolation von RNS aus Gewebe

Die aus der mit PBS perfundierten Maus isolierten Organe wurden in ein Eppendorff-Rohrchen
Uberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Zur Isolation der RNS
wurde das Fluka-Kit (RNA Isolation Kit) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das jeweilige Organ
wurde sofort, in noch gefrorenem Zustand, in mindestens 1 ml SolD Losung aufgenommen (1 ml/g
Gewebe). Das Gewebe wurde mittels eines elektrischen Homogenisators (Ultra-Turrax, Tab. 4.1.7)
zerkleinert. Die Konzentration der RNS wurde mittels des NanoDrop (Tab 4.1.7) bei 260 nm
bestimmt.

Dabei gilt: 1,0 A260= 40 ug RNS/ml

Der Quotient der Wellenlangen 260/280 zeigt die Reinheit der RNS an. Der Quotient sollte bei ca. 2
liegen, um Verunreinigungen durch Proteine und andere organische Komponenten ausschlieBen zu
kénnen.

4.5.2 Reverse Transkription

Wahrend der cDNS Synthese wird mRNS aus Zellen oder Gewebeproben enzymatisch mit Hilfe einer
reversen Transkriptase in DNS umgeschrieben. Die molekularen Verhaltnisse der Transkripte werden
nicht verandert, weshalb die entstehende cDNS zur Expressionsquantifizierung mittels quantitativer
Realtime Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) eingesetzt werden kann.

Fir die Reverse Transkription wurden 2,5 ug RNS eingesetzt. Zuerst erfolgte ein Verdau mittels
DNAse |, um Verunreinigungen durch genomische DNS zu vermeiden. Die Inkubation erfolgte fiir 30
min bei 37 °C in einem Thermomixer (Tab. 4.1.7) in dem folgenden Reaktionsansatz 1:
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2,5 pg RNS

10 U DNAse |

ad 5 ml RNAse-freiem Wasser

AnschlieRend wurde die DNAse fiir 10 min bei 70 °C hitzeinaktiviert. Die Reverse Transkription
wurde mittels der Super Script Ill RT (Tab.) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz 2 enthielt:

5 ul RNS aus Reaktionsansatz 1

1 ul Oligo(dT)20 (50uM)

1 ul 10 mM dNTP Mix

6 pl RNase freies H,0

Dieser Ansatz wurde fiir 5 min bei 65 °C inkubiert, auf Eis gestellt und dem Reaktionsansatz 3
hinzugefiigt:

1l 0,1M DTT

4 pl 1 x First Strand Buffer

1 pl Superscript™ RTase (200U/pl)

1 pl RNase-freies H,0

Die RT-PCR wurde fiir 1 h bei 50 °C durchgefiihrt mit einer anschlieRenden 15 miniitigen
Inaktivierung bei 70 °C und Lagerung bei 4 °C. Die so generierte cDNS wurde 1:5 mit ddH,0 verdiinnt
und 5 pl dieser Verdiinnung fiir die qRT-PCR Analyse eingesetzt.

4.5.3 Quantitative Real Time PCR

Die quantitative Realtime (qRT)-PCR beruht auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und stellt eine
Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsduren dar. Gleichzeitig bietet sie die Maoglichkeit zur
Quantifizierung des entstehenden Produktes mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wadhrend eines
jeden Zyklus. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Dies
geschieht, indem eine Fluoreszenz-markierte Sonde eingesetzt wird, bei der die Fluorophore zuvor
gequencht vorliegen. Diese wird wahrend der Polymerisierung abgebaut und die Fluorophore
werden freigesetzt. Die relative Genexpression wurde unter Verwendung der Pfaffl-Methode
berechnet (Pfaffl et al., 2001). Der folgende Ansatz wurde in der qRT-PCR eingesetzt:

12,5 pl Fast Start Mastermix (Invitrogen)
6,5 ul H,0

0,3 ul Primer 1

0,3 ul Primer 2

0,5 ul Sonde

5 ul 1:5 verdiinnte cDNS

Der Reaktionszyklus wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

1. DNS Denaturierung 95 °C 7 Minuten

2. DNS Denaturierung 95 °C 20 Sekunden
3. Primerhybridisierung und Primerverlangerung 60 °C 1 Minute

4. Lagerung 4 °Cunendlich
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Schritte 2 bis 3 wurden zyklisch 45 Mal wiederholt

Fiir jedes Primerpaar wurde eine non template control, eine DNS-freie Probe als Negativkontrolle
mitgefihrt. Als Referenzgen fiir die Quantifizierung der Genexpression wurde B-actin verwendet.
Jede Probe wurde in Triplikaten bestimmt.

4.6 Zellbiologische Methoden

4.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Zellkultur-behandelten Zellkulturflaschen oder Mehrfach-
Loch-Platten. Primare Zellen wurden hingegen in unbeschichteten (?) Petrischalen kultiviert. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 10 % CO,. Die Zellkultur
wurde an einer Sterilwerkbank unter Verwendung steriler Materialien und Lésungen durchgefihrt.
Das fir die Zellkulturmedien verwendete FCS wurde fiir 30 min bei 60 °C erwdarmt, um die darin
enthaltenen Komplementproteine zu inaktivieren.

4.6.2 Kryokonservierung und Lagerung eukaryotischer Zellen

Fir die Langzeitkonservierung wurden die abtrypsinierten adhdrent wachsenden Zellen bei 1200
rpm, 10 min, RT zentrifugiert, in Einfriermedium resuspendiert und 1 ml in Kryoréhrchen tiberfihrt.
Die Réhrchen wurden Gber Nacht in Isopropanol-gefiillten Einfriercontainern (Tab. 4.1.7) vorerst bei
—80 °C eingefroren und am folgenden Tag in mit flissigem Stickstoff gefillte Tanks Gberflhrt. Mit
dieser Methode wurde die Fibrosarkom-Linie HT1080 eingefroren und aufbewahrt.

4.6.3 Generierung und Austestung von GM-CSF-haltigem Uberstand

Zur Generierung eines GM-CSF haltigen Zellkultur-Uberstandes wurde die Myelom-Zelllinie P3X63/0-
GM-CSF verwendet und in IMDM Medium (ohne GM-CSF-Sup, vgl.) kultiviert. 4-8 x 10* Zellen/ml
wurden in 50 ml Medium in eine 162 cm? Zellkulturflasche ausgesit. Nach 7 Tagen wurde der
Kulturliberstand zweimal abzentrifugiert (1. 10 min, 1200 rpm; 2. 30 min 3000 rpm). Die Beurteilung
des GM-CSF-haltigen Uberstandes erfolgte durch Kultivierung von Knochenmarkszellen in mit
unterschiedlichen Konzentrationen an GM-CSF-Sup angereichertem GM-CSF-DC-Medium und
folgender TLR-Stimulation. Nach 24 h wurden die Zellen auf den DC-spezifischen Oberflachenmarker
CD11c und die Aktivierungsmarker CD86 und -A° (MHC Klasse Il) hin analysiert.

4.6.4 Generierung von GM-CSF DCs

2-2,5x10° Knochenmarkszellen wurden pro 10 cm unbeschichteter Petrischale in 10 ml GM-CSF-DC
Medium ausgesat. Nach 3 Tagen wurden 10 ml frisches Medium supplementiert. An Tag 6 der Kultur
erfolgte ein Austausch von 10 ml Kulturiberstand. Der abgenommene Kulturiiberstand wurde
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abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT) und das Zellpellet mit 10 ml frischem Medium resuspendiert
und anschlieBend zur Zellkultur zuriickgegeben. Nach insgesamt 9-10 Tagen waren die Zellen zu
unreifen GM-CSF-DCs differenziert. Zur Gewinnung der kultivierten DCs wurden die Zellen 30 min bei
40C inkubiert und mittels Zellschaber abgekratzt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1200 rpm, 5
min, RT) in frischem Medium resuspendiert. Die nachfolgenden Stimulations-Experimente wurden
mit 1x10° Zellen durchgefiihrt.

4.6.5 Generierung von adulter Mikroglia

Zur Generierung von adulter Mikroglia wurden mononukleare Zellen aus Riickenmark und Gehirn von
naiven Mausen isoliert. Diese wurde wie unter 4.4.2.7 beschrieben aufgereinigt. Anschliefend
wurden die Zellen gezahlt und mit einer Dichte von 1,5 x 10° Zellen in 3 ml Medium pro Loch einer
nicht-Zellkultur-beschichteten 6-Loch-Platte ausgesat. Alle 3 d erfolgte ein Mediumwechsel, wobei
nur adhdrente Zellen weiterkultiviert wurden. Nach ca. einer Woche fingen die Zellen an zu
proliferieren und wurden bei Konfluenz gesplittet und expandiert. Dafiir wurde das Medium durch
kaltes PBS ersetzt und die Platte bei 4 °C bis zur Abkugelung der Zellen inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen mittels Zellschaber vorsichtig abgekratzt und 1:3 gesplittet und eingesat. Nach 14
d wurden die Zellen mit verschiedenen TLR-Agonisten flir 24 h stimuliert und mittels FACS analysiert.

4.6.7 Stimulation von in vitro generierten myeloiden Zellen

Die Stimulation von in vitro differenzierten myeloiden Zellen mit TLR Agonisten erfolgte mit den
unter angegebenen Stimulus-Konzentrationen fir jeweils 24 h. Die Agonisten wurden unmittelbar in
den Zellkulturiiberstand gegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Kulturschalen vermischt.

Tabelle 4.9 In vitro TLR Stimulation

Agonist stimulierter PRR  Konzentration
poly(l:C) TLR3, MDA5 50 pg/mi
LPS (S. minnesota) TLR4 100 ng/ml
CpG ODNs TLR9 6 pg/ml
wobble DNS TLR7 400 ng/ml

4.6.8 In vitro Restimulation von sortierten GM-CSF DCs

Zur Charakterisierung der Reporterallel-Expression nach einer Restimulation mit spezifischen TLR-
Agonisten wurden GM-CSF DCs aus Doppel-Reportermausen fir IFNB™®™® und IL-12p4Qecte/eet0
nach Protokoll generiert (s. 4.6.6.2). Diese wurden an d 9 der Kultur fir 24 h mit polyl:C (50
pg/ml)stimuliert und anschlieBend von geschultem Personal mittels des FACS Aria | auf der
Grundlage ihrer CD11c und Reporterallel-Expression in die jeweiligen Populationen sortiert. Die
sortierten Populationen wurden gezahlt und gleiche Zellzahlen der Populationen wurden in 6-Loch
Platten eingesat. Nach einer 36 h Ruhephase und Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen naiv
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belassen oder fiir 24 weitere Stunden mit den jeweils angegebenen TLR-Agonisten stimuliert. Die
Reporterallel-Expression der einzelnen Populationen wurde mittels FACS bestimmt.
4.6.9 T Zell Proliferationsassay

Zur Charakterisierung der Funktion der Reporterallel-exprimierenden Populationen als APZs und
damit ihrer Fahigkeit T Zell-Proliferation zu stimulieren wurden naive CD4" CD62L" T Zellen aus OTII-
transgenen Mausen aus den Lymphknoten und der Milz isoliert. Die Isolation erfolgte mittels des
MACS Aufreinigungs-Kits fiir naive T Zellen (Tab. 4.1.4) nach Angaben des Herstellers. Als
Stimulatorzellen wurden die sortierten DC-Populationen der IFNB™™® x |L-12p40Qf0/Eet0
Triplikaten ~ mit 2 x 10 Zellen/Loch ausgesat. Diese wurden seriell 1:2 bis zu 1:312
Stimulatorzellen/Loch verdiinnt. Als Effektorzellen wurden 2 x 10* naive OT Il T Zellen/Loch
hinzugefiigt. AnschlieBRend wurden die Zellen mit 200 uM OVA-Peptid (Tab. 4.1.1) gepulst. Dieser
Ansatz wurde in einem 2 fach Ansatz durchgefiihrt. Fir die Proliferationsmessung via Messung der
Inkorporation von radioaktivmarkiertem Thymidin, wurde der Ansatz insgesamt 72 h kultiviert, wobei
flr die letzten 16 h 1 pCi [3H]-Thymidin zugegeben wurde. Dieses wird wahrend der Zellteilung in die
sich replizierende DNS inkorporiert. Die Starke der Proliferation wird nach Binden der zelluldaren DNS
an einen Glasfaserfilter und Uberschichten mit Szintillationsfliissigkeit im B-Counter direkt bestimmt.
Der zweite Ansatz wurde ebenfalls 5 d inkubiert und zur Bestimmung der IL-2 Zytokinkonzentration
im Uberstand verwendet, die ein direktes MaR fiir die Proliferation der T Zellen darstellt, da sie IL-2
als Uberlebensfaktor selbst produzieren.

4.7 Immunologische Methoden

4.7.1 ELISA

Ein ELISA dient der Quantifizierung von Proteinen in einer LOsung. Dabei wird in der hier
verwendeten Methodik des Sandwich-ELISAS ein Antigen durch einen an eine Kunststoffplatte
fixierten monoklonalen Antikérper gebunden. AnschlieRend wird ein zweiter flr das Antigen
spezifischer, biotinylierter Antikorper hinzugegeben, der durch die Bindung ebenfalls immobilisiert
wird. Ein Konjugat aus Streptavidin-Meerretich-Peroxidase wird durch das Antikérper-konjugierte
Biotin gebunden und die Peroxidase katalysiert eine enzymatische Farbreaktion nach Zugabe des
Substrates Tetramethylbenzidine (TMB), welche mit 2 N H,SO, abgestoppt wird. Die Farbintensitat
steigt proportional mit der gebundenen Antigenmenge an und wird mit einem Mikroplattenleser
(Tab. 4.1.6) photometrisch bei 450 nm gemessen. Anhand einer mitgefiihrten Standardkurve wird die
Proteinkonzentration der Proben ermittelt. In dieser Arbeit wurden ELISA fiir IFNf3, IL-12p40, TNFa
und IL-10 nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Proben wurden in Triplikaten gemessen.

4.7.2 Immunhistologie

Nach ihrer Entnahme wurden die Organe fiir 1 h pro mm Gewebedicke in PFA-Fixierpuffer bei RT
fixiert, mit PBS gewaschen und Gber Nacht in 30 % Saccharose in PBS bei 4 °C inkubiert. Anschliefend
wurden die Organe in Einbettmedium eingelegt, in mit Trockeneis gekiihltem 2-Methyl-Butan
eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Gefrierschnitte wurden in einer Dicke
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von 8 um angefertigt, auf Objekttrager aufgebracht und bei -20 °C gelagert. Unmittelbar vor der
Farbeprozedur wurden die Schnitte aufgetaut und getrocknet, 2 min in PBS rehydriert und die
Organe mit einem Fettstift umrandet. Die weiteren Farbeschritte wurden in einer feuchten Kammer
bei RT durchgefiihrt. Zwischen den Schritten wurden die Schnitte fiir einige Sekunden in PBS
gewaschen. Zunachst wurden die im Gewebe enthaltenen Peroxidasen mittels einer 1 h Inkubation in
1% H,0,, 0,1 % NaN; in PBS bei RT unter Schwenken inaktiviert, um unspezifischen Hintergrund zu
vermeiden. Zusatzlich wurde endogenes Biotin mit einem Avidin/Biotin Blockierkit gebunden. Zuletzt
wurden unspezifische Bindestellen blockiert, in dem die Gewebeschnitte fir 25 min mit Fc-Block
(1:50), 1 % Maus-Normal Serum, 1 % Ratte-Normal Serum, 1 % Esel-Normal Serum in TNB inkubiert.
Die Zusammensetzung der Blockierlésung wurde je nach Speziesspezifitit der verwendeten AK
angepasst wurde. Spezifische Primar- und Sekundar-AK wurden in austitrierten Konzentrationen in
TNB fir 30-60 min inkubiert. Schliel3lich wurde eine Verstarkung des Signals mittels eines Tyramid-
Signalverstarkungs-Kits durchgefiihrt. Hierzu wurden die Organschnitte nach Inkubation mit einem
biotinylierten AK mit Streptavidin (SA) konjugierter Meerrettichperoxidase (HRP) 1:200 in TNB fir 25
min inkubiert. Das Verstarkungsreagenz Tyramid wurde als Biotin- oder FITC Konjugat 1:100 in
Verstarkungspuffer verdiinnt. Die Inkubation erfolgte fiir 6-8 min. Bei Mehrfachfarbungen wurden
Peroxidasen mit H,0, und NaN; erneut inaktiviert und der Biotin/Avidin Blockierschritt durchgefiihrt.
Nach der Farbung wurden die Schnitte mit DAPI beinhaltendem Vectashield eingedeckt und mit
Nagellack versiegelt.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen eines Experimentes wurden mit Adobe Photoshop CS1
in identischer Weise nachbearbeitet und zu einem Gesamtbild zusammengefigt.

4.7.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird auch als FACS (fluorescence activated cell sorting) bezeichnet. Sie
stellt ein Messverfahren dar, bei dem die Expression von spezifischen Molekiilen auf und in Zellen
detektiert werden kann. Damit ist es moglich verschiedene Zellpopulationen eines Organes qualitativ
und quantitativ zu beschreiben. Spezifische Antikorper, die mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
Farbstoffen markiert sind, binden an ihre spezifischen Antigene auf der Zellmembran oder
intrazelluldr nach einer optionalen Permeabilisation. Das Durchflusszytometer regt durch einen
Laserstrahl die Emission der fluoreszierenden Signale an, und das emittierte Streulicht wird von
Detektoren registriert. Die markierten Zellen passieren einzeln nacheinander mehrere Laserstrahlen
und streuen das Laserlicht. Das durch Beugung hervorgerufene Vorwartsstreulicht (Forward Scatter)
stellt ein MaR fiur die ZellgroRe und das durch Brechung hervorgerufene Seitwartsstreulicht (Side
Scatter) steht fir die Granularitdt der Zelle. Die Detektoren, Photomultiplier (PMT), detektieren
jedoch nicht nur das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht, sondern auch die Fluoreszenz-Emissionen der
an die Zellen gebundenen Antikorper. Die simultane Verwendung von verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen ermdoglicht die Charakterisierung mehrerer Zellpopulationen gleichzeitig.
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4.7.4 Fluoreszenzmarkierung von Oberflichenmarkern

Fir die FACS-Analysen in dieser Arbeit wurden vor allem Zellsuspensionen verschiedener Organe,
aber auch primére Zellkultur-Zellen verwendet. Alle Antikérper wurden im Uberschuss eingesetzt.
Die Inkubationsschritte erfolgten im Dunkeln auf Eis. Fir Milz und Lymphknoten wurden pro Farbung
in der Regel ca. 8 x 10° Zellen eingesetzt. Fiir das Riickenmark und das Gehirn wurden Organe meist
mehrerer Mause gepoolt, um 1 x 10° — 2 x 10° Zellen analysieren zu konnen. Fir die Analyse von
primaren Zellkulturen wurden 1 x 10° Zellen eingesetzt. Fir die Markierung des IFNyR1 wurden nach
Angaben des Herstellers 3 x 10° Zellen eingesetzt.

Die Einzelzellsuspension wurde mit FACS-Puffer gewaschen und anschlielend in FACS-R6hrchen
durch ein Siebgewebe pipettiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (1200 rpm, 5 min, 4 °C) wurden
zunachst die Fc-Rezeptoren CD16/32 fir mindestens 10 Minuten auf Eis blockiert (1:50 in 25 ul FACS-
Puffer). AnschlieRend wurden die Fluorochrom konjugierten oder biotinylierten Antikorper in 25 pl
FACS-Puffer hinzugegeben und erneut fir mindestens 10 min im Dunkeln auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben mit 3-4 ml FACS-Puffer gewaschen und pelletiert (1200 rpm, 5 min,
4 °C). Bei Verwendung von biotinylierten Antikdrpern wurden die Proben in einem zweiten
Farbeschritt mit 50 pl Sekundarreagenz, einem Fluorochrom-konjugiertem Streptavidin, fiir 10 min
auf Eis im Dunkeln inkubiert, erneut gewaschen und zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4 °C).
AbschliefRend wurden die Zellen in 200 — 500 pl DAPI enthaltendem FACS-Puffer resuspendiert und
durchflusszytometrisch analysiert.

Die FACS Analyse wurde mit dem FACS Canto Il und der FACS Diva Software (BD Biosciences)
durchgefihrt.

4.7.5 Zellsortierung

Die Zellsortierung erfolgte am BD FACS Aria | mit der FACS Diva Software. Die Zellen im Probenstrahl
werden zunachst analysiert. AnschlieRend wird der Probenstrahl in bis zu 87.000 einzelne Tropfen
pro Sekunde eingeteilt und die Zellen werden den Tropfen zugeteilt. Beim Tropfenabriss werden die
Tropfen elektrostatisch geladen. Die Zieltropfen kdnnen dann in bis zu 4 verschiedene Populationen
sortiert werden.

4.7.6 Analyse und Darstellung von FACS-Daten

Die generierten FACS-Daten wurden mit Hilfe der FlowJo Software (Tree Star, Ashland, USA)
analysiert. Die Zellen kénnen in unterschiedlichen Diagrammen dargestellt werden. In einem
Punktediagramm wird jede Zelle zweidimensional in einem Koordinatensystem in Abhangigkeit von
ihrer Signalstarke, GroRe oder Granularitat als Punkt dargestellt. Die hier gezeigten Diagramme
(Kontur-Plots) stellen eine hohe Zelldichte durch Héhenlinien dar. Im Histogramm werden die Zellen
hinsichtlich ihrer Signalintensitit eines einzelnen Parameters analysiert. Durch die Uberlagerung
einzelner Plots, sowohl Kontur-Plots als auch Histogrammen, werden definierte Populationen bzgl.
ihrer Signalstarke direkt mit einander verglichen. Das Setzen von Analysefenstern (,Gates”) in
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Abhdngigkeit der Oberflaichenmarker-Expression, die sich in der Signalstdarke der Fluorochrome
widerspiegelt, erlaubt eine elektronische Selektion (,,gaten”) von spezifischen Zellpopulationen.
Fiir die Analyse wurden die hier gezeigten Ergebnisse wie folgt gegatet:

In vitro generierte GM-CSF DCs und Makrophagen: Tote Zellen, die DAPI® waren wurden
ausselektiert. Weiterhin wurde auf den zelllinien-definierenden Oberflichenmarker, CD11c fiir DCs
und CD11b fur Makrophagen, gegatet.

In vitro generierte adulte Mikroglia: Tote, DAPI* Zellen wurden elektronisch ausgeschlossen und es
wurde auf CD45%, CD11b" Zellen selektiert.

Ex vivo Analyse von Milz und Lymphknoten: Tote, DAPI* Zellen sowie CD3¢" und CD19" T- und B-
Zellen wurden ausgeschlossen.

Ex vivo Analyse von Riickenmark und Gehirn: Tote, DAPI" wurden ausgeschlossen. Weiterhin wurde
gef. auf die Expression von CD45 und CD11b gegatet.
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