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Zusammenfassung

Autoimmune Polyneuropathien des peripheren Nervensystems (PNS) sind durch zelluldre
Infiltration, Demyelinisierung und axonale Schiddigung des betroffenen Abschnitts des PNS
charakterisiert. Der GroBteil des heutigen Verstiandnisses {iber die Rolle der T-Lymphozyten in der
Interaktion mit dem peripheren Nervensystem stammen von einem Tiermodell, der experimentellen
autoimmunen Neuritis (EAN). Jedoch ist unklar, wie CD4" und/oder CD8*-T-Lymphozyten am
Prozess der Demyelinisierung beteiligt sind. Um die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und
Myelinscheide zu untersuchen, entwickelten wir ein Live-imaging-in-vitro-Modell. Myelinisierte
Axone von Ratten-Dorsalstrangganglien (DRG) sind hierbei ein etabliertes Modell des peripheren
Nervensystems. Hierfiir wurden DRG von Embryonen (E16) von Lewis-Ratten préapariert, kultiviert,
nach einer Woche die Myelinisierung angeregt und fiir zwei weitere Wochen fortgefiihrt. Die T-
Lymphozyten wurden nach 10 Tagen aus Lewis-Ratten isoliert, die mit peripherem Myelinprotein
P2ss_7s immunisiert wurden. Als Kontrollgruppe wurden T-Lymphozyten von gesunden Ratten
gewonnen. Nach magnetischer Zellseparation von CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten konnte der
spezifische Effekt neuritogener T-Lymphozyten getrennt betrachtet werden. Zur Untersuchung
vitaler T-Lymphozyten erfolgte die Farbung mittels orange cell tracker. Die Myelinanalyse in der
vitalen Kultur erfolgte mittels Green-fatty-acid-Farbung. Die Experimente erfolgten in einer
entsprechend klimatisierten Mikroskopkammer, die gefarbten T-Lymphozyten wurden der DRG-
Kultur zugegeben und die Interaktion von T-Lymphozyten und Myelin aufgezeichnet. Die
Herausforderung war die erfolgreiche Etablierung eines Modells, in dem DRG-Kultur und T-
Lymphozyten vital bleiben und durch /ive imaging ohne Signalverlust stabil {iberwacht werden
konnen. Die Fiarbungen des Myelins und der T-Lymphozyten zeigten iiber den
Uberwachungszeitraum nur geringe Ausbleichung. Der Versuchsaufbau ermdglicht, die Interaktion
zwischen T-Lymphozyten und Myelin in Co-Kultur zu studieren. Dabei zeigte sich nach dem
initialen Kontakt die Anzahl der CD4"-T-Lymphozyten mit Myelinkontakt stabil, wohingegen die
Anzahl der CD8"-T-Lymphozyten-Myelin-Kontakte iiber den Uberwachungszeitraum zunahm.
Ebenso lief3 sich die Migration der T-Lymphozyten untersuchen. In der Gruppe neuritogener CD4*-
T-Lymphozyten zeigte sich eine erhohte Direktionalitdt, wohingegen die neuritogenen CD8"-T-
Lymphozyten eine reduzierte Geschwindigkeit aufwiesen. Die durchgefiihrte Myelinfarbung mit
Sudan Black B zeigte eine Myelinschdadigung nach 3 Tagen Co-Kultur mit neuritogenen CD4*- und
CD8"-T-Lymphozyten. Diese Ergebnisse weisen auf eine wichtige Rolle sowohl der CD4"- als auch
der CD8*-T-Lymphozyten im Pathomechanismus peripherer autoimmuner Polyneuropathien hin.
Dieses neue Modell ermoglicht die detaillierte Analyse der Interaktion zwischen T-Lymphozyten,
Schwann-Zellen und Myelin. Gewonnene Erkenntnisse konnen zur weiteren Entwicklung von

Therapiestrategien fiir entziindliche Erkrankungen des peripheren Nervensystems fiihren.



Summary

Immune-mediated inflammatory disorders of the peripheral nervous system (PNS) are characterized
by cellular infiltration, demyelination and axonal loss in the affected part of the PNS. Most of our
current understanding on the role of T cell immunology affecting the peripheral nerve has been
gathered from studies in an animal model, experimental autoimmune neuritis (EAN). However, the
precise contribution of CD4" and/or CD8" T lymphocytes to the destructive process of demyelination
still remains elusive. To shed further light on the precise interactions between T cells, myelin sheaths
and axons we established a live imaging in vitro model. Myelinated fibres of rat dorsal root ganglia
(DRG) served as a model for the peripheral nerve. DRGs of embryonic (E16) Lewis rats were
prepared and cultured, myelination was initiated after one week in vifro and proceeded for two
additional weeks. T lymphocytes were obtained from diseased animals with EAN. Lewis rats
immunized with P2ss.;3 were sacrificed to obtain T cells of the lymph nodes ten days after
immunization. Control T cells were prepared from healthy rats. After magnetic separation of the
CD4" and CD8" T cells, we studied the specific effect of neuritogenic T lymphocytes. For vital
tracking T lymphocytes were stained using orange cell tracker. Myelin detection in vital cultures was
assessed by incorporation of C16 fatty acids conjugated with a fluorophore into the myelin layer.
Experiments were performed in a conditioned microscope chamber, dyed T-cells were added to the
DRG-culture and continuously followed-up. We were able to successfully establish a model system
in which DRGs and T lymphocytes remain vital and can be followed by live imaging. The dyes for
fatty acids and for T cells exhibited minor bleaching over the monitoring period. The experiments
allowed to monitor T cell migration in the myelinated cultures. After initial contact the CD4" T cell
number in close proximity with myelin was almost not altered over the time. However, CD8" T cells
numbers in contact with myelin structures increased during the observation period. The neuritogenic
CD4" T cells show a directional migration, whereas the CD8" T cells migrate slower. Additional
analysis of Sudan Black B staining showed myelin loss after three days co-culture with neuritogenic
CD4" and CD8" T cells. All these results indicate an important role of CD4" as well as CD8" T cells
for the pathogenesis of peripheral autoimmune neuropathies. This new model system may represent
auseful tool to better understand the interactions between T lymphocytes and Schwann cells forming
the myelin sheath as well as axons. In addition, it may be useful in the development of new therapies

for inflammatory diseases affecting the peripheral nerve.
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1. Einleitung

1.1.Das periphere Nervensystem

Das periphere Nervensystem (PNS) umfasst den Teil des Nervensystems, der auflerhalb von Gehirn
und Riickenmark liegt. Die Efferenzen leiten die Informationen aus dem Gehirn in die Peripherie,
und die Afferenzen fiihren den Informationsfluss in die umgekehrte Richtung. Somit ist das periphere
Nervensystem das Bindeglied zwischen dem Gehirn und der Peripherie. Die kleinste funktionelle
Einheit hierbei bildet das Neuron als erregungsiibertragende Zelle. Zwischen den Neuronen muss die
Ubertragung iiber den synaptischen Spalt erfolgen. Dies geschieht iiber Transmitter, welche iiber
spezifische Rezeptoren zur Entstehung eines Aktionspotenzials beim nachgeschalteten Neuron

fiihren [1].

1.2.Der periphere Nerv

Der periphere Nerv besteht aus gebiindelten Axonen [1]. In Abb. 1 ist sind periphere Axone als Teil
des peripheren Nervs im Querschnitt dargestellt [2]. Der gesamte Nerv ist von Epineurium umgeben.
Er wird durch das Perineurium in einzelne Faszikel, also kleinere Biindel von Nervenfasern unterteilt.
Innerhalb dieses Faszikels ist jedes Axon mit Endoneurium umhiillt. Periphere Nerven enthalten oft

afferente und efferente Anteile und werden dann als gemischte Nerven bezeichnet [3].

1.2.1. Die Schwann-Zelle

Die Schwann-Zellen (Schwann cell, SC) liegen longitudinal entlang des Axons [4]. Die SC bietet
Schutz und Organisation gegeniiber dem Axon. Sie schiitzt das Axon vor Traumata durch Extension
und Kompression [5]. In frithen Entwicklungsphasen regen SC durch Bildung von
Wachstumsfaktoren das Aussprossen von Axonen in die Peripherie an. Diese Fahigkeit kommt auch
im Rahmen von Verletzungen zum Tragen. SC entwickeln sich im Falle einer Axonschiddigung zu
einer fritheren Entwicklungsstufe zuriick. Diese kann wieder Wachstumsfaktoren produzieren und
die Neubildung der Axone anregen. Da die Basallamina der SC bei vielen Nervenverletzungen
erhalten bleibt, kann sie als Leitstruktur dienen, an der die Axone wieder auswachsen [5]. Man
unterscheidet myelinisierte von unmyelinisierten Axonen. Unmyelinisierte Axone werden von SC in
separierten Taschen gefiihrt und somit gestiitzt [5, 6]. Zur Myelinisierung eines Axons wickelt sich
die SC mehrfach um das Axon (Abb. 1) [7, 8]. Die Membranschichten liegen sehr eng aufeinander,
so dass kaum Zytoplasma oder extrazelluldre Matrix die Isolierung mindert [4]. Der von Myelin
umgebene Teil des Axons wird auch als Internodium, der Bereich dazwischen als Ranvier-
Schniirring oder Nodium bezeichnet [4]. Jede SC bildet hierbei nur ein Internodium [4]. Das
Internodium wird von kompaktem Myelin aus lamelldren Schichten gebildet [5]. Durchzogen und
begrenzt wird das kompakte Myelin immer wieder von nichtkompaktem Myelin [4]. Neben diesen

1



Aufgaben stellt die SC jedoch auch eine potenzielle unprofessionelle antigenprésentierende Zelle
(antigen presenting cell, APC) dar und konnte damit auch fiir Immunprozesse im peripheren

Nervensystem relevant sein [9].

myelinisierende
Schwannzelle

Vo o
JEN A - \
. — - e
WA Ny [N (ﬁ\ \,//;
N \\,_7)d/_/

Schwannzellvorlduferzelle  unreife Schwannzelle nicht myelinisierende
Schwannzelle

Abb. 1: Schwann-Zell-Entwicklung[6]

Die Abb. zeigt die Entwicklung der SC aus Vorlduferzellen iiber die unreife SC. Diese wickeln sich zur
Myelinscheidenbildung mehrfach um das Axon. Nichtmyelinisierende SC fithren Axone in separierten
Taschen, Abb. modifiziert nach [6] und erstellt mit BioRender.com.

1.2.2. Reizweiterleitung

Die Reizweiterleitung im PNS verlduft entlang der Axone [4]. Im Bereich der Ranvier-Schniirringe
befindet sich eine hohe Konzentration spannungsabhéngiger Natriumkanéle. Diese werden durch die
iibergeleitete Spannung geoffnet [10]. Der Einstrom von Natriumionen fithrt zur Depolarisation.
Diese wird passiv entlang des Internodiums bis zum nichsten Ranvier-Schniirring fortgeleitet [4].
Myelin ermdglicht dadurch eine schnellere Reizweiterleitung bei geringerem Energieaufwand und
geringerem Durchmesser [7, 11]. Die Instanz der Myelinscheide ist daher von entscheidender
Bedeutung fiir die effektive Informationsweiterleitung im peripheren Nervensystem, und eine
Schéadigung der Myelinschicht fiihrt zu einer Verlangsamung oder einem Funktionsverlust der

Reizweiterleitung [4].



1.2.3. Myelin

Bei Myelin handelt es sich um lipidhaltige Plasmamembranen, welche sich mehrfach um das Axon
wickeln [4]. Myelin enthélt eine hohe Konzentration an langen Fettsdureketten und einen Lipidanteil
von 70-80%. Dieser hohe Lipidgehalt der Membran bedingt die elektrische Isolation und ermoglicht
die schnelle Reizweiterleitung [4]. 20-30% des Trockengewichts bestehen aus Proteinen. In der
Gruppe der Basisproteine finden sich u. a. das myelin basic protein (MBP) und das Myelin-P2-
Protein (PMP2, P2). P2 ist an der zytoplasmatischen Seite des kompakten Anteils des Myelins
vorzufinden [4]. Es hat fettsdurebindende Eigenschaften und koénnte als Lipidtransportprotein
fungieren, somit konnte es fiir die Integritdt des Myelins relevant sein [4]. Das Myelin des peripheren
Nervensystems unterscheidet sich beziiglich seiner Proteinzusammensetzung von dem des zentralen
Nervensystems [12]. Zu der Gruppe der Proteine kommt eine grole Gruppe Myelin-assoziierter
Glykoproteine (MAG) und Ganglioside als potenzielle Zielstruktur fir das Immunsystem im

Rahmen einer Autoimmunerkrankung [12].

1.2.4. Blut-Nerven-Schranke

Das PNS stellt einen durch die Blut-Nerven-Schranke (blood-nerve barrier, BNB) abgetrennten
immunologischen Bereich dar. Die BNB wird vom Perineurium und endoneurinal gelegenen
Epithelzellen gebildet [13, 14]. Die mikrovaskuldren Endothelzellen des Endoneuriums bilden
hierbei tight junctions aus, welche die Grenze zwischen GefaBBsystem und Nervensystem bilden,
wohingegen das Perineurium die endoneurinale Matrix nach auBlen abtrennt [14]. Die
Durchldssigkeit der BNB unterscheidet sich abhédngig von der Region; so ist sie einerseits zentral im
Bereich der Nervenwurzel als auch peripher im Bereich der neuromuskuldren Endplatte
durchlassiger [12, 15, 16]. Die BNB verhindert das direkte Einwandern von Lymphozyten und
humoralen Faktoren aus dem Blut in das PNS [16]. Einzelne patrouillierende T-Lymphozyten bilden
gemeinsam mit Makrophagen die lokale Immunabwehr des PNS [17, 18]. Diese T-Lymphozyten
zirkulieren und verlassen nach begrenzter Zeit das PNS wieder, nur im pathologischen Zustand
kommt es zu einer Akkumulation von T-Lymphozyten im PNS [17]. Eine Storung in der BNB-
Funktion wird daher als moglicher Faktor bei der Entstehung von immunmodulierten peripheren
Polyneuropathien gesehen, weil durch den Zusammenbruch der BNB das massive Einwandern von

Effektorzellen in das Immunsystem ermoglicht wird [16].

1.3.Autoimmunerkrankungen des peripheren Nervensystems

Bei einer Autoimmunerkrankung kommt es zum Verlust der Selbsttoleranz und somit zu einer
Schéadigung korpereigenen Gewebes durch das Immunsystem [19]. T-Lymphozyten sollen einerseits
Fremdantigene erkennen und zur deren Eliminierung beitragen und andererseits kein kdrpereigenes

Gewebe angreifen. Ein Mechanismus, um diese Selbsttoleranz bei der Entwicklung des
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Immunsystems eines Organismus zu erreichen, ist eine zusétzliche Selektion der Zellen in ihrer
Entwicklung im Thymus. Hier werden im ersten Schritt alle T-Lymphozyten mit einer leichten
MHC-Bindung positiv selektiert. Da T-Lymphozyten spater MHC-Molekiile erkennen miissen, ist
dieser Schritt notwendig, um die generelle Affinitdit zu MHC-Molekiilen zu sichern. Im zweiten
Schritt erfolgt die eigentliche Sicherung der Selbsttoleranz. T-Lymphozyten, welche korpereigene
MHC-Komplexe binden, werden negativ selektiert. T-Lymphozyten, die korpereigenes Gewebe
angreifen, sollen zur Sicherung der Selbsttoleranz nicht in Umlauf kommen [20, 21]. Fehlfunktionen
dieses Lernprozesses fiihren zu Autoimmunerkrankungen [22]. Autoreaktive Lymphozyten zerstoren
spezifisches Gewebe gezielt, autoimmune periphere Neuropathie entstehen entsprechend durch einen

Verlust der autoimmunen Toleranz gegeniiber peripherem Nervengewebe[19, 23].

1.3.1. Autoimmune inflammatorische Polyneuropathien

Autoimmune Neuropathien des peripheren Nervensystems sind bedingt durch einen Prozess, bei dem
sich das Immunsystem gegen das korpereigene PNS richtet. Durch die Schiadigung von Myelin und
Axonen kommt es zum Funktionsverlust des PNS [24, 25]. Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) stellt
eine akute, demyelinisierende Polyneuropathie des PNS dar, demgegeniiber steht die chronisch-
inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) [26, 27]. GBS und CIDP stellen die
hiufigsten Formen autoimmunvermittelter Erkrankung des peripheren Nervensystems dar [23, 25].
Die Bandbreite der Symptome reicht von Taubheitsgefithl, Areflexie, Verlust des
Vibrationsempfindens und Schwiéche bis hin zu Paresen [26, 28, 29]. In Abgrenzung zum Guillain-
Barré-Syndrom entwickelt sich die Symptomatik der CIDP nicht akut, sondern iiber mehr als acht
Wochen und kann schubférmig, remittierend oder progressiv verlaufen [28-30]. Die maximale
Symptomatik des GBS entwickelt sich innerhalb von vier Wochen [31]. Diesem Symptomhdhepunkt
folgt eine ldngere Erholungsphase, in der sich die Symptome zuriickbilden [31]. Bedingt sind die
Symptome der peripheren Polyneuropathien durch eine multifokale Demyelinisierung, welche zu
einer herabgesetzten Nervenleitgeschwindigkeit fithrt [30, 32, 33]. Von einer immunologischen
Ursache dieser peripheren Polyneuropathien ging man seit den 1950er Jahren aus, als ein Ansprechen
der Symptome auf eine Steroidtherapie gezeigt werden konnte [30, 34]. Heute wird sowohl von einer
zelluldren als auch einer humoralen Komponente der Erkrankung ausgegangen, je nach Unterform
mit unterschiedlichem Schwerpunkt der Pathophysiologie [25]. Dabei wird die Schidigung am
ehesten durch ein Zusammenspiel von T-Lymphozyten, Antikérpern, Komplementfaktoren und
Makrophagen verursacht [24]. Aufgrund des mangelnden Verstdndnisses fir die genaue
Pathophysiologie ist die aktuelle Therapieleitlinienempfehlung eine  unspezifische
immunsuppressive Therapie mit Glukokortikosteroiden, intravendsen Immunglobulinen und

Plasmapherese [35, 36].



1.3.2. Guillain-Barré-Syndrom

Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) ist eine akute Autoimmunerkrankung, die das PNS schédigt
[24]. Klinisch zeigen sich Symptome wie symmetrische Pardsthesien, aufsteigende schlaffe Paresen,
bis hin zur Atemlahmung mit der Notwendigkeit zur Beatmung, aber auch Beeintrachtigungen des
autonomen Nervensystems und die Beeintrachtigung von Hirnnerven [26, 31, 36, 37]. Das GBS
umfasst eine heterogene Gruppe akuter, autoimmuner peripherer Polyneuropathien, welche sich
teilweise auch in Klinik und Pathophysiologie unterscheiden [36, 38]. Die beiden hiufigsten Formen
sind die akute inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathiec (AIDP) und die akute
motorische axonale Neuropathie (AMAN) [38]. Schiadigungen des peripheren Nervensystems
konnen sowohl das Axon als auch das Myelin betreffen [31]. Wahrend bei der AIDP die Schadigung
der Myelinisierung im Vordergrund steht, ist bei der AMAN primér das Axon von der Schadigung
betroffen [36]. Zielstruktur der Schadigung im Rahmen der AIDP kénnte sowohl die Schwann-Zell-
Oberflache als auch das Myelin sein [38]. Die genauen molekularen Zielstrukturen der AIDP sind
hierbei im Gegensatz zu der axonalen Form AMAN, welche mit Antigangliosid-Antikérpern
assoziiert ist, nicht bekannt [39, 40]. Wihrend Remyelinisierung einen natiirlichen
Regenerationsprozess darstellt, bendtigen axonale Regenerationsprozesse sehr lange, falls sie nicht
irreversibel sind [31]. Eine Schiddigung des Axons kann auch sekundidr bei zunehmender
Demyelinisierung entstehen [31]. Insgesamt ist der Pathomechanismus der AIDP noch wenig
verstanden, wobei fiir die AIDP zellulire Mechanismen relevanter sein konnten und weiterer

Forschung bediirfen [38].

1.3.3. Molekulare Mimikry

Es gibt verschiedene Theorien, wie solche Autoimmunerkrankungen entstehen konnen. Eine
mogliche Erkldrung ist der Mechanismus des molekularen Mimikrys [19]. Aufgrund einer
Ahnlichkeit zwischen dem Epitop eines Bakteriums und einem kérpereigenen Epitop kommt es nach
einer Infektion zu einer Immunreaktion, welche sich falschlicherweise gegen korpereigene
Strukturen richtet [19]. Der Infektion sollte im Fall eines molekularen Mimikrys die Bildung
spezifischer Antikorper bzw. T-Lymphozyten folgen [19]. Dieser Zusammenhang konnte unter
anderem fiir eine Infektion mit dem Bakterium Campylobacter (C.) jejuni und GBS gezeigt werden
[19]. Es besteht eine epidemiologische Assoziation zwischen einer Infektion mit C. jejuni und der
folgenden Erkrankung an GBS [41]. Serumanalysen von GBS-Patienten konnten zum Teil
spezifische Antikorper gegen Ganglioside, wie zum Beispiel GM1, GD1a, GD1b, nachweisen [40].
Zusitzlich muss eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen Autoantigen und mikrobiellem Antigen
bestehen [19]. Dies konnte fiir ein Oberfldchen-Lipopolysaccharid von C. jejuni und Gangliosid
GM1 gezeigt werden [42]. Zuletzt sollte die Theorie noch durch ein Tiermodell belegt werden [19].

Nach der Immunisierung mit dem mikrobiellen Antigen soll es zur Entwicklung spezifischer
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Autoantigene und einer dem Menschen dhnlichen Klinik kommen [43]. Immunisierung mit GBS
assoziierten C.-jejuni-Stimmen fiihrten im Tiermodell zur Bildung von kreuzreaktiven Antikorpern
gegen Ganglioside [43]. Ebenso konnte die Entwicklung einer Polyneuropathie durch
Immunisierung mit C.-jejuni-Lipooligosacchariden im Tiermodell gezeigt werden [44]. Dieses
Beispiel fiir ein molekulares Mimikry kann zwar einen Anteil einzelner Unterformen des GBS
erklaren, insbesondere die AMAN, welche mit Antikérpern gegen GM1- und GD1a-Gangliosiden
assoziiert ist [38, 40]. Allerdings erklidren diese einzelnen Beispiele alleine bis heute nicht die
Bandbreite an autoimmun demyelinisierenden Polyneuropathien und die gesamte Pathophysiologie

der Erkrankungen [23].

1.4 Pathomechanismus — bisherige Kenntnisse

Beim GBS kommt es nach dem Verlust der autoimmunen Toleranz zu einer spezifischen Schadigung
des PNS [24]. Aktuell wird sowohl von einer humoralen als auch einer zelluldren Komponente bei
der Entstehung von autoimmunen peripheren Polyneuropathien ausgegangen [45]. Beide fiihren
parallel oder gemeinsam zu einer Schadigung des PNS [23, 25, 46]. Relevant scheinen aktive T-
Zellen, myelinspezifische Antikdrper und Makrophagen als Effektorzellen zu sein; in Abb. 2 werden
Ablaufe der Immunaktivierung dargestellt [45, 47]. Fraglich durch einen Ausléser werden T-
Lymphozyten aktiviert, wodurch iiber Zytokine B-Lymphozyten zur Produktion von Antikdrpern
aktiviert werden. Diese Antikorper richten sich gegen Komponenten des Myelins oder des peripheren
Nervensystems [45]. Es kommt zu einem zunehmenden Integritétsverlust der BNB. Leukozyten,
Makrophagen und Antikdrper konnen aufgrund des Zusammenbruchs der BNB ungehindert ins PN'S
einwandern [12]. Uber aktivierte T-Lymphozyten werden proinflammatorische Zytokine
ausgeschiittet und das Entziindungsgeschehen durch Rekrutierung weiterer Immunzellen vor Ort
verstirkt. Gegen Myelinprotein gerichtete Autoantikdrper konnen nun frei ins PNS eindringen und
zu einer Komplement- und Makrophagen-bedingten Schidigung fiihren. Makrophagen kdnnen
hierbei direkt Myelin schiddigen und als APC wirken. Zusétzlich konnen SC als unprofessionelle
APC in das Entziindungsgeschehen eingreifen, und zugleich stellen sie eine potenzielle Zielstruktur

dar [45]. Diese bisherigen Kenntnisse sind in Abb. 2 zusammengefasst [45].
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Abb. 2: Pathomechanismus autoimmuner peripherer Polyneuropathien[45]

Die Abb. fasst die bisherigen Erkenntnisse zum Pathomechanismus autoimmuner peripherer Polyneuropathien
zusammen. Durch eine APC werden autoreaktive T-Lymphozyten aktiviert. Diese regen Plasmazellen zur
Bildung von Autoantikorpern an. Zugleich wird die BNB durch Chemokine und Proteasen geschédigt.
Immunzellen und Autoantikorper kdnnen vermehrt ins PNS einwandern. Makrophagen werden im PNS von
autoreaktiven T-Lymphozyten angeregt und schadigen durch Tumornekrosefaktor (TNF), reaktive Sauerstoff-
Spezies (reactive oxygen species, ROS) und Zytokine die Myelinscheiden. Neben den Makrophagen kann auch
die SC als APC in Interaktion mit den T-Lymphozyten treten. Die Immunreaktion kann durch Apoptose der
Immunzellen limitiert werden. Abb. modifiziert nach [45] und erstellt mit BioRender.com



1.4.1. Tiermodelle des GBS
Bisheriges Wissen iiber periphere Polyneuropathien beruht zu einem gewissen Teil auf
Erkenntnissen aus Tiermodellen [48]. Die EAN (experimentelle autoimmune Neuritis) gilt als
verlassliches und vielgenutztes Tiermodell des GBS [23, 49]. Am ehesten soll sie die pathologischen
Vorgénge der AIDP darstellen [48]. Sie wird durch Immunisierung mit einem peripheren
Myelinprotein induziert [49]. Klinisch manifestiert sich die Erkrankung zunichst durch eine
aufsteigende Parese, beginnend mit einer Schwiche des Schwanzes, fortschreitend zu motorischen
Einschrankungen der hinteren Extremitidten, Ataxie und Paraparese bis hin zur Tetraparese [50].
Histologisch zeigt sich eine perivaskuldre Infiltration von Lymphozyten und Monozyten als
zelluldres Korrelat des Entziindungsprozesses sowie eine Schiadigung des Myelins und des Axons
als Folge der Entziindung [49, 51]. Eine EAN kann zudem durch passiven Transfer von
Lymphozyten erkrankter Lewis-Ratten auf gesunde Lewis-Ratten induziert werden. Dies deutet auf
eine entscheidende Rolle des zelluliren Immunsystems hin [51, 52]. Die CIDP ist im Tiermodell
schwieriger abzubilden. Es gibt Modelle, die eine remittierende EAN auslosen, welche sich nicht
limitiert [23]. Das genaue Zielantigen von peripheren Polyneuropathien wie GBS und CIDP wird im
Rahmen des EAN-Modells durch die Immunisierung bereits vorgegeben [48]. Im Rahmen des
Versuchsaufbaus sind jedoch neben MBP und PMP2 andere Zielantigene denkbar [49]. Das EAN-
Modell konnte die Relevanz zielgerichteter T-Zell-Klone und Antikorper zeigen und daher die
Untersuchung dieser Komponente des Entziindungsprozesses ermoglichen [53, 54]. Zwar dhnelt die
EAN in Klinik und Pathologie der AIDP, allerdings ist nicht belegt, dass der Pathomechanismus des
Tiermodels die genauen Abldufe der humanen AIDP widerspiegelt, jedoch ermdglicht sie die
Untersuchung einzelner Aspekte des Pathomechanismus [23]. Die EAN als Modell legt nahe, dass
es sich bei der AIDP um eine von T-Lymphozyten gesteuerte Erkrankungen handelt [48]. Der
Nachteil dieses Modells ist jedoch, dass eine Untersuchung des Pathomechanismus auf zelluldrer
Ebene nur zu vordefinierten Zeitpunkten moglich und somit die Untersuchung der Prozesse auf

zelluldrer Ebene erschwert ist[48].

1.4.2. Zusammenbruch der Blut-Nerven-Schranke
Der Verlust der Integritit der BNB gehort zum Frithstadium der Entstehung einer EAN [55] und
korreliert mit dem Auftreten von mononuklearen Zellen im endoneurinalen Interstitium sowie einem
diffusen endoneurinalen Odem [56]. Die Untersuchung des Serums von Patienten mit CIDP zeigten
im Zellmodell eine Erh6hung der Durchléssigkeit der Endothelzellen und eine Erh6hung der Anzahl
der Zelladhdsionsmolekiile [57]. Der Zusammenbruch der BNB wird durch Antikérper oder
humorale Faktoren begiinstigt [57]. Hinzu kommen Faktoren wie Adhésionsmolekiile [58] und

Enzyme wie Matrix-Metalloproteasen, welche die Durchlissigkeit der BNB erhéhen und ein



Einwandern von Immunzellen im Falle einer immunmodulierten Polyneuropathie ins PNS

ermdglichen [59].

1.4.3. Zellulire Komponente

Das EAN-Modell ldsst eine relevante zelluldre Immunreaktion als Pathomechanismus vermuten
[48]. Auch die Untersuchungen von Patienten mit peripheren autoimmunen Polyneuropathien weisen
auf eine relevante zelluldre Immunkomponente hin [12]. Histologisch konnte in peripheren Nerven
von Patienten mit GBS eine Infiltration durch T-Lymphozyten und Makrophagen im Bereich der
peripheren Nerven sowie Zeichen segmentaler Demyelinisierung gezeigt werden [60]. Auch die
histologischen Untersuchungen der peripheren Nerven von Patienten mit CIDP zeigen zellulédre
Infiltrationen. Es zeigt sich hier eine Makrophagen-bedingte Demyelinisierung und T-Zell-
Infiltration des Endoneuriums. Als Zeichen der Myelinschdden werden frei liegende
Myelinfragmente sowie de- und unmyelinisierte Axone sichtbar. In einer weiteren
Subgruppenanalyse zeigten sich sowohl CD8'- (cluster of differentiation, Oberflaichenmarker-
Unterscheidungsgruppen, CD) als auch CD4*-T-Lymphozyten [61]. Dies kann als Hinweis auf eine
relevante Rolle der T-Lymphozyten an der Erkrankung gewertet werden [62].

1.4.3.1. T-Lymphozyten
Naive T-Lymphozyten zirkulieren durch das Lymphsystem. Durch hoch endotheliale Venolen treten

sie in Lymphknoten ein. Im Kortexbereich lagern antigenprasentierende dendritische Zellen. Diese
priasentieren Antigene Uber Molekiile des Haupthistokompatibilititskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC). MHC-Molekiile dienen der Prasentation von Antigenen auf der
Zelloberflache. T-Zell-Rezeptoren erkennen nur zusammenhéngende Aminosduresequenzen. Diese
sind in der gefalteten Proteinstruktur zuweilen nicht zugénglich. Daher ist eine Entfaltung des
Proteins und eine Prisentation iiber das MHC-Molekiil notwendig. So fungieren Antigen und MHC
erst gemeinsam als Ligand fiir den T-Zell-Rezeptor. Spezialisierte APC présentieren iiber MHC-II
unbegrenzt lange Aminosduresequenz aus vesikuldren Zellkompartimenten, also extrazelluldre
Proteine. Prinzipiell geht man davon aus, dass MHC-II-Molekiile die primire Prisentationsform
spezialisierter Zellen wie Makrophagen, dendritische Zellen oder B-Zellen fiir extrazellulire, also
aufgenommene Proteine sind. Verstirkt werden kann die Expression von MHC-Molekiilen durch
Interferon gamma (IFN-y), ein Zytokin, welches wihrend des Entziindungsprozesses ausgeschiittet
wird. Bindet ein T-Lymphozyt an die passende antigenpréisentierende Zelle, fiihrt dies tber
kostimulatorische Signale und Zytokinausschiittung zu einer Entwicklung zur Effekttorzelle.
Auslosend fiir die Weiterentwicklung nach der Stimulation ist zun4chst ein Eintreten in die G1-Phase

des Zellzyklus und die Produktion von Interleukin (IL)-2. IL-2 fiihrt zum Durchlaufen des
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Zellzyklus, zur Proliferation und zur Weiterentwicklung zur T-Effektorzelle. Effektorzellen konnen
nach ihrer Aktivierung den Lymphknoten verlassen und durch chemotaktischer Signale zum Ort der
Entziindung gelangen. Die Entwicklung zur Effektorzelle kann neben dendritischen Zellen auch
durch B-Lymphozyten und Makrophagen angeregt werden [20, 21]. Im Gegensatz zu einer naiven
T-Zelle benoétigt die Effektorzelle kein kostimulatorisches Signal mehr und kann daher jede MHC-
prasentierende Zelle angreifen [20, 21]. Sofern die T-Lymphozyten hier nicht auf ein passendes
Antigen treffen, verlassen sie den Lymphknoten und zirkulieren weiter. Effektorzellen verlassen
ebenfalls den Lymphknoten und gelangt iiber die Blutbahn zum Fokus der Entziindung. Die T-
Lymphozyten wandern in das periphere Nervensystem ein und locken durch Ausschiittung von
Chemokinen, Makrophagen und weiteren T-Lymphozyten an den Herd der Entziindung [20, 23]. In
den Biopsien der sensorischen Nerven von Patienten mit GBS zeigten sich vermehrte Infiltrationen
von T-Lymphozyten und lassen eine Rolle der T-Lymphozyten fiir die Erkrankung vermuten [63].
Ein weiterer Hinweis fiir eine relevante Rolle der T-Lymphozyten fiir den Krankheitsprozess liefert
das Tiermodell EAN. Durch den adoptiven Transfer von spezifischen T-Lymphozyten ist die
Induktion einer EAN moglich. Nach der Immunisierung mittels Myelinprotein wurden hierfiir EAN-
erkrankten Tieren die Lymphknoten entnommen und die daraus gewonnenen Zellen gesunden
Versuchstieren iibertragen; diese Ubertragung fiihrte zur Entwicklung einer EAN bei den zuvor
gesunden Versuchstieren [52]. In spateren Versuchen konnte dies auch iiber einen T-Zell-Transfer
von erkrankten auf zuvor gesunde Versuchstiere repliziert werden [64]. Die Induktion einer EAN
durch den alleinigen adoptiven Transfer von P2- oder PO-spezifischen T-Lymphozyten deutet auf
eine filhrende Rolle von T-Lymphozyten fiir den Krankheitsprozess hin [49]. T-Zell-defiziente
Ratten hingegen konnen keine EAN entwickeln, so dass die T-Lymphozyten fiir die EAN absolut
essenziell erscheinen [65]. Auch eine Fehlfunktion der T-Lymphozyten hat einen Einfluss auf die
Entwicklung einer EAN, durch a/B-T-Zell-Rezeptor-Antikorper kann eine EAN in Ratten verhindert
bzw. therapiert werden [66]. Eine Erhohung von IL-2 im Serum konnte fiir GBS-Patienten gezeigt
werden und ist ein weiteres Indiz, dass es bei der Erkrankung zu einer Aktivierung von T-

Lymphozyten kommt [67].

1.4.3.1.1. CD4'-T-Lymphozyten
CD4"-T-Lymphozyten binden an MHC-II-Molekiile. Diese werden beispielsweise von B-

Lymphozyten, dendritischen Zellen oder Makrophagen exprimiert [68]. Man unterscheidet
Untergruppen von CD4*-T-Lymphozyten. Ein naiver CD4"-T-Lymphozyt kann sich abhéngig von
duBeren Faktoren in Twl, Tu2, Tul7 und Trgs (regulatorische T-Zellen) entwickeln. Tul-Zellen
aktivieren Makrophagen zur Abtdtung intravesikuldrer Erreger, Tu2-Zellen regen B-Zellen zur
Produktion von Antikoérpern an, und Tul7-Zellen rekrutieren neutrophile Granulozyten zum Ort der

Entziindung [20, 68, 69].Hierbei konnen Ty.es regulierend bzw. supprimierend auf die anderen T-
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Zell-Subtypen wirken und eine iiberschieBende der Immunreaktion verhindern [22, 69]. CD4*-T-
Lymphozyten scheinen fiir die EAN eine zentrale Rolle zu spielen, da der adoptive Transfer
spezifischer CD4"-T-Lymphozyten auf ein gesundes Tier zur Ausbildung einer EAN fiihrt [70].
Hierbei kénnen CD4"-T-Lymphozyten iiber verschiedene Wege zur Demyelinisierung beitragen,
einerseits iiber eine Aktivierung von Makrophagen, welche als Effektorzellen das Myelin angreifen,
oder iiber eine Aktivierung von B-Lymphozyten, die myelinspezifische Antikérper ausschiitten [45,
46]. Im peripheren Blut bei Patienten mit GBS zeigt sich eine Vermehrung der T-Helferzellen,
wiahrend die Tr,s eher vermindert sind [71]. Dies ist als Zeichen einer Fehlregulation des
Immunsystems zu verstehen und auch bei anderen Autoimmunerkrankungen der Fall [71]. Neben
der Modulation des Entziindungsgeschehens iiber andere Zellen des Immunsystems ist auch ein
Eigreifen der CD4'-T-Lymphozyten im Sinne direkter Effektorzellen denkbar, unter zusétzlicher
Stimulation konnte auch eine zytotoxische Aktivitdt von CD4*-T-Lymphozyten gezeigt werden [72].
In der Zellkultur war nach Infektion mit Mycobacterium leprae eine direkte Schiadigung der SC durch
die Interaktion mit CD4'-T-Lymphozyten zu beobachten. Hier wurde eine direkte zytotoxische
Schadigung, eine Adenosintriphosphat (ATP)-abhéingige Aktivierung eines purinergen Rezeptors
oder die Ligandenbindung an einen Todesrezeptor mit darauffolgender Apoptose diskutiert [73-75].

1.4.3.1.2. CDS8*-T-Lymphozyten
CD8'-T-Lymphozyten werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet, da sie Zellen direkt

angreifen konnen. CD8'-T-Lymphozyten binden an MHC-I-Molekiile. Diese werden auf allen
kernhaltigen Zellen exprimiert. MHC-I présentiert 8—10 Aminosduren lange Peptide aus dem
Zytosol, also intrazelluldre Proteine. Hierriiber kann jede kernhaltige Zelle intrazelluldre Antigene
fiir das Immunsystem préasentieren und beispielsweise eine Virusinfektion der Zelle fiir die CD8"-T-
Lymphozyten sichtbar machen, so dass CD8"-T-Lymphozyten die Zelle angreifen konnen. Trifft ein
CD8"-T-Lymphozyt auf eine MHC-I-prisentierende Zelle mit passendem Antigen, kommt es zur
direkten zytotoxischen Schiadigung. CD8"-T-Lymphozyten enthalten lytische Granula; diese lagern
sich in Membran der Zielzelle zu Membranporen zusammen und zerstéren so die Integritdt der
Zellmembran. Proteasen 16sen im Zellinnern eine Kaskade aus, welche letztendlich zum Abbau der
DNS (Desoxyribonukleinsdure) fiihrt. Zusitzlich 16st auch der ausgeschiittete Fas-Ligand den
programmierten Zelltod der Zielzelle aus. So konnen virusinfizierte Zellen von zytotoxischen CD8*-
T-Zellen eliminiert werden [20, 76]. CD8"-Lymphozyten konnten daher direkt zytotoxisch auf
Myelin als auch auf das Axon wirken [46]. Uber lange Zeit hat sich ein groBer Teil der Forschung
auf die Rolle der CD4"-T-Lymphozyten konzentriert, weshalb lange wenig Daten zur Rolle der
CD8"-T-Lymphozyten vorlagen [46]. Frihe Untersuchungen von Zellverteilungen im peripheren
Blut von GBS-Patienten zeigen eine Erhohung der CD8-Fraktion und lassen eine Beteiligung dieser

Zellgruppe am Pathomechanismus vermuten [71]. Eine Analyse von T-Zell-Rezeptorlingen-
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Verteilung im peripheren Blut von CIDP-Patienten ergab Aktivititszeichen fir CD8*-T-
Lymphozyten [77]. Im Gegensatz zu den CD4*-T-Lymphozyten zeigte sich bei den CD8*-T-
Lymphozyten eine oligoklonale Expansion der T-Zell-Rezeptorldnge[77]. Die Oligoklonalitét deutet
auch daraufhin, dass mehrere Peptide als Zielstruktur dienen [77]. Diese Ergebnisse weisen auf einen
durch CD8"-Lymphozyten vermittelte Schadigung des peripheren Nervensystems hin, wobei das
Zielantigen unklar bleibt [46]. CD8'-T-Lymphozyten konnten hierbei direkt zytotoxisch ohne
weitere Effektorzellen schédigend gegeniiber Komponenten des PNS sein [46].

1.4.3.2. B-Lymphozyten
Nach der Aktivierung der spezifischen B-Lymphozyten durch die passenden T-Lymphozyten

entwickeln sich diese zu antikorperproduzierenden Plasmazellen. Die produzierten Antikérper
konnen eine komplementvermittelte Zerstorung der Zelle auslosen, oder die Zelle fiir eine
makrophagenvermittelte Schadigung markieren [20, 23, 78]. Auch fiir einzelne autoimmune
periphere Polyneuropathien wird eine antikdrpervermittelte Komponente des Krankheitsprozesses
vermutet [45]. Hierbei lassen sich fir das GBS die Unterformen AMAN und AIDP getrennt
betrachten [45]. Fiir die AMAN lésst sich vermuten, dass es nach einer Infektion zur Ausbildung von
Autoantikdrpern gegen Ganglioside kommt; diese binden axonal und fiihren zu einer Aktivierung
des Komplementsystems [19, 37]. Es kommt zur komplementvermittelten axonalen Schédigung und
anschlieBendem Abbau durch Makrophagen [37]. Weiterer Beleg fiir die Relevanz von
Autoantikdpern ist die Wirkung von Plasmapheresen bei GBS-Patienten, welche die Entfernung von
Antikdrpern zum Ziel hat [23]. Autoantikorper aktivieren zusitzlich das Komplementsystem,
welches bei GBS-Patienten vermehrt arbeitet [23, 79]. Zwar gibt es Untersuchungen, welche eine
Komplementaktivierung im Bereich der SC-Oberfliche in AIDP-Nerv-Biopsien zeigen, allerdings
ist u. a. fiir die AIDP noch kein spezifischer Antikorper gefunden worden, so dass die Relevanz von
Autoantikérpern flir die AIDP nicht vollstindig verstanden ist [31, 37, 38, 45, 80]. Nach der
Immunisierung kommt es bei der EAN zur Bildung autoreaktiver T-Lymphozyten, welche B-
Lymphozyten zur Proliferation und zur Bildung von autoreaktiven AntikGrpern anregen. Diese
Autoantikérper konnten auch SC schiddigen [80, 81]. Auch die Produktion von neuritogenen
Antikorpern durch B-Zellen scheint den Verlauf der EAN zu beeinflussen. Die Hinzugabe von
Serumimmunglobulinen zu neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten fiithrte zu einer verstirkten
Demyelinisierung im Tiermodell, verglichen mit dem alleinigen adoptiven Transfer von CD4*-T-

Lymphozyten, die Antikérper waren jedoch nicht Voraussetzung, um eine EAN auszulésen [70].

1.4.3.3. Makrophagen und dendritische Zellen
Dendritische Zellen stellen professionelle APC (antigen-presenting cells) des Immunsystems dar,

welche zundchst als unreife Zellen in der Peripherie verweilen, Antigene prozessieren und

prasentieren. Nach der Reifung erfolgt eine Wanderung in sekunddre lymphatische Organe zur

12



Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung[82, 83]. Damit konnten APC eine wichtige Rolle bei
der Initiierung der autoimmunen peripheren Polyneuropathien spielen [45]. Eine erhdhte Anzahl von
dendritischen Zellen im Liquor von Patienten mit peripheren Polyneuropathien konnte ein Hinweis
auf eine zusatzliche Verstirkung des Entziindungsgeschehens durch weitere Rekrutierung von
Immunzellen durch die dendritischen Zellen sein [83]. Die relevanten Effektorzellen des
Nervenschadens der peripheren autoimmunen Polyneuropathien stellen die Makrophagen dar [45,
48]. Makrophagen lassen sich auch im entziindlichen Nerv bei einer EAN nachweisen [84].
Monozyten werden durch Zytokine von T-Lymphozyten zur Transformation zu Makrophagen
angeregt und finden ihren Weg zum Entziindungsherd [82, 85]. Makrophagen konnen als
professionelle APC sowohl selbst durch CD4*-T-Lymphozyten aktiviert werden als auch CD8"-T-
Lymphozyten aktivieren und damit die zytotoxische Wirkung verstirken[82]. Zusétzlich kdnnen
Makrophagen als Effektorzellen direkt durch Phagozytose und zytotoxisch wirkende reaktive
Sauerstoffspezies das Myelin angreifen [85]. Hinzu kommen die komplement- oder

antikdrperabhingige direkte Schddigung des Myelins bzw. Axons [85].

1.4.3.4. Schwann-Zellen als antigenpriisentierende Zellen
SC sind unter bestimmten Bedingungen in der Lage, MHC-II-Molekiile zu exprimieren. Sowohl

IFN-y als auch P»-spezifische T-Lymphozyten regen eine Prisentation von MHC-II an [86, 87]. Dies
gelang auch fiir humane In-vitro-DRG-Kulturen mithilfe von IFN-y [88]. Untersuchungen von
Nervenbiopsien konnten ebenso die MHC-II-Présentation durch SC bei Patienten mit GBS wie auch
bei CIDP-Patienten nachweisen [89, 90]. Bedingt sein kdnnte dies durch die Ausschiittung von IFN-
v durch mononukleare Zellen im Entziindungsprozess, welche in das PNS eingewandert sind [86].
Durch IFN-y ldsst sich in vitro die Prasentation von MHC-I steigern und MHC-II induzieren [91].
Hierriiber konnen SC sowohl CD8"- als auch CD4*-Lymphozyten aktivieren [9]. SC konnten somit
an der Modulierung und Aufrechterhaltung des Entziindungsprozesses beteiligt sein [9]. Auch
proinflammatorische Zytokine wie IL-17, welches im Plasma von GBS-Patienten erhdht ist, scheinen
die Fahigkeit der SC als unprofessionelle APC zu fungieren zu verstirken [92]. Zudem konnten bei
In-vitro-Versuchen auch zytotoxische Effekte von CD4"-T-Lymphozyten auf MHC-II-
prasentierenden SC gezeigt werden, welche sich jedoch in anderen Versuchen nicht reproduzieren
lieBen [9, 93]. Damit stellt die SC sowohl eine mdgliche Angriffsstruktur als auch einen Modulator

des Entziindungsprozesses dar [91, 94].

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Sowohl der Einfluss zelluldrer Komponenten als auch humoraler Faktoren wurde in bisherigen
Studien als Teil des GBS-Pathomechanismus vermutet, wobei genau Abldufe bis heute nicht
verstanden sind [45, 46]. Forschungsergebnisse haben immer wieder auf eine relevante Rolle von T-

Lymphozyten bei der Entstehung autoimmuner peripherer Polyneuropathien hingewiesen. Ein
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genaues Verstiandnis iiber die Abldufe dieses Vorgangs auf zelluldrer Ebene besteht bisher nicht [45].
Zielsetzung dieser Arbeit ist es daher, ein Modell zur Studie der Interaktion zwischen T-
Lymphozyten und Myelin in Echtzeit zu entwickeln, um hiermit weitere Aufschliisse iiber die Rolle
der T-Lymphozyten zu gewinnen. Hierbei soll zwischen CD4*-T-Lymphozyten und CD8"-T-
Lymphozyten differenziert werden und {iiberpriift werden, ob es zu einer Verdnderung des
Migrationsverhalten der T-Lymphozyten kommt, von dem auf einen Kontakt zwischen T-
Lymphozyten und Myelin geschlossen werden kann. Hierbei wire sowohl ein direkter Kontakt
zwischen CD8"-T-Lymphozyten und Myelin denkbar, als auch ein direkter Kontakt zwischen CD4"-
T-Lymphozyten und MHC-II der SC [9, 95]. Zusétzlich soll eine Schidigung des Myelins nach
Kontakt mit neuritogenen T-Lymphozyten quantifiziert werden, um damit Riickschliisse ziehen zu
konnen, ob es sich um einen direkten Schiadigungsprozess zwischen T-Lymphozyt und Myelin oder

SC handelt.
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2. Methoden

2.1. DGR-Kultur

2.1.1. Plattenbeschichtung
Fiir die Zellkultur wurden 24-well-Platten verwendet. Zur Plattenbeschichtung wurde mithilfe einer
Injektionskaniile der Boden karoformig eingeritzt und anschlieBend mit 15 pl folgender

Kollagenmatrix beschichtet.
Kollagenmatrix: 142,8 ul Kollagen Typ I (5 mg/ml) + 857,2 pl Essigsdure (0,02 N)

Mithilfe der Riickseite einer Pasteur-Pipette aus Glas wurde die Beschichtung verteilt und die Platte
zum Trocknen belassen. Dieser Schritt wurde wiederholt und die Platte nach Trocknung zur
Zellkultur verwendet. Fiir die Verwendung von Glas als Matrixunterlage wurden Glaspléttchen mit
einem Durchmesser von 13 mm verwendet, welche in die einzelnen wells vor der Beschichtung
eingesetzt und dann ebenfalls zweifach mit Kollagenmatrix unter der gleichen Anleitung beschichtet

wurden [96].

2.1.2. DRG-Modell

Als In-vitro-Modell fiir den peripheren Nerv diente das DRG-Modell. Fiir das DRG-Modell wurden
16 Tage alte Embryonen (E16) verwendet. Die tragenden Ratten wurden iiber Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, Frankreich) bezogen. Sie wurden durch eine inhalative Isofluraniiberdosierung
geopfert. Das verwendete Priparationsbesteck wurde vor jeder Anwendung in 75% FEthanol und
anschlieBend in PBS gehalten. Die Lewis-Ratte wurde auf dem Riicken liegend zunichst
oberflachlich von der Vorderseite mit 75% Ethanol desinfiziert. Mithilfe einer chirurgischen Pinzette
und Schere wurde die Bauchhohle der Lewis-Ratte eroffnet, die 16 Tage alten Embryonen aus der
Gebarmutter isoliert und in eine mit Leibovitz Medium befiillte 94/16-mm-Petrischale iiberfiihrt. Die
Embryonen wurden von Plazenta und Fruchtblase befreit und in der Petrischale auf Eis gelagert.
Nach Entfernung des Kopfes wurden die Embryonen auf dem Bauch liegend an den Extremitéten
mithilfe von Insektennadeln fixiert. Unter einem Stereomikroskops wurde mithilfe zweier Pinzetten
das Riickenmark durch Auftrennung der Haut freigelegt und entnommen. Dadurch wurde der Zugang
zu den DRG frei. Die DRG wurden mithilfe einer Pinzette enthommen und in eine mit Leibovitz
Medium gefillte 35/10-mm-Petrischale iiberfiihrt. Die Petrischale mit den entnommenen DRG

wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.1.3. Anlagen der DRG-Kultur
Samtliche DRG wurden in einem 15-ml-Zentrifugenrdhrchen gesammelt und 10 min bei 4 Grad

Celsius (°C) und 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die DRG in
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Neurobasalmedium resuspendiert. Die DRG wurden auf einer beschichteten 24-well-Platte ausgesiit.
Je 200 pl des DRG-Neurobasalmediums wurde in jedes well tiberfiihrt und nach Kontrolle unter dem
Lichtmikroskop auf eine addquate Anzahl von DRG auf 1ml Medium aufgefiillt. Das
Neurobasalmedium wurde wie folgt angesetzt und steril filtriert.

Neurobasalmedium: DMEM, Glutamin 2 mM, Pferdeserum 1%, Penicillin Streptomycin 50 pg/ml,
Nervenwachstumsfaktor 100 pg/ml, Glukose 4 g/1

Das Auswachsen der Axone wurde 1 Woche bei 37 °C und 10% CO, im Brutschrank initiiert.

2.2 Myelinisierung der DRG-Kultur

Nach einer Woche der initiierten Axonauswachsung wurde die Myelinisierung der DRG-Kultur in

Neurobasalmedium eingeleitet. Hierfiir wurde Myelinisierungsmedium wie folgt angesetzt.

Mpyelinisierungsmedium: MEM Medium, Gluatmin 2 mM, Pferdeserum 0,5%, Penicillin
Streptomycin 50 ug/ml, Glukose 4 g/I, Nervenwachstumsfaktor 50 ng/ml, pituitary extract bovine
20 ug/ml, N2 supplement 1x

50 ml des Mediums wurden in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und folgende Reagenzien

direkt vor der weiteren Verwendung zugegeben:
Ascorbinsdure 50 mg/l, Forskolin 0,5 uM, Mannitol 20 ug/ml

Das Medium wurde nach Zugabe der Zusétze mithilfe einer 50-ml-Perfusorspritze und eines 0,45-
um-Sterilfilters steril filtriert und in einem 50-ml-Zentrifugenrohrchen gesammelt. Die Platten
wurden dem Brutschrank entnommen, der Uberstand des alten Mediums mithilfe einer Glas-Pasteur-
Pipette und einer Pumpe abgenommen und je 1 ml des Myelinisierungsmediums in jedes well
zugegeben. Zweimal pro Woche erfolgte ein Wechsel des Mediums. Hierfiir wurde das Medium
zunéchst abgesaugt und 1 ml neu angesetztes Medium zugefiigt. Danach wurden die Platten wieder

im Brutschrank bei 37 °C und 10% CO, gelagert.

2.2.1. Myelinfirbung mit Green-fatty acid-Farbung

Zur Fiarbung des Myelins in lebender Kultur wurde green fatty acid (grine Fettsdure, GFA)
verwendet. Hierfiir wurde zunédchst Myelinisierungsmedium nach obiger Beschreibung angesetzt. Zu
dem Myelinisierungsmedium wurde GFA im Verhéltnis 1:1000 gegeben und nach Absaugung des
alten Mediums 1 ml des GFA-Mediums zugegeben. Die Platten wurden 2 Tage bei 37 °C und 10%
CO; im Brutschrank inkubiert [96].
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2.2.2. Stimulation der MHC-Prisentation mit Interferon gamma

Das Medium wurde 24 h vor Versuchsbeginn abgenommen und Maus-Myelinisierungsmedium nach

obiger Beschreibung angesetzt. Zu dem Medium wurde IFN-y und GFA im Verhiltnis 1:1000

gegeben und nach Absaugung des alten Mediums 1 ml mit IFN-y und GFA versetztem Medium
zugegeben. Die Platten wurden bei 37 °C und 10% CO, im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurde

das Medium abgenommen und jedes well zweifach mit 1 ml PBS gewaschen und anschlieBend 1 ml

Mpyelinisierungsmedium mit den entsprechenden T-Lymphozyten in Co-Kultur gebracht und

entweder bei 37 °C und 10% CO, im Brutschrank inkubiert oder zur Migrationsbeurteilung in den

Brutkasten des Mikroskops bei 10% CO, und 37 °C eingebracht.

2.3. T-Lymphozyten

2.3.1. Immunisierung mit P2

Zur Gewinnung neuritogener T-Lymphozyten wurde eine EAN in der Lewis-Ratte induziert [97].

Hierfiir wurden weibliche Lewis-Ratten verwendet. Diese wurden {iber Janvier Labs (Le Genest-

Saint-Isle, Frankreich) bezogen. Jede Ratte wurde mit 100 ul Immunisierungsmedium, dessen

Zusammensetzung Tabelle 1 zu entnehmen ist, pro Hinterpfote immunisiert.

Reagenz Pro Ratte Endkonzentration
PBS 80 ul

P255.78 (5 mg/ml) 20 ul 1 mg/ml

CFA (komplettes Freund- 100 pl 2 mg/ml
Adjuvans), Mtb-

konzentration: 4 mg/ml

Tabelle 1: Immunisierungsmedium

In der Tabelle ist die Zusammensetzung des Immunisierungsmediums in pl zur Induktion einer EAN
aufgefiihrt. Hierbei gibt die zweite Spalte die Menge fiir ein Tier an und die dritte Spalte die
Endkonzentration. Diese wurden gemischt und je 100 pl pro Hinterpfote appliziert.
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Hierfiir wurden zunéchst komplettes Freund-Adjuvans (complete freud adjuvans, CFA) mit
Mycobacterium  tuberculosis (Mtb) auf ecine Konzentration von 4 mg/ml in einem
Mikroreagenzgefdll eingestellt. Ebenso wurden P2ss75 und phosphatgepufferte Salzldsung
(phosphate-buffered saline, PBS) mithilfe einer Pipette in einem Mikroreagenzgefald vermengt. Der
Inhalt beider Gefale wurde iiber eine Injektionsnadel jeweils in eine 5-ml-Spritze aufgezogen.
AnschlieBBend wurden die Nadeln entfernt, die Spritzen iiber einen Dreiwegehahn verbunden und
iiber diesen die Inhalte beider Spritzen vermischt. Dieser Durchmischungsvorgang wurde so lange
fortgesetzt, bis sich eine weiBliche, pastdse Konsistenz gebildet hatte. Der Inhalt wurde nun auf eine
1-ml-Spritze aufgezogen und eine Injektionsnadel aufgesetzt. Die zu immunisierende Lewis-Ratte
wurde unter Inhalationsnarkose mit Isofluran sediert und mit 100 pl des Immunisierungsmediums je
Hinterpfote subkutan immunisiert. Nach Abklingen der Sedierung wurde die Lewis-Ratte wieder in

den Kéfig gesetzt und fiir 10 Tage bis zur Entwicklung einer EAN belassen.

2.3.2. Priparation von Milz und Lymphknoten zur T-Lymphozyten-Gewinnung

Zur Praparation der Milzzellen wurden nicht immunisierte Lewis-Ratten flir die Gewinnung nicht
neuritogener Lymphozyten verwendet. Diese wurden iiber Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich) bezogen. Die Versuchstiere wurden durch eine inhalative Isofluraniiberdosierung
geopfert. Zur Entnahme der Milz wurden die Ratten auf die rechte Seite gelegt und oberflachlich mit
75% Ethanol desinfiziert. Die Haut wurde mithilfe einer chirurgischen Pinzette und Schere auf der
linken Seite unterhalb des Brustkorbes durchtrennt. Die Peritonealhdhle wurde er6ffnet. Nach
Abtrennung der ligamentéren Verbindung zum Pankreas erfolgte die Entnahme der Milz. Die Milz
wurde in ein 15-ml-Zentrifugenrohrchen mit 8 ml Medium (IMDM, FCS 5%, Glukose 1%,
Penicillin-Streptomycin 1%, p-Mercaptoethanol 0,1%) iiberfiihrt. Zur Gewinnung der neuritogenen
Lymphozyten wurden die Lymphknoten der zuvor immunisierten Tiere gewonnen. Hierfiir wurden
die immunisierten Ratten 10 Tage nach der Immunisierung mittels einer inhalativen
Isofluraniiberdosierung geopfert. Die Ratten wurden auf den Riicken gelegt und die Hinterbeine
oberflachlich mit 75% Ethanol desinfiziert. Die Oberschenkelinnenseite wurde mithilfe einer Schere
eroffnet und der Nervus ischiadicus freiprapariert. Entlang des Nervenverlaufs wurden die
Lymphknoten aufgesucht, entfernt und in ein 15-ml-Zentrifugenrohrchen mit 5 ml Medium
iberfiihrt. Die Isolation der Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten wurde nach der Isolation
beider Organe nach gleicher Methode fortgesetzt. Zur Zellisolation wurde ein 40-pm-Zellsieb in eine
94/16-mm-Petrischale gestellt, der Inhalt des Zentrifugenrohrchens mit Milz bzw. Lymphknoten in
dieses entleert und mithilfe des Stempels einer 2-ml-Spritze durch das Zellsieb gerieben. Das Sieb
wurde vor Entfernung mit Medium gespiilt. Danach wurde der Inhalt der Petrischale in ein 15-ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die Petrischale wurde mit Medium mehrfach nachgespiilt und auch

dieses Medium in dem Zentrifugenrohrchen gesammelt. Die Zellsuspensionen wurden bis zur
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weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Im Anschluss wurde das Zentrifugenréhrchen zentrifugiert
(10 min, 300 x g, 6 °C) und der Uberstand abgesaugt. Die Milzzellen wurden in 2 ml Erylyse (83%
NH4CL-Puffer) resuspendiert und fiir 2 min bei Raumtemperatur belassen. Dann wurden 10 ml
IMDM-Medium zugegeben, die Zellen resuspendiert und zentrifugiert (10 min, 300 x g, 6 °C).

Anschlieflend wurde die Zellzahl mithilfe einer Zahlkammer bestimmt.

2.3.3. Zellzihlung

Zur Zellzahlung wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Mithilfe des Farbstoffs Trypanblau
wurden die toten Zellen zur Differenzierung gegeniiber den vitalen Zellen angeférbt [98]. Hierzu
wurde eine 1:1-Farbung der Zellsuspension mit Trypanblau versetzt. 10 pl der Suspension wurden
in die Zdhlkammer pipettiert und unter dem Lichtmikroskop ausgezdhlt. Vier grole Quadranten
bestehend aus 16 kleinen Quadranten wurden ausgezéhlt und die Anzahl der Zellen wie folgt
berechnet: Die Anzahl der Zellen wurde geteilt durch die Anzahl der ausgezéhlten groflen
Quadranten und multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor und mit 10*. Es resultierte die Anzahl der

vitalen Zellen pro ml.
[(4n/4) x Verdiinnungsfaktor] X 10* = n vitale Zellen/ml

2.3.4. Magnetische Zellseparation

Die magnetaktivierte Zellseparation (magnetic activated cell sorting, MACS) dient zur Trennung
von Zellsubpopulationen mit unterschiedlichen Oberflachenmarkern. Hierbei werden Antikdrper mit
Magnetpartikeln (micro beads) gekoppelt und binden spezifisch an bestimmte Strukturen auf der
Zelloberflaiche. Beim Durchlaufen der magnetischen Sédule werden die Zellen mit dem
Zieloberflachenmarker, im Gegensatz zu den anderen Zellen, zuriickgehalten. In einem zweiten
Schritt werden die Sdulen vom Magneten geldst, und die Zielzellen konnen aus der Saule gewaschen
werden [99]. Zur Isolation einer CD4"- bzw. CD8'-T-Lymphozyten-Population wurde die zuvor
gewonnenen Milzzellsuspension und Lymphknotenzellsuspension verwendet. Zur Herstellung des
MACS-Puffers wurden die folgenden Reagenzien in Losung gebracht und im Anschluss entgast und

steril filtriert.
MACS Puffer: PBS, Albumin Fraktion V 0,5%, EDTA 5 mM

Die Zellen wurden in je 90 pl MACS-Puffer und 10 ul CD4*- oder CD8"-micro beads pro 107 Zellen
resuspendiert und fiir 15 min geschiitzt vor Lichteinfluss im Kiihlschrank inkubiert. Um die nicht
gebundenen beads auszuwaschen, wurden die Zellen in 10 ml des MACS-Puffers resuspendiert und
anschlieBend zentrifugiert (10 min, 300 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen und die

Zellen in 500 ul MACS-Puffer pro 10® Zellen resuspendiert. Hierbei wurde auch bei einer geringeren
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Zellzahl eine mindestmenge von 500 ul MACS-Puffer zur Resuspension verwendet. Die MACS-
Sdulen wurden an der Magnetbank befestigt und die Zellen je nach Zellzahl entsprechend den
Herstellerangaben auf eine MS- oder LS-MACS-Sdule aufgetragen. Die Sdulen wurden dreimal
gewaschen (MS-MACS-Saulen: 500 ul MACS-Puffer, LS-MACS-S&ulen: 3 ml MACS-Puffer), um
eine moglichst effektive Trennung von der Negativfraktion zu erreichen. Zur Elution der
Positivfraktion wurden die Sdulen aus der Magnetvorrichtung entnommen, mit Puffer beladen (MS-
MACS-Séulen: 2 ml MACS-Puffer, LS-MACS-Sédulen: 5 ml MACS-Puffer) und mithilfe des
beigelegten Stempels in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen mit 5 ml Medium (IMDM, FCS 5%,
Glukose 1%, Penicillin-Streptomycin 1%, B-Mercaptoethanol 0,1%) tiberfiihrt. AnschlieBend wurde
die Positivfraktion zentrifugiert (10 min, 300 x g, 4 °C), der Uberstand abgenommen und die Zellen

in 5 ml Medium resuspendiert und mithilfe einer Zéhlkammer wie oben beschrieben gezihlt.

2.3.5. Firbung der T-Lymphozyten mit orange cell tracker

Die Anwendung des orange cell tracker erfolgte gemal3 der Herstellerempfehlung. Der orange cell
tracker wurde auf eine Konzentration von 10 mM verdiinnt. Dafiir wurde 1 mg orange cell tracker
in 180 pul DMSO gelost. Serum freies IMDM-Medium wurde im Wasserbad auf 37 °C erwédrmt. Die
zu farbenden Zellen wurden zentrifugiert (10 min, 300 x g, 6 °C). Die zentrifugierten Zellen wurden
vom Uberstand befreit und in serumfreiem IMDM-Medium resuspendiert. Den resuspendierten
Zellen wurde der orange cell tracker in einer Endkonzentration von 5 uM zugegeben und
resuspendiert. Die Zellen wurden fiir 45 min bei 37 °C im Wasserbad aufbewahrt. Zur gleichen Zeit
wurde Medium (IMDM, FCS 5%, Glukose 1%, Penicillin-Streptomycin 1%, B-Mercaptoethanol
0,1%) im Wasserbad auf 37 °C erwiarmt. Nach 45 Minuten wurden die Zellen mit 10 ml dieses
vorgewarmtem Medium resuspendiert und zentrifugiert (10 min, 300 % g, 20 °C). Anschlieend
wurde der Uberstand abgesaugt, Medium zugeben, resuspendiert und 4 h im Brutschrank bei 37 °C
und 10% CO; mit aufliegendem Deckel inkubiert. Danach wurde das Zentrifugenréhrchen mit
vorgewiarmtem Medium aufgefiillt und die Zellen resuspendiert. Die Zellen wurden zentrifugiert
(10 min, 300 x g, 20°C) und der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden in Medium
resuspendiert und mit Hilfe einer Zdhlkammer und Trypanblau wie oben beschrieben ausgezahilt.
AnschlieBBend wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 300 x g, 20 °C) und in der Konzentration 2
Mio. Zellen pro 100 ul Myelinisierungsmedium resuspendiert und vor weiterer Verwendung auf Eis

gelagert. Bei der Farbung war durchschnittlich mit 20% Zellverlust zu rechnen.

2.3.6. Firbung der T-Lymphozyten mit CFSE-Farbung
Die Férbung mit CFSE erfolgte geméf Herstellerempfehlung. Die Zellen wurden in PBS in einer
Konzentration von 10 Mio. Zellen pro ml in einem Zentrifugenréhrchen geldst, dann erfolgte die

Zugabe von CFSE in einer Konzentration von 5 pM. Die Zellsuspension wurde vorsichtig
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durchmischt. Die Zellsuspension wurde bei geéffnetem Zentrifugenrohrchendeckel fiir 20 min in
einem Brutschrank bei 10% CO; und 37 °C belassen; in diesem Zeitraum wurde die Suspension alle
5 min durch leichtes Schwenken gemischt. Nach der Inkubationszeit wurde das Zentrifugenrohrchen
mit Medium (RPMI-1640, FCS 10%) aufgefiillt und anschlieBend zentrifugiert (10 min, 300 x g,
6 °C). Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in Medium (RPMI-1640, FCS
10%) resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 300 x g, 6 °C). Dieser Schritt wurde wiederholt
und die Zellen in der Konzentration 2 Mio. Zellen pro 100 ul Myelinisierungsmedium resuspendiert

und vor weiterer Verwendung auf Eis gelagert.

2.3.7. Durchflusszytometrie der T-Lymphozyten

Um die Reinheit der CD4*- bzw. CD8*-Zellpopulation zu iiberpriifen, wurde fluorescence-activated
cell scanning (FACS) verwendet. Beim FACS, einer Unterform der Durchflusszytometrie, werden
Zellen aufgrund ihrer Fluoreszenzfarbung unterschieden. Die Zellen werden hierbei zunédchst mit
einem spezifischen Fluorochrom-konjugierten Oberflichenmerkmal Antikérpern angefarbt. Zur
Messung wird die Probe von einer Kaniile angesaugt. Die Zellen werden hydrodynamisch fokussiert,
so dass sie einzeln durch den Laserstrahl fliegen. Hat die Zelle den entsprechenden
fluorochromkonjugierten Antikérper gebunden, emittieret sie Fluoreszenz, welche das Gerdt misst
und anschlieBend graphisch darstellt [100]. Zur Uberpriifung des Erfolgs der magnetischen
Zellseparation fiir CD4'-T-Lymphozyten und CDS8*-T-Lymphozyten wurden probeweise die
Positivfraktion der magnetischen Zellseparation durchflusszytometrisch iiberpriift. Hierfiir wurden
je 10° Zellen in 1 ml FACS-Puffer (2% BSA in PBS) geldst und zentrifugiert (10 min, 300 x g, 4 °C).
Der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen mit je 25 ul FACS-Puffer sowie 0,5 pl konjugiertem
Antikorper resuspendiert. Die Proben wurden fiir 15 min geschiitzt vor Lichteinfluss auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml FACS-Puffer zugeben und die Proben nach Resuspension
erneut zentrifugiert (10 min, 300 x g, 4 °C). Nach Abkippen des Uberstandes wurden die Zellen in
200 pl FACS-Puffer gelost und zur FACS-Analyse verwendet. Hierfiir wurde zur Analyse nach
Zytometrie FACSDiva 8.0 and FlowJo 10.0 verwendet.

2.3.8. Videoaufnahme der Lymphozyten-DRG-Co-Kultur

Zur Erstellung der Videos wurden die DRG-Kulturen und die gefarbten Zellen gemeinsam in Kultur
gebracht. In einem abgeschlossenen System wurden 10% CO; und 37 °C konstant iiberwacht und

gehalten. Bilder wurden alle 4 min aufgenommen.
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2.4. Myelinquantifizierung

2.4.1. Plattenfixierung nach DRG-T-Lymphozyten-Co-Kultur

Zur Fixierung der Kultur wurde zundchst das Medium mithilfe einer Pasteurpipette und einer Pumpe
abgesaugt und jedes well anschlieBend zweifach mit 1 ml PBS gewaschen. Zur eigentlichen
Fixierung wurde PFA (4%) verwendet. Pro well wurde 1 ml PFA fiir 1 h belassen, abgesaugt und
wiederum zweifach mit 1 ml PBS gewaschen. Zur Lagerung wurde jedes well mit 1 ml PBS bedeckt

und die Platten bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.4.2. Myelinfirbung mit Sudan-Black-B-Fiarbung

Myelin des PNS besteht zu einem hohen Anteil aus Lipiden [101]. Osmiumtetroxid oxidiert
ungesdttigten Doppelbindungen der Lipide Das reduzierte Osmiumtetroxid lagert sich am
Reaktionsort als osmium black ab und fixiert [102]. Sudan Black B ist ein Lipidfarbemittel und
methodisch fiir das Anfarben des Myelins des PNS etabliert [103, 104]. Zur Darstellung von Myelin
in der fixierten Kultur wurde die Sudan-Black-B-Farbung mit Osmiumtetroxid verwendet. Die
Kulturen wurden entsprechend der obigen Beschreibung fixiert. Die nachfolgenden Schritte wurden
unter einem Abzug durchgefiihrt. 200 pl Osmium (0,1%) wurde pro well zugegeben, so dass jedes
well vollstindig mit der Osmiumlésung bedeckt war und fiir eine Stunde belassen und danach
abgenommen wurde. In der Zwischenzeit wurde eine absteigende Alkoholreihe mit Ethanol und
sterilem Wasser angesetzt. AnschlieBend wurde je 1 ml der Alkoholreihe bestehend aus 25%
Ethanol, 50% Ethanol und 75% Ethanol in aufsteigender Reihenfolge fiir 5 min auf jedes well
gegeben und abgesaugt. Wihrenddessen wurde eine Sudan-Black-B-Losung (0,5%) hergestellt.
Hierfiir wurden 50 mg Sudan Black B in 10 ml 75% Ethanol gel6st und durch einen 0,45 uM
Spritzenfilter steril filtriert. Nach Absaugen des Ethanols wurden pro well 500ul der Sudan Black B
Losung zugegeben, so dass jedes well bedeckt war. Die Sudan Black B Losung wurde 1h belassen.
Danach wurde zur Entfirbung eine absteigende Alkoholreihe bestehend aus 75% Ethanol, 50%
Ethanol und 25% Ethanol verwendet und davon je 1 ml fiir 1 min in dem wel// belassen und wiederum
abgesaugt. Zur weiteren Aufbewahrung wurden alle wells abgesaugt, mit 1 ml PBS befiillt, mit
Parafilm luftdicht verschlossen und im Kiihlschrank bei 4 °C auftbewahrt.

2.5. Migrationsauswertung

Zur Migrationsauswertung wurde das ibidi-manual-Tracking-Programm genutzt und anhand des
Startbildes zufillig Zellen zur Migrationsauswertung gewéhlt. Die Verfolgung der Zellen erfolgte
hierbei rein manuell. Betrachtet wurde die Direktionalitit (Abstand zwischen Start- und

Endpunkt/zuriickgelegte Strecke) und die Geschwindigkeit (Strecke/Zeit).
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2.6. Zellkontaktauswertung

Die Auswertung der Zellkontakte erfolgte manuell an allen im Bildausschnitt befindliche Zellen. Zur

Auswertung des prozentualen Anteils des Zellkontakts wurde Image J verwendet.

2.7. Datenanalyse

Zur Datenanalyse wurde GraphPadPrism 5.0 verwendet. Zur Untersuchung einer Signifikanz diente

der t-Test. Unterschiede wurden ab einem p-Wert <0,05 als signifikant gewertet.
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3. Materialien
3.1. Gerite
Absaugpumpe Haep Labor Consult  Bovenden
Autoklav Fritz Gossner Hamburg
Brutschrank Heraeus Hanau
CO:; Linde Miinchen
CO:;-Inkubator (Cell Heraeus) Thermo Scientific Osterode
Durchflusszytometer, FACS Cantoll System | Biosciences Heidelberg
8-color BD
FACSCanto II flow Zytometer BD Biosciences Heidelberg
FACSDiva 8.0 BD Biosciences Heidelberg
Feinwaage Mettler AE 163 Mettler Toledo Giefen
FlowJo 10.0 LCC Oregon, USA
Fluorescence microscope (Leica Dmi8
Inverted Microscope)
Gefrierschrank (—20°C) Liebherr Biberach an der
Riss
GraphPadPrism 5.0 GraphPad Software ~ La Jolla, US
Image J NIH Bethesda, USA
Konfokalmikroskop LSM 510 Zeiss Wetzlar
Mikroskop Axioplan 2 Zeiss Wetzlar
Stereomikroskop, Leica M80 Leica Microsystems ~ Wetzlar
Sterilbank (HERA Safe) Thermo Scientific Osterode
Vortexer Sartorius Stedim Darmstadt
Biotech
Waage (KB 1600-2) Kern & Sohn Balingen
Wasserbad (W 350) Memmert Schwabach
zen 2.1 Zeiss Wetzlar
Zentrifuge, Rotana 46 RC Hettich Tutlingen

3.2. Chemikalien
Albumin Fraktion V Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Ammoniumchlorid Merk Darmstadt
Ascorbinsaure Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Bovine Pituitary Extract (BPE)
Bovine Serum Albumin

CD4" APC-Férbung FACS
CD4" Micro Beads, rat

CD8" Micro Beads, rat

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biolegend
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

St. Louis, USA
St. Louis, USA
San Diego, USA
Bergisch-
Gladbach
Bergisch-
Gladbach
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CD8" PE-Farbung FACS
CellTracker Orange
CFA

CFSE-Férbung

DMSO

Dulbecco's Modified Eagle Medium,
pyruvate (DMEM)

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(DPBS-), no calcium, no magnesium
Essigsaure 100%

Ethanol 99,8%

foetales Kélbserum (fetal calf serum, FCS)
Forskolin (FSK)

GFA, BODIPY® FL, C16

Glukose
Glutamin

Glutamin (L-Glutamine [200 mM])

IFA
IMDM Medium

IMDM Medium, Serum frei

Interferon y, Ratte
Isofluran

Leibovitz’s L-15 medium
Lewis-Ratten

Mannitol
Minimum Essential Medium (MEM)

N2-Supplement (100X)

Nervenwachstumsfaktor, Ratte
Neurobasal medium Thermo

Osmium tetroxide Losung (4%)
P2 55-78
Penicillin-Streptomycin (5000 U/ml)

PFA
Pferdeserum

Kollagen

Biolegend
invitrogen
BD

Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Carl Roth
Carl Roth

PAA-Laboratories

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher

Scientific
Merck

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

BD

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Sigma Aldrich

AbbVie

Thermo Fisher
Scientific
Janvier Labs

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher

Scientific
Sigma Aldrich
JPT Peptides
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher

Scientific
R&D Systems

San Diego, USA

Carlsbad, USA
Heidelberg
Waltham, USA

St. Louis, USA
Waltham, USA

Waltham, USA

Karlsruhe
Karlsruhe
Pasching

St. Louis, USA
Waltham, USA

Darmstadt
Waltham, USA

Waltham, USA

Heidelberg
Waltham, USA

Waltham, USA

St. Louis, USA

North Chicago,
USA
Waltham, USA

Le Genest-
Saint-Isle
St. Louis, USA

Waltham, USA
Waltham, USA

St. Louis, USA
Waltham, USA

St. Louis, USA
Berlin
Waltham, USA

St. Louis, USA
Waltham, USA

Minneapolis,
USA
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RPMI+ Medium

Sudan Black B
Tris-HCI 1M UltraPure™, pH 8.0

Trypanblau Losung 0,4%
Trypsin-Inhibitor

B-Mercaptoethanol

3.3. Material

Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Worthington
Biochemical
Corporation
Sigma-Aldrich

Waltham, USA

St. Louis, USA
Waltham, USA

St. Louis, USA
Lakewood, USA

St. Louis, USA

24-well Nunc™ Cell Culture Multidish

chirurgische Schere — 12 cm
Deckglaschen (13 mm Durchmesser)

Discofix C Dreiwegehahn blau
Einmalspritzen (1, 2, 5, 10, 20 ml)
Einmalspritzen 1 ml

Einmalspritzen 5 ml

FACS-Rohrchen (75%12 mm)

Falcon 15 ml konische Zentrifugenréhrchen

Falcon 50 ml konische Zentrifugenréhrchen

Filterpipettenspitzen, 10 pl, steril
Filterpipettenspitzen, 100 pl, steril
Filterpipettenspitzen, 1000 pl, steril
Filterpipettenspitzen, 20 pl, steril
Filterpipettenspitzen, 200 pl, steril
Insektennadel, Gro3e 3 rostfrei
LS-MACS-Séulen

MACS Multi Stand

Minisart™ NML Syringe Filters, Pore Size
0.45 uM
MS-MACS-Séulen

Parafilm

Pasteurpipetten, Natron-Kalk-Glas
Perfusorspritzen (50 ml)
Petrischale 35/10 mm

Petrischale 94/16 mm

Pinzette, extra fein, No5

Thermo Fisher
Scientific
Fine Science Tools

Thermo Fisher
Scientific
B.Braun

B. Braun
B.Braun
B.Braun
BD Falcon

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
StarLab

StarLab
StarLab
StarLab
StarLab

Biologiebedarf Thorns

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Fisher Scientific

Miltenyi Biotec

Carl Roth

Brand

B.Braun

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Oehmen Labortechnik

Waltham

Heidelberg
Langenselbold

Melsungen
Melsungen
Melsungen
Melsungen
Heidelberg
Waltham

Waltham

Ahrensburg
Ahrensburg
Ahrensburg
Ahrensburg
Ahrensburg
Deggendorf
Bergisch-
Gladbach
Bergisch-
Gladbach
Waltham

Bergisch-
Gladbach
Karlsruhe

Wertheim
Melsungen
Solingen
Solingen
Essen
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Pipette 0,1-2,5 ul, Research® plus
Pipette 0,5-—0 ul, Research® plus
Pipette 100—1,000 ul, Research® plus
Pipette 20-200 pl, Research® plus
Pipette 2—20 pl, Research® plus
Pipettierhilfe (IBS Pipetboy acu)
Quatro MACS Starting Kit

Reagiergefalie 0,5 ml, safe seal
Reagiergefalle 1,5 ml, safe seal

Standard Pattern Forceps

Sterican Kaniilen 30 G 0,3x12 mm
Sterican® Gr. 1, G20 x11/2" /20,90 x 40
mm, gelb "

Sterican® Gr. 17, G24 x 1""/ ¢ 0,55 x 25
mm, lila

Stripette, 10 ml

Stripette, 25 ml

Stripette, 5 ml

Zahlkammer Neubauer

Zellsieb (Nylon, 40 uM)

Aktenzeichen des LANUV: 8.87-50.10.37.09.275

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

VWR International
Miltenyi Biotec

Sarstedt
Sarstedt

Fine Science Tools

B. Braun
B. Braun

B.Braun

Corning
Corning
Corning
Brand

BD Falcon

Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Darmstadt
Bergisch-
Gladbach
Niimbrecht

Niimbrecht
Heidelberg
Melsungen
Melsungen

Melsungen

Kaiserslautern

Kaiserslautern

Kaiserslautern

Wertheim
Heidelberg
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung eines neuen In-vitro-Modells

Mit einer Kombination verschiedener etablierter Methoden gelang es, ein neues In-vitro-Modell des
PNS zur Beurteilung der Interaktion zwischen Myelin und T-Lymphozyten im Rahmen autoimmuner
Polyneuropathien zu etablieren. Die angeziichteten DRG-Kulturen wurden mittels GFA zur
Sichtbarmachung des Myelins geféarbt. Die Ratten wurden mit P2ss.7s immunisiert und entwickelten
eine EAN. Die neuritogenen T-Lymphozyten wurden aus den Lymphknoten der Tiere isoliert. Die
neuritogenen T-Lymphozyten wurden mittels orange cell tracker angefarbt und in die DRG-Kultur
eingebracht. Die Farbungen von Myelin und T-Lymphozyten erméglichte live imaging der Co-
Kultur. Hierbei wurde die Migration der T-Lymphozyten und der T-Lymphozyten Myelinkontakt
ausgewertet. Der Grad der Demyelinisierung durch die Co-Kultur mit den neuritogenen T-
Lymphozyten wurde mittels Sudan-Black-B-Farbung ausgewertet. In Abb. 3 ist der beschriebene

Versuchsaufbau des Modells skizziert.
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Abb. 3: Ubersicht des Experimentaufbaus

Die Abb. gibt einen Uberblick iiber den gesamten Versuchsaufbau des Modells. Die Ratten wurden mit P2ss.
78 immunisiert und entwickelten eine EAN. Aus den immunisierten Ratten wurden die T-Lymphozyten
entnommen und mittels orange cell tracker gefarbt. Die DRG-Kulturen wurden nach der Myelinisierung
iiber 23 Tage mit GFA. DRG-Kultur und die T-Lymphozyten wurden in Co-Kultur gebracht. Mit einer CO»-
und Temperatur-kontrollierten Kammer war eine weitere Uberwachung mit dem Mikroskop mittels /ive
imaging moglich. Im Anschluss konnten die Aufnahmen auf die T-Lymphozyten-Migration und die
Kontakte zwischen T-Lymphozyten und Myelin analysiert werden. Zudem konnte mit einer anschlieBenden
Sudan-Black-B-Farbung das AusmalB der Myelinschddigung nach 3 Tagen Co-Kultur beurteilt werden.

4.2. Myelin

Zur Untersuchung der Interaktion von T-Lymphozyten und Myelin wurde das DRG-Modell als ein
etabliertes und zuverléssiges In-vitro-Modell fiir die Myelinisierung des PNS verwendet [96]. Die
ausreichende Myelinisierung in der DRG-Kultur wurde durch zwei verschiedene Methoden
iiberpriift. Einerseits durch die Sudan-Black-B-Fiarbung [96], in welcher sich das Myelin schwarz
darstellt, und andererseits mithilfe der GFA-Féarbung, in welcher sich Myelin griin darstellt [96, 103].
Beide Farbungen zeigten iibereinstimmend eine ausgepréigte Myelinisierung der Kultur. Beziiglich
der notwendigen Zeit bis zu Entstehung einer ausreichenden Myelinisierung testeten wir
verschiedene Inkubationszeiten und wahlten schlieflich 23 Tage, da zu dem Zeitpunkt eine gut

ausgeprigte Myelinisierung zur weiteren Untersuchung in einem Grofiteil der einzelnen DRG
29



stattgefunden hatte. In Abb. 4 ist die myelinisierte DRG-Kultur nach Farbung mit Sudan Black B
dargestellt. Mit dem Modell ergab sich ein zuverléssig In-vitro-Myelinisierungsmodell des PNS [96].

Abb. 4: DRG, Sudan-Black-B-Firbung

Die Abb. zeigt die DRG-Kultur nach 23 Tagen Myelinisierung nach Sudan-Black-B-Farbung. Es zeigen sich
zentral gelegene Neurone mit den ausgewachsenen Axonen und dem schwarz geférbten Myelin, a: Neuron,
b: Nodium, c: Internodium, Vergroflerung geméfl Mafstab

Um die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Myelin in Echtzeit bewerten zu kdnnen, war eine
In-vitro-Myelinfarbung notwendig. Die GFA-Férbung zeigte in der DRG-Kultur eine zuverléssige
Anfarbung des Myelins. Fiir das life imaging musste zudem eine ausreichende Bestidndigkeit der
Myelinfarbung bei intermittierender Belichtung gewéhrleitstet sein. Hierfiir untersuchten wir im
Rahmen der Vorversuche die DRG-Kulturen nach GFA-Férbung auf ihre Besténdigkeit bei
Bildaufnahmen {iber die Zeit. Hierbei zeigte sich ein Ausbrennen der Fiarbung abhingig vom
Uberwachungszeitraum und der Bildfrequenz. Umso linger die Uberwachungszeit und umso héher
die Bildfrequenz, desto starker war der Ausbleicheffekt. So zeigt sich in Abb. 5 ein vollstdndiges
Ausbleichen der GFA-Féarbung im Belichtungsbereich bei einer mehrstiindigen Bildaufnahme.
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Die Abb. zeigte eine Aufnahme der
DRG-Kultur  nach 23  Tagen
Myelinisierung. Die DRG-Kultur
wurde 48 h mit GFA inkubiert. Zur
Bildaufnahme erfolgte eine 13-h-
Belichtung, mit Aufnahmen alle 4 min
mit einer Expositionszeit von 500 ms
mit einem 40er Objektiv. Die
Aufnahme ist mit einem 10er Objektiv
nach  der  Durchfiihrung  des
Experiments erfolgt. Es zeigt sich eine
rundliche, abgeblasste Stelle im
Bereich der Belichtung. Im nicht
belichteten Bereich zeigt sich eine
weiterhin gut erhaltene GFA-Farbung,
VergroBerung gemal3 Skala

Abb. 5: GFA-Firbung, nach 13 h Belichtung alle 4 min

Da wir von einer frithen Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Myelin ausgingen, ergab sich
zundchst eher eine Notwendigkeit einer dichteren Bildfrequenz bei einem Verzicht auf einen
lingeren Uberwachungszeitraum. In der Zeit zwischen den einzelnen Aufnahmen musste
ausreichend Zeit sein, um alle wells abzulichten, zudem musste der Bildabstand eine Verfolgung der
einzelnen T-Lymphozyten ermdglichen. Auch in Zusammenhang mit den Vorversuchen der T-
Lymphozyten ergab sich eine Bildfrequenz von einer Aufnahme alle 4 Minuten mit einem
Uberwachungszeitraum von 120 Minuten. Problematisch zeigte sich in den Vorversuchen ein
Verlust der Fokusebene der DRG-Kultur iiber die Zeit. Abb. 6 zeigt iiber die Zeit die zunechmend
unscharf abgebildete DRG-Kultur nach GFA-Féarbung. Im Rahmen einer Versuchsreihe ergab sich
als Ursache die Temperaturverdnderung bei nicht vorgewdarmtem Objekttrager und

Mikroskopkammer als Ursache.

50 pm

Abb. 6: DRG-Kultur mit GFA-Féirbung: Verlust der Fokusebene

Die Abb. zeigt die DRG Kultur nach 23 Tagen Myelinisierung und GFA-Féarbung iiber einen 90-min-
Uberwachungszeitraum mit einer Bildaufnahme alle 4 min. Es zeigt sich ein Verlust der Fokusebene bereits
nach 30 min, der Effekt nimmt {iber die Zeit weiter zu. Die Fehlersuche ergab die Ausdehnungsinderung
durch die Temperaturveranderung in der beheizten Mikroskopkammer als Ursache. Vergroflerung gemal
Skala

31



In Abb.7 zeigt sich, dass nach eciner vorangehenden Temperaturanpassung des
Mikroskopbrutkastens mit einer Aufwérmzeit von eine Stunde der Effekt ausgeglichen werden
konnte. Unter diesen Bedingungen zeigte sich die GFA-Fiarbung des Myelins ausreichend stabil. In

Abb. 7 ist die GFA-Farbung iiber 210 min ohne weitere Bildoptimierung trotz des leichten

Ausbleichens abgebildet.

120 min 150 min —_ 180 min —_ 210 min

Abb. 7: DRG-Kultur: GFA-Firbung

Die DRG Kultur wurde nach 23 Tagen Myelinisierung fiir 2 Tage mit GFA inkubiert. Die Abb. zeigen die
DRG-Kultur nach der GFA-Farbung im Verlauf des live imaging. Die Belichtung erfolgte alle 4 min. Die
Abb. zeigen den Verlauf der ersten 210 min ohne weitere Bildoptimierung. Es zeigt sich ein zunehmendes
Ausbleichen der GFA-Férbung iiber der Zeit unter der Belichtung. Fiir die ersten 120 min zeigt sich die
Farbung jedoch ausreichend stabil. Vergroerung gemaf3 Skala

4.3. T-Lymphozyten

4.3.1. Immunisierung

Die durchgefiihrte Immunisierung erfolgte mit P2ss.73 Peptid, einem Peptid des peripheren Myelins
[105]. Zehn Tage nach der Immunisierung zeigte sich eine klinische Verdnderung der Ratten
entsprechend einer Verschlechterung der Motorik mit Nachziehen der Beine. Somit entwickelten die
Versuchstiere durch die Immunisierung mittels P2ss.73 erfolgreich eine klinische EAN. Dies wurde
als Hinweis auf eine ausreichende Immunisierung und der Bildung von P2-spezifischen,

neuritogenen T-Lymphozyten gewertet.
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4.3.2. T-Zell-Gewinnung

Fiir die Gruppe der neuritogenen T-Lymphozyten konnte nach der Immunisierung mit P2ss.75 Peptid
eine ausreichende Menge an Zellen aus dem Lymphknoten der Lewis-Ratten gewonnen werden. Im
Gegensatz dazu erbrachte die Isolierung der T-Lymphozyten aus den Lymphknoten des nicht
immunisierten, gesunden Tieres keine ausreichende Menge an Zellen. Es erfolgte daher die
Isolierung von Lymphozyten aus der Milz gesunder Versuchstiere. Hier konnte eine ausreichende

Menge an T-Lymphozyten isoliert werden.

4.3.3. Firbung T-Lymphozyten

4.3.3.1. CFSE-Firbung

Um die Interaktion zwischen Myelin und T-Lymphozyten darstellen zu konnen, war eine stabile
Féarbung der T-Lymphozyten notwendig. Zudem musste der Farbstoff sich gut gegeniiber der Myelin-
Féarbung differenzieren lassen. Die ersten T-Lymphozyten-Farbungen erfolgten mit der CFSE-
Féarbung, welche sich griin darstellt. Abb. 8 zeigt die angefarbten T-Lymphozyten. Hiermit konnte
eine iiber einen mehrstiindigen Uberwachungszeitraum stabile Firbung erreicht werden. Da sich fiir
die Myelinfarbung im Rahmen der Vorversuche die Green-fatty-acid-Farbung durchsetzte, war der
initial verwendete griine Farbstoff fir die T-Lymphozyten nicht gut von der Myelinfirbung

differenzierbar und konnte daher fir den Einsatz in der Co-Kultur nicht verwendet werden.

-100 Hm :_ A i

Abb. 8: T-Lymphozyten mit CFSE

Die Abb. zeigt T-Lymphozyten mit der CFSE-Féarbung, entsprechend der in 2.3.6 beschriebenen
Anwendung. Die CFSE-Farbung zeigte eine gute Anfiarbung der Zellen und Stabilitdt iiber den
Uberwachungszeitraum. Jedoch war sie nicht farblich von der GFA-Firbung des Myelins abgrenzbar.
VergroBerung gemal3 Skala
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4.3.3.2. Orange-cell-tracker-Farbung
Um eine Zellfirbung zu finden, welche sich gut vom griin gefirbten Myelin unterscheiden lésst,

fiihrten wir an T-Lymphozyten eine Testreihe fiir den orange cell tracker durch. Uber die

Beobachtungszeit zeigte sich hierbei initial ein Verlust des Farbstoffes in das Kulturmedium bei

langerer Beobachtungszeit, wie Abb. 9 zeigt.

120 min (=) 180 min 240 min 250 min

100 pm

Abb. 9: Vorversuch T-Lymphozyten: orange cell tracker

Die Abb. zeigen die Vorversuche mit dem orange cell tracker. Die T-Lymphozyten wurde 15 min mit dem
orange cell tracker inkubiert. Die Abb. zeigen die Mikroskopaufnahmen der ersten 250 min mit einer
Belichtung alle 4 min. Es zeigt sich neben einem leichten Abblassen der Zellfarbung eine zunehmende
Anfarbung des Mediums iiber die Zeit. Vergroflerung gemal3 Skala

Um das Einfarben des Mediums durch den Farbstoff zu vermeiden, erfolgte eine Verldngerung der
Inkubationszeit mit dem orange cell tracker im Rahmen des Zeitfensters der Herstellerempfehlung
auf 45 min und ein erneuter Mediumwechsel vor Versuchsbeginn. Wie die Abb. 10 zeigt, unterlag
der orange cell tracker durch die Belichtung trotz hoher Bildfrequenz nur geringer Ausbleichung,
im Gegensatz zur GFA-Féarbung des Myelins. Um die Migration der T-Lymphozyten beurteilen zu
konnen, durfte der zeitliche Abstand zwischen den Bildern nicht zu grofl gewihlt sein. Zudem war
die Zeit eines Durchlaufs des Mikroskops tiiber alle wells ein limitierender Faktor fiir die
Bildabstandszeit. In den Vorversuchen ergaben sich 4 Minuten als ausreichende Zeit, um eine klare
Zuordnung der Zellen im Folgebild zu sichern und zugleich den Ausbleichungseffekt durch die

Belichtung so gering wie moglich zu gestalten.
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Abb. 10: T-Lymphozyten mit Orange-cell-tracker-Firbung

Die Abb. zeigen die T-Lymphozyten nach Farbung mit dem orange cell tracker mit 45 min Inkubationszeit
und einem weiteren Mediumswechsel vor Versuchsbeginn, um ein Anfiarben des Mediums durch den
Farbstoff zu vermeiden. Es erfolgte eine Bildaufnahme alle 4 min. Die Bilder zeigen das
Uberwachungsintervall der ersten 360 min. Es zeigt sich ein minimaler Ausbleichungseffekt und ein
deutlich reduzierte Anfiarbung des Mediums durch den zusétzlichen Waschschritt. Vergroflerung gemaf
Skala

4.3.4. T-Lymphozyten in Co-Kultur

Zur Beurteilung der Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Myelin musste die Vitalitdt der T-
Lymphozyten in der DRG-Kultur gesichert werden. Dafiir musste eine stabile Temperatur und eine
stabiler pH-Wert wihrend des gesamten Uberwachungsintervalls gewihrleistet werden. Die
Temperaturkontrolle im Brutkasten des konfokalen Mikroskops zeigte hierbei stabile Werte;
aufgrund der Vorversuche wurde der Brutkasten bereits eine Stunde vor Versuchsbeginn vorgeheizt,
um einen Verlust der Fokusebene zu vermeiden. Die Stabilitit des pH-Werts wurde visuell anhand

der konstanten Mediumfarbe iiberpriift.

4.3.5. Trennung der CD4"/CD8*-T-Lymphozyten
Um den Effekt der CD8*-T-Lymphozyten und CD4*-T-Lymphozyten getrennt betrachten zu kénnen,

war eine effektive Trennungsmethode notwendig. Die Separation der CD4*- und CDS8"-T-
Lymphozyten wurde daher mittels FACS auf ihre Verldsslichkeit gepriift. Abb. 11 und Abb. 12
zeigen jeweils die FACS-Analyse fiir CD8*- und CD4"-Zellen fiir die gesamte Zellpopulation der
Milz und des Lymphknotens. Danach folgt die erncute Analyse nach erfolgter Trennung mit MACS
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nach CD4" und CD8". Mit Hilfe der FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass durch die Methode

eine effektive Trennung in eine CD4*- und CD8"-Subpopulation erreicht wurde.

gesunde Lymphozyten (Milz)
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Abb. 11: FACS-Milzzellen

Den gesunden Versuchstieren wurde die Milz entnommen und die Zellen aus der Milz isoliert. Die Graphen
zeigen die Durchflusszytometrie der gesunden Lymphozyten aus der Milz. Auf der X-Achse jeweils aufgefiihrt
zeigt sich die Signalintensitit der CD4-spezifischen APC-Fiarbung, auf der Y-Achse zeigt sich die
Signalintensitdt der CD8"-spezifischen PE-Féarbung. Die gesamten Lymphozyten (A) wurden mittels MACS
in CD8" (B) und CD4" (C) Zellen getrennt. In der der FACS-Analyse der gesamten Lymphozyten der Milz (A)
zeigt sich eine Population mit CD4'-Lymphozyten, eine mit CD8"-Lymphozyten und eine CD4-/CD8-
Zellpopulation. Hierbei macht die CD8"-Zellpopulation 21,8% und die CD4*-Zellpopulation 39,8% aller
Events aus. Die FACS-Analyse der CD8"-Fraktion nach MACS (B) zeigt eine deutliche Population CD8*-
Zellen, diese macht 95,5% aller Events aus. Die FACS-Analyse der CD4"-Fraktion nach MACS (C) zeigt eine
deutliche Population CD4"-Zellen, diese macht 88,1% aller Events aus. Die FACS-Analyse konnte somit eine
gute Trennung in CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten durch MACS bestitigen.
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Abb. 12: FACS-Lymphknoten

Nach der Immunisierung mit P2ss7s wurden den Versuchstieren nach 10 Tagen die Lymphknoten entnommen
und die Zellen aus dem Lymphknoten isoliert. Die Graphen zeigen die Durchflusszytometrie der neuritogenen
Lymphozyten aus dem Lymphknoten. Auf der X-Achse jeweils aufgefiihrt zeigt sich die Signalintensitét der
CD4-spezifischen APC-Farbung, auf der Y-Achse zeigt sich die Signalintensitdt der CD8-spezifischen PE-
Férbung. Die gesamten Lymphozyten (A) wurden mittels MACS in CD8" (B) und CD4" (C) Zellen getrennt.
In der der FACS-Analyse der gesamten Lymphozyten (A) zeigt sich eine Population mit CD4*-Lymphozyten,
eine mit CD8*-Lymphozyten und eine CD4/CD8 -Zellpopulation. Hierbei macht die CD8"-Zellpopulation
21,5% und die CD4"-Zellpopulation 53,9% aller Events aus. Die FACS-Analyse der CD8*-Fraktion nach
MACS (B) zeigt eine deutliche Population CD8*-Zellen, diese macht 98,5% aller Events aus. Die FACS-
Analyse der CD4*-Fraktion nach MACS (C) zeigt eine deutliche Population CD8"-Zellen, diese macht 95,7%
aller Events aus. Die FACS-Analyse konnte somit eine gute Trennung in CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten
durch MACS bestitigen.
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4.3.6. T-Zell-Kontakte

Die Auswertung der T-Zell-Kontakte erfolgte zu fest definierten Zeitpunkten. Als Startpunkt wurde
hierbei das Absinken der Zellen in die Fokusebene des Myelins definiert. Es wurden hierfiir die
ersten 120 Minuten nach dem Absinken der Zellen beurteilt. Dieser Zeitraum wurde gewéhlt, da ein
frither Kontakt zwischen Lymphozyten und Zielstruktur vermutet wurde. Die Kontakte zwischen T-
Lymphozyten und Myelin wurden visuell im 2D-Bild ausgewertet. Hierbei wurde der prozentuelle
Anteil der Zellen mit Kontakt zum Myelin im Vergleich zu im Bildausschnitt vorhandener Zellzahl
ausgewertet. Dies geschah fiir die fest definierten Zeitpunkte 0 min, 30 min, 90 min und 120 min
nach Absinken der Zellen. Die Subpopulation der CD4*-T-Lymphozyten wurden hierbei getrennt
von den CD8"-T-Lymphozyten betrachtet. Hierfiir wurden die jeweiligen Farbkanéle wie in Abb. 13
iibereinandergelegt. Die Differenzierung der roten T-Lymphozyten und des griinen Myelins war

aufgrund der Farbung weiterhin moglich.

Abb. 13: Co-Kultur DRG und T-Lymphozyten

Die Abb. zeigen die Co-Kultur von myelinisierter DRG-Kultur und T-Lymphozyten. (A) Der griine Kanal
zeigt das mit GFA gefiarbte Myelin. (B) Der rote Kanal zeigt die mit orange cell tracker gefarbten T-
Lymphozyten. (C) Durch das Zusammenlegen des roten und des griinen Kanals kénnen Myelin und T-
Lymphozyten in ihrer rdumlichen Bezichung beurteilt werden. (D) nach Hinzunahme des
lichtmikroskopischen Bildes sind die Strukturabgrenzungen erleichtert, Vergroflerung gemaf Skala
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4.3.6.1. CD4"-T-Lymphozyten

Der Anteil von Myelin-T-Lymphozyten-Kontakten wurde fiir neuritogene CD4"-T-Lymphozyten
und CD4*-T-Lymphozyten gesunder Kontrolltiere betrachtet. Beziiglich des zeitlichen Verlaufs der
prozentualen Myelin-CD4'T-Lymphozytenkontakte beider Populationen zeigte sich in Abb. 14 zu
Beginn ein vergleichbarer Anteil beider Gruppen mit Kontakt zum Myelin. In der Gruppe der
neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten hielt sich der Anteil der Zellen mit Myelinkontakt im Vorlauf
konstant, wohingegen es in der Kontrollgruppe zu einem Abfall der Kontakte iiber die beobachtete

Zeit kam.

x

s

c

o 60+

E 3 gesund
7; I @3 neuritogen
E ~

= & 404

€

N

£3

N _‘: 20+

< 32

Q_l—l

£

>

= 0

= Omin  30min 60min  90min 120min

a

(&)

Abb. 14: CD4*-T-Lymphozyten: Myelinkontakt

In der Co-Kultur der DRG-Kultur und den CD4*-T-Lymphozyten wurden die T-Lymphozyten-Myelin-
Kontakte alle 30 min fiir 120 min ausgewertet. Hierbei wurde der prozentuale Anteil der T-Lymphozyten mit
Myelinkontakt im 2D-Bild ausgewertet. Auf der Y-Achse wurde der prozentuale Anteil der CD4*-T-
Lymphozyten mit Myelinkontakt aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Zeit ab dem Absinken der CD4*-T-
Lymphozyten in die Fokusebene aufgezeichnet. Wahrend der Anteil prozentualen T-Lymphozyten-Myelin-
Kontakte zu Beginn in beiden Untergruppen gleich ist, kommt es in der Kontrollgruppe zu einem Abfall der
prozentualen T-Lymphozyten-Myelin-Kontakte. In der Gruppe der neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten zeigte
sich der Anteil an Myelinkontakten stabil. (Mittelwert + Standardabweichung)

4.3.6.2. CD8"-T-Lymphozyten
Parallel dazu wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen der Anteil an Myelinkontakten in der

Gruppe der CD8'-T-Lymphozyten untersucht. Hierbei wurden ebenfalls neuritogene CD8"-T-
Lymphozyten mit CD8"-T-Lymphozyten gesunder Kontrolltiere verglichen. Es zeigt sich in Abb. 15
erneut zu Beginn des Beobachtungszeitraums ein vergleichbarer Anteil von Myelinzellkontakten in

beiden Subgruppen. In der Gruppe der neuritogenen CDS8'-T-Lymphozyten kam es im
39



Uberwachungsintervall von 2 Stunden zu einem prozentuellen Anstieg der Kontakte. In der
Kontrollgruppe zeigte sich hingegen ein Abfall der Kontakte, sodass {iber die Zeit betrachtet mehr
neuritogene CD8"-T-Lymphozyten in Myelinkontakt standen als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 15: CD8*-T-Lymphozyten: Myelinkontakt

In der Co-Kultur der DRG-Kultur und den CD8*-T-Lymphozyten wurden die T-Lymphozyten-Myelin-
Kontakte alle 30 min fiir 120 min ausgewertet. Hierbei wurde der prozentuale Anteil der T-Lymphozyten
im 2D-Bild mit Myelinkontakt ausgewertet. Auf der Y-Achse wurde der prozentuale Anteil der CD8*-T-
Lymphozyten mit Myelinkontakt aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Zeit ab dem Absinken der CD8"-T-
Lymphozyten in die Fokusebene aufgezeichnet. Zu Beginn der Untersuchung zeigte sich der Anteil an T-
Lymphozyten-Myelin-Kontakten in beiden Gruppen gleich. Wéhrend es in der Gruppe der neuritogenen
T-Lymphozyten zu einem Anstieg der prozentualen T-Lymphozyten-Myelin-Kontakten kommt, féllt der
Anteil der T-Lymphozyten-Myelin-Kontakte in der Kontrollgruppe ab.
(Mittelwert + Standardabweichung)

4.3.7. Direktionalitit und Geschwindigkeit

Die weitere Auswertung der Migration der T-Lymphozyten erfolgte zudem beziiglich ihrer
Geschwindigkeit und Direktionalitdt. Hierbei wurde die Geschwindigkeit als zuriickgelegte Strecke
pro Zeit definiert. Direktionalitdt wurde als Verhéltnis von kiirzestem Abstand zwischen Start und
Endpunkt der Zellposition zu der tatséchlich von der Zelle zuriickgelegten Strecke betrachtet. Je
direkter die Strecke zuriickgelegt wird, desto hoher ist die Direktionalitdt, desto ldnger der
zuriickgelegte Weg verglichen mit der tatsdchlichen Entfernung von Start und Endpunkt, desto

ungerichteter ist die Migration [106].

4.3.7.1. CD4"-T-Lymphozyten
Fur die Gruppe der neuritogenen CD4'-T-Lymphozyten ergab sich kein signifikanter Unterschied

beziiglich der Geschwindigkeit verglichen mit der Kontrollgruppe, wie Abb. 16 zeigt. Hingegen
zeigte sich in der Gruppe der neuritogenen CD4'-T-Lymphozyten eine signifikant erhohte
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Direktionalitét fiir die ersten 60 Minuten. Betrachtet man die T-Lymphozyten-Kontakte in diesem
Zeitraum, zeigt sich in diesem frithen Zeitfenster die Auftrennung der prozentuellen T-

Lymphozyten-Kontakte zwischen der Kontrollgruppe und den neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten.
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Abb. 16: CD4*-T-Lymphozyten: Geschwindigkeit und Direktionalitiit

Die Co-Kultur aus myelinisierter DRG-Kultur und T-Lymphozyten wurde mittels /ive imaging liberwacht.
Der linke Graph (A) zeigt auf der Y-Achse die Geschwindigkeit in pm/min, auf der X-Achse wurden die
einzelnen 30 min Zeitabschnitte {iber das Uberwachungsintervall von 120 min aufgetragen. Hier zeigte sich
kein signifikanter Unterschied in beiden Gruppen. Der rechte Graph (B) zeigt auf der Y-Achse die
Direktionalitit, auf der X-Achse wurden die einzelnen Zeitabschnitte iiber das Uberwachungsintervall von
120 min aufgetragen. Hier zeigte sich {iber die ersten 60 min eine erhohte Direktionalitdt in der Gruppe der
neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten. (Mittelwert + Standardabweichung, *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001)

4.3.7.2. CD8"-T-Lymphozyten
Fir die Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten ergab sich eine signifikant reduzierte

Geschwindigkeit verglichen mit der Kontrollgruppe, wie sich in Abb. 17 zeigt. Eine reduzierte
Geschwindigkeit in der Gruppe der neuritogenen CDS8*-T-Lymphozyten iiber den gesamten
Uberwachungszeitraum konnte hierbei als Zeichen einer nichtzielgerichteten Migration gewertet

werden. Hingegen zeigte sich in der Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten eine signifikant
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erhohte Direktionalitit in der Zeit zwischen 60 wund 90min nach Versuchsstart.
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Abb. 17: CD8*-T-Lymphozyten: Geschwindigkeit und Direktionalitiit

Die Co-Kultur aus myelinisierter DRG-Kultur und T-Lymphozyten wurde mittels /ive imaging liberwacht.
Der linke Graph zeigt auf der Y-Achse die Geschwindigkeit in pm/min, auf der X-Achse die einzelnen 30 min
Zeitabschnitte {iber der Uberwachungsintervall von 120 min aufgetragen. Hier zeigte sich iiber den gesamten
Uberwachungszeitraum von 120 min eine reduzierte Geschwindigkeit in der Gruppe der neuritogenen CD8*-
T-Lymphozyten. Der rechte Graph zeigt auf der Y-Achse die Direktionalitét, auf der X-Achse wurden die
einzelnen Zeitabschnitte des Uberwachungsintervall von 120 min aufgetragen. Hier zeigte sich im Zeitraum
60-90 min eine erhohte Direktionalitit in der Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten.
(Mittelwert + Standardabweichung, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001)

4.3.8. Demyelinisierung

Zusitzlich wurde der Effekt der T-Lymphozyten auf die Myelinisierung ausgewertet. Auch hier
wurde erneut eine Trennung zwischen CD4*-und CD8*-T-Lymphozyten durchgefiihrt und der Effekt
der Zellpopulation getrennt betrachtet. Verglichen wurden erneut neuritogene T-Lymphozyten mit
T-Lymphozyten gesunder Kontrolltiere. Die DRG-Kulturen wurden mit den T-Lymphozyten fiir
3 Tage kultiviert und anschlieBend fixiert. Zur Beurteilung der Myelinisierung erfolgte die
Auswertung der Nodiumslange und Internodiumslange nach Farbung mit Sudan Black B. Hierbei ist
eine Vergroflerung des Nodiums und eine Verminderung der Internodiumslénge als Zeichen einer

Demyelinisierung zu werten.
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4.3.8.1. CD4"-T-Lymphozyten
Nach der Inkubation der DRG-Kulturen mit den CD4'-T-Lymphozyten iiber 3 Tage zeigte sich in

der Sudan-Black-B-Farbung eine Vergroferung der Nodiumslinge nach der Co-Kultur mit
neuritogenen CD4'-T-Lymphozyten verglichen mit der Kontrollgruppe. Abb. 18 zeigt die Nodiums-
und Internodiumslidnge nach 3 Tagen Co-Kultur der DRG-Kultur mit den T-Lymphozyten. Die
Internodiumslénge hingegen verkleinerte sich durch den Kontakt mit den neuritogenen CD4"-T-

Lymphozyten. Somit wurde eine Schadigung des Myelins verursacht.
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Abb. 18: CD4*-T-Lymphozyten: Demyelinisierung

Die CD4"-T-Lymphozyten wurden fir 3 Tage mit der myelinisierten DRG-Kultur (23 Tage
Myelinisierung) inkubiert. Danach erfolgte zur Quantifizierung der Myelinisierung eine Sudan-Black-B-
Farbung. A: Auf der Y-Achse ist die Internodiumslénge nach 3 Tagen Co-Kultur der DRG-Kultur mit den
CD4*-T-Lymphozyten gezeigt. Fiir die Linge des Internodiums in pum zeigt sich eine signifikante
Reduktion in der Gruppe der neuritogenen CD4"-T-Lymphozyten, verglichen mit der Kontrollgruppe
(Mittelwert + Standardabweichung; ***p-Wert: <0,0001). B: Auf der Y-Achse ist die Nodiumsldnge in pm
nach 3 Tagen Co-Kultur der DRG-Kultur mit den CD4"-T-Lymphozyten gezeigt. Fiir die Lénge des
Nodiums zeigt sich eine signifikante VergroBerung in der Gruppe der neuritogenen CD4+-T-Lymphozyten
verglichen mit der Kontrollgruppe (Mittelwert + Standardabweichung; ***p-Wert: <0,0001)
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4.3.8.2. CD8"-T-Lymphozyten
Wir betrachteten die Nodiums- und Internodiumslédnge in der Sudan-Black-B-Férbung nach 3 Tagen

Co-Kultur mit neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten im Vergleich zu 3 Tagen Co-Kultur mit CD8"-
T-Lymphozyten gesunder Versuchstiere. In Abb. 19 zeigte sich keine signifikante Vergroerung der
Nodiumsldnge durch den Kontakt der neuritogenen Zellen verglichen mit der Kontrollgruppe, jedoch
eine leichte Tendenz zur VergroBerung der Nodiumsldnge nach Co-Kultur mit den neuritogenen
CD8"-T-Lymphozyten. Die Internodiumsliange hingegen verkleinerte sich nach der Co-Kultur mit
den neuritogenen CD8"-T-Lymphozyten signifikant. Dies deutet auf eine Schiddigung des Myelins
durch die neuritogenen CD8*-T-Lymphozyten hin.
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Abb. 19: CD8*-T-Lymphozyten: Demyelinisierung

Die CD8*-T-Lymphozyten wurden fiir 3 Tage mit der myelinisierten DRG-Kultur (23 Tage Myelinisierung)
inkubiert. A: Auf der Y-Achse ist die Internodiumslénge in um nach 3 Tagen Co-Kultur der DRG-Kultur mit
den CD8*-T-Lymphozyten gezeigt. Fiir die Lange des Internodiums zeigt sich eine signifikante Reduktion in
der Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten, verglichen mit der Kontrollgruppe,
(Mittelwert + Standardabweichung; ***p-Wert: <0,001). B: Auf der Y-Achse ist die Nodiumslénge in um
nach 3 Tagen Co-Kultur der DRG-Kultur mit den CD8*-T-Lymphozyten gezeigt. Fiir die Lange des Nodiums
zeigt sich eine nicht signifikante VergroBerung in der Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten
verglichen mit der Kontrollgruppe (Mittelwert + Standardabweichung; p-Wert:0,1173, ns: nicht signifikant)
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5. Diskussion

Das Ziel unseres Modells ist es, die direkte Interaktion von T-Lymphozyten, Myelin und SC auf
zelluldrer Ebene untersuchen 2zu konnen, um den Pathomechanismus autoimmuner
demyelinisierender peripherer Polyneuropathien besser zu verstehen und damit langfristig neue
Therapieansitze zu finden [45, 107]. Hierbei sollte einerseits untersucht werden, ob es einen direkten
Kontakt zwischen T-Lymphozyten und Myelin mit einer daraus resultierenden direkten Schadigung
des Myelins durch die T-Lymphozyten gibt. CD4'-T-Lymphozyten und CD8'-T-Lymphozyten
sollten getrennt betrachtet werden, um dadurch Riickschliisse auf den Pathomechanismus zu
ermoglichen. Zudem sollte die Rolle der SC als mdgliche Angriffsstruktur fiir T- Lymphozyten oder
als potenzieller Moderator der autoimmunen Schiddigung untersucht werden [23, 45, 108]. Im
Folgenden sollen die Ergebnisse ndher beurteilt und auf die jeweiligen Vor- und Nachteile der

Methode eingegangen werden.

5.1. Die Rolle der T-Lymphozyten in autoimmunen peripheren
Polyneuropathien
T-Lymphozyten stellen die priméren Effektorzellen unseres Modells dar. Wie zuvor beschrieben, ist
das EAN-Modell ein gut etabliertes Tiermodell der autoimmunen demyelinisierenden peripheren
Polyneuropathien, insbesondere des GBS [51, 109]. T-Lymphozyten scheinen eine relevante Rolle
in der Pathogenese der EAN zu spielen. Sowohl CD4- als auch CD8-defiziente Méuse entwickeln
deutlich geringere pathologische Verdnderungen in der Histologie und einen milderen klinischen
Verlauf als die Wildtypen-Vergleichsgruppe [110]. Da ein adoptiver Transfer von neuritogenen T-
Lymphozyten eine EAN ausldsen kann, ist von einer T-Lymphozyten-abhéngigen Pathophysiologie
der EAN auszugehen [111]. In unserem Modell konnte eine Demyelinisierung in der Co-Kultur mit
neuritogenen T-Lymphozyten beobachtet werden, wobei T-Lymphozyten in unserem Modell die
alleinigen professionellen Effektorzellen des Immunsystems darstellen. Die Relevanz der T-
Lymphozyten fiir autoimmune periphere Polyneuropathien zeigt sich auch in klinischen Studien. Im
Liquor von Patienten mit GBS und CIDP konnte ein erhohter Anteil von HLA-DR+ T-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um aktivierte T-Lymphozyten als Hinweis auf eine
Beteiligung der T-Lymphozyten an der Pathogenese [112]. Im Serum von Patienten mit GBS oder
CIDP konnte teilweise ein erhdhter IL-2-Spiegel gezeigt werden. IL-2 wird von aktivierten T-
Helferzellen produziert und bewirkt eine weitere T-Zell-Differenzierung. Damit stellt es ebenfalls
einen Hinweis auf eine relevante Rolle der T-Lymphozyten im Entziindungsprozess der
autoimmunen peripheren Polyneuropathien dar [113]. Im Serum von Patienten mit GBS konnten
geringe Mengen gegen Myelinprotein gerichtete, IFN-y-produzierende T-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Dies zeigt eine Aktivierung gegen Myelin zielgerichteter T-Lymphozyten bei
Patienten mit GBS [114]. Bei Patienten mit CIDP zeigten sich diese myelinantigenspezifischen T-
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Lymphozyten unter der Therapie mit intravendsen Immunglobulinen riickldufig [115]. Daraus ergibt
sich ein Hinweis auf einen relevanten, zielgerichteten Effekt der T-Lymphozyten im Rahmen der
demyelinisierenden peripheren Polyneuropathien [45]. Ein Ziel unserer Arbeit war es, die einzelnen
T-Lymphozyten-Subgruppen und ihre Interaktion mit dem Myelin getrennt zu betrachten und

dadurch auf den Pathomechanismus der Demyelinisierung schlieBen zu konnen.

5.1.1. Die Rolle der CD8"-T-Lymphozyten in der DRG-Co-Kultur

Die Beurteilung des Myelins nach einer Co-Kultur mit den CD8*-T-Lymphozyten zeigte eine
signifikante Reduktion des Internodiums im Sinne einer Demyelinisierung. Die tendenzielle
VergroBerung des Nodiums, als Zeichen einer Demyelinisierung nach Co-Kultur mit CD8*-T-
Lymphozyten, zeigte sich hingegen nicht signifikant. Die Demyelinisierung nach der Co-Kultur ohne
weitere Effektorzellen ldsst eine direkte zytotoxische Schadigung des Myelins durch die CD8*-T-
Lymphozyten vermuten [95]. Dabei ist von einer MHC-I-Komplex vermittelten Schadigung
auszugehen, bei der das periphere Nervensystem durch neuritogene CD8'-T-Lymphozyten
angegriffen wird [95]. Zahlreiche klinische Studien zu Patienten mit peripheren autoimmunen
Polyneuropathien lassen aufgrund erhéhter CD8'-T-Lymphozyten-Level eine zentrale Rolle der
CD8"-T-Lymphozyten in vielen autoimmunen neurodegenerativen Erkrankungen vermuten [95]. Im
Liquor von Patienten mit CIDP konnte eine erhdhte Zahl an CD8'-T-Lymphozyten verglichen mit
einer gesunden Kontrollgruppe gezeigt werden [112]. Verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe
zeigte sich im peripheren Blut von Patienten mit GBS die Anzahl von CD8'-T-Lymphozyten
ebenfalls erhoht, zudem zeigten sich die CD8"-T-Lymphozyten iiber den Krankheitsverlauf langsam
riickldufig [71]. Ebenso zeigte sich die Anzahl der CD8'-T-Lymphozyten im peripheren Blut der
GBS-Patienten unter der Therapie mit intravendsen Immunglobulinen riicklaufig [77, 116]. Als
Zeichen fiir den lokalen Effekt konnten CDS8'-T-Lymphozyten histologisch vermehrt in den
Nervenbiopsien von Patienten mit CIDP und GBS nachgewiesen werden [61, 117]. In den
Nervenbiopsien von Patienten mit CIDP konnte eine monoklonale CD8'-T-Lymphozyten-
Population nachgewiesen werden; diese =zeigte teilweise gleiche monoklonale T-Zell-
Rezeptormuster wie die CD8*-T-Lymphozyten-Population im Blut der Patienten. Dies spricht fiir
eine spezifische Zielstruktur der CD8'-T-Lymphozyten bei autoimmunen demyelinisierenden
peripheren Polyneuropathien [95]. Bei CIDP-Patienten mit Therapieansprechen unter intravendser
Immunglobulintherapie zeigten sich die myelinantigenspezifischen CD8*-T-Lymphozyten in der
Gruppe mit Therapieansprechen riickldufig [115]. Eine fiihrende Rolle der CD8"-T-Lymphozyten in
der Pathogenese autoimmuner peripherer Polyneuropathien konnte erklaren, weshalb Patienten mit
einer fortgeschrittenen HIV-Erkrankung, also einer reduzierten T-Helferzahl, ebenfalls ein GBS
entwickeln konnen. Der Erkrankungsprozess scheint nicht alleine durch CD4'-T-Lymphozyten

getragen zu werden [ 118]. Im Rahmen unseres Modells wurde der Kontakt zwischen T-Lymphozyten
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und Myelin, als Hinweis auf eine direkte zytotoxische Schadigung, ausgewertet. Hier zeigt sich in
der Gruppe der neuritogenen CD8"-T-Lymphozyten der Prozentsatz der Zellen mit Myelinkontakt
erhoht. Insbesondere zeigt sich in der Gruppe der neuritogenen CD8"-T-Lymphozyten der Anteil an
Myelinkontakten im Rahmen des Beobachtungszeitraums zunehmend, im Gegensatz zu dem stabilen
bzw. abfallenden Anteil an Myelinkontakten in der Kontrollgruppe. Der vermehrte Kontakt ldsst sich
als direkter Kontakt zwischen MHC-I-Komplex und T-Zell-Rezeptor interpretieren. Hierbei ist die
Zunahme der Kontakte in der Gruppe der neuritogenen CD8'-T-Lymphozyten moglichweise
dadurch zu erkléren, dass zu den bereits eingegangenen Myelin-Lymphozytenbindungen iiber den
Uberwachungszeitraum weitere Myelin-Lymphozytenbindungen hinzukommen, wihrend in der
Kontrollgruppe die CD8'-T-Lymphozyten weiter diffundieren und keine weitere Bindung zum
Myelin eingehen. Die Ergebnisse lassen einen direkten Kontakt mit direkter zytotoxischer
Schidigung des Myelins durch die CD8*-T-Lymphozyten vermuten. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese ist die Auswertung eines Assays fiir zytotoxische Zellschddigung nach Inkubation der
DRG-Kultur mit den CD8"-T-Lymphozyten denkbar. In der Auswertung des Myelins nach der Co-
Kultur wurde die Nodiums- und Internodiumslidnge mittels einer Sudan-Black-B-Farbung des
Myelins beurteilt [96]. Eine Internodiumsverkiirzung und eine Nodiumsverldngerung stellen hierbei
eine Demyelinisierung dar [96]. Diese Demyelinisierung resultiert durch den Verlust der elektrischen
Isolierung in einer Reduktion der elektrischen Leitgeschwindigkeit [53]. Zwar zeigte sich in der
Analyse der Sudan-Black-B-Farbung eine Demyelinisierung im Sinne einer Internodiumsverkiirzung
nach Co-Kultur mit den neuritogenen CD8*-T-Lymphozyten, jedoch nur eine nicht signifikante
VergroBerung des Nodiums. Hier sind mehrere Probleme im Versuchsaufbau denkbar. Einerseits
konnte die Inkubationszeit von 3 Tagen eine nicht ausreichende Zeitperiode darstellen und damit der
Zeitraum zu kurz fiir eine ausreichende Schiadigung durch einen zytotoxischen Effekt sein. Alternativ
konnten hier im Verlauf weitere Zeitpunkte untersucht werden, um die Dynamik einer Schadigung
besser einschétzen zu konnen. Eine weitere Ursache fiir eine geringe Demyelinisierung kdnnte sein,
dass die Schiddigung durch die CD8'-T-Lymphozyten ohne weitere Immunzellen keinen
ausreichenden Effekt zeigt. In L27-Mauslinien, einer Mauslinie mit CD8'-T-Effektorzellen,
entwickelten diese keine spontanen autoimmunen peripheren Polyneuropathien, und in den
immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich ein niedriges Level an kostimulatorischen
Signalen auf Makrophagen. Dies zeigt die Notwendigkeit einer weiteren T-Lymphozyten-
Aktivierung durch die Makrophagen, um den akuten Entziindungsprozess aufrechtzuerhalten. Wurde
durch eine Nervenschiadigung die kostimulatorische B7.2-Expression auf Makrophagen erhoht,
entwickelten diese Tiere eine autoimmune Polyneuropathie. Die Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung einer autoimmunen peripheren Polyneuropathie konnte durch das gezielte Blockieren
von kostimulatorischen Signalen auf der Makrophagenoberfliche beeinflusst werden. Dies deutet
darauf hin, dass synergistisch arbeitende Makrophagen fiir eine ausreichende Aktivierung der
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Immunantwort nétig sind [119]. Makrophagen konnten auch als Myelin-destruierende Effektorzellen
den groBeren Schidigungseffekt verursachen, daher konnte die alleinige Co-Kultur mit CD8"-T-

Lymphozyten eine geringere Demyeliniserung verursachen [120].

5.1.2. Die Rolle der CD4"-Lymphozyten in der DRG-Co-Kultur

CD4"-T-Lymphozyten stellen als modulierende Zellpopulation der EAN den langjéhrigen
Forschungsschwerpunkt im Bereich der autoimmunen peripheren Polyneuropathien dar [46, 121].
CD4"-T-Lymphozyten konnen das Entziindungsgeschehen durch Rekrutierung von Makrophagen,
die Aktivierung von B-Lymphozyten zur Antikérperproduktion und iiber Zytokine beeinflussen [46].
Hierbei lassen sich die einzelnen Untergruppen der CD4'-T-Lymphozyten getrennt betrachten.
Untersuchungen des peripheren Bluts von Patienten mit GBS zeigten eine Erhohung von Tyl-T-
Lymphozyten und assoziierter Zytokine im akuten Entziindungsstadium und eine erhéhte Ty2-T-
Lymphozytenzahl in der spiteren Rekonstitutionsphase der Krankheit [122]. Eine Metaanalyse
zeigte erhohte Zytokinlevel von Tyl-, Tu2- und Tul7-T-Lymphozyten, wobei hier eine
Phasenzuteilung des GBS aufgrund der unterschiedlichen Studien nur bedingt moglich ist [123].
Eventuell ist das Profil der T-Lymphozyten-Subpopulation abhingig von der Unterform des GBS,
so dass bei eher antikorpervermittelnden Unterformen eine erhdhte Tu2-Zellzahl vorkommt [124].
Ahnlich wie bei anderen autoimmunen Erkrankungen, zeigen sich regulatorische CD4*-T-
Lymphozyten im Blut von Patienten mit GBS reduziert, wohingegen CD4'-T-Helferzellen erhoht
sind [71]. Zudem scheinen regulatorische CD4'-T-Lymphozyten ecinen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf zu haben. So konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass eine friihe Reduktion
regulatorischer T-Lymphozyten den Krankheitsverlauf aggraviert, [125]. In unserem Modell wurde
die alleinige Interaktion von CD4'-T-Lymphozyten und SC bzw. Myelin ohne weitere Effektorzellen
des Immunsystems betrachtet. In einer frithen Untersuchung mit neuritogenen CD4'-T-
Lymphozyten zeigten sich in vitro Cluster an SC, welche einen direkten Kontakt mir MHC-II-
Komplexen der SC vermuten lassen [126]. Dies deckt sich mit unserer Betrachtung der prozentualen
CD4"-T-Lymphozyten-Myelin-Kontakte. In der Gruppe der neuritogenen CD4"-T-Lymphozyten
zeigt sich iiber die Zeit ein stabiler Prozentsatz an T-Lymphozyten-Myelin-Kontakten, wohingegen
der Prozentsatz der T-Lymphozyten-Myelin-Kontakte in der Kontrollgruppe abnahm. Dies deutet
auf einen spezifischen Kontakt zwischen den neuritogenen CD4"-T-Lymphozyten und dem Myelin
hin. Nach der Co-Kultur von CD4"-T-Lymphozyten und der DRG-Kultur erfolgte die Beurteilung
des Myelins nach der Myelinfarbung mit Sudan Black B [96]. In der Analyse des Myelins nach Co-
Kultur mit den neuritogenen CD4*-T-Lymphozyten zeigt sich eine signifikante VergroBerung des
Nodiums und eine signifikante Verkleinerung des Internodiums. Damit ergibt sich eine
Demyelinisierung durch die Co-Kultur mit den neuritogenen CD4'-T-Lymphozyten. Insgesamt

weisen unsere Ergebnisse auf eine relevante Rolle der CD4'-T-Lymphozyten bei der
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Demyelinisierung hin, hierbei scheint es sich um eine direkt vermittelte Schadigung zu handeln. Es
bleibt jedoch unklar, welcher Schiadigungsmechanismus zwischen CD4*-T-Lymphozyten und
Myelin ohne weitere Effektorzellen erfolgt. Einzelne Untersuchungen weisen auf eine mdogliche
zytotoxische Aktivitdt CD4"-T-Lymphozyten unter bestimmten Bedingung wie Virusinfektionen
und eine Priasentation von Virusantigenen {iber MHC-II hin, jedoch ergibt sich aus unserem Modell
kein Beleg fiir einen solchen Effekt [127]. Da unser Modell keine Makrophagen enthilt, ist der
demyelinisierende Effekt der CD4"-T-Lymphozyten eventuell eingeschrénkt, da keine durch CD4"-
T-Lymphozyten modulierte Myelinschddigung durch Makrophagen stattfinden kann [128]. Wenn
auch sich in Co-Kultur mit den CD4'-T-Lymphozyten Hinweise fiir einen vermehrten Kontakt
zwischen CD4'-T-Lymphozyten und Myelin sowie eine Demyelinisierung nach der Co-Kultur
zeigen, lassen unsere Ergebnisse keinen klaren Schluss auf den Pathomechanismus zu. Zur
Uberpriifung ist hier die Durchfiihrung eines Assays fiir Apoptose und zytotoxische Schidigung nach
der Co-Kultur denkbar.

5.1.3. Tul7-Lymphozyten als mogliche Effektorzellen

Mit den Ty17-Lymphozyten riickt eine Untergruppe der CD4"-T-Lymphozyten immer mehr in den
Fokus der Forschung zu autoimmunen peripheren Polyneuropathien. Diese Zellen produzierten u. a.
IL-17, ein proinflammatorisches IL [129]. Untersuchungen weisen auf eine wichtige Rolle von IL-
17 beim Pathomechanismus von entziindlichen Erkrankungen hin [130]. In EAN-Ratten konnte
wiahrend des Erkrankungspeaks ein erhohter Serumspiegel von IL-17 nachgewiesen werden [131].
In der klinischen Forschung zeigen sich im Liquor und Serum von Patienten mit GBS erhohte Level
fir IL-17 [92]. IL-17 wird nicht exklusiv von Ty-17-Lymphozyten, sondern auch von CD8"-T-
Lymphozyten und Neutrophilen gebildet [ 129]. Bei Patienten mit akut aktiver CIDP konnten erhShte
Level von Tx17-Lymphozyten im peripheren Blut und im Liquor nachgewiesen werden. Bei diesen
Patienten zeigt sich der IL-17-Spiegel im Serum erhéht, sowohl gegeniiber nicht erkrankten als auch
gegeniiber Patienten mit remittierender CIDP [132]. Fiir die experimentelle autoimmune
Enzephalitis, das Tiermodell der multiplen Sklerose, konnte ebenfalls ein relevanter Einfluss von IL-
17 gezeigt werden. IL-17-defiziente Méuse entwickelten hier erst verzogert eine Erkrankung, und
der adoptive Transfer von CD4"-T-Zellen konnte nur ineffektiv eine erneute Erkrankung induzieren
[133]. SC exprimieren im DRG-Modell regulér IL-17-Rezeptor A und B, was auf einen moglichen
Effekt durch IL-17 auf SC hindeutet [94]. Die Wirkung von IL-17 wurde in DRG-Kulturen
untersucht. Hier konnte eine verminderte Myelinsynthese und eine reduzierte Genexpression der
Myelinsyntheseproteine auf mRNA-Ebene gezeigt werden. Dabei wurde jedoch eine Exposition von
21 Tagen IL-17 in dem DRG-Modell untersucht [94]. In unserem Modell konnte daher die Zeit der
Exposition fiir den Effekt auf RNA-Ebene zu kurz sein. In den bisherigen Untersuchungen mit IL-

17 in DRG-Kulturen zeigte sich in der Untersuchung kein Hinweis auf einen durch IL-17 ausgeldsten
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oxidativen Stress, welcher eine akute, schnelle Schadigung ausldsen konnte [94]. Ein weiterer
moglicher Mechanismus ist ein direkter Apoptosetrigger durch IL-17 auf die SC. Einzelne
Untersuchungen zeigten eine fragliche IL-17-induzierte Apoptose der SC in einem Modell zu
neuropathischem Schmerz. Hier konnte auch ein indirekter Kontakt in Zellkultur eine Apoptose
auslosen, weshalb ein IL-getriggerter Effekt vermutet wurde [134]. Hingegen zeigten andere
Untersuchungen keine vermehrte Apoptose in der DRG-Kultur nach Co-Kultur mit IL-17 [94]. IL-
17 stellt jedoch auch in unserem Modell einen mdglichen Mediator der Demyelinisierung durch die
Beeinflussung von SC dar; dies konnte durch eine Messung von IL-17 nach Inkubation von DRG-

Kultur und CD4*-T-Lymphozyten in Co-Kultur tiberpriift werden.

5.1.4. Schwann-Zellen als Angriffsstruktur und Moderator der Entziindung

SC stellen neben T-Lymphozyten die zweite im Modell untersuchte Zellpopulation dar. Sie bilden
eine mogliche Angriffsstruktur fir die T-Lymphozyten. In unserer Untersuchung konnte ein
vermehrter Kontakt sowohl neuritogener CD4*-T-Lymphozyten als auch neuritogener CD8*-T-
Lymphozyten mit dem Myelin gezeigt werden. SC sind in der Lage, Proteine iiber MHC-Komplexe
auf ihrer Oberfliche zu prisentieren und dadurch in Interaktion mit T-Lymphozyten treten [9].
Hierbei konnen SC auch endogene Myelinproteine auf ihrer Oberflédche présentieren [135].
Endogene Proteine, wie Myelinantigene, konnen regulér tiber MHC-I-Komplexe von SC présentiert
werden, eine Steigerung der Expression von MHC-I konnte durch inflammatorische Zytokine wie
Interferon gamma in vivo und in vitro gezeigt werden [88, 91]. Somit konnen SC im Rahmen einer
akuten Entziindungsreaktion als antigenprésentierende Zelle verstanden werden [91]. Durch die
Expression von endogenem Myelinprotein iiber MHC-I-Komplexe ist damit eine direkte Interaktion
mit neuritogenen CDS8'-T-Lymphozyten moglich [23, 136]. Fir eine Interaktion mit CD4"-T-
Lymphozyten ist die Prisentation eines Antigens iiber MHC-II-Komplexe notwendig [20, 136].
Somit muss die SC fiir eine Interaktion mit P2-spezifischen CD4"-T-Lymphozyten endogene
Myelinproteine iiber MHC-II prasentieren konnen. MHC-II-Molekiile sind die primére
Présentationsform spezialisierter APC des Immunsystems, wie Makrophagen und dendritische
Zellen [20, 137]. SC konnen unter bestimmten Bedingungen MHC-II-Molekiile ebenfalls
exprimieren. So konnte die Expression von MHC-II auf der Schwann-Zell-Oberflache in vitro durch
Interferon gamma und durch P2-spezifische T-Lymphozyten ausgelost werden [86, 87]. Auch an
humanen SC konnte in vitro unter Interferon gamma eine Expression von MHC-II-Komplexen
nachgewiesen werden [88]. Im Rahmen des Entziindungsprozesses wandern vermehrt Immunzellen
ins PNS; diese konnen Interferon gamma auszuschiitten und dadurch zu einer Hochregulation von
MHC-II-Molekiilen fiihren [86]. Somit stellen SC eine potenzielle APC im Rahmen des
Entziindungsgeschehens der peripheren autoimmunen Polyneuropathien dar [138]. Auch in der

Untersuchung von Nervenbiopsien von Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom und CIDP konnten
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MHC-II-Komplexe auf der Zelloberfliche der SC nachgewiesen werden [89, 90]. In unserem
Versuchsaufbau wurde zur Aktivierung der Zelle und der Hochregulation der MHC-Présentation
Interferon gamma zum Kulturmedium zugegeben und dadurch ein Entziindungsprozess simuliert. In
einzelnen In-vitro-Experimenten gelang es nicht zu zeigen, dass hierbei auch endogene Proteine, wie
Myelinproteine, iiber MHC-II-Komplexe préasentiert werden [9, 138]. Im Rahmen des
Entziindungsprozesses wird vermehrt Myelin abgebaut und bietet daher ein potenzielles exogenes
Antigen zur Prisentation [138]. Der MHC-II-Komplex stellt nicht nur eine mdgliche
Angriffsstruktur, sondern auch den Schliissel zur modulierenden Funktion von SC dar. Der klinische
Effekt dieser MHC-II-Antigen-Prasentation durch SC konnte im Tierversuchsmodell gezeigt
werden. Durch eine Kreuzung wurde im Mausmodell gezielt eine Verdnderung in der B-Kette und
damit ein nicht funktionsfdhiger MHC-II-Komplex hervorgerufen. Im Gegensatz zu der
Kontrollgruppe zeigte die genetisch veranderte Mauslinie keine Expression von MHC-II-Komplexen
nach einer Nervenschidigung. In dem Modell fiir posttraumatische Nervenschidigung konnten
einerseits weniger CD4"-T-Lymphozyten intraneural und eine geringere axonale Schiadigung in der
Gruppe mit nicht funktionsfdhigen MHC-II-Komplexen nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich
eine Reduktion der posttraumatischen thermischen Hyperalgesie in der Gruppe der SC mit MHC-II-
Verlust. Dies spricht fiir eine MHC-II-vermittelte Modulation des Entziindungsprozesses [139]. SC
konnten iiber extrazelluldre Matrixverdnderungen Einfluss auf den Verlauf der Nervenschddigung
nehmen [140]. Einzelne Studien lassen auch eine mogliche direkte Beeinflussung der Immunantwort
durch Zytokinausschiittung oder Antigenprasentation der SC vermuten [141]. SC kdnnen unter dem
Einfluss von inflammatorischen Zytokinen T-Zell-Apoptose induzieren und dadurch die
Immunantwort modulieren [141]. Mithilfe der Prasentation von Antigenen iiber MHC-Komplexe ist
eine auch eine modulierende Rolle der SC im Sinne einer Aktivierung von sowohl CD8*- als auch
CD4"-Lymphozyten im Entziindungsprozess denkbar [9]. In vitro konnte analog dazu eine
gesteigerte Proliferation von P2-spezifischen T-Lymphozyten in Co-Kultur mit SC gezeigt werden
[138]. Zudem konnte in Untersuchungen der Nerven von Patienten mit CIDP beispielsweise CD58
auf den Schwann-Zell-Oberflichen nachgewiesen werden, ein Oberflichenmarker, der eine Rolle im
Rahmen der T-Zell-Aktivierung spielt. [ 142]. Zudem konnten SC das Einwandern von Makrophagen
an den Ort der Entziindung moderieren [143]. Durch diese Mechanismen konnten SC auch die
Entziindung modulieren [9]. Als unprofessionelle APC konnten die SC den begonnen
Entziindungsprozess weiter vorantreiben und aufrechterhalten [138]. Dies stellt die Frage, inwieweit
die SC nicht nur eine mdgliche Angriffsstruktur darstellen, sondern auch den Entziindungsprozess

modulieren [108, 142]. Somit stellen sie auch einen moglichen Therapieangriffspunkt dar [144].
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5.2. Myelinschidigung bei autoimmunen peripheren Polyneuropathien

Unsere Ergebnisse zeigen eine Demyelinisierung durch den Kontakt mit neuritogenen CD4"- und
CD8"-T-Lymphozyten. Untersuchungen zur EAN in Kaninchen zeigen histologisch insbesondere
eine Desorganisation der Myelinschichten. Hierbei zeigt sich eine Auftrennung der Myelinschichten
und eine vesikuldre Umorganisation des Myelins. Diese Verdnderungen wurden primér
Makrophagen zugeschrieben, wobei Verdnderungen histologisch auch in Abschnitten ohne
Makrophagen nachweisbar waren [120]. Die histologischen Untersuchungen von EAN-Lewis-
Ratten zeigte zudem ein Myelinddem sowie eine resultierende Verminderung von Axonen. In den
betroffenen Myelinabschnitten mit Schwellung und Myelinschichtauftrennung zeigten sich T-
Lymphozyten als dominierende Zellpopulation. Jedoch lassen sich auch hier Makrophagen
nachweisen, welche in unserem Modell nicht vorhanden sind. Der SC-Marker S 100 zeigte sich in
den Farbungen reduziert, was als bereits erfolgte myelingerichtete Immunreaktion gewertet wurde.

Hierbei ist beispielsweise auch eine gerichteter T-Lymphozyten-Effekt denkbar [145].

5.3. Limitationen im verwendeten Modell

5.3.1. DRG-Modell

Bei dem DRG-Modell als In-vitro-Modell fir des periphere Nervensystem werden
Hinterstrangganglien in Zellkultur gebracht [96]. Bei dem Hinterstrangganglion handelt es sich
anatomisch um die Zellkorper afferenter sensorische Neuronen [146]. Im Rahmen des GBS sind
jedoch nicht nur sensorische, sondern auch motorische Nerven betroffen [36]. Die klassische CIDP
betrifft sensorische und motorische Nerven, wobei nur ca. 50% diese klassische Form der CIDP
aufweisen [147, 148]. Die CIDP umfasst damit eine heterogene Erkrankungsgruppe [147]. Je nach
Studie zeigen sich beispielsweise ca. 15% eine rein sensorische Polyneuropathie auf, mehrere
Studien konnten eine Patientengruppe mit primér sensorischen Symptomen zeigen [147-149].
Hierbei kann die Heterogenitit der Erkrankungen ein Hinweis auf unterschiedliche
Pathomechanismen sein [148]. In unserem Modell liegt der Fokus auf der Interaktion zwischen T-
Lymphozyten und Myelin. Die Untersuchungen zur Beschaffenheit des Myelins sensorischer und
motorischer Nerven des PNS afferenter sensorischer Neuronen zeigen Unterschiede in der
Zusammensetzung des Myelins, beispielsweise in der Haufigkeit einzelner Gangliosidunterformen
[150]. Diese Ganglioside sind wiederum potenzielle Angriffsstrukturen fiir das Immunsystem im

Rahmen der autoimmunen peripheren Polyneuropathien [151].

5.3.2. P2 als Zielstruktur
Im Rahmen unseres Modells wurde durch die Immunisierung mit P2-Peptid die Angriffsstruktur
festgelegt. Dariiber hinaus sind noch weitere moglichen Zielstrukturen des Immunangriffs im

Rahmen autoimmuner peripherer Polyneuropathien bekannt [35]. P2-gerichtete T-Lymphozyten
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konnten im Blut von atypischen CIDP-Patienten nachgewiesen werden, daneben zeigte sich eine
erhohte Zahl fiir andere myelinantigenspezifische T-Lymphozyten [152]. Prinzipiell ist durch eine
vorangehende Immunisierung der Versuchstiere mit einem anderen Myelinantigen auch die
Betrachtung anderer neuritogener T-Lymphozyten denkbar. Weitere Untersuchungen miissen
zeigen, ob sich mit anderen Zielpeptiden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit reproduzieren
lassen. Die Fragestellung der Interaktion zwischen Myelin und T-Lymphozyt ist mit diesem

spezifischen Myelinantigen moglich gewesen.

5.3.3. Der Myelin-T-Zell-Kontakt

Ein technisches Problem stellt die rein visuelle Auswertung der Kontakte zwischen Myelin und T-
Lymphozyt im 2D-Bild dar. Hierbei ldsst sich der direkte Kontakt nicht sicher belegen. Der T-
Lymphozyt konnte im Raum tiber dem Myelin im Medium sein, ohne direkten Kontakt zum Myelin
aufzunehmen. Hierbei sind weitere Versuche mittels 3D-Darstellung ein moglicher Ansatz zum

Nachweis direkter Zellkontakte.

5.3.4. Aktivierte T-Lymphozyten

In unserem Versuchsaufbau wurden die T-Lymphozyten der Kontrollgruppe aus der Milz gesunder
Versuchstiere entnommen. In der Milz befinden sich auch naive T-Lymphozyten, welche noch
keinen Kontakt mit dem spezifischen Antigen hatten und daher noch nicht aktiviert sind. Dem
gegeniiber wurden T-Lymphozyten aus Lymphknoten nach einer Immunisierung entnommen. Diese
enthalten daher mutmaBlich mehr aktivierte Lymphozyten. Eine alternative Option wire eine
Immunisierung mit einem nichtendogenen Protein, um ebenfalls aktivierte T-Lymphozyten aus
einem Lymphknoten in ausreichender Zahl gewinnen zu konnen. Eine weitere Uberpriifung der

Vitalitdt und Funktionsfdahigkeit der T-Lymphozyten erfolgte zudem nicht.

5.3.5. Stabilitit der Firbungen

5.3.5.1. Stabilitit der Green-fatty-acid-Firbung

Bei der Green-fatty-acid-Farbung zeigte sich aufgrund der regelméBigen Belichtung ein
ausgepragtes Ausbleichen der Farbung {iber die Zeit, insbesondere bei erhéhter Bildfrequenz.
Hieraus ergibt sich eine Limitierung der Methode beziiglich der Uberwachungsdauer und der
Frequenz der Bildaufnahmen. Daher eignet sich die Methode priméar zur Beobachtung einer frithen

Interaktion von T-Lymphozyten und Myelin.
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5.3.5.2. Stabilitit der Orange-cell-tracker-Farbung
Ahnlich dem Problem mit der Green-fatty-acid-Firbung verhilt es sich mit dem orange cell tracker.

Dieser zeigte sich in dem von uns gewihlten Uberwachungsintervall stabil, zeigt jedoch ebenso eine
Reduzierung der Intensitit iiber die Zeit. Auch hierdurch sind Uberwachungsintervall und

Bildfrequenz limitiert und stellten eine besondere Herausforderung dar.

5.4. Schlussfolgerung

Aufgrund des fehlenden Verstindnisses des genauen Erkrankungsmechanismus autoimmuner
peripherer Polyneuropathien besteht die Therapie in erster Linie aus unspezifischer
Immunsuppression, beispielsweise mit Steroiden oder intravendsen Immunglobulinen. Die Hoffnung
besteht weiterhin, langfristig durch ein besseres Verstindnis der Erkrankung gezieltere Therapien
entwickeln zu konnen [24, 112]. Dieses Modell eignet sich nicht zur Darstellung des komplexen
Ablaufs der Erkrankung im menschlichen Korper. Es ermdglicht hingegen die Untersuchung klar
definierter, einzelner Faktoren des Pathomechanismus. Die Entstehung einer Autoimmunerkrankung
wird durch ein Zusammenspiel aus Zytokinen, Antikérpern, Komplementsystem, T- und B-
Lymphozyten und Makrophagen gesteuert, deren Rolle im Weiteren entschliisselt werden muss [23,
24]. Die Ergebnisse der Arbeit weisen auf eine relevante Rolle von sowohl CD4"- als auch CD8"-T-
Lymphozyten bei der Pathogenese von autoimmunen peripheren Polyneuropathien hin. Ebenso
stellen SC einen moglichen Modulator im Rahmen der Entziindung dar. Weitere Forschungen sind
notig, um Erkenntnisse tiber die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Myelin mit dem Ziel
spezifischer Therapieoptionen bei Patienten mit autoimmuner peripherer Polyneuropathie zu

gewinnen.
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