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Zusammenfassung

Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS),
deren genauer Entstehungsmechanismus trotz intensiver klinischer und grundlagenwissen-
schaftlicher Forschung nicht bekannt ist. Die Assoziation von bestimmten mikrobiellen Fak-
toren in der prdmorbiden Phase wurde mit der spéteren manifesten Erkrankung an MS ver-
mutet. Bekannt ist aber auch die Verschirfung der bereits ablaufenden Autoimmunreaktion
durch systemische virale und bakterielle Infektionen. Die experimentelle Autoimmunence-
phalomyelitis (EAE) als tierexperimentelles Modell stellt bestimmte Aspekte der humanen
Erkrankung MS wie Entziindung, Demyelinisierung, Axonverlust und Gliose nach. Neben
der bekannten Rolle der autoantigenspezifischen T-Helfer (Th)1-Zellen in der EAE, die
durch die Produktion von Interferon-gamma (IFN-y) charakterisiert sind, kristallisierte sich
im letzten Jahrzehnt die Bedeutung der IL-17 produzierenden Th17-Zellen heraus. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden natiirlich vorkommende, fiir eine spétere Immun- und/oder Auto-
immunantwort relevante, im Thymus maturierende nTh17-Zellen genauer charakterisiert
und deren Unterschiede zu den induzierten, iTh17-Zellen — insbesondere Unabhéngigkeit
von IL-6 und Nichtregulierbarkeit durch IL-2 — herausgestellt. Ferner wurde unter Verwen-
dung von CpG Oligonukleotiden (CpG) als Toll-like Rezeptor (TLR)9-Ligand im Rahmen
einer EAE eine systemische Infektion in einem an einer Autoimmunentziindung des ZNS
leidenden Organismus simuliert. Die Besonderheiten der fiir die Autoaggression verantwort-
lichen Zellen unter diesen Bedingungen wurden beschrieben. Augenfillig waren die Unter-
schiede in der Reaktion der autoantigenspezifischen Thl- und Th17-Zellen in der Immun-
peripherie und im ZNS auf die Stimulation mit CpG. Hiernach zeigte sich eine deutliche
Hochregulation von Th1-Zellen in der Immunperipherie bei génzlich fehlender Th17-Ant-
wort nach Zugabe von CpG. Hingegen wurde im ZNS unter TLR9-Ligation ein Uberwiegen
der autoantigenspezifischen IL-17-Antwort unter entsprechenden Stimulationsbedingungen
und insbesondere ein Ausbleiben der Th1-Reaktion unter alleiniger CpG-Stimulation beo-
bachtet. Die Ergebnisse unterstreichen die Komplexitit und die Bedeutung des jeweiligen
Mikromilieus fiir die Art und Richtung der Autoimmunreaktion bei bereits bestehender Er-
krankung EAE nach externer infektiologischer Modulation des Systems.

Des Weiteren wurde unter einem anderen Blickwinkel der Zusammenhang zwischen Infek-
tion und Autoimmunitdt des ZNS beleuchtet. Die progressive multifokale Leukenzephalo-
pathie (PML), verursacht durch das JC-Virus, stellt eine lebensbedrohliche Komplikation
der Therapie einer hochaktiven schubformigen MS mit Natalizumab, einem humanisierten,
die Einwanderung von Leukozyten ins ZNS durch die Blut-Hirn-Schranke verhindernden
Antikorper dar. Die Vermutung, die Therapie mit Natalizumab konne {liber eine Mobilisie-
rung von mit JC-Virus infizierten CD34" himatopoietischen Vorlauferzellen aus dem Kno-
chenmark zu einer konsekutiven Infektion des ZNS fiihren, fand im Rahmen der Bestim-
mung von JCV DNA in mononukleédren Zellen und CD34"-Zellen aus dem peripheren Blut
von mit Natalizumab behandelten Patienten keine Bestitigung.



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory autoimmune disease of the central nervous sys-
tem (CNS) of still unknown etiology. Despite intensive clinical and basic scientific research,
the exact underlying pathomechanisms are still elusive. It has been suggested that micro-
bial/viral agents play both a role during the premorbid phase of the disease and during its
exacerbations, i.e. relapses. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) mimics
certain aspects of MS such as inflammation, demyelination, axonal loss and gliosis. Aside
from the well-described role of autoantigen-specific Thl helper cells, characterized by their
interferon-gamma (IFN-y) production, the contribution of Th17 cells to EAE has only been
recently acknowledged. In this work, naturally occurring thymus-derived Thl7 cells
(nTh17) were characterized which later play a role in the autoimmune response during in-
flammation. In this context their distinction from induced Th17 cells (iTh17), characterized
by independence from interleukin 6 (IL-6) and non-regulation through interleukin 2 (IL-2),
were highlighted. Furthermore, a systemic infection in an organism suffering from CNS au-
toimmunity was simulated by using CpG oligonucleotides (CpG) as toll-like receptor
(TLR)9-ligands. Under these circumstances, the unique features of cells responsible for au-
toaggression were described. In particular, the reactions towards CpG differed between au-
toantigen-specific Th1l and Th17 cells in the periphery and the CNS. In this regard, in the
periphery there was a pronounced up-regulation of Thl cells following addition of CpG
while there was no Th17 response at all. In contrast, under parallel stimulation conditions
there was a predominance of the autoantigen-specific IL-17 response in the CNS. Moreover,
following sole CpG stimulation there was no detectable Th1 reaction. These results under-
line the complexity and relevance of the respective microenvironment for the nature and
direction of autoimmune reactions in already established EAE upon external infectious mod-
ulation of the system.

In addition to that, in this work the connection between infection and CNS autoimmunity
was investigated from a different point of view. Progressive multifocal leukoencephalopathy
(PML) caused by JC virus (JCV) is a life-threatening complication of treatment with natali-
zumab, a highly active pharmaceutical option for relapsing-remitting MS. Natalizumab, a
humanized monoclonal antibody prevents leukocytes from penetrating the blood-brain-bar-
rier into the CNS parenchyma. The hypothesis that natalizumab treatment might lead to CNS
infection via mobilization of JCV-infected CD34" hematopoietic precursor cells from the
bone marrow could not be corroborated by quantification of JCV DNA in mononuclear and
CD34" cells from natalizumab-treated patients.



Abkurzungsverzeichnis
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MBP engl.: myelin basic protein

MOG Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
MHC engl.: major histocompatibility complex

MS Multiple Sklerose

nThl7-Zelle natiirlich vorkommende, IL-17 produzierende T-Zelle
PAMP engl.: pathogen-associated molecular pattern
PBMC engl.: peripheral blood mononuclear cells
PCR engl.: polymerase chain reaction

PLP Proteolipid-Protein

PML Progressive multifokale Leukenzephalopathie
PRR engl.: pattern recognition receptor

RRMS engl.: relapsing-remitting multiple sclerosis
TCR engl.: T-cell receptor

Th-Zelle T-Helfer-Zelle

TLR engl.: toll-like receptor
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1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine der hdufigsten humanen Autoimmunerkrankungen mit einer
Pravalenz von ca. 125.000 Patienten in Deutschland (Hein und Hopfenmidiller, 2000) und
ca. 2.500.000 Erkrankten weltweit (Tullman, 2013). Diese Krankheit wird vorwiegend im
jungen Erwachsenenalter manifest und hat durch die mit ihr verbundenen, oftmals im Ver-
lauf auftretenden dauerhaften Behinderungen und konsekutiven vorzeitigen Berentungen
eine enorme volkswirtschaftliche Bedeutung. Nach iibereinstimmender wissenschaftlicher
Meinung handelt es sich bei der MS um eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende au-
toimmunvermittelte Krankheit des zentralen Nervensystems (ZNS), deren primérer Auslo-
semechanismus trotz intensiver, weltweit betriebener klinischer und grundlagewissenschaft-
licher Forschungsarbeit bis dato nicht identifiziert werden konnte. Die Bezeichnung der Er-
krankung leitet sich von den an unterschiedlichen Stellen liegenden, verstreuten — multiplen
— Lésionen des ZNS, die nach der initialen Entziindungsphase aufgrund der unzureichenden
Reparationsvorgédnge mit nachfolgendem gliotischem Umbau eine harte — sklerotische —

Konsistenz aufweisen.

Klinisch kann die Erkrankung entsprechend den unterschiedlichen Manifestationsorten im
ZNS (GroBhirn, Kleinhirn, Riickenmark, Sehnerv) mit vielféltigen neurologischen Ausfalls-
erscheinungen wie Paresen, Sensibilititsstorungen, Sprachstérungen, Sprechstérungen, Vi-
susminderung oder Augenbewegungsstorungen einhergehen. Im Wesentlichen werden drei
Verlaufsformen der MS unterschieden. Bei der schubformig-remittierenden MS treten in
unterschiedlicher Frequenz innerhalb von wenigen Stunden bis Tagen, also subakut, neuro-
logische Defizite (auch als Schiibe bezeichnet) auf, die sich mit oder ohne Behandlung voll-
standig oder inkomplett nach frithestens 24 Stunden zuriickbilden. Bei der sekundér-progre-
dienten Verlaufsform der MS kann eine schleichende Zunahme der neurologischen Ausfille
zwischen den auf die Krankheitsprogression aufgelagerten Schiiben beobachtet werden.
Eine primir-progrediente MS ist durch eine zunehmende Krankheits- und Behinderungspro-
gression ohne Schiibe charakterisiert und stellt aufgrund eines unzureichenden Ansprechens
auf die gingigen MS-Therapeutika sowie eines vermutlich differenten dtiopathogenetischen

Mechanismus eine Sonderform dar.

Die medikamentdse Therapie der multiplen Sklerose ruht auf insgesamt drei Sdulen. Im
akuten Schub wird ein hochdosiertes Glukokortikoid, iiblicherweise Methylprednisolon,

iiber drei bis fiinf Tage mit dem Ziel einer Hemmung des akuten autoimmunentziindlichen
-1 -



Prozesses verabreicht. Zur Modifizierung des Krankheitsverlaufs werden abhingig von
Krankheitsaktivitat, Behinderungsprogress und der Verlaufsform der Erkrankung verschie-
dene Medikamente eingesetzt. An dieser Stelle seien Glatirameracetat, Interferon-p-1a und
Interferon-B-1b, Teriflunomid und Dimethylfumarat als Wirkstoffe zur Behandlung einer
moderaten schubférmig-remittierenden MS (RRMS) genannt. Bei einem aktiven bzw. hoch-
aktiven Verlauf der RRMS und/oder einem nicht suffizienten Ansprechen auf die oben ge-
nannte Medikation stehen zur Behandlung hochwirksame, jedoch mit potentiell lebensge-
fahrlichen Nebenwirkungen vergesellschaftete Medikamente wie Alemtuzumab, Fingoli-
mod und Natalizumab zur Verfiigung. Daneben stehen fiir viele der erkrankungsbedingten
Beschwerden wie Blasen- und Mastdarmstérungen, Depression, epileptische Anfille,
Schmerzen, Tremor und Miidigkeit symptomatische medikamentdse Therapien zur Verfii-
gung.

Die Frage nach dem genauen Ausldsemechanismus der MS wurde bis dato nicht beantwor-
tet. Nach dem aktuellen Wissensstand sind sowohl polygene Faktoren als auch externe Ein-
fliisse fiir die Erkrankungswahrscheinlichkeit verantwortlich. Wohlbekannt sind aber viele
der pathogenetischen Vorginge, die zu Entziindung mit nachfolgender Demyelinisierung,
unzureichenden Reparationsvorgéngen und letztendlich zu axonalem Verlust sowie Gliose
fiihren. Eine zentrale Rolle spielen hierbei autoimmunvermittelte Vorginge mit Einwande-
rung von T- und B-Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen sowie Aktivierung residenter
Mikrogliazellen im ZNS, die letztendlich eine Entmarkung der Myelinscheiden bedingen.
Bereits frith im Verlaufe der Erkrankung kommt es sekundér, moglicherweise zusétzlich
verstirkt durch eine Fehlfunktion der Oligodendrozyten, zu einer axonalen Degeneration,
deren Ausmal} wiederrum den Behinderungsgrad wesentlich mitbestimmt (Rodriguez, 2003;

Lappe-Stietke, 2003).

Die herausragende Stellung des Immunsystems fiir die Perpetuierung der MS wird durch
Populationsstudien unterstrichen. Hierbei zeigte sich, dass nahezu alle genetischen Varian-
ten, die mit einem erhohten Risiko einer Erkrankung an MS einhergehen, fiir Proteine des
Immunsystems kodieren. Exemplarisch sei an dieser Stelle an die Assoziation der Krank-
heitshaufigkeit mit dem humanen Leukozyten-Antigen (HLA)-DR2b verwiesen (Barcellos,
2003).

Eine nicht zu vernachlédssigende Rolle in der Begiinstigung autoimmuner Prozesse im ZNS

haben bakterielle und virale Infektionen, ohne dass sich ein bestimmtes infektioses Agens



als entscheidend oder notwendig fiir die Auslosung der MS identifizieren lie8. Die Assozia-
tion zwischen einer EBV (Epstein-Barr-Virus)-Infektion und erhhtem Risiko, im weiteren
Verlauf an MS zu erkranken, ist gut belegt (Levin, 2010). Ferner ist bekannt, dass die Sero-
pravalenz fiir verschiedene EBV-Antigene bei MS-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
signifikant erhoht ist (Santiago, 2010). Die DNA des humanen Herpesvirus von Typ 6
(HHV-6) fand sich haufiger in MS-Lésionen als im gesunden Kontrollgewebe (Virta-
nen, 2012). Bekannt ist aber auch die Korrelation von Infektionen — viral und bakteriell —

und Schiiben bei bereits etablierter MS (Buljevac, 2002; Sibey, 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in zwei Teilprojekten einzelne Aspekte im Zusammenwir-
ken von Infektion, Immunsystem und Autoimmunitét im ZNS anhand eines Tiermodells, der
EAE, untersucht sowie eine Hypothese zur Manifestation einer lebensgefahrlichen, durch
das JC-Virus vermittelten Erkrankung, der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie
(PML), als Folge der Therapie der hochaktiven MS mit dem Antikorper Natalizumab iiber-
priift.

1.2 Grundlagen des Immunsystems
1.2.1 T-Lymphozyten im Kontext der Autoimmunitat

Thymus-abhingige oder T-Lymphozyten sind Zellen des adaptiven Immunsystems und neh-
men durch ihre Dirigentenfunktion und hochgradige Spezialisierung eine zentrale Stellung
in der Abwehr pathogener Erreger im Rahmen der Immunantwort ein. Sie entstammen lym-
phoiden Progenitorzellen, die im Zuge der Differenzierung aus pluripotenten himatopoieti-
schen Vorlduferzellen im Knochemark entstehen. Ein Teil der so entstandenen Vorldufer-
zellen migriert liber den Blutkreislauf in den Thymus, neben dem Knochenmark das zweite
zentrale lymphatische Organ und Ort der Selektion und Reifung der T-Lymphozyten. Dort
findet eine stufenweise Polarisierung und Lenkung der Vorlduferzellen iiber vor Ort befind-
liche Liganden und interne Transkriptionsfaktoren hin zu naiven antigenspezifischen
T-Lymphozyten, die in sekundére lymphatische Organe wie Milz, Lymphknoten oder darm-
assoziiertes Gewebe weiterziechen. Das Hauptziel dieses Prozesses stellt die Bildung eines
variantenreichen T-Zell-Repertoires dar, welches die Erkennung und Bekdmpfung einer
groBtmoglichen Anzahl von Pathogenen bei gleichzeitiger Unterscheidung von kdrpereige-
nen Strukturen moglich macht. In den allermeisten Fallen wird dies durch ein mehrstufiges

Verfahren ermoglicht. Die einzelnen Phasen der Entwicklung der Thymozyten konnen am
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Expressionsmuster bestimmter, fiir Signaltransduktion, Zell-Zell-Kontakt oder Costimula-
tion unentbehrlicher Oberfldchenmolekiile, cluster of differentiation (CD) genannt, beschrie-
ben werden. Nach Durchlaufen der Phase, die wegen der fehlenden Expression von CD4
und CDS als doppelt negativ (DN) bezeichnet wird und in der bereits die Art der kiinftigen
Zelle anhand der Ausbildung des T-Zellrezeptors durch Rekombination und Zusammenset-
zung der Ketten prdTa, B, y und 6 mehrheitlich zu praTaf oder alternativ zu yo bestimmt
wird, kommt es im weiteren Verlauf der Maturation der T-Lymphozyten, die den afj-T-Zell-
Rezeptor (TCR) voll ausgebildet haben, zur Hochregulation der Molekiile CD4, CD8 und
CD3. Die doppelt positiven (DP) Thymozyten interagieren mit ihren CD3:TCR-Komplexen
mit den major histocompability complex (MHC)-Proteinen der Klasse I oder II der kortika-
len Thymus-Epithelzellen. MHC-Proteine der Klasse I bedingen die Herunterregulierung der
CD4-Proteine, so dass CD8"-T-Zellen, die in den allermeisten Fillen zytotoxisch agieren,
entstehen. MHC I werden auf praktisch allen kernhaltigen Zellen exprimiert und dienen in
Kombination mit den présentierten Peptiden der Selbsterkennung durch CD8"-T-Lympho-
zyten, die bei Erkennung veridnderter oder fremder Proteinbestandteile die Zelle eliminieren.
MHC-Proteine der Klasse II bedingen im Kontext der positiven Selektion die Ausbildung
von CD4'-T-Lymphozyten. MHC II-Proteine finden sich vor allem auf den sogenannten
Antigen-priasentierenden Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozy-
ten und dienen in Kombination mit den darin priasentierten Peptiden der Signalgebung an die
CD4"-T-Lymphozyten, die abhiingig von umgebendem Milieu und den dargebotenen co-sti-
mulatorischen Signalen aktivierend, hemmend oder Anergie auslosend wirkend kann. Nur
die Zellen, die eigene MHC-Molekiile an den kortikalen Thymus-Epithelzellen erkennen,
durchlaufen weitere Differenzierungsschritte; die restlichen Thymozyten werden durch
Apoptose eliminiert. Dieser Vorgang wird positive Selektion genannt. Im Rahmen der an-
schlieBenden negativen Selektion werden nur diejenigen Thymozyten nicht entfernt, die eine
mittelstarke Bindung an die Komplexe aus Selbst-Peptiden und MHC-Proteinen, die sich an
der Oberflache der medulldren Thymus-Epithelzellen und der aus dem Knochenmark in die
Medulla des Thymus eingewanderten Makrophagen und dendritischen Zellen, aufweisen. T-
Zellen, die entweder nicht, zu stark oder zu schwach binden, werden aus dem Verkehr ge-
zogen. Durch den Vorgang der positiven und negativen Selektion — zentrale Toleranz ge-
nannt — wird sichergestellt, dass die Mehrzahl der selektierten und gereiften Thymozyten die
eigenen Korperstrukturen in der Peripherie nicht als fremd erkennen. Daneben bestehen ver-

schiedene Strategien, die der Thymusselektion entwichenen autoreaktiven Zellen in Schach
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zu halten. Zu den Strategien der peripheren Toleranz gehdren die Abschottung der korperei-
genen Strukturen gegen Teile des Immunsystems durch Barrieren wie dies z.B. bei der
Blut-Hirn-Schranke der Fall ist, Induktion einer Anergie durch Zellinaktivierung mittels ei-
ner schwachen Signalgebung ohne Co-Stimuli, Suppression einer Immunantwort durch re-
gulatorische T-Zellen oder Unterdriickung der Inflammation durch Polarisierung der Ef-
fektorzellen in Richtung des Th2-Phénotyps sowie klonale Deletion bei zu starker Stimulie-
rung durch den T-Zell-Rezeptor. Bei Versagen der Kontrollmechanismen in Kombination
mit externen inflammatorischen Stimuli — wie dies im Rahmen von Infektionen moglich ist
— koénnen die in jedem Individuum vorhandenen autoreaktiven Zellen des Immunsystems
eine selbstschddigende Reaktion in Gang setzen und abhingig von angegriffenen Autoanti-

genen zu spezifischen Autoimmunerkrankungen fithren (Murphy, 2008).

1.2.2 Antigenprasentierende Zellen

Fast alle korpereigenen Zellen besitzen die Fahigkeit zur Prisentation von aufgenommenen
und degradierten Proteinbestandteilen an die T-Lymphozyten vermittels MHC-Molekiilen
an ihrer Oberfliche. Die Antigenpréisentation iber MHC-Proteine der Klasse I an die
CD8'-T-Lymphozyten dient der Unterscheidung zwischen korpereigenen und korperfrem-
den Bestandteilen und fiihrt im Falle der Erkennung von als fremden oder fremd erkannten,
korpereigenen entarteten Molekiilen zu einer Eliminierung der entsprechenden Zelle. Anti-
genprisentierende Zellen (APC) im eigentlichen Sinne oder professionelle APC prasentieren
die aufgenommenen Proteinbestandteile durch MHC-Molekiille der Klasse II an
CD4"-T-Lymphozyten mit dem Ziel der Initiierung einer antigenspezifischen, adaptiven Im-
munantwort, die neben dem ersten Signal, also der Bildung eines MHCII-Anti-
gen-TCR-Komplexes, ein zweites Signal, ndmlich das Zusammenwirken co-stimulatori-
scher Molekiile auf den APC und co-stimulatorischer Rezeptoren auf den T-Lymphozyten,
zwingend benoétigt. Hierbei kann sich das zweite Signal abhéngig von der Art der Wechsel-
wirkung sowohl stimulierend als auch inhibierend, i.e. die adaptive Immunantwort brem-

send, erweisen.

Die Funktion professioneller Antigenpréisentation wird in erster Linie den dendritischen Zel-
len, ferner Makrophagen und B-Lymphozyten sowie Mikrogliazellen zugeschrieben, wobei
letztere durch ihre differente Abstammung und exklusive ZNS-Residenz eine Sonderstel-

lung einnehmen.



Unter dendritischen Zellen werden verschiedene Zelltypen mit unterschiedlicher Abstam-
mung — sowohl aus myeloider als auch aus lymphoider Reihe — subsumiert, denen die Anti-
genprisentation an die Zellen des adaptiven Immunsystems als Hauptaufgabe gemein ist.
Unreife dendritische Zellen verlassen das Knochenmark und lassen sich in nahezu allen Ge-
weben nieder. Im unreifen Zustand prozessieren sie grole Mengen an Antigenen iiber Pha-
gozytose, Mikropinozytose und rezeptorvermittelte Endozytose, ohne dabei diese an die
T-Lymphozyten suffizient zu priasentieren. Im Falle einer Aktivierung durch inflammatori-
sche Signale, beispielsweise ausgelost nach unspezifischer Erkennung von kérperfremden
Bestandteilen durch die Zellen des angeborenen Immunsystems, kommt es zu einer Reifung
der dendritischen Zellen, die zunichst in lokale Lymphknoten abwandern und dort die zuvor
aufgenommenen Antigenbestandteile an T-Lymphozyten prasentieren und somit eine anti-

genspezifische Antwort in Gang setzen.

Makrophagen stellen durch inflammatorische Signale aktivierte, aus dem Blutkreislauf ins
Gewebe durch chemotaktische Signale angelockte Monozyten dar, deren Hauptfunktion in
der Aufnahme von abgestorbenen Zellbestandteilen und abgetoteten oder lebenden bakteri-
ellen und viralen Erregern darstellt. Daneben priasentieren sie dhnlich den dendritischen Zel-
len tiber MHC-Molekiile der Klasse II die prozessierten Antigene an T-Lymphozyten, je-
doch ohne in Lymphknoten auszuwandern, i.e. an Ort und Stelle des entziindlichen Prozes-

ses, und unterhalten somit die lokale antigenspezifische Abwehrreaktion.

Mikrogliazellen residieren exklusiv im ZNS und haben in erster Linie eine Uberwachungs-
funktion und stellen aufgrund des durch die Blut-Hirn-Schranke verschwindend geringen
Anteils an librigen Abwehrzellen den Vorposten des Immunsystems im ZNS dar. Sie entwi-
ckeln sich — anders als tlibrige dendritische Zellen — aus embryonalen Stammzellen und wan-
dern friih in der Ontogenese in das ZNS ein, um dort sesshaft zu bleiben. Ahnlich den Mak-
rophagen konnen sie im Falle einer Infektion eindringende Viren und Bakterien bekdmpfen
und eine lokale Immunreaktion in Gang setzen. Im Kontext der ZNS-Autoimmunitéit wird
den Mikrogliazellen durch anhaltende Prédsentation von Myelinbestandteilen an T-Zellen

eine wichtige Rolle in der Unterhaltung des Autoimmunprozesses zugerechnet.

Ferner ist die antigenpriasentierende Funktion der B-Zellen neben ihrer Hauptaufgabe der
spezifischen Antikorperbildung erwdhnenswert. B-Lymphozyten sind in der Lage, geldste
Antigene iiber ihren spezifischen, an der Oberfliche der Zellmembran gelegenen B-Zell-Re-
zeptor aufzunehmen und anschlieBend in der den APC eigenen Manier tiber MHC-Molekiile

der Klasse II den T-Zellen zu présentieren. Bei Vorliegen zusitzlicher co-stimulatorischer
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Signale kommt es zu gegenseitiger Aktivierung der T- und B-Zellen, die neben spezifischer
zelluldrer Antwort die Produktion von ebenso antigenspezifischen Antikorpern nach sich

zieht (Murphy, 2008).

1.2.3 Toll-like Rezeptoren

Neben den bereits beschriebenen, wesentlichen zelluldren Bestandteilen des adaptiven Im-
munsystems soll hier aufgrund der spezifischen Fragestellung und der verwendeten Metho-
den in dieser Arbeit auf ein universelles System der unspezifischen Pathogenerkennung ein-
gegangen werden. Nach dem aktuellen Stand der biomedizinischen Forschung stellen die
toll-like receptors (TLR) eines der phylogenetisch iltesten, konservierten Systeme zur Er-
kennung und Abwehr von bakteriellen, viralen und fungalen Infektionen dar, welche sowohl
bei Wirbellosen als auch bei Wirbeltieren beschrieben und charakterisiert wurden. TLR ge-
horen zur iibergeordneten Gruppe der pattern recognition receptors (engl.: Mustererken-
nungsrezeptoren; PRR), die als solche bereits bei Pflanzen als Teil deren primitiven, aus-
schlieBlich angeborenen Immunsystems nachgewiesen wurde. Die Beschreibung der TLR
als ,, toll-like “ geht auf die Entdeckung von Toll-Rezeptoren im Zuge der Erforschung der
Embryonalentwicklung der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zuriick (Anderson, 1985;
Anderson, 1985). Im weiteren Verlauf wurde die Rolle dieser Rezeptoren als Teil des Im-
munsystems der Fruchtfliege beleuchtet (Ip, 1993; Lemaitre, 1995), bevor eine Dekade nach
deren Entdeckung TLR im Immunsystem der Sdugetiere nachgewiesen wurden (Medzhitov,
1997). Momentan sind bei den Wirbeltieren sechs TLR-Familien mit 23 TLR bekannt; in
der menschlichen Spezies wurden 10 funktionierende, sich sowohl auf als auch innerhalb
der Zellen des angeborenen (Makrophagen, dendritische Zellen) und des adaptiven Immun-
systems (T- und B-Lymphozyten) befindlichen TLR beschrieben (Roach, 2005). TLR er-
kennen pathogen-associated molecular patterns (engl: pathogen-assoziierte molekulare
Muster; PAMP), die im Wirtsorganismus nicht vorkommende, repetitive Abfolgen von Ami-
noséuren, Eiweiflen, Lipoproteinen, Lipopolysacchariden sowie DNA- oder RNA-Bestand-
teilen darstellen und nach Eindringen von Infektionserregern freigesetzt werden. Die Akti-
vierung der TLR fiihrt {iber eine Signalkaskade zur Verlagerung von Transkriptionsfaktoren
wie NFkB oder IRF3 in den Nukleus, in deren Folge mannigfaltige Cytokine, Chemokine
und co-stimulatorische Molekiile zur Aktivierung zelluldrer Bestandteile des angeborenen

Immunsystems produziert werden.



Beispielsweise bindet der ausschlieBlich intrazelluldr und in verschiedenen Zellen des ange-
borenen und adaptiven Immunsystems wie T- und B-Lymphozyten, Monozyten, dendriti-
schen Zellen und natiirlichen Killerzellen lokalisierte TLR9 unmethylierte CpG Oligonuk-
leotide einzel- oder doppelstringiger DNA bakteriellen Ursprungs, die in dieser Form in
Wirbeltieren sehr selten oder nicht vorkommen. Nach Aktivierung des TLR9 kommt es zu
Initiierung einer direkten sowie indirekten entziindlichen Immunantwort mit Produktion von
IFN-a, IFN-B, IL-6, IL-12 und weiteren proinflammatorischen Cytokinen und Chemokinen,
die letztendlich eine schnelle, wenngleich unspezifische Immunreaktion auf eindringende
Pathogene auslosen, der eine spezialisierte Reaktion des adaptiven Immunsystems folgt. Zu
experimentellen Zwecken werden synthetische CpG-Motive verwendet, die die natiirlich

vorkommenden CpG bakteriellen Ursprungs nachahmen.

Aufgrund der herausragenden Stellung der TLR in der Erkennung von infektiosen Erregern
an der vordersten Front der Inmunabwehr mit konsekutiver Ingangsetzung einer komplexen
Maschinerie zur spezifischen Bekdmpfung von Fremdorganismen durch Teile des adaptiven
Immunsystems stellen TLR-Liganden paradigmatisch einen mikrobiellen Stimulus in der
immunologischen Forschung dar. Sie sind aber auch auf dem Hintergrund der bekannten
Rolle von Infektionen in der Initiierung, Aufrechterhaltung und dem Progress autoimmuno-
logischer Erkrankungen von besonderem Interesse in der Bearbeitung von Fragestellungen
zu Autoimmunitét an Zellkulturen und Tiermodellen und waren Gegenstand von zwei der

drei Teilprojekte dieser Arbeit.

1.3 Die experimentelle Autoimmunencephalomyelitis (EAE) als

wichtige Methode der neuroimmunologischen Forschung

Zur Erforschung neuroimmunologischer Fragestellungen spielen neben Zellkulturen Tier-
modelle eine herausragende Bedeutung. Die experimentelle Autoimmunencephalomyelitis
(EAE) ist ein weit verbreitetes und wissenschaftlich allgemein akzeptiertes Tiermodell au-
toimmunvermittelter Erkrankungen des ZNS, insbesondere der MS, welches zur Erfor-
schung der Pathogenese auf histologischer, immunologischer sowie molekularbiologischer
Ebene und Erprobung neuer Therapeutika verwendet wird. Dieses Modell diente zur Bear-
beitung spezifischer Fragen im Rahmen dieser Arbeit und wird daher ndher beschrieben.
Erstmalig wurde die EAE in den 1930er Jahren in Rhesusaffen, denen Hirngewebsextrakte

gesunder Kaninchen mehrmals appliziert wurden, ausgeldst (Rivers, 1933; Rivers und
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Schwentker, 1935). Aktuell gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen EAE-Modellen die in
verschiedenen Spezies - exemplarisch seien hier Ratten, Mduse, Meerschweinchen und
WeiBbiischelaffen genannt - erfolgreich etabliert werden konnten. Ublicherweise wird die
EAE durch subkutane Injektion von ZNS-Homogenisat, Myelinproteinen wie Myelin-Oli-
godendrozyten-Glykoprotein (MOG), Proteolipid-Protein (PLP) und Basisches Myelinpro-
tein (engl.: myelin basic protein; MBP) oder von deren immundominanten Peptiden indu-
ziert. In den heutzutage verwendeten Mausmodellen erfolgt die subkutane Immunisierung
unter Zugabe des kompletten Freundschen Adjuvans (CFA), welches ein Gemisch aus Mi-
neraldl zur Gewihrleistung der Depotwirkung, einem Emulgator sowie hitzeinaktivierten
Zellwandbestandteilen von Mycobacterium tuberculosis H37RA, die potente TLR2-Ligan-
den enthalten, darstellt. Zur Potenzierung des Schweregrades der Erkrankung werden zudem
sequentielle (meist zwei) intraperitoneale Injektionen von Pertussis-Toxin durchgefiihrt. Ini-
tial findet durch antigenprésentierende Zellen (APC) die Aufbereitung und Prisentation von
aufgrund des Immunisierungsmodus als ,,fremd* erkannten ZNS-Peptiden und deren an-
schlieBende Priasentation in den lokalen Lymphknoten an die naiven autoreaktiven T-Zellen
statt. In deren Folge ereignen sich Reifungs- und Differenzierungsvorginge sowie klonale
Expansion mit anschlieBender Migration in die weiter entfernt liegenden sekundéren lym-
phatischen Organe (weitere Lymphknoten, Milz) und iiber den Blutkreislauf sowie
die Blut-Hirn-Schranke in das Effektororgan ZNS. Dort findet durch erneute Présentation
des vor Ort befindlichen und durch die residenten APC (Mikroglia-Zellen) aufbereiteten Au-
toantigens die Aktivierung der in der Immunperipherie geprimten autoreaktiven T-Zellen
statt. Diese werden zu autoaggressiven Zellen und attackieren die Myelinstrukturen direkt,
locken aber auch durch Produktion proinflammatorischer Cytokine und Chemokine weitere
Zellen des Immunsystems wie B-Lymphozyten und Makrophagen an, die die Entziindungs-
kaskade aufrechterhalten und zu einer ausgedehnten, zum Teil unspezifischen Schiadigung

der nervalen Strukturen beitragen.

Neben der aktiven Immunisierung kann die EAE durch einen sogenannten adoptiven Trans-
fer — eine Ubertragung autoantigenreaktiver T-Zellen in gesunde Rezipienten — ausgeldst
werden. Dieser Auslosemechanismus stellt die immunologische Natur der EAE mit zentraler

Stellung myelinspezifischer T-Lymphozyten unzweifelhaft unter Beweis.

Der wichtigste Unterschied zwischen EAE und MS, der eine direkte Ubertragung der Ergeb-
nisse im Tiermodell auf die humane Erkrankung nicht zuldssig macht, sind die Modalititen

der Entstehung der Immunpathologie. Die EAE wird durch einen extern herbeigefiihrten
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Immunisierungsvorgang ausgeldst, wohingegen in der MS-Entstehung Sensibilisierungspro-
zesse zu ZNS-Autoantigenen offensichtlich ohne einen solchen vonstattengehen (Constan-

tinescu, 2011).

1.4 Progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML) als Folge

der Therapie mit Natalizumab

Pathogene Erreger und infektiose Stimuli werden im Kontext der ZNS-Autoimmunitét als
mogliche mitauslosende Faktoren diskutiert und kénnen die bereits laufende Erkrankung MS
nachteilig beeinflussen. Doch kann auch eine Infektion als seltene, jedoch potentiell lebens-
gefdhrliche Folge einer hochspezifischen immunmodulatorischen Therapie der MS wie im

Falle des Antikorpers Natalizumab und der PML auftreten.

Natalizumab ist ein humanisierter ImmunglobulinG4-Antikorper mit Affinitdt zum Antigen
CD49d, welches als Alpha 4 Untereinheit des very late activation antigen (VLA)4 fungiert.
Nach Bindung von Natalizumab an sein Antigen wird die Andockung von an der Plasma-
membran der Leukozyten exprimiertem VLA4 an seinen an der Oberfliche der Endothel-
zellen lokalisierten Rezeptor VCAM-1 verhindert und somit die Einwanderung der Lym-
phozyten, darunter autoreaktive T-Zellen, und Monozyten iiber die Blut-Hirn-Schranke in
das ZNS unterbunden (von Adrian und Engelhardt, 2003; Ransohoff, 2007; Rice, 2005).
Dariiber hinaus wurde die Mobilisierung von CD 34" himatopoietischen Vorlduferzellen aus

dem Knochenmark nach Verabreichen von Natalizumab nachgewiesen (Zohren, 2008).

Nach der Erstzulassung von Natalizumab zur Behandlung der hochaktiven schubférmigen
MS auf dem nordamerikanischen Markt im Jahre 2004 wurde iiber drei Patienten — ein Pa-
tient erhielt das Medikament zur Therapie von Morbus Crohn — berichtet, die an PML er-
krankt waren (Kleinschmidt-DeMasters BK, 2005; Langer-Gould A, 2005; Van Assche G,
2005). In der Folge der Erkrankung verstarben zwei dieser Patienten; ein Patient blieb in
einem dauerhaft schwer beeintrachtigten Zustand. Diese Ereignisse fiihrten zu einer voriiber-
gehenden Verbannung des Medikaments vom nordamerikanischen Markt, bevor durch eine
Nachuntersuchung von iiber 3000 mit Natalizumab behandelten Patienten, die keine weitere
PML-Fille zeigte, die Wiederzulassung auf dem nordamerikanischen Markt und die Erstzu-

lassung in Europa im Jahre 2006 erwirkt werden konnte.
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PML ist eine akute demyelinisierende Erkrankung der subkortikalen Strukturen des GroB-
hirns, die durch das zusammen mit dem SV-40 und BK-Virus zur Familie der Po-
lyomaviridae gehdrende opportunistische JC-Virus verursacht wird (Frisque, 1984) und aus-
schlieBlich bei immunsupprimierten Patienten, insbesondere mit erheblicher Stérung der zel-
luldren Immunantwort, nachgewiesen wurde. Ursachen der Immundefizienz kdnnen sowohl
durch erworbene Immundefekte wie AIDS im fortgeschrittenen Stadium oder himatologi-
sche Erkrankungen als auch vorangegangene Chemotherapien, immunsuppressive Behand-
lung nach Organtransplantationen oder zur Therapie von Autoimmunerkrankungen darstel-
len (Koralnik, 2004). Die Infektion mit dem Erreger findet im Kindesalter statt und verlauft
asymptomatisch. Die Durchseuchung ist hoch, in bis zu 85% der Erwachsenen konnen An-
tikorper gegen das JC-Virus im Serum nachgewiesen werden. Das Virus persistiert in
Epithelzellen der Nieren, in der Milz und im Knochenmark (Ferrante, 1997). Aufgrund des
Wirkmechanismus von Natalizumab mit Affektion der zelluliren Bestandteile des Immun-
systems und nicht gegebener Risikoerhohung durch die MS als solche wurde ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem Verabreichen dieses Medikaments und dem Auftreten von
PML angenommen. Zur Erh6hung der Therapiesicherheit waren sowohl ein enges Monito-
ring der behandelten Patienten als auch die nun ausgearbeitete Definition von Risikofaktoren
im Sinne der Risikostratifizierung einer PML (Warnke, 2011) unter der Therapie mit Nata-
lizumab notwendig. Von besonderem Interesse war aber auch der bis dato nicht gdnzlich
geklarte Pathomechanismus der PML-Entstehung. Anhand der ersten Hypothese wird die
Reaktivierung der moglicherweise in den Oligodendrozyten residenten JC-Viren durch ver-
mindertes Einwandern von T-Lymphozyten und somit Reduktion der Uberwachungskapa-
zitdten im ZNS begiinstigt. Eine Persistenz des JC-Virus im ZNS galt jedoch zum Zeitpunkt
der Durchfiihrung der Arbeit als unsicher, ferner wiirde eine verminderte Einwanderung von
Lymphozyten eine unspezifische Risikoerhdhung fiir opportunistische Infektionen des ZNS
erwarten lassen. Die zweite Hypothese, die in einem der Teilprojekte dieser Arbeit tiberpriift
wurde, nahm eine Natalizumab-bedingte Mobilisierung JCV-infizierter himatopoietischer
Stammzellen aus dem Knochenmark mit konsekutivem Ubertritt in das ZNS an (Ransohoff,

2005).
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1.5 Ethikvotum und Tierversuchsgenehmigung

Die Tierversuche im Rahmen der Originalarbeit

Smolianov, V., Dehmel, T., Kieseier, B. C., Hemmer, B., Hartung, H.-P., Hofstet-
ter, H. H., (2012), Ex vivo activation of naturally occurring IL-17-producing T cells does

not require IL-6. Cyrokine, (Band 58, Nr. 2), 231-237

wurden nach vorheriger Anzeige beim Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) durchgefiihrt. Die vergebene Projektnummer lau-
tete: O/115/2007.

Die Tierversuche im Rahmen der Originalarbeit

Smolianov, V., Dehmel, T., Vollmar, P., Mausberg, A. K., Kieseier, B. C., Hemmer, B.,
Hartung, H.-P., Hofstetter, H. H., (2011), Alteration of T cell cytokine production in
PLPp-139-151-induced EAE in SJL mice by an immunostimulatory CpG Oligonucleotide.
J Neuroinflammation, (Band 8, Nr. 59)

wurden nach erfolgter Genehmigung durch das LANUYV durchgefiihrt. Die vergebene Pro-
jektnummer lautete: G/207/2007.

Die Experimente im Rahmen der Originalarbeit

Warnke, C., Smolianov, V., Dehmel, T., Andrée, M., Hengel, H., Zohren, F., Arendt, G.,
Wiendl, H, Haas, R., Hartung, H.-P., Adams, O., Kieseier, B. C., (2011), CD34+ progenitor
cells mobilized by natalizumab are not a relevant reservoir for JC virus. Mult Scler,

(Band 17, Nr. 2), 151-156

wurden nach positivem Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Hein-
rich-Heine-Universitidt Diisseldorf durchgefiihrt. Die entsprechende Studie ,,Natalizumab
(Tysabri®) und die Progressive Multifokale Leukenzephalopathie (PML) als unerwiinschte
Arzneimittelwirkung: Prospektive longitudinale Studie zur Bestimmung des zelluldren Im-
munstatus und der JC-Viruslast im Liquor, Plasma und Urin von Patienten unter Langzeit-

therapie mit Natalizumab* wurde unter der Studiennummer 3315 registriert.

Der Promovend nahm vom 01.04. bis 07.04.2009 am versuchstierkundlichen Kompaktkurs
»Versuchstiere, Tierversuche und Ersatzmethoden nach der damaligen FELASA-B Kate-
gorie erfolgreich teil.
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1.6 Ziele der Arbeit

Im Rahmen von drei Teilprojekten sollten verschiedene Aspekte und Zusammenhénge von
Autoimmunitit im ZNS und Infektion unter unterschiedlichen Blickwinkeln beleuchtet wer-

den.

Zunichst erfolgte im ersten Teilprojekt die Charakterisierung von aus dem murinen Thymus
isolierten naiven, IL-17 produzierenden T-Zellen mithilfe einer simulierten Infektion in ei-

nem kontrollierten in vitro-System. Hierbei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Kann eine TLR- und CD3-Stimulation in Thymozyten die Produktion von IL-6 trig-
gern?
2. Korreliert die Produktion von IL-6 und IL-17 in Thymozyten?

3. Ist IL-6 notwendig fiir die Produktion von IL-17 im murinen Thymus?

Im zweiten Teilprojekt wurde die Rolle einer Infektion in der Frithphase sowie bei bereits
aktiver autoimmun-entziindlicher Erkrankung des ZNS im murinen
PLPp-139-151-SJL-EAE-Modell unter Verwendung von CpG als paradigmatischen infekti-

Osen Stimulus untersucht. Folgende Fragen wurden bearbeitet:

1. Welche Effekte haben CpG auf das Priming von PLPp-spezifischen T-Zellen?
2. Beeinflussen CpG bereits geprimte enzephalitogene T-Zellen?
3. Unterscheiden sich die Effekte von CpG auf bereits geprimte Zellen in der Immun-

peripherie und im Zielorgan ZNS?

Im dritten Teilprojekt wurde folgende Hypothese zur Entstehung von PML, einer durch
JC-Virus vermittelten Infektion des ZNS, im Zuge der Therapie der RR-MS mit Natalizu-
mab iiberpriift:

Stellen hamatopoietische Vorlduferzellen ein potentielles Reservoir fiir JCV in mit Natali-

zumab behandelten Patienten dar?
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Interleukin (IL-)17 is a potent proinflammatory cytokine for which an important role in the immune
response against infections and in autoimmune diseases has been demonstrated. Recently, it has been
shown that - in addition to mature T cells which are primed in the immune periphery - this cytokine
can also be produced by T cells in the thymus, so-called naturally occurring IL-17-producing T cells
(nT17 cells). In this study we demonstrate that the generation and activation of nT17 cells in the thymus
do not depend on the cytokine IL-6. In addition, nT17 cells are not regulated by IL-2. These properties of
nT17 cells significantly differ from induced IL-17-producing T cells primed in the immune periphery
(iT17 cells). Given the strong association of IL-17-producing T cells with immune responses against
infections and human autoimmune diseases, closer characterization of nT17 cells is warranted.
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1. Introduction

Interleukin-17A (IL-17) forms together with IL-17B-E and the
structurally homologous IL-17F the Interleukin 17 cytokine family
[1]. It is produced mainly by a subset of activated CD4" T-lympho-
cytes distinct from T helper cells type 1 (Th1) or T helper cells type
2 (Th2), which are characterized by production of interferon y
(IFN-vy) and IL-4, respectively. Due to specific requirements for
maturation, proliferation and stabilization and distinct involve-
ment of transcription factors which are different from the develop-
ment of Th1 or Th2 cells, IL-17 producing CD4* T cells are
considered a separate helper T cell lineage, termed Th17 [5,21].
Th17 cells play a crucial role in defense against bacterial [7,17]
and fungal [44] infections, especially in mucosal surfaces, where
they help in developing an early immune response against invad-
ing pathogens, creating a proinflammatory environment and, as a
consequence thereof, initiating the subsequent migration of other
effector immune cells such as neutrophils or macrophages into
the inflamed tissue [32].

During the last years Th17 cells have been identified as impor-
tant contributors to the immune response against self-antigens in
several human autoimmune diseases and their respective animal
models. In the rodent animal model for multiple sclerosis (MS),
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), CNS-autoanti-
gen specific Th17 cells represent - in addition to autoaggressive

* Corresponding author. Address: Department of Neurology, Heinrich Heine
University, Moorenstrasse 5, 40225 Diisseldorf, Germany.
E-mail address: harald.hofstetter@uni-duesseldorf.de (H.H. Hofstetter).

1043-4666/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cyt0.2012.01.010
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Th1 cells - a separate T-helper-cell subset which determines the
severity of CNS pathology and clinical disease [8]. IL-17-knock-
out (IL-17-KO) mice and mice treated with monoclonal antibodies
against IL-17 develop a milder form of disease compared to unma-
nipulated animals, albeit with unaltered disease incidence.
[11,19,22]. Moreover, strain differences in EAE susceptibility corre-
late with IL-17 production [31]. However, deficiency in IL-17 or
IL-17F does not protect against EAE, and IL-17 overexpression in
T cells does not enhance the disease severity [9]. High numbers
of CNS-autoantigen-specific Th17 cells accumulate in the inflamed
CNS of mice in EAE both in myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOG)-induced disease in C57BL/6 mice as well as in proteolipid
protein (PLP)-induced disease in SJL mice [11,12]. IL-17-producing
T cells also play a role in other animal models of autoimmune dis-
ease: in collagen-induced arthritis (CIA), a model of rheumatoid
arthritis, IL-17 appears to be a crucial cytokine for disease develop-
ment [24]. In experimental autoimmune uveitis (EAU) IL-17 has
proinflammatory activity, but is not strictly required for the devel-
opment of autoimmune pathology [25]. To the contrast, a protec-
tive function has been attributed to IL-17 in a model of intestinal
inflammation, suggesting a suppressive effect on Th1 differentia-
tion as a possible disease-attenuating mechanism [34]. Patients
with systemic lupus erythematosus (SLE) show higher serum levels
of IL-17. Furthermore, expression of IL-17 is increased in the kid-
neys of lupus nephritis patients. These findings correspond with
data from SNF1 and BXD2 mice, strains that develop SLE-like dis-
ease, where Th17 cells contribute to disease progression [37].
The development of CD4" T cells into different T cell lineages crit-
ically depends on the cytokine microenvironment. Specific cytokines
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induce the production of key transcription factors essential for the
maturation of naive T-lymphocytes to distinct T-helper cell types,
their survival and further maintenance of lineage-specific cytokine
production [10,36]. Transforming growth factor B (TGF-B), the main
factor for differentiation of regulatory T cells, together with IL-6, a pro-
inflammatory cytokine produced by cells of the innate immune sys-
tem, induces the expression of signal transduction and activator of
transcription (STAT) 3 and retinoic acid receptor-related orphan
receptor (ROR)-vyt, thereby directing naive CD4" cells towards the
Th17 developmental pathway [15,21]. IL-21, a type I cytokine, is se-
creted by maturating Th17 cells and acts in an autocrine fashion to
promote proliferation and to amplify antigen-specific responses by
the emerging Th17 cell lineage [33]. Moreover, IL-21 is produced to
a smaller extent by Th1, Th2 and natural killer T (NKT) cells and can
substitute for IL-6 in driving Th17 differentiation. However, this alter-
native pathway seems to be less effective in vivo [20].

IL-17-producing T cells already occur in the thymus of naive
mice [13,27,42]. These cells do not seem to originate from periph-
eral T cells and are therefore termed “naturally occuring T17 cells
(nT17 cells)”. nT17 cells are predominantly CD4"CD8" cells. Since
thymic selection and education of naive T-lymphocytes also repre-
sent the basis for peripheral immune responses, we investigated
particular activation requirements of nT17 cells. Since microbial
factors can critically interfere with selection and maturation pro-
cesses in the thymus by altering the local cytokine and chemokine
micromilieu and activating distinct cell types via specific cellular
surface receptors, we also determined the cytokine signature of
thymocytes upon stimulation by CpG-DNA, a ligand of toll-like
receptor 9 (TLR9) which has been shown to stimulate thymocyte
proliferation [26], and lipopolysaccharide (LPS), a TLR4 ligand,
which activates the corresponding receptor on macrophages [2],
conventional [40] and plasmocytoid dendritic cells [35] using the
ELISPOT technique. As IL-6 has been demonstrated to be a crucial
requirement for Th17 development and also determines the Treg/
Th17 ratio [4], we here investigated the relationship between IL-
6 and IL-17 production in murine thymocytes.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Wild-type female C57BL/6 and BALB/c mice aged 6-10 weeks as
well as IL-6 knockout (KO) mice on the C57BL/6 background were
provided by and maintained at the local animal facilities. IL-6 KO
mice were originally generated by Dr. Horst Bluethmann and ob-
tained via RCC, Basel, Switzerland. All animal experiments were
approved by the local authorities for animal experimentation.

2.2. Reagents

For anti-CD3 stimulation, the clone 2C-11 (BD Pharmingen, San
Diego, USA) was used. The CpG oligonucleotide 1760 with the se-
quence ATAATCGACGTTCAAGCAAG was obtained from Euro-
finsMWG Synthesis (Ebersberg, Gemany). LPS from Salmonella
typhimurium was obtained from Sigma (Saint Louis, USA). Murine
IL-2 was obtained from BD Biosciences (Bedford, USA). KNR7000
(o-GalCer) was obtained from Biomol (Hamburg, Germany). Stim-
ulation in cell culture was performed with 1 pg/ml for anti-CD3,
with 10 pg/ml for the CpG oligonucleotide, with 1 pg/ml for LPS,
100 ng/ml for a-GalCer and 90 IU/ml for IL-2.

2.3. Cell preparations from the organs tested

After sacrificing the animals with isoflurane euthanasia, thymi
were prepared. Subsequently, each thymus was squeezed using

the back of a syringe plunger to obtain a single cell suspension.
To sort out cell clusters the obtained suspension was filtered
through a 70 um cell strainer (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany). The cells were counted by trypan blue exclusion and
plated together with the respective stimulants at the cell numbers
indicated in serum-free HL-1 medium (Lonza, Cologne, Germany).

2.4. Cytokine measurements by ELISPOT and computer-assisted
ELISPOT image analysis

ELISPOT assays were performed as described [13]. Briefly, Mul-
tiScreen yrs-IP plates (Millipore, Schwalbach, Germany) were
coated overnight with the capture antibodies in sterile PBS. All
antibodies were obtained from Pharmingen, San Diego, CA. The fol-
lowing coating antibodies were used: MP5-20F3 was used for IL-6,
TC11-18H10 was used for IL-17. The plates were blocked for 1 h
with sterile PBS/BSA 0.5% and washed 3x with sterile PBS. Un-
sorted thymocytes were plated in HL-1 medium in triplicate cul-
tures each. Subsequently plates were incubated at 37 °C, 5% CO,
for 16 h. After washing with PBS followed by PBS/BSA 0.5%, detec-
tion antibodies were added overnight. Biotinylated MP5-32C11
was used for IL-6, biotinylated TC11-8H4.1 was used for IL-17.
The plate bound second antibody was then visualized by adding
streptavidin-alkaline phosphatase (SAV-AP, DAKO, Glostrup, Den-
mark) and NBT/BCIP substrate (Bio-Rad, Munich, Germany). Image
analysis of ELISPOT assays was performed with the ImmunoSpot™
Analysis Software after scanning the plates with an ImmunoSpot™
Analyzer (CTL Europe, Bonn, Germany). In brief, digitized images of
individual wells of the ELISPOT plates were analyzed for cytokine
spots, based on the comparison of experimental wells (containing
immune cells and stimuli) and control wells (immune cells, no
stimuli). After separating spots that touched or partially over-
lapped, non-specific ‘background noise’ was gated out by applying
spot size and circularity analysis as additional criteria. Then, spots
that fell within the accepted criteria were highlighted and counted.
Single wells which could not be enumerated because of confluence
phenomena were assessed by using the highest numbers of cyto-
kine-producing cells which could be regularly counted in other
wells in the same assay as an approximated estimate.

2.5. Statistical analysis

For statistical analysis, the two-sided t-test (GraphPad PRISM 4
software, La Jolla, USA) was used. Differences at p < 0.05 were con-
sidered statistically significant.

3. Results

3.1. Effects of CpG on IL-6 and IL-17 production by BALB/c and C57BL/6
thymocytes

As shown in Fig. 1A and B, CpG stimulation alone led to high fre-
quencies of IL-6 producing cells both in BALB/c and C57BL/6 thy-
mocytes with low or absent IL-17 production, respectively.
Comparable frequencies of IL-6 producing cells in BALB/c and in
C57BL/6 mice were detected for each stimulation regimen after
in vitro challenge with a-CD3 Ab, CpG and both agents combined,
respectively. CD3 stimulation alone led to IL-17 production in both
mouse strains in the complete absence of IL-6-producing cells.
Compared to BALB/c thymocytes, lower absolute numbers of IL-
17 producing cells were detectable in C57BL/6 thymi after CD3
and combined stimulation (p <0.01). For both IL-17 (p <0.05)
and IL-6 (p < 0.01), combined stimulation with both CD3 and CpG
had a statistically significant augmenting effect on BALB/c as well
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Fig. 1. IL-6 and IL-17 production by BALB/c (A) and C57BL/6 (B) thymocytes after stimulation with a-CD3 Ab, CpG and both agents. Thymocytes of naive female BALB/c (A) or
C57BL/6 (B) mice were freshly isolated ex vivo and stimulated as indicated. The cumulative data of eight animals tested individually in two independent experiments are

shown.
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Fig. 2. IL-6 and IL-17 production by BALB/c (A) and C57BL/6 (B) thymocytes after stimulation with a-CD3 Ab, LPS and both agents. Thymocytes of naive female BALB/c (A) or
C57BL/6 (B) mice were freshly isolated ex vivo and stimulated as indicated. The cumulative data of eight animals tested individually in two independent experiments are

shown.



234 V. Smolianov et al./Cytokine 58 (2012) 231-237

as on C57BL/6 thymocytes in comparison to single stimulation
with either CD3 or CpG.

3.2. Effects of LPS on IL-6 and IL-17 production by BALB/c and C57BL/6
thymocytes

In contrast to CpG stimulation, only minor IL-6 production was
triggered by LPS both after single and combined stimulation, an ef-
fect present in BALB/c as well as in C57BL/6 thymocytes. These data
are shown in Fig. 2A and B. Still, a potent effect of LPS as a co-stim-
ulant was demonstrated by augmentation of IL-17 production in
both mouse strains (p < 0.01).

3.3. Comparable frequencies of IL-17 producing thymocytes are
detectable in both wild-type C57BL/6 and IL-6-KO mice after CD3
stimulation

To confirm that IL-17 production in the thymus does not de-
pend on IL-6 we compared IL-17 responses of IL-6-KO and
C57BL/6 thymocytes. As shown in Fig. 3, the frequencies of IL-17
producing cells after CD3 stimulation were in average practically
identical in both mouse strains, the difference was statistically
not significant.

3.4. IL-2 does not regulate thymic IL-17 production both in BALB/c and
C57BL/6 mice

To investigate whether nT17 cells differ from iT17 cells not only
in regard of the requirement for IL-6, we tested the impact of IL-2
on the ability of thymocyte IL-17 production. In C57BL/6 thymo-
cytes, IL-2 did not downregulate IL-17 production upon stimula-
tion with o-CD3 (Fig. 4B). In BALB/c thymocytes, the number of
IL-17-producing cells was even increased by additional IL-2 stimu-
lation compared to CD3-stimulation alone (p < 0.05) (Fig. 4A).

3.5. a-GalCer shows no effect on thymic IL-17 production both in
BALB/c and C57BL/6 mice

To clarify a possible contribution of invariant NKT (iNKT) cells
to thymic IL-17 production, we utilized a potent activating ligand
for iNKT cells, a-galactosylceramide (a-GalCer). Overall, we could
not detect any modulation on thymic IL-17 production in both
mouse strains (Fig. 5).

IL-17 production by C57BL/6 and IL-6-KO thymocytes
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Fig. 3. IL-17 production by thymocytes from C57BL/6 and IL-6 KO mice after
stimulation with o-CD3 Ab. Thymocytes of naive female C57BL/6 and IL-6-KO mice
were freshly isolated ex vivo and stimulated as indicated. Animals tested in overall
three experiments are shown, each symbol reflects thymocytes from one animal
tested individually. The bars represent the mean values in each group.

4. Discussion

In the last years, IL-17 and IL-17-producing T cells have moved
into the focus of interest in several areas of T cell immunology. A
specific emphasis has been placed on their role in infection and
autoimmunity, in particular on the exogenous factors, which acti-
vate Th17 cells and the endogenous differentiation and transcrip-
tion factors which are necessary for Th17 development [5,21].
Other leukocyte subsets, e.g. iNKT cells and y3 T cells have also
been identified as potential sources of IL-17 production [29,41].
However, almost exclusively, the role of induced Th17 cells
(iTh17) has been investigated, since the studies available so far
have mainly focused on the generation of IL-17-producing mature
T cells. These emerge from naive T cells in the immune periphery,
which have already passed thymic selection and have subse-
quently been activated in inflammatory settings in vivo or have
been skewed towards a phenotype capable of IL-17 production in
polarizing conditions in vitro. In contrast, the current literature
only contains a few reports on the corresponding characteristics
of naturally occuring IL-17-producing T cells in the thymus
[13,27,41].

In this study we addressed the potential role of IL-6 for the acti-
vation of naturally occurring IL-17 producing T cells. IL-6 is a key
requirement for generation of induced IL-17-producing T cells
and can skew naive CD4" cells towards a Th17 profile opposed to
regulatory T cell (Treg) commitment [4]. Hereby microbial stimuli
have been shown to have an important influence [6,43]. Therefore,
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Fig. 4. 1L-17 production by BALB/c (A) and C57BL/6 (B) thymocytes after stimula-
tion with o-CD3 Ab, IL-2 and both agents. Thymocytes of naive female BALB/c (A)
and C57BL/6 (B) mice were freshly isolated ex vivo and stimulated as indicated. The
cumulative data of eight animals tested individually in two independent experi-
ments are shown.
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Fig. 5. IL-17 production by BALB/c (A) and C57BL/6 (B) thymocytes after stimulation with o-CD3 Ab, a-GalCer and both agents. Thymocytes of naive female BALB/c (A) and
C57BL/6 (B) mice were freshly isolated ex vivo and stimulated as indicated. The data of four animals tested individually in one experiment are shown.

we utilized the TLR ligands CpG and LPS to simulate in a simple
ex vivo model the presence of an infectious agent in the thymic
microenvironment. Our results indicate that CpG and LPS lead to
distinct cytokine activation patterns in thymocytes, independently
of the mouse strain investigated. CpG induced a considerably
stronger IL-6 production than LPS in both mouse strains either
when used alone or in combination with CD3 stimulation. How-
ever, this did not correlate with IL-17 production. On the other
hand induction of IL-17 production with CD3 stimulation alone
and potentiation of CD3-induced IL-17 production by LPS was
not accompanied by relevant IL-6 production. Overall, this indi-
cates that - independently from the genetic background - there
is no strict correlation between IL-6 and IL-17 in the thymus. As
a consequence, the expression of these two inflammatory media-
tors in the thymus is not (in either way) mandatorily linked to each
other. This conclusion is extended by the findings in thymocytes of
IL-6-KO mice on a C57BL/6 background, in which the frequencies of
nT17 cells were virtually identical with those from wild type
C57BL/6 mice upon CD3 stimulation. Overall, IL-6 appears to be
dispensible for generation and activation of nT17 cells in the thy-
mus. However, this might be only one of (potentially many) differ-
ences between nT17 and iT17 cells. A recent study demonstrated
that IL-2 inhibits Th17 polarization in the immune periphery
[23]. Although there are differences between our study and the
work of Laurence and colleagues referred to above in regard to cell
populations studied (unsorted thymocytes vs. purified CD4"
CD62L" CD44~ CD25 T cells) we surmise that this principle does
not seem to apply to IL-17-producing T cells in the thymus. In line
with this suggestion, we even observed a mild augmentation of the
frequencies of nT17 cells after combined stimulation with a-CD3
Ab and IL-2 compared to activation of thymocytes by CD3 stimula-
tion alone. Hence, nT17 and iT17 cells are also in this aspect differ-
ent. This part of the data also confirms that iT17 cells primed in the
periphery do not seem to re-migrate to the thymus, as we have
demonstrated previously in an earlier study [14].

IL-6-independent production of IL-17 by specific T cell subpop-
ulations has been reported previously: thymic iNKT cells can on
the one hand inhibit development of Th17 lineage in the periphery
[28], but on the other hand are capable of IL-17 production by
themselves and are an IL-6 independent cell population [38]. This
prompted us to test the possible contribution of iNKT cells to IL-17
production in our experimental system. o-galactosylceramide, a
potent activator of iNKT cells, only led to a very low production
of IL-17 with no additional effect on the frequencies of IL-17 pro-
ducers induced by CD3. Thymic IL-17 producing iNKT cells are de-
scribed as CD4~ [30]; however most of the IL-17 producers in the
thymus are CD4"CD8~ [13]. Although we can not formally exclude
iNKT cells as possible producers of IL-17 in the thymus, our results
and the observations of others [27] therefore indicate a negligible
contribution of iNKT cells to thymic IL-17 production. Studies
describing thymic y8 T cells as another source of IL-17 have been
recently published: Ribot and co-workers demonstrated the pres-
ence of IL-17-producing, IL-6 independent y3 T cells in the thymus
and discriminated them from interferon-y-producing v T cells by
lack of CD27 expression on the surface of the former cell type [39].
Another study describes antigen encounter in the thymus as a wa-
tershed event for developing y3 T cells in respect of their future
cytokine production, whereby antigen-naive cells make IL-17 and
antigen-experienced cells produce IFN-y [16]. The question
whether populations described in these two independent studies
correspond, is unresolved and has to be addressed in future inves-
tigations. However, our own previous results and current unpub-
lished observations have shown that CD3* CD4~ CD8  cells
(which contain the y3 T cells) clearly represent the smallest frac-
tion of IL-17 producing thymocytes [13], and the contribution of
v8 T cells to thymic IL-17 production is, at least in our experimen-
tal setting, negligible.

A recent landmark study using a double-transgenic mouse
model showed that CD4"CD8~ thymocytes with a CD44" memory
cell-like phenotype and surface markers also found on iTh17 cells
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effectively produce IL-17 [27]. The fact that these cells depend - in
contrast to the results of our own study - on IL-6 could be due to
certain intrinsic properties of double-transgenic models in which
the majority of developing thymocytes encounter their antigen
early and therefore might not mirror in all details their counter-
parts in thymi of genetically unaltered mice. In another study,
nTh17 cells have been demonstrated to be IL-6-independent in a
technologically different experimental setting [41]. In a recently
published work on thymic IL-17 production nTh17 cells have been
further delineated; this innate-like cell type is described as MHC
class II-dependent and fundamentally different with regard to
the TCR repertoire and development requirements compared to
iTh17 cells [18].

The majority of thymic IL-17 producers is among the CD4*CD8~
subset [13], therefore nTh17 cells are the most important contrib-
utors (among all nT17 cells) to thymocyte IL-17 production. Given
the importance of this cell type in the early phase of airway inflam-
mation [41] and protective capacities of nTh17 during the course of
toxin-induced hepatitis [27], our findings that thymocyte activa-
tion and subsequent thymic IL-17 production can be enhanced
by TLR ligands (being paradigms for particles associated with
infectious agents) either directly [3,26] or indirectly [2,35,40] could
be of interest, showing the readiness of nT17 to quickly react be-
fore primed iT17 are ready to do so.

To summarize, our study shows that IL-17 production in the
thymus (i) does not correlate with IL-6 production and vice versa,
(ii) does itself not depend on IL-6, and (iii) is not regulated by IL-2.
Since these properties of nT17 cells represent fundamental differ-
ences in comparison with induced IL-17-producing T cells primed
in the immune periphery, further studies on nT17 cells are war-
ranted, in particular on their role in infectious diseases and auto-
immune pathology.
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Abstract

existing CNS autoimmune pathology.

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is - in certain aspects - regarded as an animal model of the
human CNS autoimmune disease multiple sclerosis (MS). While in EAE CNS-autoantigen-specific immunity is
induced in a defined way, the initial processes leading to CNS autoimmunity in humans are so far unknown.
Despite essential restrictions, which exist regarding the interpretation of EAE data towards MS, EAE might be a
useful model to study certain basic aspects of CNS autoimmunity. Studies in MS have demonstrated that
established autoimmune pathology can be critically influenced by environmental factors, in particular viral and
bacterial infections. To investigate this interaction, EAE as an instrument to study CNS autoimmunity under defined
conditions appears to be a suitable experimental tool. For this reason, we here investigated the influence of the
Toll-like-receptor (TLR) ligand CpG oligonucleotide (CpG) on already established CNS autoimmunity in murine
proteolipid protein (PLP)-induced EAE in SJL mice. CpG were found to co-stimulate PLPp-specific IFN-y production
in the peripheral immune system and in the CNS. However, CpG induced Interleukin (IL)-17 production in the
inflamed CNS both alone and in combination with additional PLPp stimulation. These findings might indicate a
mechanism by which systemic infections and the microbial stimuli associated with them may influence already

Background

Research on the role of T cells in CNS autoimmune dis-
ease both in human diseases as well as in their experi-
mental animal models currently centers on the
endogenous requirements which are necessary for T cell
activation as well as on the exogenous factors which
trigger it. Among the environmental elements, which
can influence this process (both in a positive and nega-
tive way), infections are considered important [1;2].
These include both viral and bacterial infections as well
as the pathogenic factors which are associated with
them. The potential role of microbial pathogens in trig-
gering autoimmune disease has been extensively studied
both in humans as well as in experimental animal mod-
els. As an example for one of many infectious agents
which have been discussed as the cause of MS, a
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positive association between Epstein-Barr virus (EBV)
infection and increased risk of developing MS thereafter
has been broadly discussed [3]. Such clinical observa-
tions have been supported by basic observations from
cell culture models which try to explain how infectious
agents can affect the CNS and facilitate key steps in MS
pathogenesis, e.g. through creating a local proinflamma-
tory milieu in the early stages of disease [4]. In the EAE
mouse model, there is currently increasing evidence for
a critical role of commensal gut microbiota in the initia-
tion of CNS autoimmunity, as demonstrated by experi-
ments in which reduction of the commensal microflora
by antibiotic treatment inhibits the development of EAE
[5]. However, despite the fact that disease progression
or relapse is clinically to the same extent associated
with bacterial or viral infection as the beginning of dis-
ease, in particular in the case of MS [6-9], the influence
of these pathogenic conditions on already established
autoimmune disease has received less attention. In EAE

© 2011 Smolianov et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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in the SJL mouse model lipopolysaccharide, a TLR 4
ligand, has been shown to be able to induce relapses via
antigen presenting cell (APC)-dependent activation of
autoantigen-specific T cells [10].

When studying the impact of infection on ongoing
CNS autoimmunity, a differentiated setup has to be cho-
sen. First, systemic effects of a microbial stimulus on the
autoimmune T cell population might differ from its
effects in the CNS [11;12]. Second, different T cell popu-
lations might be affected in a distinct way, which might
also be different in the periphery and in the inflamed
CNS. T cell populations that are currently implied in
CNS autoimmune pathology are Th1 and Th17 cells,
which are characterized by the production of IFN-y and
IL-17, respectively [13]. Both cytokines are important
mediators of disease and tissue damage in CNS autoim-
munity, albeit with different roles in the autoimmune
process and different resulting pathology [14-16].

For this reason, it was the purpose of this study to
investigate the influence of CpG as a paradigm of a
microbial stimulus which is able to activate both APC
[17] as well as T cells directly [18] on the PLPp-specific
T cell cytokine production in EAE in SJL mice, in parti-
cular in regard of IFN-y and IL-17.

Methods

Animals, antigens and treatments

Female SJL/] mice at age 6-8 wk were purchased from
Charles River (Sulzfeld, Germany) and maintained at the
local animal facilities. Mice were divided in two groups
and immunized subcutaneously either with 100 ug PLP
peptide amino acids 139-151 (PLPp, Biotrend, Cologne,
Germany) and 100 pug CpG oligonucleotide 1760 with
the sequence ATAATCGACGTTCAAGCAAG (CpG,
Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany) in incom-
plete Freund’s adjuvant (IFA, Difco, Detroit, USA) or
with 100 pg PLPp in complete Freund’s adjuvant (CFA,
Difco, Detroit, USA). Mice immunized with PLPp in
CFA were additionally given two intraperitoneal applica-
tions of 400 ng pertussis toxin (PTX, Sigma, Deisenho-
fen, Germany) in 500 pl phosphate buffered saline (PBS)
on day 0 and day 2 after immunization. PLPp/CFA was
prepared by mixing PLPp in CFA yielding a final con-
centration of 1 mg/ml. PLPp/CpG/IFA was prepared by
mixing PLPp and CpG in IFA yielding a final concentra-
tion of 1 mg/ml for both agents. Mice were assessed
daily for the development of paralytic symptoms, and
the severity of disease was recorded according to a stan-
dard scale: grade 1, floppy tail; grade 2: hind leg weak-
ness; grade 3: full hind leg paralysis; grade 4:
quadriplegia; and grade 5: death. Access to food and
drinking water was ensured for all mice, including those
with paralysis. All animal experiments were approved by
the local authorities for animal experimentation.
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Cell preparation from the organs tested

After sacrificing the animals with isoflurane euthanasia,
spleens and spinal cords were prepared as described
previously [19]. Subsequently, single cell suspensions
were made. The cells were counted by trypan blue
exclusion and plated at the cell numbers indicated in
HL-1 medium (Lonza, Cologne, Germany).

Adoptive transfer experiments

For adoptive transfer experiments, spleen cells were pre-
pared from female SJL mice injected with PLPp/CFA
and PTX as described above at day 7 after immuniza-
tion. The resulting cells were incubated for three days in
HL-1 medium at 37°C, 5% CO, with PLPp (concentra-
tion 20 pg/ml) alone or with PLPp plus CpG (concen-
tration 10 pg/ml). At the end of the incubation period
cells were washed carefully several times and 40 x 10°
cells were injected intraperitoneally per recipient mouse.
Mice were assessed daily for the development of paraly-
tic symptoms, and the severity of disease was recorded
as described above.

Stimulation regimens, cytokine measurements by ELISPOT
and computer-assisted ELISPOT image analysis

ELISPOT assays were performed as described previously
[20]. Briefly, MultiScreen yrs-IP plates (Millipore,
Schwalbach, Germany) were coated overnight with the
capture antibodies in sterile PBS. All antibodies were
obtained from BD Pharmingen, San Diego, CA. The fol-
lowing coating antibodies were used: R4-6A2 was used
for IFN-y, JES6-1A12 was used for IL-2 and TC11-
18H10 was used for IL-17. Plates were blocked for 1 h
with sterile PBS/BSA 0,5% and washed 3x with sterile
PBS. Splenocytes were plated in HL-1 medium in tripli-
cate cultures each. Spinal cord single cell suspensions
were pooled from 3 to 4 animals and plated in HL-1
medium in duplicate wells. Thereafter cells were stimu-
lated with PLPp (final concentration of 20 pg/ml), with
CpG (final concentration of 10 pg/ml) or with both
agents. Subsequently plates were incubated at 37°C, 5%
CO, for 16 h. After washing with PBS followed by PBS/
BSA 0,5%, detection antibodies were added overnight.
Biotinylated XMG1.2 was used for IFN-y, biotinylated
JES6-5H4 was used for IL-2, biotinylated TC11-8H4.1
was used for IL-17. The plate bound second antibody
was then visualized by adding streptavidin-alkaline phos-
phatase (SAV-AP, DAKO, Glostrup, Denmark) and
NBT/BCIP substrate (Bio-Rad, Munich, Germany).
Image analysis of ELISPOT assays was performed with
the ImmunoSpot™ Analysis Software after scanning the
plates with an ImmunoSpot™ Analyzer (CTL-Europe,
Bonn, Germany). In brief, digitized images of individual
wells of the ELISPOT plates were analyzed for cytokine
spots, based on the comparison of experimental wells
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(containing immune cells and stimuli) and control wells
(immune cells, no stimuli). After separating spots that
touched or partially overlapped, non-specific ‘back-
ground noise’ was gated out by applying spot size and
circularity analysis as additional criteria. Then, spots
that fell within the accepted criteria were highlighted
and counted. Single wells which could not be enumer-
ated because of confluence phenomena were assessed by
using the highest numbers of cytokine-producing cells
which could be regularly counted in other wells in the
same assay as an approximated estimate.

Statistical analysis
For statistical analysis, the two-sided ¢-test for different
variances (GraphPad PRISM 4 software, La Jolla, USA)
was used. Differences at p < 0.05 were considered statis-
tically significant.

Results

Injection of SJL mice with PLPp/CPG/IFA does not result
in clinical disease

To study the impact of TLRY stimulation during the
priming of the autoreactive T cell response, we immu-
nized SJL mice with PLPp emulsified in CpG/IFA
(PLPp/CpG/IFA). In contrast to the mice immunized
according to the standard protocol at the same time, no
clinical signs of EAE were observed (Figure 1), consis-
tent with previously reported results by others [21;22].
No signs of EAE were seen during the entire observa-
tion period of 90 days. SJL mice immunized with PLPp
in CFA and 2 subsequent applications of PTX (PLPp/
CFA/PTX) developed severe EAE.
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Injection of SJL mice with PLPp/CPG/IFA results in a
PLPp-specific Th1 response, but not a Th17 response

To investigate whether autoantigen specific T lympho-
cytes are present in the peripheral lymphatic tissue of
mice immunized with PLPp,CpG/IFA, measurements of
cytokine expression (IFN-y, IL-2, IL-17) in the spleens
of animals were conducted by ELISPOT at day 14 after
immunisation. High numbers of IFN-y- (mean: 104.67,
SD: 42.82) and IL-2- (mean: 168.72, SD: 73.44) produ-
cing cells were identified after restimulation with PLPp
(Figure 2A and 2B). Combined stimulation with PLPp
and CpG led to strong up-regulation of IFN-y produc-
tion (mean: 626.31, SD: 370.19) in comparison to stimu-
lation with PLPp alone (p < 0.01), but the number of
IL-2 producing cells (mean: 188.28, SD: 64.79) did not
change significantly. Almost no IL-17 producing cells
(mean: 4.19, SD: 3.22) were present in the spleens of
mice immunized according to the alternative protocol
(Figure 2C). Additional stimulation with CpG did not
lead to induction of higher numbers of IL-17 secreting
cells (mean: 2.33, SD: 2.52).

CpG enhance PLPp-specific IFN-y production in spleens of
mice during acute EAE, but have no effect on PLPp-
specific IL-17 production

To assess the impact of TLR 9 ligation on PLPp-specific
cytokine responses in the spleens of mice immunized
according to the standard (PLPp/CFA/PTX) protocol,
we conducted measurements on splenocytes of mice
sacrificed on day 12 after EAE induction. High frequen-
cies of IFN-y- (mean: 183.24, SD: 143.62) and IL-2-pro-
ducing (mean: 519.09, SD: 384.08), PLPp-specific T cells

Mean clinical EAE score

0 3

—— PLPp/CFA/PTX
& PLPp/IFA/CpG

E 9 12
Days after immunization

Figure 1 Representative disease course of SJL mice. 5 mice were immunized with PLPp/CFA with addition of pertussis toxin. 5 mice were
immunized with PLPp and CpG in IFA. The mean clinical EAE score is shown with standard deviation. The differences in disease scores between
the two groups on days 10, 11 and 12 were highly significant (p < 0.001).
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could be observed in spleens of mice during acute EAE
after recall with PLPp. The presence of CpG had a con-
siderable superadditive effect on the number of IFN-y-
producing cells (mean: 809.43, SD: 367.45), p = 0.0012
for PLPp vs. PLPp+CpGQG), but no effect on IL-2 produc-
tion (mean: 519.48, SD: 415.49) (Figure 3). These find-
ings are comparable to cytokine responses of
splenocytes isolated out of mice immunized with PLPp/
CpG/IFA at day 14. ELISPOT measurements showed
that splenocytes of mice, in which EAE was successfully
induced, produced IL-17 after restimulation with PLPp
(mean: 172.33, SD: 103.68). However, CpG did not
increase the number of IL-17-producing, antigen specific
T cells (mean: 110.67, SD: 40.99) in splenocytes.

CpG potentiate both autoantigen-specific IFN-y and IL-17
production locally in the CNS during acute EAE

To study the impact of microbial components on cyto-
kine responses in the CNS in acute EAE, pooled spinal

cord single cell suspensions from mice with acute EAE
at day 12 were restimulated with PLPp and CpG and
the frequencies of cytokine-producing cells were deter-
mined by ELISPOT (Figure 4). Without antigen stimula-
tion, residual IL-17 (mean: 780, SD: 197.99) and IFN-y
(mean: 145, SD: 148.49) production was detected,
reflecting the activity of primed T cells in situ stimu-
lated by endogenous antigen. With external PLPp stimu-
lation, dominant IL-17 production (mean: 2465, SD:
1124.3) was detected, accompanied by IFN-y (mean:
1505, SD: 7.07) and (less) IL-2 (mean: 755, SD: 77.78)
production. Additional stimulation with CpG led to a
strong upregulation of IFN-y secretion in the target
organ (mean: 7485, SD: 1378.86, p < 0.01 for PLPp vs.
PLPp+CpG), as well as a moderate upregulation of IL-
17 production (mean: 6320, SD: 56.57, p = 0.01 for
PLPp vs. PLPp+CpG), but had no effect on IL-2 produc-
tion (mean: 515, SD: 219.2, p = ns). Stimulation with
CpG only (without addition of external PLPp) led to
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Figure 3 Frequencies of IFN-y (A), IL-2 (B) and IL-17 (C) producing cells in spleens of animals immunized with PLPp in CFA and
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strong selective enhancement of IL-17 production
(mean: 2715, SD: 261.63, p = 0.014 for CpG vs. back-
ground), but did not affect spontaneous IFN-y (mean:
85, SD: 35.36, p = ns) or IL-2 (mean: 315, SD: 49.5, p =
ns) production of the inflammatory CNS isolate. As a
consequence, the IFN-y/IL-17 ratio substantially differed
depending on the type of stimulation (background: 0.19,
PLPp: 0.61, PLPp+CpG: 1.18, CpG: 0.03).

CpG oligonucleotides do not essentially alter the
encephalitogenicity of in-vitro-stimulated PLPp-specific T
cells pre-primed in the immune periphery

To investigate the impact of additional CpG stimulation
on pre-primed PLPp-specific T cells in vitro, adoptive
transfer experiments were conducted. Female SJL mice
were immunized with PLPp/CFA and PTX with the
standard protocol described above. On day 7 after
immunization (when the immune response in the per-
iphery was well established) these mice were sacrificed

and their spleen cells were taken in culture (either with
PLPp or with PLPp/CpG). After three days of culture,
the remaining viable cells were transferred into recipient
female SJL mice which also had been immunized with
PLPp/CFA and PTX with the standard protocol. To get
more differentiated information, one set of animals was
injected at day 9 after immunization (when disease just
started in some animals), another set was injected at day
10 after immunization (when disease was already estab-
lished). A control group at day 9 and day 10 each
received PBS only, no cells. As can be seen from Figure
5A-C, disease was quite severe in all groups in this set
of experiments, and even in the control group most ani-
mals eventually died after a fairly short time (the disease
course of all animals is depicted individually). In both
groups which received cells restimulated with PLPp one
animal each survived (in contrast to the respective
group receiving cells restimulated with PLPp/CpG). This
could (carefully) be interpreted as further evidence for
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the potential of CpG to enhance the encephalitogenicity
of already primed PLPp-specific T cells. However, there
was not a fundamental alteration of disease into a nega-
tive or positive fashion affecting the majority of animals.

Discussion

The principal goal of this study was to investigate how a
microbial immune stimulant associated with a systemic
infection can influence the cytokine signature of an
ongoing autoimmune reaction in CNS autoimmune dis-
ease. The focus hereby was (1) on potential differences
between immune periphery and the CNS and (2) on dis-
tinct effects regarding Th1 and Th17 cells. The human
clinical situation to which the results of our EAE-based
study might apply is the mechanism via which a sys-
temic infection might worsen ongoing CNS autoimmune
pathology in MS and thereby cause disease progression

or relapse [6-9]. As a paradigmatic microbial stimulus
simulating “infection” in our study CpG oligonucleotides
were investigated regarding their co-stimulating effect
on the PLPp-specific cytokine signature in PLPp-
induced EAE in SJL mice. We concentrated on the
situation in acute EAE by measuring the quantity of
PLPp-specific IFN-y-, IL-2- and IL-17-producing cells in
the immune periphery and the target organ CNS. The
presence of microbial factors, in particular TLR stimu-
lants, can have different effects on the immune system
when it happens initially during the priming of the auto-
immune reaction [22-24] in contrast to its appearance
during the actual autoimmune disease [11;12;25;26]. It
has been demonstrated by two previous studies that
mice injected with PLPp/CPG do not develop clinical
EAE, but a strong PLPp-specific Thl response [21;22].
Our data confirms these observations, as well as the fact
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Figure 5 Adoptive transfer of PLPp-stimulated and PLPp/CpG-
stimulated PLPp-specific T cells into SJL mice with actively
induced EAE. Female SJL mice injected with PLPp/CFA and PTX as
described above were (either at day 9 or day 10) injected with cells
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course of all animals is depicted individually. Further details are
described in the results section.

Page 7 of 9

that there is a complete lack of a PLPp-specific Th17
response after this injection protocol. In contrast to one
of these previous works [22] however, we want to avoid
the simplistic conclusion that the mere absence of Th17
cells explains the lack of clinical disease symptoms. The
same group which has initially described the adjuvant
effect of CpG in EAE [21] has demonstrated that EAE
can be induced in the absence of Th17 cells, and that
Th1 cells cannot automatically be seen as protective,
but induce a different type of CNS pathology than do
Th17 cells [15].

Under the conditions of established CNS-autoantigen-
specific immunity, CpG oligonucleotides effectively
enhance PLPp-specific IFN-y production in splenocytes,
i.e. the immune periphery. Since they also trigger IFN-y
without PLPp, this appears to be (partially) a stimulating
effect on the non-T-cell compartment, presumably
monocytes and macrophages. However, combined sti-
mulation (PLPp and CpQG) results in an over-additive
effect, which is more than the sum of the single stimula-
tions with PLPp or CpG alone. This is not dependent on
the presence of clinical EAE symptoms - the effect is the
same both in healthy animals after injection with PLPp/
CpG/IFA and in animals with severe EAE after injection
with PLPp/CFA and PTX. No effect is seen in both ani-
mal groups on PLPp-specific IL-2 and IL-17 production,
neither alone or with combined stimulation. Therefore,
the effect of TLRY ligation on the autoreactive T cell
population in the periphery does not clarify its disease-
enhancing effect in EAE which has been described by
others [11]. In contrast, in the inflamed CNS a complex
picture emerges: Already stimulation with CpG alone
(without addition of PLPp) triggers strong IL-17 produc-
tion, but no IFN-y production. With combined stimula-
tion (CPG and PLPp), a strong enhancement of both
IEN-y and IL-17 occurs, whereas IL-2 production is not
essentially altered at any stimulation condition. Since in
the spinal cord, which was isolated directly ex vivo, con-
siderable amounts of endogenous antigen are likely to
be presented by local APC, there is most likely no pure
TLR9 stimulation, but also combined stimulation when
only CpG are experimentally applied. This explains why
there is already considerable residual cytokine produc-
tion without external stimulant, with IL-17 being the
dominant cytokine. CpG might enhance the already
existing Th17 response, but might also activate cells of
the innate immune system which are able to produce
IL-17. In any case, these cells are in EAE only present in
the inflamed CNS, not in the immune periphery, or they
can only be activated in the inflamed CNS. This indi-
cates that one immunological stimulus (CpG) can have
substantially different effects on the cytokine architec-
ture in distinct stages of an autoimmune reaction. TLR9
stimulation alone during priming is not sufficient to
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induce antigen-specific Th17 cells, but has a decisive
effect on IL-17 production in the inflamed target organ
in situ under various local conditions. This is paralleled
by the observation that in vitro co-stimulation of periph-
erally primed PLPp-specific T cells with CpG does not
essentially alter the encephalitogenic potential of these
cells in adoptive transfer experiments.

As a main conclusion of this set of data, within the
CNS, microbial stimulants might cause very heteroge-
neous and patchy micro-effects. Both the presence of
an infectious stimulus and the amount of CNS autoan-
tigen locally present might determine the IFN-y/IL-17
ratio which results. External addition of PLPp (which
might yield unrealistic concentrations which do not
occur in vivo) causes a strongly different IFN-y/IL-17
ratio than the culture with endogenous PLPp only. A
landmark study has suggested that the local IFN-y/IL-
17 ratio in the individual lesions determines disease
progression and depends on the anatomic site of the
lesion [27]. Therefore, different inflammatory lesions
in the same CNS might be differentially affected by the
presence of a microbial stimulus, depending on auto-
antigen availability and other local factors. This might
be in line with the heterogeneity of MS lesions in one
and the same patient. For the potential connection
between infection and worsening of already ongoing
CNS autoimmune disease, our results suggest that the
crucial effect of inflammatory mediators is achieved in
the CNS in situ. A scenario is possible where traces of
low molecular pathogenic factors present in abundance
in peripheral compartments (e.g. blood, spleen, lym-
phatic tissues) during a systemic inflammation enter
the brain and lead in cooperation with local ongoing
autoimmune processes to reactivation of quiescent or
suppressed autoantigen-specific T cells. These acti-
vated memory cells recruit other antigen-specific and
bystander immune cells from the peripheral pool caus-
ing thereby an acute relapse or disease progression.
This concept is supported by observations by other
groups [11;12;25]. One of these studies even claims
that endogenous, non-microbial TLR9 ligands like
phosphodiester DNA (which might arise in the course
of the autoimmune process) might substitute for
microbial TLRY ligands and thereby further local auto-
immune pathology [11].

Of note, it is not the purpose of our study to support
argumentation for a unidimensional pathogenic role for
one single cytokine, neither for IL-17 nor for IFN-y. In
the light of the current literature on EAE and other
experimental autoimmune diseases, different cytokines
can induce different types of autoimmune pathology
[15;16;28]. We conclude that (1) CpG can have different
effects on T cell cytokine production depending on
whether they are present in the priming phase or during
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the ongoing autoimmune response (2) the effects in the
immune periphery and in the inflamed CNS differ quali-
tatively and quantitatively and (3) in the CNS, condi-
tions of the local microenvironment like the amount of
antigen additionally determine the cytokine signature.
An organism with an ongoing autoimmune response in
which additionally infectious agents and their microbial
stimuli are present is likely to be an anatomically quite
heterogeneous “mosaique” regarding the cytokines
which dominate ongoing local autoimmunity, in particu-
lar in the inflamed target organ. Simple mechanistic
extrapolations towards the human disease MS currently
therefore do not seem justified, in particular not for one
single molecular receptor or ligand. Additional studies
have to clarify which cellular compartments in the CNS
are producing the respective cytokines and how they
change under the influence of exogenous/endogenous
TLR ligands during the various stages of the course of
the autoimmune disease.
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Abstract

Background: Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML) is associated with natalizumab treatment in patients
with multiple sclerosis (MS). It has been hypothesized that natalizumab mobilizes JC virus (JCV)-infected haematopoietic
progenitor cells mediating viraemia and subsequently this disease.

Objective: The objective of this study was to investigate peripheral haematopoietic progenitor cells for evidence of JCV
DNA in MS patients treated with natalizumab.

Methods: We assessed JCV and cytomegalovirus (CMV) DNA in magnetically separated CD34+ haematopoietic
progenitor cells, peripheral blood mononuclear cells and plasma of 67 natalizumab-treated patients with MS and six
PML patients.

Results: Viral DNA was not detectable in CD34+4 haematopoietic progenitor or peripheral blood mononuclear cells
from any sample. Two plasma samples from patients with MS while undergoing natalizumab treatment were JCV-positive.
In one case clinically manifest PML developed 8 months thereafter.

Conclusions: Our findings do not support the hypothesis that natalizumab mobilizes JC virus-infected CD34+ cells
from the bone marrow mediating JC viraemia. Notably, JC viraemia was detected in one patient with MS prior to
developing clinical PML. This warrants further study.
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Immunology, multiple sclerosis, natalizumab, progressive multifocal leukoencephalopathy, treatment
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The bone marrow has been reported to be a reservoir
for the JC virus (JCV),'! which under impaired cellular
immunity causes progressive multifocal leukoencepha-
lopathy (PML), an often lethal demyelinating disease of

the brain. PML is frequently seen in patients with hae-
matological disorders or acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS),” but numbers are currently also
increasing in patients on immunosuppressive treat-
ments for autoimmune diseases.” Notably, PML
occurs with an estimated risk of 1 in 1000 patients trea-
ted with natalizumab for MS. This risk might increase
beyond 24 months of treatment.*
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Natalizumab is a humanized monoclonal immuno-
globulin G4 (IgG4) antibody binding the o4 integrin
that interferes with the extravasation of leukocytes
into the central nervous system (CNS).> A recent
study suggests that shedding of JCV in the urine
increases after 12 months of treatment with natalizu-
mab for MS, followed by JC viraemia in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) after 18 months,®
prompting the hypothesis that viruria might precede
viraemia ultimately causing CNS infection with JCV
and subsequently PML. However, these results
remain controversial.” ° The bone marrow has been
reported to be a site of JCV latency and has been sug-
gested as a convenient environment for neurotropic
transformation of this virus." We and others demon-
strated that natalizumab mobilizes CD34+ haemato-
poietic progenitor cells out of the bone marrow into
the peripheral blood.'®'? Thus, such a mobilization
could possibly induce JC viraemia, CNS (re)infection
by JCV and potentially development of PML."> We
therefore addressed this hypothesis by studying the

presence of JCV DNA in CD34+4+ haematopoictic
progenitors.

Patients and methods

Sixty-seven patients with relapsing-remitting MS
(RRMS; 46 females/21 males) and six PML patients
(3 males/3 females) were studied (Table 1) after
informed consent was obtained following the guidelines
of the local ethics committee of the Heinrich-Heine-
University, Diisseldorf, Germany. Blood samples of
all six PML patients were collected within 4 weeks of
first positive cerebrospinal fluid (CSF) findings to
ensure that those patients suffered from active PML.
Blood samples of MS patients were taken before nata-
lizumab infusion. For all patients, 18 ml ethylenedia-
mine tetraacetic acid (EDTA)-anticoagulated venous
blood was available for isolation of PBMCs. PBMCs
were isolated by density gradient centrifugation using
Ficoll-Paque™ (GE Healthcare, Munich, Germany).
The number of CD34+4 cells was assessed by

Table 1. Patients’ characteristics and JCV DNA and CMV DNA PCR results in different blood compartments

MS patients PML patients
Age [years] Natalizumab infusions [#] Age Underlying Associated
[years] disease treatment
Mean+SD 3749 Mean + SD 1223 +7.85 Patient #1 52 AIDS, HAART naive None
Median 38 Median 12 Patient #2 39 AIDS, on HAART None
Range 18-59 Range 1-35 Patient #3 72 NHL R-CHOP
EDSS Previous treatment® [%] Patient #4 49 AIDS, HAART naive None
Mean£+SD 3.05+£ 1.65 Interferon beta 6l Patient #5 46 RRMS 29 infusions of
natalizumab
Median 3 Glatiramer acetate 31 Patient #6 41 RRMS 27 infusions of
natalizumab
Range 1-6.5 Mitoxantrone 12
Other or NA 19
None 4
JCV PCR Plasma PBMCs CD34+ cells
[# positive/# tested]
MS patients on 2/104 0/113 0/51
natalizumab
PML patients 2/6 0/6 0/6
CMV PCR
MS patients on 0/51 0/51 0/51
natalizumab
PML patients 0/6 0/6 0/6

*Multiple pre-treatments were possible. JCV and CMV DNA loads were assessed by PCR in CD34+ progenitors magnetically purified from PBMCs,

PBMCs after magnetically CD34+ isolation and plasma.

AIDS: acquired immunodeficiency syndrome, CHOP: cyclophosphamide, hydroxydaunomycin, Oncovin® and prednisone, CMV: cytomegalovirus,
EDSS: Expanded Disability Status Scale, HAART: highly active antiretroviral therapy, JCV: Jakob-Creutzfeldt virus, MS: multiple sclerosis, NA: data
not available, NHL: non-Hodgkin’s lymphoma, PBMC: peripheral blood mononuclear cell, PML: progressive multifocal leukoencephalopathy, R-CHOP:

CHOP plus rituximab, RRMS: relapsing—remitting multiple sclerosis.
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fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis as
previously published.!" For CD34+ separation, all
PBMCs were labelled with anti-CD34 microbeads and
separated using mass spectrometry (MS) columns and a
OctoMACS™ Separator (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) according to the manufacturer’s
guidelines. DNA was extracted from CD34+ cells, the
CD34+ negative fraction (defined as PBMCs) and
plasma using the EZ1 Virus Mini Kit v2.0 and the
EZ1 DNA Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Germany).
PCR for the detection of JCV DNA was conducted
by two different protocols. Using the first protocol, a
67 bp amplicon in the conserved VP2 gene was ampli-
fied and detected. Sensitivity was determined as 473
JCV copies/ml for plasma samples (95% probit analy-
sis). The second protocol, amplifying a 78 bp product in
the large 7" gene region was used as an internal control
for sensitivity and specificity and is identical to that
published by Chen et al.®!*

External validation was performed within the
Quality Control of Molecular Diagnostics (Glasgow,
Scotland) for the JCV detection assay (JCBKDNAO09)
as part of an international effort to standardize JCV
quantitative PCR (qPCR) assays. The sensitivity of
this assay was determined as 3.9 copies/assay and
117 copies/ml, respectively (95% probit analysis).
To determine the efficiency of JCV DNA extraction
in cell populations, spiking experiments with a JCV
large T gene coding plasmid in suspensions of periph-
eral blood lymphocytes/ml were carried out. The lower
limit of detection was assessed as 15.9 copies/assay
(95% probit analysis) and 43.2 copies/pg of cellular
DNA, respectively. While initial testing was performed
using the first protocol, samples of 52/67 MS patients
on natalizumab and 4/6 PML patients (including both
natalizumab PML patients) were retested with the
second protocol to be able to directly compare data
to the results published by Chen et al.® No additional
samples tested positive when applying the second pro-
tocol. Cytomegalovirus (CMV) DNA was measured in
parallel in all samples as previously published."’

For statistical analysis, Spearman’s correlation and
the Kruskal-Wallis test with post hoc analysis were
performed where appropriate.

Results
Mobilization of CD34+ progenitors

At the time of investigation our MS patients had
received a median number of 12 natalizumab infusions
at 300mg intravenously every 4 weeks. We could
confirm significant mobilization of CD34+ haemato-
poictic stem cells by natalizumab, as previously
reported.'®'? Here we were able to follow up 13

patients of our originally published cohort.'!" The
median time between first and second assessment was
20 months (range 10-24 months) and the median count
of CD34+ cells in the peripheral venous blood did not
change between the two time points (see Figure 1).

JCV DNA assessment

JCV DNA load in the peripheral venous blood of nata-
lizumab-treated MS patients was assessed by repeated
measurements at different time points. In all PBMCs
studied (113 samples from 67 patients) JCV DNA
was not detectable. In addition, JCV DNA was not
detected in the magnetically purified CD34+ cell sub-
population (purity: >90%, data not shown) from any
of the 51 samples studied. In plasma, however, JCV
DNA was found in two out of 104 samples (Table 1).
The first positive result (374 viral copies/ml, CD34+
cell count: 14.3/ul) was observed in a patient before
receiving the 18th infusion of natalizumab.
Measurements were negative 2 and 5 months later
under continued therapy. The second patient (120
viral copies/ml, CD34+ count: 22.6/ul) revealed posi-
tive findings before the 20th course of treatment. No
plasma JCV DNA was detected 1 month later while on
continued therapy. Neither of the two patients showed
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Figure |. CD34+ progenitors in the peripheral venous blood
of natalizumab-treated patients. The CD34+ cell count was
followed in |3 patients over a median time period of 20 months
(range 10-24 months). The median CD34+ cell count in

MS patients treated with natalizumab was 8.8 cells/ul (range
5.83-22.61) at time of the second measurement (T2) compared
to 10.56 cells/pl (range 4.4—18) at time of the first measurement
(T1). Healthy individuals (HC) exhibited a CD34+ cell count of
1.81 cells/ul (median, range 0.61-2.46), whereas in untreated MS
patients 1.06 cells/pl were assessed (median, range 0.57-1.68).
n.s. = not significant.
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any clinical signs of PML at the time of positive plasma
findings and changes on MRI were not suggestive of
PML. However, the second patient developed PML
8 months after positive plasma results while continuing
treatment.

As a control group, the presence of JCV DNA was
assessed in six patients with confirmed PML (see Table
1). In all these patients, neither mobilized CD34+ hae-
matopoietic progenitors nor PBMCs harboured JCV
DNA. JCV PCR was positive in the plasma of three
of these patients: in one of the highly active antiretro-
viral therapy (HAART)-naive HIV patients (660 viral
copies/ml), in the rituximab-treated, non-Hodgkin’s
lymphoma patient (6000 viral copies/ml) and in one
of the two natalizumab-treated PML patients (210
viral copies/ml).

Cytomegalovirus assessment

As an internal control for virus reactivation, CMV
DNA was also measured by PCR in all samples.
CMV DNA was not detected in any of the samples
from MS and PML patients (see Table 1).

Discussion

The bone marrow has been reported to be a reservoir of
JCV latency, where neurotropic transformation of the
virus could possibly occur.! We, and others, recently
demonstrated in cross-sectional studies that natalizu-
mab mobilizes CD34+ haematopoietic progenitor
cells out of the bone marrow into the peripheral
blood.' ' Mobilization of JCV-infected bone
marrow cells has been suggested to be a critical step
in the development of PML in MS patients treated
with natalizumab.'> We addressed this hypothesis by
studying the presence of JCV DNA in CD34+ haema-
topoietic progenitors, but also in the PBMCs and
plasma of natalizumab-treated MS patients as well as
in patients with confirmed PML. We were able to dem-
onstrate that CD34+4 haematopoietic progenitor cells
are mobilized in a constant and sustained manner in
patients on long-term natalizumab treatment.
However, this mobilization was not accompanied by
an increase in JC viraemia in general, neither cell-free
nor cell-bound. We could not detect JCV in any of the
CD34+ cell samples or PBMCs studied. Negative find-
ings in PBMCs clearly contrast with recently published
data by others,® although we applied the same PCR
protocol for JCV DNA detection. In addition, we
looked for signs of a more general, not JCV-specific
subclinical viral reactivation. CMV has been detected
in CD34+ of bone marrow samples of seropositive
individuals in the past.'® Thus, we also studied CMV
expression in plasma, PBMCs and in the CD34+

fraction of our patients. CMV DNA was not detectable
in any of the samples studied.

There are limitations to this study. The authors are
aware of the fact that the value of negative data criti-
cally depends on the quality of methods applied, and
differences in methodology might account for conflict-
ing findings by various authors. We decided to sample
immediately before the next infusion of natalizumab.
This was based on the fact that we observed a signifi-
cant increase in circulating CD34+ 24 h after infusion
which was sustained throughout the 1 month of treat-
ment.'! Thus, we had no evidence that additional sam-
pling would significantly augment the probability of
detecting JCV in CD34+ cells. We used 18 ml EDTA
blood for isolation of CD34+ cells. Given the fact that
the CD34+ cell count is increased to an average of 7.6
cells/ul in natalizumab-treated MS patients, approxi-
mately 100,000 CD34+ cells/sample were available for
the assessment for presence of JCV DNA. By not
detecting JCV or CMV in any of the 57 assessed sam-
ples of CD34 + cells, we can exclude a prevalent infec-
tion of the CD34+ subpopulation. For DNA
extraction and PCR methods, established routine pro-
cedures for clinical diagnostics were used and our PCR
assay was externally validated as a part of an interna-
tional effort to standardize JCV qPCR assays and by
applying two different protocols.

Our negative findings are supported by results in a
PML control group which included one MS patient
who developed clinical PML 8 months after a positive
sample of peripheral blood within our study. If the
primary reservoir for JCV is in PBMCs, then one
would expect PBMCs from patients with JCV positive
plasma to be enriched with the virus. However, CD34+
progenitors or PBMCs assessed from two MS and four
non-MS patients with confirmed and active PML were
JCV negative. Interestingly, JCV DNA was detected in
two out of 104 MS plasma samples studied, while
PBMCs or CD34+ cells were negative for the same
patients at the time of these findings. JCV in plasma
has been reported in up to 40% of HIV positive indi-
viduals, and rarely in healthy controls or patients with
MS treated with or without natalizumab.*'” ' JC vir-
aemia appears to have no established predictive value
for the risk of developing PML. However, its appear-
ance has been noted in few instances prior to clinical
PML.?>?! Both patients with positive JCV plasma find-
ings in our cohort did not reveal any clinical signs of
PML or typical changes on MRI at the time of viral
DNA detection. Reanalyses by PCR several weeks later
were negative. However, one of these patients devel-
oped clinically frank PML 8 months after the positive
plasma finding. Still, given the frequency of positive
plasma findings in healthy individuals, it remains spec-
ulative whether or not transient JC viraemia precedes
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the development of clinical PML in general. This
clearly warrants further investigation in large and
diverse patient populations applying standardized
PCR protocols. As our study failed to further define
the origin of JCV DNA in plasma (e.g. PBMCs), the
underlying mechanism for the reported periodic JCV
re-expression remains obscure. Perhaps even endoge-
nous (re)activation of the JC virus within the CNS
may promote development of PML in some patients
treated with natalizumab, triggered by drug-specific
immunological mechanisms, such as a disturbed, JC
virus-specific T-cell immune response.*?

To conclude, our study does not provide evidence
for CD34+ cells as a relevant reservoir for JCV DNA
or CMV DNA in MS patients treated with natalizu-
mab. Alternative sites or mechanisms of JCV infection
of the brain should be considered in the pathogenesis of
PML. For the safety of patients treated with natalizu-
mab, future studies are warranted to shed light on these
highly relevant questions.
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5 Diskussion

5.1 Das Zytokin IL-6 ist fur eine Ex-vivo-Aktivierung von natirlich
vorkommenden, IL-17 produzierenden T-Zellen (nTh17) nicht not-

wendig

Im Laufe des letzten Jahrzehnts gewannen das Zytokin IL-17 und IL-17 produzierende Zel-
len fiir die immunologische Forschung im Allgemeinen und fiir die neuroimmunologische
Forschung im Speziellen an Bedeutung. Im Lichte der Rolle der IL-17 produzierenden Zel-
len bei Infektionen und Autoimmunerkrankungen wurden exogene, Th17-Zellen aktivie-
rende Faktoren und fiir die Entwicklung dieser Zellen essentielle Transkriptionsfaktoren auf-
gezeigt (Dong, 2009; Korn, 2007). Neben den Th17-Zellen wurden ferner andere, seltene
Arten von IL-17 produzierenden Zellen wie iNKT-Zellen und y8-T-Zellen identifiziert (Mi-
chel, 2007; Roark, 2008). Die meisten Studien beschéftigten sich bis dato allerdings vor-
nehmlich mit sogenannten induzierten Th17-Zellen (iT17). Diese Zell-Subpopulation ent-
steht entweder nach erfolgter Selektion im Thymus in der Immunperipherie in einem in-
flammatorischen Milieu in vivo oder in einem kontrollierten Umfeld mit polarisierenden Be-
dingungen in vitro. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung der hier diskutierten Studie gab es
jedoch nur wenige Arbeiten, die natiirlich vorkommende, IL-17 produzierende T-Zellen im
Thymus (nTh17-Zellen) genauer charakterisiert und beschrieben haben (Hofstetter, 2006;
Marks, 2009; Roark, 2008).

In dieser Arbeit wurde die Rolle des Zytokins IL-6 fiir die Aktivierung von nTh17-Zellen
genauer unter die Lupe genommen. Dieses Zytokin lenkt bei gleichzeitiger Anwesenheit von
TGF-B die Entwicklung von naiven CD4" Zellen in Richtung der induzierbaren IL-17 pro-
duzierenden Zellen und verhindert die Bildung von regulatorischen T-Zellen, die unter TGF-
B in Abwesenheit von IL-6 in vitro entstehen (Bettelli, 2006). Eine wichtige Rolle kann hier-
bei die Anwesenheit von mikrobiellen Pathogenen spielen (Fang, 2009; Torchinsky, 2009).
Um einen solchen mikrobiellen Reiz in einem simplifizierten murinen ex vivo Thymus-Mo-
dell zu simulieren, wurden die TLR-Liganden Lipopolysaccharide (LPS) und CpG verwen-
det.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass sowohl CpG als auch LPS in zwei un-
terschiedlichen Mausstimmen zu einem unterschiedlichen Zytokinaktivierungsmuster fiih-
ren. CpG fiihrte zu einer wesentlichen stérkeren IL-6 Produktion durch Thymozyten sowohl
nach alleiniger Gabe als auch in Kombination mit CD3-Stimulation ohne Korrelation mit
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IL-17 Produktion. Andererseits war die Induktion der IL-17 Produktion nach alleiniger
CD3-Stimulation und die Potenzierung der IL-17 Produktion nach zusitzlicher LPS-Stimu-
lation nicht durch eine relevante IL-6 Produktion durch Thymozyten begleitet. Daraus folgt,
dass es keine strikte Korrelation zwischen der Produktion von IL-6 und IL-17 im Thymus
gibt. In anderen Worten ausgedriickt, die Expression dieser beiden proinflammatorischen
Zytokine im Thymus folgt keinem strikten gegenseitigen Abhdngigkeitsverhdltnis. Diese
Schlussfolgerung findet ihre Bestatigung in den Untersuchungen der Thymozyten von IL-6-
KO Maiusen auf dem genetischen Hintergrundstamm C57BL/6, in denen die Anzahl der
nTh17-Zellen nach CD3-Stimulation nahezu identisch mit nTh17-Zellen in den Thymozyten
des Wildtyps C57BL/6 unter den gleichen Stimulationsbedingungen war. Das fiir die Ent-
stehung von iTh17-Zellen unentbehrliche Zytokin IL-6 ist fiir die Genese und Aktivierung
von nTh17-Zellen im Thymus demnach nicht zwingend notwendig. Es ist anzunehmen, dass

dieser Unterschied zwischen nTh17-Zellen und iTh17-Zellen einer von vielen ist.

Aus einer fritheren Arbeit ergaben sich Hinweise fiir eine inhibitorische Wirkung des Zyto-
kins IL-2 in Bezug auf die Genese der Th17-produzierenden Zellen in der Immunperipherie
(Laurence, 2007). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich hingegen keine Herunterregulation
der nTh17-Zellen im Thymus. In den Thymozyten des BALB/c-Stamms konnte sogar eine
statistisch signifikante Frequenzerhdhung der nTh17-Zellen im Thymus nach Stimulation
mit IL-2 und CD3-Aktivierung verglichen mit alleiniger CD3-Stimulation nachgewiesen
werden. Dieser Aspekt bestitigt Daten aus einer frither publizierten Arbeit, die keine nen-
nenswerte Migration von iTh17-Zellen aus der Immunperipherie in den Thymus zeigten

(Hofstetter, 2007).

Um einen moglichen Beitrag der IL-6 unabhingigen, IL-17 produzierenden, im Thymus ma-
turierenden und im Verlaufe zum Teil residenten Population von invarianten natiirlichen
Killerzellen (iNKT-Zellen) (Brennan, 2013; Rachitskaya, 2008) in unserem experimentellen
System zu iiberpriifen, verwendeten wir a-Galaktosylceramid (a-GalCer), ein Agens mit po-
tenter aktivierender Wirkung auf iNKT-Zellen. Die entsprechende Stimulation mit a-GalCer
fiihrte zu einer sehr geringen IL-17 Produktion und hatte keinen zusétzlichen potenzierenden
Effekt in Bezug auf IL-17 Produktion im Thymus nach kombinierter Stimulation mit einem
anti-CD3-Antikorper. iNKT-Zellen konnen zwar formell nicht génzlich als mdgliche
IL17-Produzenten im Thymus ausgeschlossen werden, doch deuten Ergebnisse dieser Arbeit
und andere Untersuchungen (Marks, 2009) darauf hin, dass die iNKT-Zellen als mogliche

Produzenten von IL-17 im Thymus zu vernachldssigen sind.
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Eine andere IL-6 unabhingige IL-17 produzierende T-Zellsubpopulation im Thymus wurde
beschrieben. Es handelt sich hierbei um sogenannte yo-T-Zellen. Hierbei wird zwischen
CD27*, IFN-y produzierenden y3-T-Zellen und CD27", IL-17 produzierenden y3-T-Zellen
unterschieden, die — wie bereits erwéhnt — IL-6 unabhingig sind (Ribot, 2009). In Bezug auf
kiinftige Zytokinproduktion durch y5-T-Zellen wird an einer anderen Stelle auf das Antref-
fen des spezifischen Antigens wihrend der Reifungsperiode im Thymus hingewiesen; hier-
bei produzieren im weiteren Verlauf Antigen-naive yd-T-Zellen IL-17 und Antigen-erfah-
rene Zellen IFN-y (Jensen, 2008). Der Frage nach einer moglichen Kongruenz der oben be-
schriebenen Subpopulationen muss im Rahmen weiterer Untersuchungen, die nicht Gegen-
stand dieser Arbeit waren, nachgegangen werden. Wie aus fritheren Arbeiten bekannt, stel-
len CD3"CD4°CD8-Zellen, unter denen sich die yd-T-Zellen befinden, die zahlenmiBig
kleinste Fraktion der Thymozyten dar (Hofstetter, 2006). Ferner konnte gezeigt werden, dass
aus dem murinen Thymus ex vivo isolierte yo-T-Zellen weder nach alleiniger CD3- oder
CpG-Stimulation noch nach kombinierter Aktivierung mit einem anti-CD3-Antikdrper eine
relevante IL-17 Produktion — im Gegensatz zu einer deutlichen Sekretion von IL-6 — auf-
wiesen (Abb. 1). Es ist also anzunehmen, dass — zumindest im experimentellen Setting dieser

Arbeit — der Beitrag der yo6-T-Zellen zu IL-17 Produktion im Thymus zu vernachldssigen ist.

Wie bereits an anderer Stelle gezeigt, befindet sich die Mehrheit der IL-17 produzierenden
Zellen im Thymus unter der CD4"CD8-Subpopulation (Hofstetter, 2006). Demnach sind
nTh17-Zellen als die bedeutendsten und zahlenmiBig am starksten prasenten Produzenten
von IL-17 im Thymus anzusehen. Die Tatsache, dass die Aktivierung der Thymozyten und
nachfolgende IL-17 Produktion im Thymus durch TLR-Liganden im Sinne von infektidsen
Partikeln verstiarkt werden kann, ist im Lichte der Bedeutung dieses Zytokins in einer Reihe
von autoimmunologischen Modellen (Marks, 2009; Roark, 2008), speziell in der EAE (Hof-
stetter, 2005; Komiyama, 2006), von besonderem Interesse und riickt die nTh17-Zellen in

den Fokus der weiteren Erforschung.
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A IL-6 Produktion durch yd-T-Zellen im Thymus
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Abbildung 1. Produktion von IL-6 (A) und IL-17 (B) durch y6-T-Zellen im Thymus von BALB/c-und
CS57BL/6-Miusen nach Stimulation mit einem anti-CD3-Antikérper, CpG und beiden Agenzien. Thy-
mozyten naiver weiblicher BALB/c- oder CS7BL/6-Miuse wurden ex vivo isoliert. Anschlieend erfolgte
eine magnetische Separation sowie Kultivierung der y6-T-Zellen fiir 16 Stunden mit konsekutivem
Nachweis einer entsprechenden Zytokinproduktion mittels eines ELISPOT-Assays. Es wurden ungefihr
150.000 Zellen pro Well ausgesiit. Die Absolutzahl zytokinproduzierender Zellen bezieht sich auf
100.000 ausgesiite yo-T-Zellen. Die Ergebnisse beruhen auf gepoolten Daten von jeweils vier Méusen,

die in einem Experiment erhoben wurden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Stimulation
durch bestimmte TLR-Liganden eine starke IL-6 Produktion im Thymus zur Folge hat, je-
doch eine CD3-Stimulation keine derartigen Effekte nach sich zieht. Eine Korrelation zwi-
schen der Produktion von IL-6 und IL-17 im Thymus besteht nicht. Ferner ist die IL-17 Pro-
duktion im Thymus nicht von IL-6 abhingig und wird nicht durch IL-2 reguliert.
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5.2 Wirkung von CpG Oligonukleotiden auf die Produktion von Zy-
tokinen im murinen PLPp-139-151-SJL-EAE-Modell

Das Hauptziel dieser Studie bestand in der Untersuchung der Wirkung einer spezifischen
Immunstimulation mittels CpG auf die Zytokinstruktur in verschiedenen Kompartimenten
wihrend einer aktiven Immunreaktion im Rahmen einer induzierten murinen Autoimmun-
erkrankung des ZNS, der EAE. CpG sind synthetisch hergestellte Oligonukleotide mit naher
Verwandtschaft zu CpG-Motiven in verschiedenen mikrobiellen Genomen, die als PAMP
fungieren und als solche von TLR9 erkannt werden. Sie sind in der Folge imstande, APC
und T-Zellen zu aktivieren. Das Augenmerk lag hierbei auf potentiellen Unterschieden zwi-
schen der Immunperipherie und dem Zielorgan der Autoimmunreaktion ZNS sowie auf ver-
schiedenen Effekten bezogen auf autoantigenspezifische Th1- und Th17-Zellen. Die mogli-
che und bedingte Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser EAE-basierten Studie auf die
menschliche Erkrankung MS wiirde die Mechanismen einer klinischen Verschlechterung
mit Progress und/oder Schub nach einer systemischen Infektion mit pathogenen mikrobiel-
len Erregern betreffen (Andersen, 1993; Buljevac, 2002; Correale, 2007; Edwards, 1998). In
dieser Arbeit wurden CpG als paradigmatisches Immunstimulans verwendet und ihr co-sti-
mulatorischer Effekt auf das PLPp-spezifische Zytokinmuster im murinen PLPp-SJL-EAE-
Modell untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde in der akuten Phase der EAE die Zahl
der PLPp-spezifischen IFN-y-, IL-2- und IL-17-produzierenden Zellen in der Immun-
peripherie und im Zielorgan ZNS bestimmt. In Analogie zu Vorarbeiten (Segal, 2000;
Tigno-Aranjunez, 2009) zeigen die Ergebnisse dieses Projekts, dass eine EAE-Induktion im
murinen PLPp-SJL-EAE-Modell nach einem alternativen Protokoll mit PLPp und CpG in
IFA im Gegensatz zum klassischen Protokoll, nach dem PLPp in CFA appliziert sowie zu-
satzlich PTX verwendet wird, keine klinische EAE ausldst, jedoch eine starke PLPp-spezi-
fische Th1-Antwort in der Immunperipherie bei fehlender PLPp-spezifischer Th17-Antwort
zur Folge hat. Die zunichst plausibel scheinende Schlussfolgerung einer vermeintlich pa-
thogenen Rolle der Th1-Zellen sowie einer protektiven Rolle der Th17-Zellen in der murinen
EAE ist jedoch nicht zutreffend, da EAE mittels autoantigenspezifischer Th1-Zellen auch in
Abwesenheit von Th17-Zellen induziert werden kann (Kroenke, 2008).

Unter den Bedingungen der etablierten ZNS-Autoimmunitét verstdrken CpG die PLPp-spe-
zifische IFN-y-Antwort in der Immunperipherie — im experimentellen Setting der vorliegen-
den Arbeit in Splenozyten — deutlich. Die Tatsache, dass CpG die IFN-y-Produktion auch in

Abwesenheit von PLPp ausldsen, ist wahrscheinlich dem stimulierenden Effekt auf die APC,

-21 -



vor allem auf Monozyten und Makrophagen geschuldet. Eine kombinierte Stimulation mit
PLPp und CpG fiihrt jedoch zu einem {iberadditiven Effekt, i.e. die Zahl der PLPp-spezifi-
schen T-Lymphozyten ist nach kombinierter Stimulation hoher als die Summe der besagten
T-Zellen nach jeweils alleiniger Stimulation mit CpG und PLPp. Dieser Effekt ist vollig
unabhingig von klinischer Symptomatik im Verlaufe der EAE; die iiberadditive Wirkung
auf die Zahl der PLPp-spezifischen T-Lymphozyten liel sich sowohl in gesunden Tieren,
die mit PLPp und CpG in IFA immunisiert wurden, als auch in den nach klassischem Proto-
koll immunisierten Mausen mit schwerer EAE beobachten. Die autoantigenspezifische Pro-
duktion der Zytokine IL-2 und IL-17 wurde weder nach alleiniger Stimulation mit CpG noch
nach kombinierter Gabe von CpG und PLPp relevant beeinflusst. Somit kénnen die beo-
bachteten Ergebnisse einer Stimulation von TLR9 in den autoreaktiven Zellen in der Im-
munperipherie die bekannten Effekte von TLRY hinsichtlich des klinischen Verlaufs der
EAE mit Bedeutung fiir das Ausldsen sowie Aufrechterhaltung der Erkrankung und die his-
topathologischen Befunde betreffend (Prinz, 2009) nicht hinreichend erklaren.

Im Zielorgan ZNS stellt sich ein differentes Bild dar. Bereits nach alleiniger CpG-Stimula-
tion — ohne Zugabe von PLPp — lésst sich eine deutliche Produktion von IL-17 ohne beglei-
tende IFN-y-Produktion beobachten. Die gleichzeitige Stimulation mit CpG und PLPp fiihrt
zu einer deutlichen Verstiarkung der Produktion von IFN-y und IL-17. Die Anzahl der auto-
antigenspezifischen IL-2 produzierenden Zellen im ZNS ist niedrig und wird unter keiner
der Stimulationsbedingungen beeinflusst. Hierbei ist anzumerken, dass im ex vivo isolierten
entziindeten Riickenmark nicht zu vernachldssigende Menge an endogenem Autoantigen
von residenten und eingewanderten APC an die autoantigenspezifischen T-Zellen présentiert
wird. Wenn also von alleiniger Stimulation mit CpG im experimentellen Setting die Rede
ist, so ist doch von kombinierter Stimulation mit CpG und PLPp mit niedriger PLPp-Kon-
zentration auszugehen. Diese Tatsache erklédrt das Vorhandensein von zytokinproduzieren-
den Zellen im ZNS — hierbei sind IL-17 produzierende Zellen in der absoluten Mehrheit —
bei fehlender Zugabe externer Stimulantien. CpG konnte in der Lage sein, die bereits vor-
handene Th17-Antwort zu verstirken; eine Aktivierung der IL-17 produzierenden Zellen des
angeborenen Immunsystems ist ebenfalls denkbar. Jedenfalls sind diese Zellen im verwen-
deten EAE-Modell nur im entziindeten ZNS und nicht in der Immunperipherie zu finden.
Eine alternative Erkldrung wére, dass sie nur im ZNS aktiviert werden. Dies deutet darauf
hin, dass der gleiche Immunstimulus, hier CpG, vollkommen unterschiedliche Effekte auf

das Zytokinmuster in verschiedenen Stadien einer Autoimmunreaktion haben kann. Die al-
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leinige Stimulation von TLRY wihrend der Priming-Phase ist nicht ausreichend zur Induk-
tion von antigenspezifischen Th17-Zellen, aber sie hat einen maBgeblichen Effekt auf die
Produktion von IL-17 im entzlindeten Zielorgan in situ unter verschiedenen lokalen Bedin-
gungen. Diese Uberlegungen werden von den Studien gestiitzt, die keine Verinderung des
enzephalitogenen Potentials der PLPp-spezifischen T-Zellen, die peripher geprimt und in
vitro mit CpG co-stimuliert wurden, nach adoptivem Transfer im Vergleich zu konventionell

restimulierten autoantigenspezifischen T-Zellen finden.

Als wichtigste Schlussfolgerung ist festzuhalten, dass mikrobielle Stimuli innerhalb des
ZNS heterogene und variierende Effekte auslosen konnen. Sowohl das Vorhandensein eines
infektidsen Stimulus als auch die Menge an ZNS-Autoantigen vor Ort konnen das Verhéltnis
zwischen IFN-y und IL-17 beeinflussen. Die Zugabe von PLPp, die moglicherweise eine
unrealistische Situation im Vergleich zu den in vivo vorherrschenden Bedingungen bedingt,
filhrt zu einem vollkommen unterschiedlichen IFN-y/IL-17-Verhiltnis im Vergleich zur
Kultivierung der Zellen nur mit endogenem PLPp ohne externe Zugabe. Eine wichtige Stu-
die zeigte, dass das lokale Verhéltnis zwischen IFN-y und IL-17 in den Lésionen einen Pro-
gress der Erkrankung bestimmen kann (Stromnes, 2008). Folglich kénnen verschiedene in-
flammatorische Lisionen im selben Zielorgan auf unterschiedliche Art und Weise, abhédngig
von Vorhandensein und Konzentration des Autoantigens und anderen lokalen Faktoren, mo-
duliert werden. FEine dhnliche Ursache kann auch fiir intraindividuelle Unterschiede in den
MS-Lésionen verantwortlich sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf
hin, dass die entscheidenden Effekte der entziindlichen Mediatoren bezogen auf eine mogli-
che Verbindung zwischen Infektion und Verschlechterung der bereits laufenden Autoim-
munerkrankung des ZNS im entziindeten ZNS selbst erreicht werden. Fiir die klinische Si-
tuation ist ein mit anderen Beobachtungen (Hermann, 2006; Prinz, 2006; Serres, 2009) kon-
gruentes Szenario vorstellbar, in dem Spuren von in der Immunperipherie, beispielsweise im
Blut, in der Milz, in den Lymphknoten oder im darmassoziierten lymphatischen Gewebe, im
Uberfluss vorhandenen niedermolekularen pathogenen Faktoren die Blut-Hirn-Schranke im
Zuge einer systemischen Entziindung iiberwinden. Auf diese Weise konnten sie zusammen
mit niederschwellig weiter ablaufenden autoimmunen Prozessen zu einer Reaktivierung in-
aktiver oder supprimierter autoantigenspezifischer T-Zellen fithren. Diese aktivierten Ge-
déchtniszellen konnten andere antigenspezifische und ,, bystander “-Zellen, also aktivierte

und durch Entziindungsmediatoren an den Ort der Inflammation angelockte, flir das Zielan-
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tigen unspezifische Zellen des angeborenen und/oder adaptiven Immunsystems, aus der Im-
munperipherie rekrutieren und somit fiir einen akuten Schub und/oder Progress der Erkran-

kung verantwortlich sein.

Unter Beriicksichtigung der aktuellen Literatur zu EAE und anderen experimentell ausge-
16sten Autoimmunerkrankungen kdnnen die Ergebnisse dieser Studie nicht fiir eine beson-
dere Pathogenitét eines bestimmten Zytokins, sei es IFN-y oder IL-17, sprechen. Vielmehr
konnen verschiedene Zytokine mannigfaltige Autoimmunpathologien mit unterschiedlichen
Charakteristika ausldsen. Die beschriebenen und diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit zei-
gen, dass (1) CpG imstande sind, autoantigenspezifische Th1-Zellen ohne gleichzeitige In-
duktion von spezifischen Th17-Zellen zu primen; (2) CpG die autoantigenspezifische Pro-
duktion von IFN-y sowohl in der Peripherie als auch im ZNS in der EAE verstarken und zu
einer selektiven Aktivierung der autoantigenspezifischen Th17-Zellen im ZNS fiihren und
(3) die Effekte in der Immunperipherie und im entziindeten ZNS aufgrund differenter Be-

dingungen im jeweiligen Mikromilieu sich qualitativ und quantitativ unterscheiden.

5.3 Hamatopoietische Vorlauferzellen stellen nach Mobilisation mit

Natalizumab kein relevantes Reservoir fiir das JC-Virus dar

Auf Grundlage von in Querschnittsstudien nachgewiesener Mobilisation von CD 34" hima-
topoietischen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut (Bonig, 2008; Jing,
2010; Zohren, 2008) sowie der Tatsache einer Persistenz von JC-Virus im Knochenmark
sowohl HIV-positiver als auch HIV-negativer Patienten mit und ohne PML (Tan, 2009) er-
folgte in der vorliegenden Arbeit die Uberpriifung einer bislang nicht verifizierten Hypo-
these, die die PML-Entwicklung in mit Natalizumab behandelten Patienten auf ein Aus-
schwemmen von mutmaBlich mit dem JC-Virus infizierten CD 34" Zellen aus dem Kno-

chenmark mit konsekutivem Ubertritt iiber die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn annahm.

Mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden aus mit EDTA antikoagulierten vendsen
Proben von 67 mit Natalizumab behandelten RRMS-Patienten sowie 6 Patienten mit defini-
tivem Nachweis einer PML peripheral blood mononuclear cells (engl.: mononukledre Zel-
len des Bluts; PBMC) isoliert. Nach anschlieBender Anreicherung von CD 34" Zellen mittels
magnetischer Zellseparation und durchflusszytometrischer Quantifizierung der CD 34 - und
der CD34 -Fraktion der jeweiligen Proben erfolgte die DNA-Extraktion aus diesen Fraktio-

nen sowie aus dem zellfreien Plasma mit anschlieBender Amplifikation von JCV DNA.
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Eine in der Vorarbeit festgestellte Mobilisation von CD 34" hamatopoietischen Vorldufer-
zellen nach Gabe von Natalizumab (Zohren, 2008) konnte bestdtigt werden. Im Gegensatz
zu einer anderen Publikation (Chen, 2009) konnten trotz Anwendung von zwei unterschied-
lichen PCR-Testverfahren fiir die Detektion von JCV DNA keine JC-Viruspartikel in den
Immunzellen (PBMC, CD 34" und CD34" Zellen) in der vorliegenden Arbeit detektiert wer-
den. Auch wurde kein JC-Virus in den zelluldren Blutbestandteilen inklusive CD 34" Zellen
einer Kontrollgruppe mit zwei MS-Patienten und vier Patienten ohne Diagnose einer MS,

die gesichert akut an PML erkrankt waren, festgestellt.

In Ubereinstimmung mit der bekannten Literatur, wonach sich JCV in bis zu 40% der Plas-
maproben von HIV-positiven Patienten (Cinque, 2009) und selten bei gesunden Probanden
und MS-Patienten unabhingig vom Therapiemodus in Plasma nachweisen ldsst (la-
cobaeus, 2009; Sadiq, 2010), konnte in zwei von 104 Plasmaproben der Kohorte
ein JCV-Nachweis erbracht werden. Hierbei wurde zum selben Zeitpunkt in den Immunzel-
len der betreffenden Patienten kein JCV detektiert. Weder klinisch noch MR-tomographisch
ergaben sich Anhalte fiir das Vorliegen von PML bei den zwei oben erwidhnten Patienten.
Acht Monate nach Detektion von JCV im Plasma entwickelte einer dieser Patienten jedoch
mit PML klinisch vereinbare Symptome, die ein entsprechendes MR-tomographisches Kor-
relat fanden. Die Frage, inwiefern transiente JC-Virdmien mit dem spdteren Auftreten von
klinisch manifester PML korrelieren, kann aufgrund der begrenzten Patientenzahl der vor-

liegenden Studie nicht abschlieBend beantwortet werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie die Hypothese einer iiber die Mobili-
sierung von CD 34" Zellen aus dem Knochenmark induzierten JC-Virdmie mit anschlieBen-
der Infizierung des ZNS und PML-Entwicklung nicht bestétigt werden. Der genaue Mecha-
nismus der Entwicklung der mit dem JC-Virus assoziierten Erkrankung PML im Zuge der

Therapie von an RRMS erkrankten Patienten mittels Natalizumab bleibt weiterhin unklar.
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6 Schlussfolgerungen

Die Suche nach dem auslésenden Mechanismus der MS dauert seit der erstmaligen Charak-
terisierung der klinischen Symptome der Erkrankung vor {iber 150 Jahren und der bereits
friih erfolgten zutreffenden dtiopathogenetischen Zuordnung zu den entziindlichen Krank-
heiten des ZNS mit rdumlicher Assoziation zu den cerebralen Gefdalen durch den deutschen
Pathologen Eduard von Rindfleisch an (Lassmann, 1999). Spiter wurden Hypothesen zur
toxischen und infektiosen Genese der MS aufgestellt; letztere spielen auch heute eine Rolle
in der Ursachenforschung zur Entstehung der MS, die heutzutage im wissenschaftlichen
Konsens als eine Autoimmunerkrankung multifaktorieller Genese definiert wird. Unbestrit-
ten ist der Zusammenhang von Infektion und Autoimmunitit im Zuge des bereits ablaufen-
den Autoimmunprozesses, der sowohl im klinischen Alltag als auch im Tierexperiment viel-
fach beobachtet und beschrieben wurde. Mit Einfithrung spezifischer immunmodulatori-
scher Therapien ergaben sich neue Konstellationen, in denen der Zusammenhang zwischen
MS und Infektion, die als Folge der Therapie auftritt und nicht als Ausldse- oder Verschlech-

terungsmechanismus der Autoimmunitit im ZNS fungiert, im neuen Licht erscheint.

Durch ndhere Charakterisierung der im Thymus vorkommenden nTh17-Zellen in zwei muri-
nen Stammen mit deren Abgrenzung zu den in vitro erzeugten iTh17-Zellen sowie die Be-
schreibung des rdumlich und zeitlich differenten Aktivierungsmusters der den nTh17-Zellen
entstammenden autoantigenspezifischen Th17-Zellen gegeniiber den bereits langer bekann-
ten autoantigenspezifischen Th1-Zellen im tierexperimentellen Pendant der MS, der muri-
nen EAE, unter Simulation einer Infektion durch einen synthetisch hergestellten TLR9-Lig-
anden ist diese Arbeit eine Erweiterung vorliegender Erkenntnisse iiber die Rolle des Mik-
romilieus und des Zeitpunktes sowie Ort des Kontaktes der Zellen des adaptiven Immunsys-
tems mit ihren spezifischen (Auto-)Antigenen fiir den weiteren Verlauf der Erkrankung
(Siffrin, 2005; Vo83, 2013).

Ferner wurde mit einem weiteren Teilprojekt ein Beitrag zur Diskussion hinsichtlich der
Ursache der lebensgefédhrlichen, viral vermittelten Komplikation der Therapie einer hochak-
tiven RRMS mit dem monoklonalen Antikérper Natalizumab geleistet. Es fanden sich keine
Hinweise fiir den Transport von JCV in mobilisierten hdmatopoietischen Stammzellen mit
anschlieBendem Ubergang in das ZNS und Entwicklung einer PML, so dass weitere For-
schungsarbeiten auf diesem Gebiet notwendig sind, um die Gefahr dieser bedrohlichen

Komplikation frithzeitig im Verlaufe der Behandlung besser beherrschen zu kénnen.
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