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  Abkürzungsverzeichnis 
 

1. Liste der verwendeten Abkürzungen 

AA  Aminosäure (engl. amino acid) 

Ag  Antigen 

APC  Antigen präsentierende Zelle (engl. antigen presenting cell) 

CDR  complementary determing region des T-Zell Rezeptors 

CPM  counts per minute 

EAE  Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis 

FACS  Fluoreszenz aktivierter Zellsorter 

IFN  Interferon 

IL  Interleukin, z.B. IL-2, IL-4 etc 

i.p.  intraperitoneal 

mAK  monoklonale Antikörper 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. major histocompatibility 
complex)  

MBP Basisches Myelin Protein (engl. Myelin basic protein) 

MBP ges. MBP gesamt 

MMS Mittlerer Maximal Score 

MS Multiple Sklerose 

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung (engl. phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 

PLP Proteolipid Protein 

PP-MS Primär Progredient verlaufende MS 

r rekombinant 

RR-MS Schubförmig verlaufende Multiple Sklerose (engl. relapsing 

remitting MS) 

SP-MS sekundär progredient verlaufende Multiple Sklerose 

TCC T-Zell Klon 

TCR T-Zell Rezeptor 

TNF Tumor Nekrose Faktor 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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2. Einleitung 

2.1 Das Immunsystem 

Das Vertebraten-Immunsystem steht in ständiger Auseinandersetzung mit 

Krankheitserregern der Umwelt. Daraus entstand ein System, das körperfremde 

von körpereigenen Strukturen zu unterscheiden gelernt hat. Die Spezifität 

dieser Unterscheidung beruht auf der Expression membranständiger T-

Zellrezeptoren (TCR) und löslicher B-Zell Rezeptoren, den Antikörpern. Diese 

können an körperfremde Strukturen binden, die als Antigene bezeichnet 

werden. Einzelne Untereinheiten eines Antigens werden Epitope genannt. 

Antikörper erkennen Konformationsepitope, die häufig erst nach 

dreidimensionaler Faltung des Proteins zustandekommen (Davies et al 1996). 

TCRs erkennen lineare Epitope, die von körpereigenen Strukturen, dem 

Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. major histocompatibility complex, 

MHC) präsentiert werden (Krogsgaard et al 2003, van der Merwe et al 2003). 

Den humoralen Abwehrmechanismen durch Antikörper stehen zellvermittelte 

Immunmechanismen zur Abwehr von intrazellulären Bakterien und Viren zur 

Seite, die sich aufgrund ihrer Lebensweise dem Zugriff von Antikörpern 

entziehen können.  

Sowohl TCR als auch Antikörper sind aus zwei Glykoproteinketten aufgebaut, 

die konstante und variable Regionen haben. Die enorme Vielfalt der 

Antigenerkennung wird durch Gen-Rearrangements der Rezeptorgensegmente 

ermöglicht. Nach Antigenstimulation erfolgt im Wirtsorganismus die klonale 

Expansion eines Lymphozyten mit bestimmter Spezifität und darauffolgend die 

Differenzierung zur Effektorzelle (Sprent et al 2002). 

B- und T-Zellen können anhand von Oberflächenmarkern in weitere 

Subpopulationen unterteilt werden. Bei reifen T-Zellen werden im wesentlichen 

CD4-, CD8-, γδ- und NK- Rezeptor positive T-Zellen unterschieden. CD4+ und 

CD8+ T-Zellen exprimieren in der Peripherie den TCR (>95% der Fälle), der 

sich aus einer α- und β- Kette zusammensetzt und hochvariabel ist. CD4+ T- 

Zellen erkennen Peptide, die vom MHC der Klasse II (MHC-II) präsentiert 

werden und dem endosomalen Prozessierungsweg entstammen (Chapman et 

al 1998). MHC-II Moleküle (I-A und I-E bei der Maus; HLA- DR, -DP, -DQ beim 
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Menschen) werden in der Peripherie nur auf professionellen 

antigenpräsentierenden Zellen exprimiert, zu denen dendritische Zellen, 

Makrophagen und B-Zellen zählen. CD4+ T-Zellen besitzen T-Helferfunktionen 

und produzieren Zytokine, die die antimikrobielle Effektorfunktion von 

Makrophagen aktivieren oder die Antikörpersekretion von B-Zellen verstärken 

können. Anhand ihres Zytokinsekretionsmusters werden CD4 T-Zellen in T-

Helfer 1 (Th1) Zellen und T-Helfer 2 (Th2) Zellen eingeteilt: Th1 Zellen 

produzieren IFN-γ und IL-2 und aktivieren die zellvermittelte Immunität , Th2 

Zellen synthetisieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und stimulieren die humorale 

Immunantwort. (Mosman et al 1989). IL-4 und IFN-γ sind ganz wesentlich auch 

an der Immunglobulinisotypexpression der B-Zellen beteiligt. So induziert IL-4 in 

der Maus vor allem die IgG1 und IgE Synthese und inhibiert die IgG2a Bildung, 

während IFN-γ die Bildung von IgG2a induziert und die IgG1 und IgE Synthese 

inhibiert (Stavnezer et al 1996). 

CD8+ T-Zellen erkennen Peptide von 8-10 Aminosäuren Länge, die von MHC 

Klasse I (MHC-I) Molekülen präsentiert werden. Diese entstammen 

zytosolischen Proteinen, welche durch Proteasomen degradiert wurden. CD8+ 

T-Zellen sind deshalb wichtig für die Abwehr von Mikroben, die in das Zytosol 

der Zelle gelangen. Dazu gehören neben Viren insbesondere intrazelluläre 

Bakterien und Protozoen. CD8+ T-Zellen verfügen nach Aktivierung über eine 

Vielzahl von Effektormechanismen. Dazu gehören neben der Zytokin- und 

Chemokinsynthese insbesondere die Zytolyse infizierter Zellen mittels 

Perforinsekretion oder/ und die Apoptoseinduktion durch die Hochregulierung 

von Fas-Ligand (Harty et al 2000, Wong et al 2003). 

Lymphozyten vom Typ der γδ T-Zellen machen nur einen kleinen Prozentsatz 

(1-5%) im Blut und den meisten peripheren Organen erwachsener Tiere aus. 

Sie stellen jedoch in epithelreichen Geweben wie der Haut, dem Magen-Darm 

Trakt oder dem Reproduktionstrakt einen Anteil von bis zu 50% der 

Lymphozyten. Weitere Unterschiede zu αβ T-Zellen sind: 1.) ihre Entwicklung, 

die sowohl thymusabhängig als auch thymusunabhängig erfolgen kann, 2.) die 

fehlende MHC-Restriktion, 3.) ihre Fähigkeit lösliche Proteine zu erkennen. Die 

biologische Funktion der γδ T-Zellen ist noch nicht vollständig geklärt. In den 

meisten infektiologischen und autoimmunen Tiermodellen werden 
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immunregulatorische Funktionen dieser Zellen postuliert (Carding et al 2002). 

NK T-Zellen unterscheiden sich von konventionellen T-Zellen durch die 

Expression einer invarianten Vα-Kette (Vα14, Jα281 in der Maus) sowie von 

natürlichen Killerzellmarkern wie Nk1.1 und CD49b. Die meisten NK T-Zellen 

erkennen Glykolipide, welche von CD1d präsentiert werden. NK T-Zellen 

können sowohl thymusabhängig wie auch thymusunabhängig entstehen und 

synthetisieren charakteristischerweise früh IL-4 und IFN-γ nach Aktivierung. NK 

T- Zellen sind in vielen Tiermodellen im wesentlichen protektiv. Der endogene 

Ligand dieser Zellen ist jedoch unbekannt (Taniguchi et al 2003). 

Bei B-Zellen können anhand der Oberflächenmarker CD5, Mac-1 und IgM 

sogenannte B1 und B2 B-Zellen unterschieden werden. B1-Zellen, die CD5, 

Mac-1 und IgM stark exprimieren, sind nach der Geburt sich selbst erneuernde 

B-Zellen, die hauptsächlich in serösen Körperhöhlen zu finden sind. Sie tragen 

polyreaktive, niedrigaffine Rezeptoren, die an repetitive bakterielle 

Polysaccharidantigene binden und sind thymusunabhängig (Fagarasan et al 

2000). B2-Zellen sind dagegen thymusabhängig und folgen dem Dogma, daß 

naive B-Zellen zwei Signale zur Aktivierung benötigen. Antikörperantworten 

gegen Proteinantigene erfordern somit antigenspezifische T-Zell Hilfe. T-Helfer 

Zellen aktivieren B-Zellen, falls sie den Komplex aus Peptid und MHC-II auf der 

B-Zell Oberfläche erkennen. Dazu werden sowohl zellgebundene Moleküle wie 

der CD40L auf der T-Zell Oberfläche exprimiert, als auch lösliche 

Effektormoleküle wie IL-4 sezerniert. IL-4 und CD40L sind wesentlich an der 

klonalen Expansion von B-Zellen beteiligt, die der Antikörperantwort in vivo 

vorausgeht. IL-5 und IL-6 sind für die Differenzierung einer B-Zelle zur 

Plasmazelle wesentlich (Garside et al 1998). 

2.2 Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose ist mit einer Prävalenz von 1:1000 die häufigste 

entzündliche Entmarkungserkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) in 

Nordeuropa und Nordamerika. In etwa 80% der Fälle beginnt diese Erkrankung 

schubförmig, wobei sich nach den Erkrankungsschüben oft die Symptome 

annähernd vollständig zurückbilden (schubförmige MS, engl. relapsing-remitting 

RR-MS). Die schubförmige MS ist bei Frauen doppelt so häufig wie bei 

Männern und beginnt meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Etwa 50% 
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der Patienten mit RR-MS gehen innerhalb von 10 Jahren in die sekundär 

progrediente Verlaufsform (SP-MS) über und entwickeln fortschreitende 

neurologische Defizite. Die primär progrediente Verlaufsform (PP-MS) ist mit 

15% deutlich seltener, beginnt meist erst nach dem 40. Lebensjahr und betrifft 

beide Geschlechter gleich häufig. Die häufigsten Symptome zu Beginn der MS 

sind Lähmungen, Sensibilitäts- und Sehstörungen. Im weiteren Verlauf kommen 

häufig zu den bereits geschilderten Ausfällen noch ausgeprägte 

Ermüdungserscheinungen (Fatigue), Blasenstörungen sowie 

Koordinationsstörungen hinzu. Der klinische Verlauf dieser Erkrankung ist sehr 

heterogen und zu Beginn nicht vorhersehbar. So sind nach einer 

Erkrankungsdauer von 10 Jahren etwa ein Drittel der Patienten rollstuhlpflichtig 

und zwei Drittel nicht oder mässig eingeschränkt. Eine mit Medikamenten wenig 

beeinflussbare, relativ ungünstige Verlaufsform ist die primär progrediente MS. 

Die sogenannte „benigne MS“ ist aufgrund fehlender prognostischer Marker 

immer noch eine retrospektive Diagnose.  

Die MS Läsionen sind histopathologisch durch ein entzündliches Infiltrat, den 

Verlust der Markscheiden und der myelinbildenden Zellen, der 

Oligodendrozyten, sowie durch die Bildung glialen Narbengewebes 

gekennzeichnet. Neben diesen entzündlichen demyelinisierenden 

Veränderungen kommt es frühzeitig zu Schäden an den Axonen, welche nach 

neueren Untersuchungen für das bleibende neurologische Defizit wesentlich 

sind (Medana et al 2003). Die wesentlichen histopathologischen Merkmale der 

MS Läsion sind in Abbildung 1 dargestellt. 
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A  B

C  D E

 

Abb. 1: Wesentliche histopathologische Merkmale der MS. (A): Perivaskuläres entzündliches 

Infiltrat (HE); (B): Demyelinisierte Läsion (LFB; Pfeile); (C): Regelrechte Axondichte beim 

Gesunden (Bielschowsky); (D): Deutlicher Axonverlust in der MS-Läsion (Bielschowsky); (E): 

Gliose (Immunhistochemie für GFAP). Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Brück, 

Göttingen. 

Nach Luchinetti et al (2001) können histopathologisch in Biopsien und 

Autopsien vier verschiedene Schädigungsmuster unterschieden werden, die in 

einzelnen Patienten über die Zeit stabil sind und ansatzweise mit bestimmten 

klinischen Verlaufsformen korreliert werden können. 

Typ 1:  T-Zellen und Makrophagen sind das dominierende Infiltrat, deut-

  liche Demyelinisierung aber geringer Oligodendrozytenverlust. 

Typ 2: Neben T-Zellen und Makrophagen sind auch Antikörper und 

Komplement in den Läsionen nachweisbar. Es kommt zur 

Zerstörung von reifen Oligodendrozyten mit nachfolgender rascher 

Remyelinisierung.  

Typ 3:  Es finden sich Demyelinisierung und Oligodendrozytendystrophie. 
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Typ 4: Primärer Oligodendrozytenverlust mit sekundärer Entmarkung. 

Dieses Muster wurde vorwiegend in Patienten mit PP-MS 

gefunden. 

Die klinische und histopathologische Heterogenität spiegelt sich auch im 

Liquorzytologiemuster wieder. Cepok et al (2001) untersuchten mittels 

Durchflusszytometrie die Liquores von MS Patienten und fanden 

unterschiedlich dominierende Zellpopulationen, die über den 

Untersuchungszeitraum stabil waren. Im wesentlichen wurden in dieser Arbeit 

drei Liquorzytologiemuster unterschieden: 

 überwiegend Monozyten 

 überwiegend B- und Plasmazellen 

 Mischtyp aus Monozyten und B-Zellen 

Zusammenfassend legen diese Untersuchungen nahe, dass unterschiedliche 

Effektormechanismen, die in einzelnen Patienten stabil zu sein scheinen, zur 

MS Pathologie beitragen. 

2.2.1 B-Zellen und Plasmazellen in der MS Pathologie 

B-Zellen, Plasmazellen und myelinspezifische Antikörper sind an der 

Neuropathologie der MS beteiligt. Sie finden sich als Bestandteil chronischer 

MS Plaques und in Gebieten aktiven Myelinabbaus (Genain et al 1999). So ist 

die häufigste histopathologische Läsion in Lucchinettis Untersuchung (>50%) 

der Typ 2 mit prominenten Antikörper- und Komplementablagerungen. Auch in 

13 sehr frühen MS Läsionen konnten Gay et al Immunglobulinkomplexe und 

Komplement nachweisen, sodaß von einer Beteiligung dieser Moleküle in der 

frühen Phase der Läsionsentstehung ausgegangen werden kann (Gay et al 

1997). 90-95% der MS Patienten zeigen eine oligoklonale 

Immunglobulinproduktion (oligoklonale Banden, OKBs) im Liquor, die über 

Jahre stabil ist und auf eine fokussierte Immunantwort gegen ein unbekanntes 

Antigen hinweist. OKBs, die in ZNS Infektionskrankheiten wie Neuroborelliose, 

Neurosyphilis und ZNS-AIDS gefunden werden, sind spezifisch für den 

auslösenden Erreger. In den letzten Jahren konnten mehrere Arbeitsgruppen 

zeigen, daß B-Zellen sowohl im Liquor als auch im Gehirn klonal expandiert 

sind (Owens et al 1998, Qin et al 1998, Baranzini et al 1999, Colombo et al 
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1997). Qin untersuchten die Immunglobulin V-Regionen der schweren Kette im 

Liquor und fanden somatische Hypermutationen in den Ig CDRs mit hoher R/S 

Mutationsrate, ein Prozeß, der typisch für eine Antigen- und T-Zell abhängige 

B-Zell Antwort ist.  

2.3 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine 

inflammatorische Autoimmunerkrankung, die als Tiermodell der Multiplen 

Sklerose gilt. Die Erkrankung ist klinisch durch das Auftreten von Lähmungen 

und histologisch durch perivaskuläre, mononukleäre Infiltrate im ZNS 

charakterisiert. Die EAE kann in Nagerinzuchtstämmen durch aktive 

Immunisierung mit Proteinen/ Peptidfragmenten der Myelinscheide (in CFA 

emulgiert) oder durch adoptiven Transfer ZNS-Antigen spezifischer T-Zellen 

ausgelöst werden.  

Die am häufigsten für EAE Experimente verwendeten Nagetiere sind heute die 

SJL Maus und die Lewis Ratte, die sich hinsichtlich des klinischen Verlaufs und 

der histopathologischen Läsionen wesentlich unterscheiden. Die EAE der SJL 

Maus zeigt einen schubförmigen, relapsierend-remittierenden Verlauf, die EAE 

der Lewis Ratte dagegen ist monophasisch. Neben zellulären Infiltraten zeigen 

sich in der SJL Maus für Lewis- Ratten untypische Demyelinisierungen. Die T-

Zellen der Lewis Ratte erkennen Myelinpeptide überwiegend mit T-

Zellrezeptoren der Vβ8 Familie, die bei SJL Mäusen deletiert ist. 

Myelinspezifische T-Zellen sind in SJL Mäusen in ihrem verwendeten TCR 

Repertoir heterogen, die Antigenerkennung ist mit unterschiedlichen Vβ- Ketten 

möglich. 

Die am besten charakterisierten enzephalitogenen Myelinantigene in 

Nagetieren sind das Myelin Basische Protein (MBP), das Myelin 

Ologodendrozyten Protein (MOG) und das Proteolipid Protein (PLP). Dabei sind 

entsprechend des MHC-II Hintergrundes unterschiedliche Epitope in 

verschiedenen Maus- bzw Rattenstämmen immundominant. Die MBP Epitope 

68-88 und 87-99 sind in der Lewis Ratte immundominant, während das MBP 

Epitop 81-114 in der SJL Maus (I-As) und MBP-Ac1-11 in der PL/J Maus (I-Au) 
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das enzephalitogene Epitop darstellen. Eine Zusammenfassung einiger 

häufiger verwendeter Maus und Ratten EAE Modelle bietet Tabelle 1. 

 

 
Spezies MHC 

Haplo-
typ 

Antigen Klinischer Verlauf Referenz 

Maus     
Biozzi AB/H H-2dq1 Rückenmarkshomogenat 

PLP 56-70 
MOG 1-22/ 43-57/ 134-
148 

Relapsierend-remittierend 
Chronisch-remittierend 
Chronisch-remittierend 

O’ Neill et al 1992 
Amor et al1993 
Amor et al 1994 

SJL H-2s Rückenmarkshomogenat 
MBP 89-101 
PLP 139-51, PLP 178-91 
 
MOG 92-106 

Akut-monophasisch 
Akut-monophasisch 
Relapsierend-remittierend 
 
Relapsierend-remittierend 

Bernard et al 1975 
Sakai et al 1988 
Tuohy et al 1989, Greer et 
al 1992 
Amor et al 1994 

PL/J H-2u Rückenmarkshomogenat 
MBP 1-9, MBP 35-47 
MOG 35-55 
 
PLP 43-64 

Akut-monophasisch 
Chronisch-remittierend 
Relapsierend-remittierend 
 
Chronisch-remittierend 

Fritz et al 1983 
Zamvil et al 1986 and 1988 
Kerlero de Rosbo et al 
1995 
Whitham et al 1991 

SJLxPL/J F1 H-2s/u MBP 1-11, MBP 1-37,  
PLP 43-64 

Chronisch-remittierend Fritz et al 1983,  
Whitham et al 1991 

B10.PL H-2u Rückenmarkshomogenat 
MBP 1-37 

Akut-monophasisch 
Chronisch-remittierend 

Fritz et al 1985 
Fritz et al 1985 

NOD H-2Anod MOG 35-55 
PLP 56-70 

Chronisch 
Chronisch-remittierend 

Bernard et al 1997 
Amor et al 1993 

C57BL/6 H-2b MOG 35-55 Chronisch Mendel et al 1995  
C3H.SW H-2k MOG 35-55 

PLP 215-232 
Chronisch Mendel et al 1995 

Endoh et al 1990 
SV129/J H-2b MBP 89-101 

PLP 178-91 
Chronisch 
Chronisch 

Fritz et al 1996 
Fritz et al 1996 

Ratte     
Lewis I Rückenmarkshomogenat 

MBP 68-88, 72-84 (I-A),  
MBP 87-99 (I-E), 154-
162  
MOG 35-55 

Akut-monophasisch 
Akut-monophasisch 
 
 
Relapsierend-remittierend 

Vandenbark et al 1974 
Westall et al 1977 
Chou et al 1979 
 
Linington et al 1993 

DA av1 
 
 

Rückenmarkshomogenat 
MBP 42-55, 85-97 
MOG 

Chronisch-remittierend 
Akut-monophasisch 
MHC abhängig 

Lorentzen et al 1977 
Bouwer et al 1997 
Weissert et al 1998 

 
Tab. 1: Häufig verwendete EAE Nagetiermodelle mit Epitop und klinischem Verlauf der 

induzierten Erkrankung. 
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2.3.1 Th1/Th2 Paradigma bei der EAE 

Die EAE gilt als typische Th1 Erkrankung. Dafür spricht, dass die histologischen 

Läsionen, mit den aus T-Zellen und Makrophagen bestehenden Infiltraten, 

große Ähnlichkeit mit Überempfindlichkeitsreaktionen vom verzögerten Typ 

aufweisen. Bei Symptommaximum konnte IL-2 und IFN-γ, nicht jedoch IL-4 

immunhistologisch nachgewiesen werden. IL-4 und IL-10 RNA und 

Proteinspiegel im Gehirn korrelierten dagegen mit der Erholung der Mäuse ( 

Merrill et al 1992, Khoury et al 1992, Kennedy et al 1992). Auch viele 

Therapieansätze der EAE basieren auf diesem Paradigma. So führte die Gabe 

von IL-4 zu einer Abschwächung der klinischen Symptome, zur Reduktion der 

klinischen Veränderungen und zur Hemmung der proinflammatorischen 

Zytokine TNF-α und IL-2 im ZNS (Racke et al 1994). Neuere Studien jedoch 

zeigen, dass zumindest in T-Zell-Rezeptor transgenen immundefizienten 

Mäusen eine durch Th2 T-Zell Klone induzierte EAE Erkrankung möglich ist 

(Lafaille et al 1997). 

2.3.2 Rolle der B-Zellen in der EAE Pathogenese 

Die Rolle von B-Zellen bei der Pathogenese der EAE wird kontrovers diskutiert. 

Der adoptive Transfer von B-Zellen oder Antikörpern in suszeptible Tiere konnte 

bis jetzt keine EAE-Symptome induzieren. Untersuchungen in B-Zell defizienten 

Mäusen zeigten, daß B-Zellen/ Antikörper weder für die Induktion der 

Erkrankung noch für die Demyelinisierung notwendig waren (Wolf et al 1996). 

Lyons et al zeigten in einer neueren Arbeit, daß B-Zellen für die EAE Induktion 

durch aktive Immunisierung mit MOG Protein, nicht jedoch mit MOG 35-55 

Peptid wesentlich waren (Lyons et al 1999). Gegen MOG gerichtete Antikörper 

sind für die EAE Induktion in einem Primaten Modell wichtig (Genain et al 

1996), potenzieren die MBP induzierte EAE in der Lewis Ratte (Lassmann et al 

1988, Linington et al 1988) und induzieren Demyelinisierung in diesem Modell. 

In einem transgenen Mausmodell mit hohen MOG-spezifischen Antikörpertitern 

in naiven Mäusen war die EAE Induktion beschleunigt und die Mäuse deutlich 

schwerer erkrankt, auch wenn die EAE durch andere Myelinantigene als MOG 

induziert wurde (Litzenburger et al 1998). Wang et al infizierten Mäuse mit 

einem rekombinanten, PLP Protein kodierenden Vakzinia Virus, und 

immunisierten dann diese Mäuse mit PLP Peptiden. Ein erhöhter anti PLP Titer, 
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sowie ein Isotypshift von IgG1 nach IgG2a und IgG2b waren mit klinischer und 

histologischer Exazerbation der Erkrankung assoziiert (Wang et al 1997).  

2.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 

Die MS ist histopathologisch und liquorzytologisch eine heterogene Erkrankung. 

Dieser Heterogenität wird jedoch im EAE Modell mit ihrem Schwerpunkt auf 

Th1 vermittelten Entzündungsreaktionen nur unzureichend Rechnung getragen. 

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich Th1 und Th2 T- Zell Klon 

vermittelte EAE Modelle histopathologisch und klinisch unterscheiden. Die 

Fragestellungen waren: 

- Können Th2 T-Zellen im nicht immunsupprimierten SJL Mausmodell eine 

EAE induzieren? 

Falls dies möglich ist, sollten folgende weitere Fragen geklärt werden: 

- Unterscheiden sich die EAE Krankheitsverläufe nach adoptivem Transfer 

von Th2 gegenüber Th1 T-Zellen? 

- Gibt es histopathologische Unterschiede im entzündlichen Infiltrat, sowie 

im Ausmass von Demyelinisierung und axonaler Pathologie? 

- Führt der adoptive Transfer von T-Zellen zu einer unterschiedlichen 

Antikörperantwort im Serum in Abhängigkeit vom Zytokinprofil? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Zellkulturmedium und Mediumzusätze 

- RPMI 1640 (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Fötales Kälberserum (Sigma, Deisenhofen, BRD)  

- Fötales Kälberserum, Ultra low IgG (GIBCO, Paisley, UK) 

- Hepes-Puffer (Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure) (GIBCO, Paisley, 

UK) 

- L-Glutamin (GIBCO, Paisley, UK) 

- 2-Mercaptoethanol (ME) (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Natriumpyruvat (GIBCO, Paisley, UK) 

- Nichtessentielle Aminosäuren (GIBCO, Paisley, UK) 

- Penicillin/ Streptomycin (GIBCO, Paisley, UK) 

3.1.2 Experimentaltiere 

Als Experimentaltiere wurden Inzuchtmäuse des SJL (H-2s) Stammes 

verwendet, die im Alter von 5-6 Wochen von der Firma Harlan-Winkelmann 

(Harlan-Winkelmann, Borchen, BRD) bezogen und im Alter von 7-10 Wochen in 

die Versuche eingeschleußt wurden. Tierhaltung und Durchführung der 

Experimente erfolgte entsprechend den Richtlinien der Universität Marburg. Alle 

Tiere wurden in Licht- und Temperatur-regulierten Räumen gehalten und 

erhielten Pressfutter und Wasser ad libitum.  

3.1.3 Zytokine 

rekombinantes murines Interleukin-2 (rmIL-2) (R&D Systems Inc., Minneapolis, 

USA) 

3.1.4 Antikörper 

Durchflußzytometrie 

Die für die Durchflusszytometrie verwendeten Antikörper waren an Moleküle 

gekoppelt, die nach Anregung Licht einer bestimmten Wellenlänge emittierten, 

und so detektiert werden konnten. Als Farbstoffe wurden FITC= 

Fluoreszeinthiocyanat, PE=Phycoerythrin, APC=Allophycocyanin und das 

PerCP=Peridiniumchlorophyll-Protein verwendet. Der Ak gegen CD16/32 wurde 
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ungekoppelt eingesetzt und sollte unspezifische Bindungen der Antikörper über 

das Fc Molekül an Fcγ III/II Rezeptoren blockieren. Die verwendeten Antikörper 

im einzelnen waren: 

- Anti Maus CD4 (L3T4)~PerCP, Klon RM4-5 

- Anti Maus CD8 (Ly-2)~APC, Klon 53-6.7 

- Anti Maus CD16/32 (Fcγ III/II Rezeptor), Klon 2.4G2 

- Anti Maus CD19~FITC, Klon 1D3 

- Anti Maus CD3~PE, Klon 17A2 

- Anti Maus CD49b~PE, Klon DX5 

- Anti Maus TCR β-Kette~FITC, Klon H57-597 

- Anti Maus Vβ2 TCR~FITC, Klon B20.6 

- Anti Maus Vβ3 TCR~PE, Klon KJ25 

- Anti Maus Vβ4 TCR~FITC, Klon KT4 

- Anti Maus Vβ6 TCR~PE, Klon RR4-7 

- Anti Maus Vβ7 TCR~PE, Klon TR310 

- Anti Maus Vβ10 TCR~PE, Klon B21.5 

- Anti Maus Vβ14 TCR~FITC, Klon 14-2 

- Anti Maus Vβ17 TCR~FITC, Klon KJ23 

Alle für die Durchflusszytometrie verwendeten Antikörper wurden von BD (BD 

PharMingen, Heidelberg, BRD) bezogen. 

ELISA 

- IFN-γ:  Ratte anti Maus IFN-γ, Klon 37875.11/Klon 37801.11 (Ratte IgG), 

Ziege anti Maus IFN-γ 

- IL-2:  Ratte anti Maus IL-2, Klon JES61A12 /IgG2A, Ziege anti Maus IL-

2 (IgG) 

- IL-4:  Ratte anti Maus IL-4, Klon 30340.11 (IgG1), Ziege anti Maus IL-4 

(IgG) 

- IL-5:  Ratte anti Maus IL-5, KlonTRFK5 (IgG1), Ratte anti Maus IL-5, 

Klon TRFK4 

- IL-10:  Ratte anti Maus IL-10, Klon JES052A5 (IgG1), Ziege anti Maus IL-

10 
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Alle Antikörper für die ELISAs stammen von R&D (R&D Systems Inc., 

Minneapolis, USA). 

3.1.5 Primer 

Die Maus TCR Primer sind den Arbeiten von Zisman et al (1994) für die Vα und 

Cα Primer und Bell et al (1993) für die Vβ und Cβ TCR Primer entnommen und 

in den Tabellen 2a und 2b zusammengefasst. Die Primer wurden von der Firma 

MWG (MWG Biotech, Ebersberg, BRD) synthetisiert. 

T-Zell Rezeptor Kette Primersequenz (5’→ 3’) 

Vα 1 CCC AAG GCA GTC ATG TTC ATC TTC 
Vα 2 TGA GAC AAA GTC CCC AAT CTC TGA CAG 
Vα 3 CTG CAG CTG CTC CTC AAG TAC TAT TC 
Vα 4.1.2.3 TCC CGG AGA AGG TCC ACA  GTT CCT CTT T 
Vα 4.4 GAA GCA GCA GAG GGT TTG AAG CCA CAT AC 
Vα 5 GGC AGG TCT TCA GTT GCT TAT GAA GGT 
Vα 6 GGT  TCC TCT TCA GGG TCC AGA  ATA TGT 
Vα 7 GCG AAG AAC TCA CCC TGG ACT GTT CAT 
Vα 8 GAG CTC CAC AGA CAA CAA GAG GAC CGA GCA
Vα 9 GAG CTG CGA CGT TCC TTA GTG ACT GTG 
Vα 10 CCT CGT CAG CCT GTT GTC CAA TCC TTC TGG 
Vα 11 CAG CCT CAT CAA TCT GTT CTA CTT GGC T 
Vα 12 CCA CCA GGG ACC ACA GTT TAT CAT TCA A 
Vα 13  
Vα 14 ACC TGG AGA GAA TCC TAA GCT CAT CAT  
Vα 15 AGG TCT TGT GTC CCT GAC AGT CCT GGT T 
Vα 16 CAA GCA AAC ACT GTA GTG CAG AGC CCT TCC 
Vα 17 CAA GAC ATC CAT AAC TGC CCT ACA G 
Vα 18 GTG TAT GAA ACC CAG GAC AGT TCT TAC  
Vα 19 CCG TAT TTC TTT CTT ATG TTG TTT TGG AT 
Vα 20 CAA AGC TCT CCA TCG CTG ACT GTT CAA G 
Cα 1 AAG ATC CTC GGT CTC AGG ACA GCA CC 
Cα 2 GGA ATC CAT AGC TTT CAT GTC CAG CAC AGT 

Tab. 2a Primersequenzen für die TCRα-Kette nach Zisman et al (1994). 
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T-Zell Rezeptor Kette Primersequenz (5’→ 3’) 

Vβ 1 ATC TAA TCC TGG GAA GAG CAA AT 
Vβ 2 GGC GTC TGG TAC CAC GTG GTC AA 
Vβ 3 GTG AAA GGG CAA GGA CAA AAA GC 
Vβ 4 GAT ATG CGA ACA GTA TCT AGG C  
Vβ 5.1 ACA TAA TCA AAG GAA AGG GAG AA 
Vβ 6 TCC TGA TTG GTC AGG AAG GGC AA 
Vβ 7 TAC CTG ATC AAA AGA ATG GGA GA 
Vβ 8 GTA CTG GTA TCG GCA GGA  CAC 
Vβ 9 AGC TTG CAA GAG TTG GAA AAC CA 
Vβ 10 GAT TAT GTT TAG CTA CAA TAA TA 
Vβ 11 ACA AGG TGA CAG GGA AGG GAC AA 
Vβ 12 ACC TAC AGA ACC CAA GGA CTC AG  
Vβ 13 CAG TTG CCC TCG GAT CGA TTT TC 
Vβ 14 GCC GAG ATC AAG GCT GTG GGC AG 
Vβ 15 AGA ACC ATC TGT AAG AGT GGA AC  
Vβ 16 CAT CAA ATA ATA GAT ATG GGG CA 
Vβ 17 GTA GTC CTG AAA AAG GGC ACA CT 
Vβ 18  CAT CTG TCA AAG TGG CAC TTC A 
Vβ 19 AGA CAT CTG GTC AAA GGA AAA G 
Cβ GCC AAG CAC ACG AGG GTA GCC 

Tab. 2b Primersequenzen für die TCRβ-Kette nach Bell et al (1993). 

3.1.6 Proteine und Peptide 

Die Peptide wurden von der Firma Sigma-Genosys (Sigma-Genosys, Haverhill, 

UK) bezogen und über HPLC auf ihre Reinheit überprüft. Die Reinheit der 

Peptide betrug > 80%. Alle Peptide wurden in PBS gelöst und bei –20°C 

tiefgefroren. Das verwendete MBP (Meerschweinchen) wurde von Sigma 

(Sigma, Deisenhofen, BRD) bezogen. MOG 1-125 wurde freundlicherweise von 

Dr. D. Merkler (Institut für Neuropathologie, Universität Göttingen) zur 

Verfügung gestellt. Die Neunerpeptide für die Peptidbibliotheksexperimente 

wurden von Prof. B. Hemmer (Neurologische Klinik, Universität Düsseldorf) 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt und von Frau Dr. C Pinilla (Torrey 

Pines Institute, San Diego, USA) synthetisiert. 
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3.1.7 Puffer und Lösungen 

Aqua bidest (Braun, Melsungen, BRD) oder PBS (GIBCO, Paisley, UK) wurden 

als Basis für alle Puffer und Lösungen verwendet. 

Durchflußzytometrie 

- FACS-PBS: PBS wurde mit 1% FCS und 0,1% Natriumazid versetzt. 

- FACS Fixierlösung: 1% Paraformaldehyd wurde in alkalischem PBS gelöst 

und anschließend auf pH=7,2 titriert. 

ELISA 

- Blocking-Puffer: 1%BSA-PBS 

- Diluent: 20mM Trisma Base, 150mM NaCl, 0,1%BSA, pH=7,3 

- Beschichtungspuffer für Antikörper ELISA: 0,05M Karbonatpuffer: 1,59g 

Na2CO3, 2,93g NaHCO3 und 0,2g NaN3 wurden in 900ml Aqua bidest gelöst 

und anschließend auf 1000ml aufgefüllt, pH=9,6. 

- Waschpuffer: 0,05% Tween 20 in PBS, pH=7,4 

Intrazelluläre Zytokinfärbung 

- FACS-PBS: PBS wurde mit 1% FCS und 0,1% Natriumazid versetzt 

- 2% PFA wurden bei pH=11 in PBS gelöst und mit Salzsäure auf pH=7,4 

angesäuert 

- Saponinpuffer: PBS wurde mit 2% BSA, 0,1% Saponin und 0,1% 

Natriumazid versetzt. 

3.1.8 Chemikalien und Substanzen 

- Ammoniumchlorid (BD PharMingen, Heidelberg, BRD) 

- Brefeldin-A (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Calciumchlorid (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- DMSO (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- D-(+) Glucose (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- 3H-Thymidin (Amersham-Buchler, Braunschweig, BRD) 

- Ionomycin (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Kaliumdihydrogenphosphat (Mallinckrodt- Baker, Deventer, Holland) 

- Magnesiumchlorid (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Magnesiumsulfat (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Natriumazid (Merck, Darmstadt, BRD) 
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- Natriumchlorid (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Natriumhydrogenkarbonat (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Natriumkarbonat (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Natriumphosphat (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Paraformaldehyd (PFA) (Merck, Darmstadt, BRD) 

- Peroxidase Solution B (H2O2) (KPL, Gaithersburgh, Maryland, USA) 

- Phenolrot (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Phorbolmyristatacetat (PMA) (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Polyethylenglykol 4000 (Serva, Heidelberg, BRD) 

- Saponin (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Streptavidin-HRP (Zymed, San Francisco, USA) 

- TMB Peroxidase Substrat (KPL, Gaithersburgh, Maryland, USA) 

- Trisma Base (Sigma, Deisenhofen, BRD) 

- Tween 20 (Sigma, Deisenhofen, BRD) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Immunisierungsprotokoll und Etablierung von T-Zellinien 

Weibliche SJL Mäuse wurden im Alter von 7-10 Wochen subkutan in die 

Flanken mit jeweils 25μg PLP 139-51 in 50μl CFA Emulsion immunisiert. Elf 

Tage nach Immunisierung wurden die inguinalen und axialen Lymphknoten 

steril entnommen und durch ein feinmaschiges Sieb passiert. Die 

Lymphknotenzellen wurde in 24 Napf Platten (Greiner, Bio-One GmBH, 

Frickenhausen, BRD) in einer Konzentration von 3 Mio Zellen/ml in RPMI 1640 

kultiviert und mit 10μg/ml PLP 139-51 stimuliert. Das RPMI Medium war für die 

Kultivierung der T-Zellen mit 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 1mM Natriumpyruvat, 

nichtessentiellen Aminosäuren, Antibiotika (100U/ml Penicllin, 100µg/ml 

Streptomycin), 12,5 mM Hepes Puffer und 50μM ME supplementiert worden. 

Nach 4 Tagen wurden die T-Zellen geteilt und mit 2ng/ml IL-2 versehen. 

Anschliessend wurden die Kulturen in wöchentlichem Abstand geteilt, mit 

neuem Medium versehen und mit IL-2 sowie Antigen stimuliert. 

3.2.2 T-Zellklonierung 

T-Zellinien wurden zwei bis drei Wochen nach Kulturansatz einer limiting 

dilution Klonierung unterzogen. Als (antigenpräsentierende) Stimulatorzellen 

wurden mit 30Gy bestrahlte Milzzellen verwendet. Diese waren zuvor 

syngenen, naiven Tieren entnommen und durch ein feinmaschiges Sieb 

passiert worden. Die Erythrozyten der Milzsuspension wurden mit 0,86% 

Ammoniumchloridlösung lysiert und die Zellen anschliessend 2-3 mal mit RPMI 

1640 Medium gewaschen. Für die limiting dilution Klonierung wurden insgesamt 

6 Ansätze mit absteigenden T-Zellkonzentrationen von 3000 T-Zellen/ml, 

1000/ml, 300/ml, 100/ml, 30/ml und 10/ml in 100μl RPMI 1640 Medium in 96well 

Platten pipettiert. Die Konzentration der Stimulatorzellen betrug 4 Mio/ml, 

desweiteren war das Medium mit 10μg/ml Peptid und 2ng/ml IL-2 versehen 

worden. Nach 1 Woche wurden den Kulturen erneut 4 Mio/ml Stimulatorzellen, 

10μg/ml Peptid, sowie 2ng/ml IL-2 in 100μl RPMI Medium zugefügt. Nach 

weiteren 7 Tagen wurden proliferierende Kulturen in 24 Napf Platten überführt.  
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3.2.3 EAE Induktion und Verlaufsbeurteilung 

Die EAE der SJL Maus wurde durch adoptiven intraperitonealen Transfer von 

PLP 139-151 spezifischen, aktivierten T-Zell Klonen induziert. Die verwendeten 

T-Zell Klone wurden über 72h-96h mit 10µg/ml Peptid und 

antigenpräsentierenden Zellen aktiviert und anschliessend vor Transfer 

gewaschen und in PBS aufgenommen. Üblicherweise erhielten die Mäuse 

zwischen 1-5 Mio T-Zell Klonzellen in 300µl PBS intraperitoneal injiziert. 

Die EAE der SJL Mäuse wurde mit folgenden klinischen Scores bewertet: 

0 keine Auffälligkeiten 

 1 Schwanzparese 

 2 zusätzlich Parese der Hinterpfoten oder Ataxie 

 3 mittelgradige Parese der Hinterpfoten und deutliche  

  Einschränkung beim Klettern 

 4 Paraplegie oder Tetraparese 

 5 Tetraplegisches, moribundes Tier 

Abb.2 zeigt die wesentlichen Schritte der EAE Induktion. 

 
Adoptiver 
Transfer 

Immunisierung Zellkultur 

 

 

 

 

 90% der Tiere werden
krank 

 

 
 

         

Klonierung

 
Etwa 10% der T-Zell  
Klone sind enzephalitogen 

Abb. 2: Schematische Darstellung der EAE Induktion durch adoptiven Transfer von in vitro 

aktivierten Lymphknotenzellen oder in vitro aktivierten T-Zell Klonen. 
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3.2.4 Histologie 

Für die histologischen Untersuchungen wurden die Mäuse mit Ketamin 

(100mg/kg KG) und Rompun (5mg/kg KG) narkotisiert und zunächst mit PBS 

perfundiert. Anschliessend erfolgte die Fixierung durch Perfusion der Tiere mit 

4% PFA in PBS. Rückenmark und Gehirn wurde nach Fixierung entnommen. 

Die weitere histologische Aufarbeitung erfolgte durch Dr. C. Stadelmann im 

Institut für Neuropathologie der Charité, Berlin. 

3.2.5 Zytofluorimetrische Analysen 

Zum Nachweis von Oberflächenmolekülen auf Lymphozyten wurden 2 x 105 

Zellen mit den jeweiligen monoklonalen Ak (mAK) in geeigneter Konzentration 

über 30 Min bei 4°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte in PBS, das mit 1% FCS 

und 0,1% Natrium-Azid versehen war (Analysepuffer). Um unspezifische 

Antikörperbindungen zu minimieren, wurden die Fcγ RII/III Rezeptoren auf den 

Zellen mit einem anti-CD16/32 Antikörper (Klon 2.4G2) blockiert. Nach 

Inkubation mit den mAk wurden die Zellen 1-2 mal mit dem Analysepuffer 

gewaschen und anschliessend in 1% PFA fixiert. Die Fluoreszenzintensität der 

Zellen wurde in einem Fluoreszenz-aktivierten Zellsorter (FACScan, BD, 

Heidelberg, BRD) analysiert. Pro Analyse wurden 10000 Zellen aufgenommen, 

Lymphozyten konnten aufgrund von Größe und Granularität ausgewählt 

werden. Die Auswertung erfolgte mit der CellQuest Software von BD (BD, 

Heidelberg, BRD). Dabei sind die erhobenen Prozentzahlen auf die 

Lymphozytenpopulation bezogen. 

3.2.6 Intrazelluläre Zytokinfärbung 

5 x 106 Zellen wurden in einer 50ml Zellkulturflasche (Greiner, Bio-One GmBH, 

Frickenhausen, BRD ) stehend inkubiert und mit PMA [50ng/ml] und Ionomycin 

[500ng/ml] für 2-4h inkubiert. Anschließend erfolgte die Blockade des 

Golgiapparates durch die Zugabe von 10 μg/ml Brefeldin-A für weitere 2h. Die 

Zellen wurden in 15ml Spitzbodenröhrchen transferiert, bei 1200U/min 

abzentrifugiert und in 500 μl FACS Puffer resuspendiert. Die Antikörper zur 

Oberflächenfärbung wurden in einer Konzentration von 1:200-1:400 zugegeben, 

die Fc-γ RIII/II Blockade erfolgte mit Klon 2.4G2 [10µg/ml]. Danach wurden die 

Zellen bei 1200U/min abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Anschließend 
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erfolgte die Fixierung der Zellen mit 2% PFA. Nach einem weiteren 

Waschschritt in PBS erfolgte die Permeabilisierung mit Saponinpuffer. Dazu 

wurden die Zellen in 200μl Saponinpuffer aufgenommen und zu je 100μl auf 

zwei Spitzbodennäpfe aufgeteilt. Es erfolgte die Zugabe des 

Antizytokinantikörpers und der Isotypkontrolle in einer Konzentration von 250 

ng/106 Zellen in je eines der Näpfe. Nach etwa 20 Minuten wurde die Platte 

abzentrifugiert und mit Saponinpuffer gewaschen. Nach Aufnahme der Zellen in 

FACS Puffer erfogte die Messung der Fluoreszenzintensität mit 10000-50000 

Zellen pro Analyse in einem Fluoreszenz-aktivierten Zellsorter. Die Auswertung 

erfolgte mit CellQuest. 

3.2.7 Proliferationstest 

Klonierte T-Lymphozyten wurden mit dem 3H-Thymidin- Einbautest auf 

Antigenspezifität untersucht. Dazu wurden 2x104 T-Lymphozyten mit 2x105 

bestrahlten syngenen Milzzellen als APC über 48h in Mikrotiterplatten und 

supplementiertem RPMI 1640 Medium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Das 

Antigen wurde in den Konzentrationen 10-2 μg/ml, 10-1μg/ml, 100μg/ml, 101μg/ml 

sowie 2x101μg/ml in die Ansätze titriert. Nach 40h wurden die Zellen mit 0,5 μCi 
3H-Thymidin pro Ansatz markiert und 8h später geerntet. Die Radioaktivität pro 

Ansatz wurde mit einem Szintillationszähler (TopCount, PerkinElmer, Wellesley, 

USA) gemessen. Alle Ansätze wurden in Triplets durchgeführt, unbehandelte, 

bestrahlte Milzzellen mit T-Lymphozyten dienten als Negativkontrolle. 

3.2.8 Peptidbibliotheksexperimente 

2 x 106/ml APCs wurden zusammen mit 2 x 105/ml Zellen der T-Zell Klone 3-1 

und 3-3 in 96 Napf Platten titriert und mit Neunerpeptiden in einer Konzentration 

von 100μg/ml versehen. Jeweils eine Position/ Ansatz der Neunerpeptide war 

mit einer Aminosäure definiert, die übrigen Positionen waren zufällig aus allen 

möglichen Aminosäuren zusammengesetzt (Pinilla et al 1994). Nach 40h wurde 
3H-Thymidin in einer Dosis von 0,5μCi/ Ansatz zugegeben und über 8h in 

proliferierende Zellen eingebaut. Die Zellen wurden geerntet und die eingebaute 

Radioaktivität wurde in einem Szintillationszähler (TopCount, PerkinElmer, 

Wellesley, USA) bestimmt. Alle Ansätze wurden in Douplets durchgeführt, 

unbehandelte, bestrahlte Milzzellen mit T-Lymphozyten dienten als 

Negativkontrolle. 
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3.2.9 RT-PCR und Amplifikation der cDNA mit Vα- und Vβ-Ketten spezifischen 

Primern 

Die Gesamt RNA wurde üblicherweise aus 2-3 Millionen T-Zellen nach dem 

Protokoll der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, BRD) isoliert. Dazu wurden 

zunächst die Zellen herunterzentrifugiert und in 350µl Pufferlösung (RLT Puffer) 

lysiert. Die Homogenisierung erfolgte, indem das Lysat fünfmal durch eine 

Nadel mit 0,9mm Durchmesser gezogen wurde. Anschliessend wurde 350µl 

70% Ethanol zugegeben und dieses Gemisch auf eine RNeasy Minisäule der 

Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, BRD) gegeben, bei 13000rpms für 15s 

zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen. Es folgte die Zugabe des 

Puffers RW1 und die erneute Zentrifugation bei 13000rpms für 15s. Die 

Minisäule wurde in ein neues 2ml Sammelröhrchen transferiert und mit 500µl 

RPL Puffer zweimal gewaschen. Die RNA Elution erfolgte durch Zugabe von 

RNA freiem Wasser und einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 13000rpms 

für 1 Minute. Die RNA wurde bei –80°C gelagert. Die reverse Transkription 

erfolgte, indem zunächst 1µg RNA sowie Oligo dT-Primer bei 70°C für 10 

Minuten denaturiert und anschliessend 1 Minute auf Eis inkubiert wurden. 

Anschliessend erfolgte die Zugabe von 1µl dNTPs, 4µl 5x First Strand Buffer, 

2µl DTT, 1µl Superscript und 15µl RNAse freiem Wasser. Dieser Ansatz wurde 

im Thermocycler unter folgenden Bedingungen revers transkribiert: 10 min 

25°C, 90 min 42°C und 15 min 70°C. Der reversen Transkription folgte die 

Amplifikation mit Vα- und Vβ- Kettenfamilien spezifischen Primern für 35 Zyklen 

unter folgenden Bedingungen: 5 min 95°C, 1min 94°C, 1min 60-66°C (je nach 

Primer), 1min 72°C. Die optimalen „annealing“-Bedingungen wurden für jeden 

Primer mittels Gradienten PCR ermittelt. 

3.2.10 Sequenzierung des T-Zell Rezeptors 

Der Sequenzierung des PCR Produktes gingen zunächst ein Aufreinigungschritt 

mit dem kommerziell erhältlichen QIAquick PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden, 

BRD) voraus. Anschliessend erfolgte das Cyclesequencing mit dem für die Vβ- / 

Vα-Kette des T-Zell Klons spezifischen Primern, sowie einer Mischung aus 

„gefärbten“ und normalen dNTPs für 25 Zyklen bei üblichen PCR Bedingungen. 

Die Anlagerung eines gefärbten dNTPs führte zum Abbruch der Kette. Freie 

farbige und normale dNTPs wurden mittels Centri-Sep (Princeton Seperations, 
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Arlington, USA) Säulen anschliessend entfernt. Die Sequenzierung erfolgte auf 

einem ABI Prism Sequencer (Abbott Laboratories, Illinois, USA). 

3.2.11 ELISA 

Zytokine 

Alle verwendeten Zytokin ELISAs wurden als Doppelsandwich-ELISA mit  

jeweils einem Antikörperpaar, das unterschiedliche Epitope desselben 

Zytokinmoleküls erkennen kann, durchgeführt. Alle Antikörperpaare wurden von 

der Firma R&D (R&D System Inc., Minneapolis, USA) bezogen und der ELISA 

entsprechend dem beigefügten Protokoll durchgeführt. Zunächst wurden 96 

Napf Platten über Nacht mit 100μl des 1. Antikörpers in einer Konzentration von 

2-6μg/ml PBS beschichtet. Daraufhin wurden die Platten fünfmal mit 0,05% 

Tween PBS (Waschpuffer) gewaschen und die freien Bindungsstellen für 2h bei 

Raumtemperatur mit 200μl 1%BSA-PBS abgesättigt. Nach weiteren 

Waschschritten wurden der Zytokinstandard und die Kulturüberstände in 100μl 

Volumen pro Napf aufgetragen und die Platten für 2h bei Raumtemperatur in 

einer feuchten Kammer inkubiert. Die Platten wurden anschließend erneut 

fünfmal mit Waschpuffer gewaschen, ausgeklopft und 100μl pro Kavität des 

zweiten, biotinylierten Antikörpers aufgetragen. Der zweite Antikörper war zuvor 

in einer Konzentration von 200-400ng/ml in einer Pufferlösung (20 mM Tris, 150 

mM NaCl, 0,1% BSA, pH-Wert=7,3) gelöst worden. Nach fünfmaligem Waschen 

mit Waschpuffer und gründlichem Ausklopfen wurde 100μl Streptavidin-HRP 

(1:15000) pro Kavität aufgetragen und die Platte für 30min in eine feuchten 

Kammer gestellt. Die Platte wurde gewaschen, ausgeklopft und mit 

Substratlösung TMB/ H2O2 entwickelt. Die Reaktion wurde nach etwa 15 

Minuten im Dunkeln mit 50µl einer 1M H2SO4 Lösung beendet und 

kolorimetrisch mit einem Photometer bei 450 nm Meßwellenlänge und 550 nm 

Referenzwellenlänge ausgewertet.  

Serumantikörper 

Alle Peptide bis auf MOG 1-125 wurden in einer Konzentration von 2μg/ml in 

0,05M Bikarbonatpuffer gelöst. Die Beschichtung der 96 Napf Platten erfolgte 

bei 4°C über Nacht, MOG 1-125 wurde in 6N Harnstofflösung gelöst und über 

Nacht inkubiert. Auf fünfmaliges Waschen mit Waschpuffer mit anschließendem 

gründlichen Ausklopfen, folgte das zweistündige Absättigen aller freier 
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Bindungsstellen in den Näpfen mit 200μl 1% BSA-PBS bei 37°C im 

Brutschrank. Nach den üblichen Waschschritten wurden die auf Antikörper zu 

testenden Seren in einer initialen Verdünnung von 1:100 in 1% BSA-PBS 

aufgetragen und in Zweierschritten bis zu einer Konzentration von 1:102400 

verdünnt. Die Platten wurden für weitere 2h in den Brutschrank gestellt, 

gewaschen, ausgeklopft und mit 100μl eines HRP-gekoppelten anti Maus-

Immunglobulin Antikörpers in einer Konzentration von 1:1000 in 1% BSA-PBS 

versehen. Nach weiteren 2h wurden nach Waschen und Ausklopfen die 

Substratlösung zugegeben und der ELISA entwickelt. Die Auswertung erfolgte 

analog zu den Zytokin-ELISAs. Als Negativkontrolle dienten entsprechende 

Serumverdünnungen naiver Mäuse, sowie verschiedene PLP Peptide. 

3.2.12 MOG Antikörpernachweis mit MOG transduzierter EL-4 Zellinie 

Eine lentiviral mit humanem MOG transduzierte EL-4 Zellinie wurde 

freundlicherweise von Dun Zhou (AG Klinische Neuroimmunologie, Philipps-

Universität, Marburg) zur Verfügung gestellt. Etwa 20% der Zellen exprimierten 

nach lentiviraler Transduktion MOG an der Zelloberfläche. Nach 

Einzelzellklonierung konnte der Klon 112 gewonnen werden, der vollständig 

MOG positiv war. Dazu wurde die EL-4 MOG transduzierte Zellinie in einer 

Konzentration von 0,3 Zellen/ Napf in 100µl Medium, welches mit 10% FCS, 

P/S, L-Glutamin und Natriumpyruvat supplementiert worden war, ausgesät. 

Nach 1 Woche wurden lichtmikroskopisch die Näpfe identifiziert, in welchen nur 

eine Zellkolonie gewachsen war, und weiter expandiert. Zum Nachweis, dass 

MOG in die Zellmembran eingebaut worden war, wurden die Zellen mit dem 

MOG spezifischen monoklonalen Maus Antikörper 8-18C5 (freunlicherweise 

von C. Linington zur Verfügung gestellt) in einer Verdünnung von 1:500 in 

Analysepuffer oder der entsprechenden Isotypkontrolle bei 4°C für 30 Minuten 

inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen gewaschen und mit einem FITC 

gekoppelten anti Maus Immunglobulin Antikörper (BD PharMingen, Heidelberg, 

BRD) in einer Verdünnung von 1:1000 in Analysepuffer bei 4°C für weitere 30 

Minuten inkubiert. Die Fluoreszenzintensität der Zellen wurde in einem 

Fluoreszenz-aktivierten Zellsorter (FACScan, BD, Heidelberg, BRD) analysiert. 

Pro Analyse wurden 10000 Zellen aufgenommen, die Auswertung erfolgte mit 

der CellQuest Software (BD, Heidelberg, BRD).  
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Für den Nachweis von MOG Antikörpern im Mausserum kranker EAE Tiere 

wurde dieses 1:100 in Analysepuffer verdünnt. Mit diesen Proben, sowie einer 

Positivkontrolle (8-18C5, 1:500) und einer Negativkontrolle (Mausserum naiver 

Mäuse 1:100 verdünnt) wurde der MOG EL-4 Klon 112 (200000 Zellen/ Napf) 

für 30 Minuten inkubiert. Die weitere Entwicklung erfolgte analog mit einem 

FITC gekoppelten anti Maus Immunglobulin Antikörper auf die im 

vorhergehenden Abschnitt beschriebene Weise. 

3.2.13 Statistik 

Zur Überprüfung der Signifikanz der gewonnenen Daten wurde der ungepaarte 

T-Test verwendet. Falls sich die Standardabweichungen der Gruppen 

statistisch signifikant unterschieden, wurde der ungepaarte T-Test mit Welch 

Korrektur durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Isolierung von PLP 139-51 spezifischen T- Zell Klonen  

4.1.1 T-Zell Klonierung und Nachweis der Klonalität 

SJL Mäuse waren sc in die Flanken mit insgesamt 100µg PLP 139-51 Peptid in 

CFA immunisiert worden. Nach 11 Tagen erfolgte die Entnahme der regionalen 

Lymphknoten und die Etablierung von Zellinien. Diese wurden anschliessend 

einer limiting dilution Klonierung unterworfen. Zur besseren Orientierung sind 

wesentliche Schritte der T-Zell Charakterisierung schematisch in der folgenden 

Abbildung dargestellt.  

Selektion der proliferierenden 
Zellen

FACS Färbung mit V -Ketten 
spezifischen mAK

β

RT-PCR mit V - und V -Ketten
spezifischen Primern

α β

Selektion der T-Zellen, die für 
eine V -Kette positiv sind β

Expansion und weitere Charak-
terisierung der T-Zell Klone

 

Abb. 3: Vorgehen zur Gewinnung und Charakterisierung von T-Zell Klonen. Nach limiting 

dilution Klonierung erfolgt die Selektion der proliferierenden Blasten lichtmikroskopisch 

(proliferierende Kulturen sind schwarz umrandet). Anschliessend findet die FACS Färbung mit 

Vβ-Ketten spezifischen Antikörpern und die Sequenzierung des Produktes nach Amplifikation 

mit Vα- und Vβ- Ketten spezifischen Primern statt (Für eine bestimmte Kette positive Kulturen 

sind schwarz und voll dargestellt). Klonale T-Zellen werden expandiert und weiter 

charakterisiert. 
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Nach Expansion wurden die einzelnen T-Zell Klone auf die Expression von 

spezifischen Oberflächenmolekülen mit mAK untersucht. Abbildung 4 zeigt eine 

repräsentative zytofluorimetrische Analyse des T-Zell Klones 3-3 mit 

Antikörpern gegen CD4 und die T-Zell Rezeptor Vβ Kette.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Vß2

CD4 

Abb. 4: Zytofluorimetrische Analyse des T-Zell Klons 3-3. Der T-Zell Klon wurde mit einem 

PerCP konjugierten anti-CD4 mAk sowie einem PE konjugierten anti Vβ2 mAk gefärbt. 

Dargestellt ist die relative Fluoreszenzaktivität.  

Die zytofluorimetrische Analyse zeigt, dass über 99% dieser CD4 positiven T-

Zellen Vβ2 positiv sind. Der Nachweis von nur einer Vβ- Kette in der 

Durchflusszytometrie gilt als Hinweis für Klonalität. Als förmlicher Beweiss muss 

jedoch der T-Zell Rezeptor amplifiziert und sequenziert werden. Die 

Durchflusszytometrie mit Vβ-Ketten spezifischen mAK ist ein elegantes und gut 

reproduzierbares Screening Instrument, um nach Klonierungsexperimenten aus 

hunderten von Näpfen, in welche die T-Zellen eingesät worden waren, klonale 

Populationen zu identifizieren. Im Maussystem sind gegen etwa 50% der Vβ-

Ketten mAK erhältlich. Die weitere Analyse der T-Zell Rezeptoren erfolgte mit 

familienspezifischen Oligonukleotidprimern. Dazu wurde zunächst RNA aus den 

T-Zellen isoliert und revers transkribiert. Anschliessend erfolgte die 

Amplifikation mit Vα- und Vβ-Ketten spezifischen Primern. Ein repräsentatives 

Agarosegel zeigt die folgende Abbildung 5. 
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Abb. 5: Amplifikation der Vα17-Kette des Klons 3-1 mit Vα-Ketten spezifischen Primern. Dabei 

entsprechen die Zahlen den entsprechenden Vα-Ketten, NK ist die Negativkontrolle. Verwendet 

wurde eine 100 Basenpaarleiter.  

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden anschliessend sequenziert und mit 

publizierten Sequenzen der Maus T-Zell Rezeptoren aus Datenbanken 

abgeglichen (http://imgt.cines.fr). Die folgende Tabelle fasst die TCR 

Sequenzen einiger hier untersuchter PLP 139-51 spezifischer T-Zellklone 

zusammen. 
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PLP 139-51 spezifi- 
sche T- Zell Klone 

TCR Vα-/ Vβ- 

Kette 

CDR3  
Region 

TCR Vα-/Vβ joining Kette 

3-1 C E D T A V Y F C 
TRAV8D1 
 
L S H S G F Y L C 
TRBV31  

A T A A 
 
 
A W R G 

R H W V T G S K L  
TRAJ58 
 
T K N T E V F F G K G 
TRBJ1-1 

3-3 T T D S G T Y L C   
TRAV13-2 
 
M S Q G R T L Y C 
TRBV1   

A P P 
 
 
T C S A  

S G G N Y K P T F  
TRAJ6 
 
G Q N T G Q L Y F  
TRBJ2-2 

10-8 C E D T A V Y F C 
TRAV8D1  
 
M S Q G R T L Y C 
TRBV1 

A T D 
 
 
T C S A 

N T N T G K L T F G 
TRAJ27 
 
N R D W G G L Q N T  
TRBJ2-4 

cPLP19 M S Q G R T L Y C 
TRBV1 

T C S V  S G W G E D T Q Y F  
TRBJ2-5 

cPLP21 C E D T A V Y F C 
TRAV8-1 
 
M S Q G R T L Y C 
TRBV1 

A P F G 
 
 
T C S A  

G N N K LT F G Q G T 
TRAJ56 
 
E G L G Q N T L Y F 
TRBJ2-4 

cPLP25 L E D S G T Y F C 
TRAV4-2 
 
P D D S A T Y F C 
TRBV2 

A A S G 
 
 
A S S Q 
 

G A D R L T F G K G T 
TRAJ45 
 
A G I Q D T Q Y F G P  
TRBJ2-5 

52Ji P X D S A L Y F C 
TRAV7-1 
 
M S Q G R T L Y C 
TRBV1 

A G R T 
 
 
T C S A 
  

X T D K V X F G T G T 
TRAJ34 
 
N R D W G G L Q N T  
TRBJ2-4 

Tab.3: T-Zell Rezeptorsequenzen einiger untersuchter T-Zell Klone. Die verwendete TCR 

Nomenklatur entspricht der IMGT Nomenklatur. 

Die T-Zellklone 3-3, 10-8, cPLP19, cPLP21 und 52Ji exprimieren die TCR BV1 

Kette häufig in Kombination mit TRBJ2-4 (10-8, cPLP21, 52Ji). Als Vα Kette 

exprimieren die hier untersuchten PLP 139-51 spezifischen T-Zell Klone 

präferentiell TRAV8D1 (3-1, 10-8, cPLP21). Die Auswahl der TCRα Joining 

Segmente zeigt dagegen keine Präferenz für eine bestimmte Joining Kette. 

4.1.2 Nachweis der Antigenspezifität  

Der Nachweis der Antigenspezifität erfolgte mit dem Thymidineinbautest. 

Tabelle 4 zeigt die Proliferationsdaten ausgewählter Klone. Die 

Standardabweichung der Doppelwerte oder Triplets lag für gewöhnlich unter 
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5%. Die Daten zeigen, dass die T-Zell Klone spezifisch gegen PLP 139-51 

proliferieren. Die optimale proliferationsfördernde Konzentration des PLP 139-

51 Peptids lag bei 10-25 µg/ml. Keiner der untersuchten T-Zell Klone war für 

PLP 139-51 hochaffin, so dass relativ hohe Antigenkonzentrationen für eine 

deutliche Proliferation benötigt wurden. 

PLP 139-51 
[µg/ml] 

Klon 
3-1 

Klon 
3-3 

Klon 
10-8 

Klon 
52Ji 

0  620 cpm 161 cpm 61 cpm 84 cpm 

0,1 2270 cpm 180 cpm  245 cpm 

1 16953 cpm 8411 cpm 13205 cpm 23399 cpm 

10 156468 cpm 102633 cpm 101684 cpm 63227 cpm 

25 171381 cpm 122416 cpm   

SI 276 760 1667 752 

Tab. 4: Proliferationsdaten (counts per minute, cpm) für einige untersuchte T-Zell Klone nach 

Stimulation mit PLP 139-51 im angegebenen Konzentrationsbereich. Hierfür wurden die T-Zell 

Klone für 40h mit Antigen versehen. Der Einbau von 3H-Thymidin erfolgte anschliessend für 8h. 

Angegeben sind die Mittelwerte eines charakteristischen Experiments von mindestens 4 

unabhängigen Wiederholungen. 

Die folgenden Experimente hatten zum Ziel die Schlüsselaminosäuren des TCR 

der Klone 3-1 und 3-3 zu definieren. Vorarbeiten von Kuchroo (Kuchroo et al 

1994) zeigten, dass für die TCR Bindung von PLP 139-51 (H  S  L  G  K  W  L  

G  H  P  D  K  F ) in der SJL Maus Lysin an Position 145 und Prolin an Position 

148 wesentlich sein sollen. Alle enzephalitogenen T-Zell Klone benötigten 

desweiteren Tryptophan an Position 144. Um das Bindungsmotiv der 

enzephalitogenen T-Zell Klone 3-1 und 3-3 zu definieren, wurden 

kombinatorische Peptidbibliotheksexperimente mit Neunerpeptiden eingesetzt  
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4.1.3 Bestimmung des Bindungsmotivs der T-Zell Klone 3-3 und 3-1 mittels

 kombinatorischer Peptidbibliotheken 

 
 P 2

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0
P 1

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P 3

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0
P 4

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
PM

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

P 5

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0
P 6

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
PM

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

 
 

 

 

 

 

P 7

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
PM

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0
P 8

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

P 9

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

1 4 0 0

P L P 1 3 9 - 5 1  [µ g /m l]
0 0 ,1 1 1 0 2 5

0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

 

Abb. 6a: Proliferation des Klons 3-3 gegen Neunerpeptidbibliotheken und PLP 139-51 
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Bindungsmotiv des Klons 3-1 
 

 
P 3

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
PM

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0 P 4

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
PM

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0
 

 

 

 

 

 

 

 

 P 5

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0 P 6

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

 

 

 
 

 

 

 
 

P 7

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0 P 8

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0
 

 

 

 

 

 

 

 

 P 9

A m in o s ä u r e n
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

C
P

M

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

 

 

 

 

 

 P L P 1 3 9 - 5 1  [µ g /m l]
0 0 ,1 1 1 0 2 5

0

5 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

 

 
Abb. 6b: Proliferation des Klons 3-1 gegen Neunerpeptidbibliotheken und PLP 139-51. 
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Die folgenden Tabellen fassen die Ergebnisse von jeweils drei Peptidbiblio-

theksexperimenten der Klone 3-3 und 3-1 zusammen. 

Bindungsmotiv Klon 3-3 

 1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment 
P1  A, C,   
P2  G, Q,   
P3 E, N, P, Q,   L, T 
P4  Q E, H, Q
P5 H, M, V, Y  E, F, Q
P6  E, L, M, N, W, Y M, W, Y
P7 R, S E, F, K, N, P, R. 

T,  
 

P8 F A, D,  E,  
P9 L, S, Y   

Tab. 5: Liste der für die Peptidbindung des T-Zell Rezeptors 3-3 wesentlichen AS aus drei 

unabhängigen Experimenten. Gegen die gelisteten AS einer Position proliferiert der T-Zell Klon 

3-3 wenigstens 1,5 x besser als gegen kein Antigen (NIL). Gegen die fettgedruckten AS ist die 

Proliferation um den Faktor > 2 erhöht. Unterstrichen sind die sich in den einzelnen Versuchen 

wiederholenden Aminosäuren. 

Bindungsmotiv des Klons 3-1 

 1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment 
P1   L 
P2   Q 
P3  Y C, L, Q 
P4 N A, Q A, V,  
P5  F  
P6  W  
P7 A, L, S P L, T 
P8 Y K, R,    
P9 A, I, K D, F, H, L, M, P, 

R, V, W, Y  
 

Tab. 6: Liste der für die Peptidbindung des T-Zell Rezeptors 3-1 wesentlichen AS aus drei 

unabhängigen Experimenten. Gegen die gelisteten AS einer Position proliferiert der T-Zell Klon 

3-1 wenigstens 1,5 x besser als gegen kein Antigen (NIL). Gegen die fettgedruckten AS ist die 

Proliferation um den Faktor > 2 erhöht. Unterstrichen sind die sich in den einzelnen Versuchen 

wiederholenden Aminosäuren. 

 38



  Ergebnisse 
 

Für die Bindung an den T-Zell Rezeptor des Klons 3-3 sind folgende 

Aminosäuren wichtig: X-X-X-Q-X-M/Y-R-X-X 

Aus den Peptidbibliotheksexperimenten mit Klon 3-1 konnte das Bindungsmotiv 

des T-Zell Klons 3-1 nicht abgeleitet werden. 

4.1.4 Charakterisierung des Zytokinprofils der T-Zell Klone 

Die enzephalitogenen T-Zell Klone wurden nachfolgend mittels Zytokin ELISA 

und intrazellulärer Zytokinfärbung einzelnen Zytokinprofilen zugeordnet. Die 

Tabelle 6 fasst die ELISA Daten zusammen. Das Zytokinprofil einzelner Klone 

blieb im Zeitverlauf stabil. Die meisten T-Zell Klone wiesen ein Th0 Zytokinprofil 

auf. Der Klon 3-3 war der einzige Th2 T-Zell Klon der enzephalitogen war. 

 TNF-α IL-4 IL-5 IL-10 IFN-γ  Zytokinprofil

3-1 +++ + +++ + ++ Th0 

3-3 + ++ +++ ++ - Th2 

10-8 +++ - - - +++ Th1 

cPLP18 +++ + + + +++ Th0 

cPLP 25 +++ - - - +++ Th1 

Tab. 7: Zytokinprofil der T-Zell Klone aus wenigstens 3 unabhängigen Experimenten in 

schematischer Darstellung; + ≈ 5- 500pg/ml; ++ ≈ 500-2000pg/ml; +++ ≈ 2000pg/ml- 

10000pg/ml.  

Um die mittels Zytokin ELISA erhobenen Zytokinprofile mit einer zweiten 

Methode zu verifizieren, erfolgte eine T-Zell Rezeptor unabhängige 

Stimulierung mit PMA/ Ionomycin. Abbildung 7 zeigt die intrazelluläre 

Zytokinfärbung des Th2 Klons 3-3 mit Ak gegen IL-4, IL-5 und INF-γ bzw. der 

entsprechenden Isotypkontrollen. Nach Stimulation mit PMA/ Ionomycin sind 

95% der Klon 3-3 T-Zellen IL-5 positiv und 31% der Zellen positiv für IL-4 und 

IL-5. IFN-γ lässt sich in 0,18% der Zellen nachweisen. Die Ergebnisse der 

intrazellulären Zytokinfärbung stimmen somit mit den mittels ELISA erhobenen 

Zytokindaten überein. 

 39



  Ergebnisse 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

0,4742 LR

98,648759 LL

0,2522 UR

0,6457 UL

ProzentEreignisse Quadrant

0,2219 LR 
4,08360 LL 

31,062739 UR 
64,645701 UL 

Prozent Ereignisse Quadrant 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

00 LR 
0,0418 LL 
0,4191 UR 

99,5647066 UL 
ProzentEreignisse Quadrant 

00 LR

0,0420 LL

0,22103 UR

99,7447078 UL

ProzentEreignisse Quadrant 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Intrazelluläre Zytokinfärbung nach PMA/ Ionomycinstimulation. Die Zellen wurden mit 

FITC- und PE konjugierten aIL-4, aIL-5 und aIFN-γ mAk sowie PerCP konjugierten aCD4 mAK 

inkubiert. Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzintensitäten. 
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Nachdem die T-Zell Klone in vitro charakterisiert worden waren, erfolgte nun 

der adoptive Transfer dieser Zellen in syngene Mäuse. Der Erkrankungsverlauf 

und die histopathologischen Läsionen sind in den folgenden Abbildungen im 

Zeitverlauf dargestellt. 

4.2 Klinischer Verlauf nach adoptivem Transfer PLP 139-51 spezifischer Th1 

 und Th2 T-Zell Klone 

Um eine EAE Erkrankung in den Mäusen zu induzieren, wurden die T-Zell 

Klone zunächst 3 Tage mit APC und Antigen restimuliert und anschliessend 

adoptiv in syngene 7-10 Wochen alte Mäuse transferiert. Die Mäuse wurden im 

Anfangsstadium täglich anhand der bereits vorgestellten klinischen Scores 

beurteilt. Die klinischen Verläufe eines von 3 Experimenten sind in der 

folgenden Abbildung 8 dargestellt. 
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Abb. 8: Klinischer Verlauf der EAE nach adoptivem Transfer des Klons 10-8. Dargestellt sind 

jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von n=7 (Klon 3-3) und n=14 Tieren (Klon 

10-8. Zur besseren Darstellung des relapsierenden Erkrankungsverlaufs ist auf der rechten 

Seite jeweils ein einzelnes Tier repräsentativ gezeigt.  
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Alle klinischen Daten sind in Tabelle 8 nochmals zusammengefasst. So 

induzieren sowohl der Th2 Klon 3-3 als auch der Th1 Klon 10-8 die 

charakteristische relapsierend-remittierende Erkrankung der SJL Maus. Die 

Mäuse erkranken nach Transfer des T-Zell Klons 10-8 früher und schwerer als 

nach Transfer des Th2 Klons 3-3 (Erkrankungsbeginn: p=0,025, ungepaarter t-

Test, mittlerer Maximalscore: p=0,019, ungepaarter t-Test).  

Klon 10-8 Klon 3-3 

Adoptiver Transfer 5 x 106 Zellen 5 x 106 Zellen 

Inzidenz 14/14 7/7 

Erkrankungsbeginn Tag 8,4 ± 2,2 Tag 11 ± 2,7 

Mittlerer Maximalscore 4,1 ± 1 2,9 ± 0,9 

Relapsierend- 
remittierend 

ja ja 

Tab.8: Zusammenfassung des klinischen EAE Verlaufs nach adoptivem Transfer der T-Zell 

Klone 10-8 und 3-3. 

Die folgenden Abbildungen zeigen nun die charakteristischen 

histopathologischen ZNS-Läsionen, die ursächlich für die 

Krankheitssymptomatik der Tiere sind. Dabei wurde zwischen akutem 

Erkrankungsstadium (Tag 3-4 nach Erkrankung) sowie chronischer Erkrankung 

(Die Mäuse sind > 3 Monate krank) unterschieden.  
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4.3 Histologische Befunde 

4.3.1 Akute Th1 Histologie 

 

 

Abb. 9: Th1 akut, Tag 3 nach Erkrankungsbeginn, score 3 

a, g) In der HE-Färbung sind perivaskulär betonte mononukleäre entzündliche Infiltrate ohne 

wesentliche Beimengung von Granulozyten zu erkennen. b) Die Myelinfärbung (LFB-PAS) zeigt 

eine geringgradige perivaskuläre Entmarkung, jedoch im wesentlichen gut erhaltene 

Myelinscheiden. c) In der Versilberungsreaktion nach Bielschowsky erscheint die Axondichte in 

entzündeten Arealen etwas vermindert; ein wesentlicher axonaler Verlust ist jedoch nicht 

feststellbar. d, h) Perivaskulär und subpial sind reichlich Mac-3-positive Makrophagen im 

entzündlichen Infiltrat vorhanden. e, i) CD3-positive T-Zellen sind perivaskulär und subpial zu 

erkennen. f, j) Im entzündlichen Infiltrat sind auch einzelne B220-positive B-Zellen vorhanden 

(Pfeile). 

a-f: Originalvergrößerung x200; g-j: x400 
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4.3.2 Chronische Th1 Histologie 

 

 

Abb. 10: Th1 chronisch, Erkrankungsdauer 5 Monate score 4 
a, h) In der HE-Färbung ist eine subpiale Narbe mit schütterer mononukleärer Infiltration zu 

erkennen. Dichtere entzündliche Infiltrate sind vorwiegend meningeal perivaskulär vorhanden. 

b) Die LFB-PAS-Färbung zeigt einen Verlust von Markscheiden subpial. c) Die 

Axonversilberung nach Bielschowsky zeigt einen mäßgiggradigen Axonverlust in der Läsion. d, 

i) Mac-3-positive, schaumzellig umgewandelte Makrophagen/Mikrogliazellen sind schütter über 

die Läsion verteilt. e, j) CD3-positive T-Zellen sind nur noch relativ wenige in der Läsion zu 

erkennen. Der Großteil befindet sich perivaskulär. f, g, k) B220-positive B-Zellen werden 

vorwiegend meningeal perivaskulär und nicht innerhalb der Läsion gefunden. Manche 

meningeale Gefäße zeigen eine dichte Ansammlung von B220-positiven Zellen (g) (Pfeile). 

a-f: Originalvergrößerung x200; g-k: x400 
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4.3.3 Akute Th2 Histologie 

 

 

Abb. 11: Th2 akut, Tag 4 nach Erkrankungsbeginn, score 3 
a, j) Die HE-Färbung zeigt eine diffuse, flächige, plaque-artige Läsion mit dichter entzündlicher 

Infiltration durch mononukleäre Entzündungszellen. Reichlich Granulozyten sind im Infiltrat 

vorhanden. b) In der LFB-PAS-Färbung wird ein flächiger Myelinverlust erkennbar. c) Die 

Bielschowsky-Versilberungsreaktion zeigt eine deutlich Reduktion von Axonen im entzündeten 

Areal. d, e) Reichlich Mac-3-positive, z.T. schaumig umgewandelte 

Makrophagen/Mikrogliazellen durchsetzen die Läsion. f, g) Die flächige Läsion wird diffus von 

CD3-positiven T-Zellen infiltriert (Pfeile). h, i) B220-positive B-Zellen sind vorwiegend in der 

Umgebung der Läsion perivaskulär zu erkennen (Pfeile). k, l) Die Giemsa-Färbung zeigt, dass 

die Mehrzahl der polymorphkernigen Zellen eosinophile Granulozyten sind (Pfeile). 

a, b, c, d, f, h, j, k: Originalvergrößerung x200; e, g, i: x400; l: x1000 
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4.3.4 Chronische Th2 Histologie 

 

 

Abb. 12: Th2 chronisch, Erkrankungsdauer 5 Monate, score 3,5 
a) Die HE-Färbung zeigt eine subpial und perivaskulär betonte Narbe mit geringgradiger 

entzündlicher Infiltration. Mononukleäre entzündliche Infiltrate sind vorwiegend perivaskulär und 

meningeal zu erkennen. Granulozyten sind im Infiltrat nicht vorhanden. b) In der LFB-PAS-

Färbung zeigt sich ein flächiger Verlust an Myelinscheiden. c) In der Bielschowsky-Versilberung 

zeigt sich ein mäßiger bis deutlicher Axonverlust in der Läsion. d, i) Mac-3-positive, 

schaumzellige Makrophagen/Mikrogliazellen sind diffus in der Läsion vorhanden. e, j) CD3-

positive T-Zellen sind nur spärlich in der Läsion, jedoch deutlich perivaskulär und meningeal zu 

erkennen. f, g, k) B220-positive B-Zellen sind ebenso vorwiegend perivaskulär und meningeal 

vorhanden. h) Die Giemsa-Färbung zeigt weder neutrophile noch eosinophile Granulozyten. 

a-f: x200; g-k: x400 

Die Histologien nach Th2 oder Th1 EAE unterscheiden sich im akuten 

Erkrankungsstadium vor allem hinsichtlich des zellulären Infiltrats, das bei der 

Th2 EAE hauptsächlich aus eosinophilen Granulozyten und bei der Th1 EAE 

aus mononukleären Lymphozyten und Makrophagen besteht. Die eosinophilen 

Granulozyten bilden stellenweise abszessartige Läsionen im ZNS. 

Demyelinisierung und axonale Läsionen sind bei beiden klonal induzierten EAE 
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Modellen anzutreffen, jedoch ist das Th2 Inflitrat destruktiver. Im akuten 

Stadium konnten auch Immunglobulinablagerungen in der Th2 Läsion gefunden 

werden, die jedoch auch bei Th1 Läsionen in geringerer Ausprägung vorhanden 

sind. Der Nachweis von Antikörpern in den frühen Läsionen führte zu den 

folgenden Untersuchungen, die sich mit der Charakterisierung der 

Antikörperantwort gegen Myelinproteine im Serum nach adoptivem klonalen T-

Zell Transfer im Zeitverlauf beschäftigten.  

4.4 Induktion von Serumantikörpern gegen Myelinantigene nach T-Zell 

 Transfer 

Den Mäusen wurden an den Tagen 14, 30, 60 und 120 nach adoptivem 

Transfer der T-Zell Klone 3-3 oder 10-8 Blut entnommen. Das daraus 

gewonnene Serum wurde mit einem Peptid/ Protein spezifischen ELISA auf das 

Vorhandensein von Myelin spezifischen Ak gegen PLP 139-51, PLP 178-51 , 

MOG 1-125 und MBP ges. getestet. Als Negativkontrolle diente Mausserum 

naiver Mäuse. Die Verdünnungen erfolgten in Zweierschritten von 1:400-

1:409600.  

4.4.1 Myelinspezifische Antikörperantwort nach adoptivem Transfer von Klon 

 3-3 

Myelinantikörper im Serum Tag 14

Serumverdünnungen 1:400-1:409600 und 0

O
D

 x
 1

00
0

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
PLP 139-51
PLP 178-91
MBP ges.
MOG 1-125
Negativkontrolle

 

Abb. 13a: Antikörperinduktion gegen PLP 139-51, PLP 178-91, MBP ges. und MOG 1-125 

nach adoptivem Transfer des T-Zell Klons 3-3. Dargestellt sind die Antikörpertiter einer 

repräsentativen Maus, welcher am Tag 14 post T-Zell Klon Transfer Blut entnommen worden 
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war. Das Serum wurde in Zweierschritten beginnend bei 1:400 bis 1:409600 verdünnt. Als 

Negativkontrolle wurde naiven Mäusen Blut entnommen. 
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Abb. 13b: Antikörperinduktion gegen PLP 139-51, PLP 178-91, MBP ges. und MOG 1-125 

nach adoptivem Transfer des T-Zell Klons 3-3. Dargestellt sind die Antikörpertiter einer 

repräsentativen Maus, welcher am Tag 30 post T-Zell Klon Transfer Blut entnommen worden 

war. Das Serum wurde in Zweierschritten beginnend bei 1:400 bis 1:409600 verdünnt. Als 

Negativkontrolle wurde naiven Mäusen Blut entnommen. 

 
 

 
 

 

Myelinantikörper im Serum Tag 60
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Abb. 13c: Antikörperinduktion gegen PLP 139-51, PLP 178-91, MBP ges. und MOG 1-125 

nach adoptivem Transfer des T-Zell Klons 3-3. Dargestellt sind die Antikörpertiter einer 

repräsentativen Maus, welcher am Tag 60 post T-Zell Klon Transfer Blut entnommen worden 
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war. Das Serum wurde in Zweierschritten beginnend bei 1:400 bis 1:409600 verdünnt. Als 

Negativkontrolle wurde naiven Mäusen Blut entnommen. 

 

Myelinantikörper im Serum Tag 120
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Abb. 13d: Antikörperinduktion gegen PLP 139-51, PLP 178-91, MBP ges. und MOG 1-125 

nach adoptivem Transfer des T-Zell Klons 3-3 im Zeitverlauf. Dargestellt sind die Antikörpertiter 

einer repräsentativen Maus, welcher am Tag 120 post T-Zell Klon Transfer Blut entnommen 

worden war. Das Serum wurde in Zweierschritten beginnend bei 1:400 bis 1:409600 verdünnt. 

Als Negativkontrolle wurde naiven Mäusen Blut entnommen. 

Der adoptive Transfer des PLP 139-51 spezifischen T-Zell Klons 3-3 führt 

schon in der Frühphase der Erkrankung zu hohen Antikörpertitern gegen das 

Myelinpeptid PLP 139-51, sowie gegen die Myelinproteine MOG 1-125 und 

MBP ges. Signifikante Antikörpertiter gegen PLP 178-91 sind erst in der 

chronischen Phase der Erkrankung nachweisbar. Die Antikörpertiter gegen alle 

untersuchten Myelinproteine/ -peptide fallen in der chronischen 

Erkrankungspahse ab. Die folgende Abbildung vergleicht die chronischen 

Antikörpertiter nach EAE Induktion durch adoptiven Transfer eines Th1- versus 

Th2 T-Zell Klons in der chronischen Erkrankungsphase. 
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4.4.2 Chronische, hochtitrige Antikörpertitantwort nach Th1 versus Th2 Klon

 Transfer 

 
 Myelinantikörper im Serum, Tag 120

PLP 139-51 PLP 178-91 MBP ges. MOG 1-125

O
D

 x
 1

00
0

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8
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Abb. 14: Optische Dichte des ELISA bei einer Serumverdünnung von 1:3200 aus chronischen 

EAE Mäusen (Tag 120) nach Transfer des Klons 3-3 (n=6) und Klons 10-8 (n=5) 

Der Tranfer eines Th2 Klons 3-3 führt zu signikant höheren Antikörpertitern 

gegen PLP 139-51 (p-Wert: 0,04 ungepaarter t-Test, Welch Korrektur), sowie 

gegen MOG 1-125 (p-Wert: 0,03 ungepaarter t-Test, Welch Korrektur), bei MBP 

Antikörpern ist ein Trend zu höheren Antikörpertitern nach Th2 T-Zell Transfer 

erkennbar (p-Wert: 0,14, ungepaarter t-Test, Welch Korrektur). Bei beiden T-

Zell Klonen kommt es zu einer vergleichbaren PLP 178-91 Antikörperantwort 

(p-Wert: 0,38, ungepaarter t-Test, Welch Korrektur).  

Das folgende Experiment differenziert die Immunglobulinisotypen im Th2 EAE 

Modell. Dazu wurden isotypspezifische Sekundärantikörper gegen IgG1, 

welches das typische Th2 Immunglobulin der Maus ist, und gegen das 

prototypische Th1 Immunglobulin IgG2a verwendet. Die Immunglobulinisotypen 

der Antikörperantwort gegen PLP 139-51 nach adoptivem Transfers des Klons 

3-3 sind Abbildung 15 dargestellt. 
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4.4.3 Immunglobulinisotypen der PLP 139-51 Antikörperantwort 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Immunglobulinisotypen chronische EAE Tag 150
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Immunglobulinisotypen akute EAE Tag 14
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Abb. 15: Induktion von PLP 139-51 spezifischen Antikörpern nach T-Zell Transfer des Klons 3-

3. Das Serum ist in Zweierschritten beginnend bei einer Verdünnung von 1:100 aufgetragen. 

Die Y-Achse zeigt die gemessene optische Dichte. Im wesentlichen wird der Th2 abhängige 

Immunglobulin Isotyp IgG1 im chronischen Erkrankungsstadium induziert. 

 51



  Ergebnisse 
 

Der T-Zell Klon 3-3 induziert eine typische Th2 Antikörperantwort gegen PLP 

139-51. Der dominierende IgG Isotyp ist dabei in der chronischen 

Erkrankungsphase das IgG1.  

Die verwendeten Methoden, um Antikörperantworten zu detektieren, 

favorisieren lineare Eptiope eines Proteins. Dies gilt für den Western Blot, bei 

welchem die Proteine denaturiert vorliegen, ebenso wie für den 

proteinspezifischen Antikörper ELISA. Zum Nachweis, dass die im ELISA 

gemessenen Antikörperantworten gegen MOG 1-125 auch 

Konformationsepitope erkennen können, wurden EL-4 Zellen mit dem humanen 

MOG Gen lentiviral transduziert und anschliessend kloniert. Der Nachweis, 

dass dieses Protein in die Zellmembran eingebaut wird, konnte mit dem MOG 

spezifischen Antikörper 8-18C5 gezeigt werden. In der folgenden Abbildung 16 

wurde mittels Durchflusszytometrie die Fluoreszenzaktivität des MOG EL-4 

Klons 112 nach Inkubation mit Mausserum aus Th2 EAE Tieren oder naiven 

Mäusen, sowie anschliessender Inkubation mit einem FITC gekoppelten anti 

Maus Ig Ak detektiert.  

 

Abb. 16: Nachweis der Erkennung von MOG Konformationsepitopen. Der MOG transduzierte 

EL-4 Klon 112 wurde mit dem Mog spezifischen monoklonalen Ak 8-18C5 (rot) oder mit Serum 

der 3-3 transferierten Maus 30-2 (blau) inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde ein FITC 

gekoppelter anti Maus Ig Antikörper eingesetzt. Als Negativkontrolle diente Serum naiver 

Mäuse (schwarz). Dargestellt ist ein charakteristisches Experiment von zwei Wiederholungen.  
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Die Prozentzahl der Zellen in den definierten Bereichen M1 und M2 des 

Histogramms kann der folgenden Tabelle entnommen werden.  

 M1 M2 

Serum naive Maus 90,26% 9,14% 

8-18C5 14,06% 85,25% 

Serum 030-2 16,73% 78,4% 

Tab. 9: Prozentuale Auflistung der sich in den definierten Bereichen M1 und M2 befindlichen 

Zellen im Histogramm der Abb. 16 

Sowohl der hochaufgereinigte monoklonale anti MOG Antikörper 8-18C5 als 

auch Antikörper aus dem Serum der Maus 30-2 binden an den MOG 

transduzierten EL-4 Klon 112. Die Fluoreszenzaktivität ist bei Bindung von 8-

18C5 höher. 
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5. Diskussion 

In der vorliegenden Studie wurde die experimentelle autoimmune 

Enzephalomyelitis durch adoptiven Transfer von PLP 139-51 spezifischen T-

Zell Klonen in SJL Mäuse induziert. Insgesamt wurden für diese Arbeit etwa 

100 PLP 139-51 spezifische T-Zell Klone durch limiting dilution Klonierung 

etabliert und charakterisiert. 

Die EAE der SJL Maus ist eine relapsierend remittierende Erkrankung und 

bildet damit den schubförmigen Verlauf der MS gegenüber vielen anderen 

monophasisch verlaufenden Nagetiermodellen besser ab. Die 

enzephalitogenen Epitope der Myelinproteine sind in der SJL Maus (H-2s) gut 

charakterisiert. Nach Immunisierung mit Rückenmarkshomogenat ist das 

immundominante Epitop der SJL Maus PLP 139-51 (Tuohy et al 1989, Whitham 

et al 1991b). Diese dominante Immunantwort gegen ein Peptid wird in 

Vorarbeiten durch ein relativ breites T-Zell Rezeptor Repertoire vermittelt. Die 

von mir untersuchten T-Zell Rezeptorprofile enzephalitogener und nicht 

enzephalitogener T-Zell Klone sind dagegen nur bedingt heterogen. So 

überwiegt bei den V-Betaketten eindeutig TRBV1 (Klone 3-3, 10-8, cPLP21, 

52ji) und TRBJ2-4 (Klone 10-8, cPLP21, 52Ji). Auffallend ist auch, dass sich die 

V-Betakettensequenzen der Klone 52Ji und cPLP21 sehr ähnlich sind, obwohl 

diese Klone unterschiedlichen Klonierungen entstammen. Auch bei den V-

Alphaketten wird von den hier untersuchten PLP 139-51 spezifischen T-Zell 

Klonen präferentiell TRAV8D1 (3-1, 10-8, cPLP21) exprimiert. Die Auswahl der 

TCRα Joining Segmente zeigt dagegen keine Präferenz für eine bestimmte 

Joining Kette. Insgesamt erweitern die hier gefundenen TCR Sequenzen die 

Arbeiten von Kuchroo et al (1992), dessen TCR Repertoire deutlich heterogener 

war.  

Die Charakterisierung der Antigenspezifität erfolgte mit der Bestimmung des 3H-

Thymidineinbaus in proliferierende Zellen nach Stimulation mit PLP 139-51 in 

einem Konzentrationsbereich von 4 Logarithmusstufen. Auffallend ist, dass die 

enzephalitogenen T-Zell Klone eine nur mässige Affinität für PLP 139-51 haben 

und deshalb signifikante Stimulationsindizes erst bei einer Konzentration von 

1µg/ml PLP erreicht werden. Im Thymus wird PLP während der positiven und 

negativen Selektion im wesentlichen als DM20 Splice-Variante exprimiert, der 
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die Aminosäuren 116-150 fehlen. Damit fallen positive und negative 

Selektionsmechanismen für dieses Peptid im Thymus aus. Dennoch ist etwa 

jede zwanzigtausendste T-Zelle in der Peripherie naiver SJL Mäuse wie auch 

von PLP knockout Mäusen PLP 139-51 spezifisch (Anderson et al 2000). Die 

wahrscheinlichste Erklärung dafür ist, dass diese Zellen auf Eigenpeptide 

positiv und negativ selektiert wurden, welche ähnliche TCR 

Bindungseigenschaften aufweisen wie PLP 139-51. T-Zellen mit hochaviden 

TCR für diese Peptide wurden dann negativ selektiert. Da T-Zellen mit dem T-

Zell Rezeptor eine Vielzahl verschiedener Peptide erkennen können (Zhou et 

al), wurde in dieser Arbeit versucht, mittels kombinatorischer Peptidbibliotheken 

die für den T-Zell Rezeptor der Klone 3-1 und 3-3 wesentlichen 

Ankeraminosäuren zu definieren. Dies ist mit kombinatorischen 

Neunerpeptidbibliotheken bei Klon 3-3 nur bedingt und bei Klon 3-1 nicht 

gelungen. Das bei Klon 3-3 herausgearbeitete Motiv X-X-X-Q-X-M/Y-R-X-X 

definiert Glutamin (Q) als eine wesentliche Ankeraminosäure. Die Problematik 

von Neunerpeptiden mit einer definierten AS pro Position liegt vor allem darin, 

dass diese kurzen Peptide im MHC-II, welcher typischerweise Peptide mit einer 

Länge von 13-17 AS bindet, zu „flottieren“ scheinen. So ist Q in den 

Experimenten 1-3 an Position 3 (Exp.1), P2 und P4 (Exp. 2), sowie P4 und P5 

(Exp. 3) proliferationsfördernd. Die Kombination Q-X-M und Q-X-Y ist in allen 

Experimenten präsent. Es darf bei den vorhandenen Ergebnissen zumindest 

bezweifelt werden, ob die für die TCR Bindung enzephalitogener PLP 139-51 

spezifischer T-Zell Klone existentielle Aminosäure Tryptophan an Position 144 

,wie von Kuchroo et al postuliert, auch für den Klon 3-3 notwendig ist (Kuchroo 

et al 1994).  

Die EAE gilt als prototypische Th1 abhängige Autoimmunerkrankung. Neben 

den mononukleären EAE Infiltraten im ZNS wird diese Sichtweise durch die 

Zytokinprofile unterstützt, die während dem Krankheitsschub oder der 

Remission bestimmt werden konnten. So finden sich typische Th1 Zytokine 

(IFN-γ, IL-12) während der akuten Erkrankung und Th2 Zytokine (IL-4, IL-10) 

während der Erholung der Tiere im ZNS (Kennedy et al, Khoury et al, Begolka 

et al). Erfolgreiche EAE Therapien werden meist einer Immundeviation von Th1 

nach Th2 zugeschrieben. Während neutralisierende anti IL-12 Ak zu einer 

Besserung der EAE Symptomatik führten oder das Entstehen weiterer Schübe 
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unterdrückten (Leonard et al 1997, Constantinescu et al 2001), war die EAE 

Therapie mit rekombinantem IL-10 erfolglos (Cannella et al 1996). Neuere 

Studien zeigen auch, dass zumindest in einem RAG defizienten MBP 

transgenen Modell eine durch Th2 T-Zellen induzierte EAE Erkrankung möglich 

ist (Lafaille et al 1997). Eine Immundeviation von Th1 nach Th2 bewirkte im 

Marmoset EAE Model eine verstärkte Autoantikörperantwort und war für die 

Tiere lethal (Genain et al 1996). Die meisten T-Zell Klone in meiner Studie 

konnten anhand der sezernierten Zytokine den Th0 T-Zellen zugeordnet 

werden. Der T-Zell Klon 3-3 zeigte jedoch ein typisches Th2 Zytokinprofil und 

sezernierte IL-4, IL-5 und IL-10, nicht jedoch IFN-γ nach antigenspezifischer 

Stimulation mit PLP 139-51. Dieses Zytokinprofil blieb über den 

Untersuchungszeitraum von 1,5 Jahren stabil. Diese Stabilität ist ein 

entscheidender Vorteil von T-Zell Klonen gegenüber Zellinien.  

Alle getesteten T-Zell Klone führten zu dem für das SJL Modell typischen 

schubförmigen Erkrankungsverlauf (Gold et al 2000). Die deutlich aggressivsten 

T-Zell Klone zeigten typischerweise ein Th0 Zytokinprofil und einen frühen 

Erkrankungsbeginn um den Tag 6. Die ED50 lag beim Th0 Klon 3-1 bei etwa 

0,7 Mio Zellen, beim Th2 Klon 3-3 lag die ED50 dagegen bei etwa 3 Mio Zellen. 

Die wesentlichen klinischen Unterschiede des Th2 Klons waren der spätere 

Erkrankungsbeginn um den Tag 11 nach Transfer, während Mäuse, in die ein 

Th0 oder Th1 Klon transferiert worden war, um den Tag 6-8 erkrankten. Der 

spätere Erkrankungsbeginn scheint für Th2 Klone typisch zu sein und wurde 

auch von Lafaille et al in einem RAG defizienten MBP transgenen Modell 

beobachtet (Lafaille et al 1997). Die Ursache dafür ist nicht abschliessend 

geklärt, die Extravasation von Th2 Zellen ins ZNS ist nicht verzögert. Ein 

wesentlicher Vorteil des hier vorgestellten Th2 EAE Modells in 

immunkompetenten SJL Mäusen ist die Charakterisierung der chronischen 

Erkrankungsphase. Dies ist in Lafailles Modell mit dem Transfer von MBP 

spezifischen Th2 T-Zellen in RAG defiziente Mäuse nicht möglich, da diese 

Tiere wahrscheinlich aufgrund fehlender regulatorischer (T-) Zellen rasch an der 

EAE Erkrankung versterben.  

Das frühe histopathologische Korrelat der Erkrankung stellen im Th2 EAE 

Modell massive eosinophile Granulozyteninfiltrate dar, von teilweise 
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nekrotisierendem Charakter. Meningeale Mastzellinfiltrate, die bei Lafaiille et al 

anzutreffen waren, finden sich nicht, da SJL Mäuse insgesamt sehr schlechte 

Mastzellinduktoren sind (persönliche Kommunikation mit L. Steinman). 

Desweiteren finden sich massive Immunglobulinablagerungen vorwiegend in 

Bereichen mit Demyelinisierung sowie Infiltrate mit schaumzelligen 

Makrophagen im chronischen Krankheitsstadium. Ausgeprägte axonale 

Destruktionen sind in der Bielschowsky Färbung nachweisbar. Der N. opticus ist 

massiv entzündlich infiltriert, häufig sind neben Rückenmarksläsionen auch 

Läsionen im Bereich des Hirnstamms anzutreffen. Das frühe histopathologische 

Korrelat der Th1 EAE sind mononukleäre vorwiegend perivaskulär und 

submeningeal gelegene Infiltrate. Diese weisen eine deutlich geringere 

Tendenz zur Nekrotisierung auf. Immunglobulinablagerungen sind deutlich 

weniger ausgeprägt. Die Läsionen beschränken sich im wesentlichen auf den 

N. opticus und das Rückenmark. 

Das durch den Th2 Klon induzierte Infiltrat ähnelt beim Menschen dem Devic 

Syndrom, einer nekrotisierenden eosinophilen Entzündung des N.opticus und 

des Rückenmarkes (Cree et al 2002). Die Ätiologie dieser sehr seltenen 

Erkrankung ist nicht geklärt. Das Devic Syndrom wird von manchen Autoren als 

nekrotisierende MS Variante gesehen, andere betonen die Eigenständigkeit 

dieses Krankheitsbildes. Im Tiermodell besteht eine frappierende Ähnlichkeit 

des Infiltrates mit einem Th2 induzierten Diabetes Modell (Pakala et al 1997). In 

diesem Modell kommt es nach Transfer von Th2 polarisierten Inselzell reaktiven 

BDC2.5 TCR transgenen T-Zellen in NOD scid Mäuse zu einer generalisierten 

Pankreatitis und Insulitis mit Inselzellnekrosen, Abszessbildung und der 

nachfolgenden Entstehung eines Diabetes mellitus. Das Infiltrat besteht 

hauptsächlich aus eosinophilen Granulozyten.  

Nach Transfer von Klon 3-3 kommt es histopathologisch zu massiven 

Immunglobulinablagerungen im Gewebe, vorwiegend in Bereichen in denen 

eine ausgeprägte Demyelinisierung nachweisbar ist. Dies legt nahe, dass 

dieser T-Zell Klon eine myelinspezifische Antikörperantwort induziert. Aus 

diesem Grunde haben wir das Mausserum zunächst auf PLP spezifische 

Antikörper mittels ELISA untersucht. Dabei fanden sich hochtitrige Antikörper 

gegen PLP 139-51 im Serum der T-Zell transferierten Mäuse. In der Frühphase 
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der Antikörperantwort dominierten Antikörper des IgM Isotyps, in der Spätphase 

waren sowohl PLP 139-51 spezifische IgG als auch IgM Isotypen nachweisbar. 

Dies bedeutet, dass es während einer EAE Erkrankung zu einer 

kontinuierlichen B-Zell Stimulation kommt, da Plasmazellen rasch von IgM auf 

IgG Antikörperproduktion umschalten. Weiterhin können in der chronischen 

Erkrankungsphase die Immunglobulinisotypen hinsichtlich Th1 und Th2 

Isoformen untersucht werden. Der dominierende Ig Isotyp in den chronischen 3-

3 Mäusen 5 Monate nach Erkrankung war das Th2 abhängige IgG1. Dies 

unterstützt die in vitro erhobenen Daten hinsichtlich des Zytokinprofils dieses T-

Zell Klons und zeigt nochmals, dass T-Zell Klone auch in vivo ein stabiles 

Zytokinmuster aufweisen.  

Im Verlauf einer EAE Erkrankung wird ein epitope spreading der T-Zell 

Myelinepitope beobachtet. So wird die zweite Entzündungswelle nach PLP 139-

51 Immunisierung hauptsächlich durch PLP 178-91 spezifische T-Zellen 

ausgelöst (McRae et al 1995). Die nachfolgenden Untersuchungen 

beschäftigten sich deshalb mit einem möglichen Epitope spreading der B-

Zellen. Dazu wurde den Mäusen über einen Zeitraum von 1-4 Monaten Blut 

entnommen und das daraus gewonnene Serum auf Myelinantikörper mittels 

ELISA getestet. Die so gewonnenen Daten zeigen, dass bereits am Tag 14 

nach Transfer eines PLP 139-51 spezifischen T-Zell Klons mit Th2 Zytokinprofil 

reproduzierbar hohe Antikörpertiter gegen MBP ges. und MOG 1-125, nicht 

jedoch gegen PLP 178-91 nachweisbar sind. Dies bedeutet, dass in den ersten 

Tagen nach adoptivem Transfer Myelinantigene im ZNS freigesetzt und in die 

regionalen Lymphknoten transportiert werden müssen. Dort werden diese 

Antigene T- und B-Zellen präsentiert und lösen eine Immunantwort aus, die sich 

rasch von PLP 139-51 auf MBP und MOG ausdehnt. Relevante PLP 178-91 

spezifische Antikörpertiter sind dagegen erst nach einer längeren 

Krankheitsdauer nachweisbar. Eine mögliche Ursache dafür könnte sein, dass 

PLP 178-91 spezifische T-Zellen mit einer nur geringen Frequenz in naiven 

Mäusen vorkommen. Die Wahrscheinlichkeit, dass APCs dieses Peptid PLP 

178-91 spezifischen T-und B-Zellen präsentieren, wäre dann in der Frühphase 

der Erkrankung gering. Da Antikörper hauptsächlich Konformationsepitope 

erkennen können, wurden EL-4 Zellen mit MOG transduziert. Damit konnte der 

Nachweis geführt werden, dass bereits 14 Tage nach Transfer von PLP 139-51 
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spezifischen Th2 T-Zellen, MOG Antikörper im Serum präsent sind, die MOG in 

seiner „natürlichen“ Konformation erkennen können. 

Im Vergleich zum Th2 Klon 3-3 induziert der Th1 Klon 10-8 eine deutlich 

weniger ausgeprägte Antikörperantwort. So sind die Antikörpertiter gegen PLP 

139-51 sowie MOG 1-125 signifikant und die gegen MBP tendenziell niedriger 

als die Antikörpertiter nach Transfer des Th2 Klons 3-3. In der chronischen 

Erkrankungsphase sind bei den 10-8 Mäusen Antikörper gegen PLP 178-91 

dominant, während in 3-3 Mäusen hochtitrige Antikörper gegen alle 

untersuchten Myelinantigene vorkommen. Somit ist das epitope spreading bei 

B-Zellen nach Th2 T-Zell Klon Transfer ausgeprägter.  

Die meisten gängigen Therapiekonzepte der MS beruhen wesentlich auf einer 

Änderung der Balance zwischen schädlichen Th1 Zytokinen zugunsten 

protektiver antientzündlicher Th2 Zytokine (Pohlman et al 2003). Dieser 

Strategie liegt die Annahme zugrunde, dass die MS eine Th1 vermittelte 

Autoimmunerkrankung ist. Die Datenlage für diese Annahme ist kontrovers. So 

kann in MS Plaques IL-12 gefunden werden (Windhagen et al 1995), und 

mononukleäre Blutzellen (PBMCs) von Patienten mit progredienter MS 

exprimieren mehr IL-12 als PBMCs von Kontrollpatienten (Comabella et al 

1998). Dagegen haben Cannella et al gefunden, dass in MS Läsionen sowohl 

Th1 als auch Th2 Zytokine hochreguliert sind (Cannella et al 2004). 

Oligodendrozyten exprimieren dieser Studie zufolge vorwiegend Rezeptoren für 

Th2 Zytokine. Eine Studie, die mit einem MBP Peptid (aa 83-99) als altered 

peptide ligand (APL) eine Th2 Deviation der Immunantwort bei MS Patienten 

bewirken sollte, führte zu neuen Schüben in mehreren Patienten. In zwei dieser 

Patienten konnte der Schub auf die Gabe dieses MBP Peptids zurückgeführt 

werden (Bielekova et al 2000). Eine Th2 Immundeviation scheint bei der MS 

also nicht generell protektiv zu sein, sondern kann vielmehr auch Schübe 

auslösen.  

Diese Studie stellt das Th1/Th2 Paradigma im EAE Modell in Frage, indem 

gezeigt wird, dass in immunkompetenten SJL Mäusen eine Th2 vermittelte EAE 

Erkrankung induzierbar ist. Ob die gängigen Strategien der EAE Suppression in 

diesem Modell greifen, bleibt weiteren Experimenten vorbehalten.  
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6. Zusammenfassung 
Die Multiple Sklerose (MS) ist die häufigste chronisch entzündliche 

Entmarkungserkrankung in Nordeuropa und Nordamerika. Sie ist klinisch und 

histopathologisch eine heterogene Erkrankung mit unterschiedlichen 

Krankheitsverläufen und histopathologischen Läsionen. Die Experimentelle 

Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist das Tiermodell dieser Erkrankung und 

gilt als eine Th1 T-Zell vermittelte Autoimmunerkrankung mit mononukleären, 

entzündlichen Infiltraten im ZNS.  

Die hier vorgestellte Studie etabliert und charakterisiert ein neues klonales Th2 

EAE Modell in immunkompetenten SJL Mäusen. Der adoptive Transfer des Th2 

T-Zell Klons 3-3 in SJL Mäuse führt zu einer schubförmig verlaufenden EAE 

Erkrankung in den Tieren. Der Erkrankungsbeginn tritt nach adoptivem Transfer 

des Klons 3-3 gegenüber dem Transfer von Th0 oder Th1 Klonen verzögert ein. 

Die klinische Symptomatik ist nach Transfer dieses T-Zell Klons gegenüber den 

getesteten Th0 und Th1 Klonen milder ausgeprägt. 

Das entzündliche ZNS Infiltrat nach adoptivem Transfer des Th2 Klons 3-3 

unterscheidet sich im akuten Erkrankungsstadium durch massive 

nekrotisierende Infiltrate mit eosinophilen Granulozyten von den typisch 

mononukleären Infiltraten nach adoptivem Th1 T-Zell Transfer. Es finden sich 

im Th2 EAE Modell histologisch deutlicher ausgeprägte 

Antikörperablagerungen in stark demyelinisierten Läsionsbereichen.  

Bereits 14 Tage nach Th2 T-Zell Klon Transfer können im Serum von 

erkrankten Mäusen MOG 1-125-, Gesamt-MBP- und PLP 139-51-spezifische 

Antikörper nachgewiesen werden. Diese Antikörper gehören in der chronischen 

Phase der Erkrankung zur IgG1 Isotypfamilie. Dieser Antikörperisotyp ist der 

typische Th2 Immunglobulinisotyp in der Maus. Der in vitro charakterisierte Th2 

T-Zell Klon induziert also auch in vivo eine Th2 Immunantwort. Für MOG gelang 

der Nachweis, dass die im ELISA gefundenen Serumantikörper 

Konformationsepitope dieses Proteins erkennen können. 

Diese Arbeit erweitert das klassische EAE Modell und stellt damit eine 

Annäherung an die Heterogenität der Multiplen Sklerose dar. Inwieweit sich 
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dieses Modell durch die typischen, zu einer Th2 Immundeviation führenden 

EAE Therapien beeinflussen lässt, wird in weiteren Studien zu klären sein. 
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