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Kapitel 1

Einleitung

Das Immunsystem dient der Abwehr von Pathogenen. So wichtig Entziindung fiir die Abwehr
ist, so wichtig ist auch die Begrenzung dieser Reaktion, um nicht mehr Schaden als Nut-
zen anzurichten. Die Toleranz gegeniiber dem eigenen Korper aber auch gegentiber fremden,
nicht-pathogenen Stoffen und Kommensalen ist sehr wichtig; fehlt sie, kann es zu schweren
Autoimmunkrankheiten und Allergien kommen. Genau wie Entziindung ist auch Toleranz
ein aktiver Prozess und nicht nur die Abwesenheit von Entziindung (47). Diese Arbeit be-
schéftigte sich mit der Hypothese, dass auch Antikérper eine , Toleranz“ induzieren kénnen
und zwar in Abhingigkeit von bestimmten Zuckerketten an ihren konstanten Doménen. Im
Speziellen sollte ein Modell gefunden werden, um den Einfluss verschiedener Glykoformen
Antigen-spezifischer Immunglobulin G (IgG) Antikérper, in Form von Immunkomplexen mit
dem Antigen, auf die Reifung von dendritischen Zellen und die Entwicklung entsprechender
Antigen-spezifischer CD4™ T-Zellen zu messen.

Im Folgenden soll zunéchst auf wichtige Komponenten des Immunsystems eingegangen wer-
den; dann folgt eine kurze Einfiihrung in die vermutete Wirkungsweise von IVIG (gepooltem
humanem Serum IgG, das entziindungshemmende Eigenschaften aufweist), im Speziellen der
sialylierten IgG-Subfraktion des IVIG, und in die Entstehung und Wirkung verschieden gly-
kosylierter IgG Antikorper.

1.1 Das Immunsystem

Die Komponenten des Immunsystems konnen funktionell in zwei grofle Gruppen eingeteilt

werden: das sogenannte angeborene und das adaptive Immunsystem. Letztlich weisen beide
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jedoch eine Vielzahl von gegenseitigen Verschriankungen und Abhédngigkeiten auf.

Das angeborene Immunsystem ist der entwicklungsgeschichtlich altere Teil. Genetisch ver-
ankerte Mustererkennungsrezeptoren, auch pattern recognition receptors (PRR) genannt, er-
moglichen ihren Zellen und Effektormolekiilen sehr schnell und spezifisch auf Bedrohungen
zu reagieren, indem sie ihre jeweiligen Pathogen-assoziierten, molekularen Muster erkennen.
Gleichzeitig ist es im Vergleich zum adaptiven Immunsystem aber auch in seiner Bandbreite
begrenzt und rigider in seiner Antwort (22).

Das adaptive Immunsystem wird erst anschlielend aktiviert. Durch Rearrangement multipler
Rezeptorelemente, sind seine spezifischen Rezeptoren auf den T- und B-Zellen sehr variabel
und vielfaltig und dadurch in der Lage eine wesentlich groflere Bandbreite an moglichen
Zielstrukturen zu erkennen. Allerdings hat diese gréflere Freiheit auch einen Preis: ndmlich
den einer schwereren Unterscheidung zwischen fremd und selbst (bzw. gefahrlich und unge-
fahrlich). Transplantat-Abstofungen, Autoimmun-Krankheiten aber auch Allergien werden
Storungen des adaptiven Immunsystems angelastet (22).

Wiéhrend das angeborene Immunsystem also bei der Erkennung wiederholter Infekte jedes
Mal auf die gleiche Art und Weise reagiert, kann das adaptive Immunsystems dank einer Art
immunologischen Gedéchtnisses durch iiberlebende, spezialisierte Zellen, deutlich schneller

und gezielter reagieren als noch beim Erstinfekt.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Neben physischen und chemischen Barrieren, wie z.B. der Haut, sind zelluldre und 16sliche

(humorale) Komponenten wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems (36).

1.1.1.1 Humorale Komponenten

Wichtig fiir die Pathogen-FErkennung sind die bereits erwahnten PRR. Losliche Proteine mit
einer solchen Erkennungsfunktion konnen sekretiert werden und zirkulieren im Blut. Einige
kénnen bereits eine unmittelbare, afferente Funktion iibernehmen und z.B. Bakterien direkt
lysieren; ansonsten wirken sie mittelbar, indem z.B. das Ziel opsoniert wird oder andere 16s-
liche Komponenten wie das Komplement aktiviert werden (33). Komplement dient ebenfalls
der Opsonierung, aber auch der direkten Lyse von Zielzellen. Dabei kann es {iber viele We-
ge aktiviert werden: neben l6slichen PRR des angeborenen Immunsystems auch durch die

Antikérper des adaptiven Immunsystems (36).
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1.1.1.2 Zelluliare Bestandteile

Die Zellen des angeborenen Immunsystems verfiigen {iber verschiedene membrangebundene
oder intrazelluldre PRR. So konnen sie zuséatzlich zu der Erkennung durch 16sliche, angeborene

PRR oder Antikérper auch direkt Pathogene erkennen (33).

Natiirliche-Killerzellen Natiirliche-Killerzellen kénnen einen Virusbefall von korpereige-
nen Zellen erkennen und betroffene Zellen lysieren. Alle kernhaltigen Zellen des Korpers pra-
sentieren Abschnitte der von ihnen hergestellten Proteine auf ihrer Oberfliche durch Haupt-
histokompatibilitdtskomplex-I (MHC-I) Rezeptoren. Virusbefallene Zellen regulieren diese
Rezeptoren hiufig herunter, was die Erkennbarkeit durch CD8" T-Zellen reduziert (siche
Abschnitt 1.1.2.1). Bereits eine relative Herabregulation der MHC-I Molekiile kann durch

Natiirliche-Killerzellen erkannt werden (36).

Sekretorische Zellen Zu ihnen zdhlen Mastzellen, Basophile Granulozyten und Eosino-
phile Granulozyten. Bei Aktivierung z.B. durch Antikérper (je nach Zelltyp unterschiedlich)
setzen sie aus ihren Vesikeln verschiedene proinflammatorische Mediatoren und Enzyme wie
z.B. Interleukine (IL), Eicosanoide, Proteoglykane, Histamin oder Proteasen frei. Zellen aller
drei Gruppen exprimieren dhnliche Rezeptoren und Zytokine, unterscheiden sich aber in ihrer
Effektorfunktion. Wahrend Mastzellen vornehmlich im Gewebe vertreten sind und eine Rolle
bei der Wundheilung aber auch bei der allergischen Sofortreaktion (Typ I) spielen, zirkulie-
ren Basophile Granulozyten intravaskuldr und werden mit der Abwehr von Parasiten und
auch mit verzogerten allergischen Reaktionen (Typ IV) in Zusammenhang gebracht. Eosino-
phile finden sich v.A. im Gastrointestinaltrakt. Ein vermehrtes Vorkommen im Blut wird bei

Infektionen mit Parasiten wie Helmithen aber auch bei allergischem Asthma beobachtet (58).

Phagozytische (und Antigen-priasentierende) Zellen Neutrophile Granulozyten, Ma-
krophagen und Monozyten sind die priméren , Effektorzellen* des angeborenen Immunsy-
stems (56). Sie erscheinen schnell am Ort des Infektes und phagozytieren opsonierte oder
auch direkt erkannte Ziele. Makrophagen und Monozyten kommt auflerdem eine Doppelrolle

als Antigen-préasentierende Zellen in der Aktivierung des adaptiven Immunsystems zu.
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Antigen-prasentierende (und phagozytische) Zellen Antigen-préisentierende Zellen
(APC) sind verantwortlich fiir die Einbindung des adaptiven Immunsystems in die Immu-
nantwort. Gemeinsam ist ihnen eine Vielzahl von (angeborenen) Rezeptoren fiir bakterielle
Komponenten, fiir 16sliche PRR, aber auch Rezeptoren fiir Immunglobuline als Teile des ad-
aptiven Immunsystems. So erkennen sie Pathogene/Antigene, phagozytieren sie und spalten
sie auf. Dann transportieren sie die Information in lymphatische Organe, um sie den CD4"
T-Zellen des adaptiven Immunsystems zu présentieren (37). Dafiir verwenden sie als profes-
sionelle Antigen-prasentierende Zellen MHC-II-Molekiilen im Gegensatz zu ,,gewohnlichen*
Korperzellen, die nur via MHC-I Einblick in die von ihnen hergestellten Proteine geben.
Fiir die Aktivierung der CD4% T-Zellen bedarf es neben dem MHC-II noch weiterer ko-
stimulatorischer Signale wie CD80 und CD86. Diese dienen gleichzeitig als Reifungsmarker
fir dendritische Zellen (7). Zu der Gruppe der APC zihlen neben den dendritischen Zellen
auch Makrophagen und Monozyten. Allerdings wird den dendritischen Zellen die Rolle der
wichtigsten Antigen-prasentierenden Zelle zugeschrieben (28). Weitere Antigenprésentierende

Zellen sind die B-Zellen des adaptiven Immunsystems (siehe Abschnitt 1.1.2.2).

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Das Prinzip der adaptiven Immunantwort ist es, im Gegensatz zum angeborenen Immunsy-
stem anpassungsfahige Rezeptoren zu verwenden, die sich durch Rearrangement und Selektion
immer besser an das jeweilige Ziel angepasst werden. Mit groflerer Freiheit sind aber auch
Risiken verbunden; deshalb ist eine enge Regulation der proinflammatorischen, adaptiven
Immunantwort auf allen Ebenen wichtig. Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems werden
die B- und T-Zellen gezahlt. Selbstreaktive T- und B-Zellen werden schon bei Ihrer Entste-
hung eliminiert und regulatorische T-Zellen sorgen zusétzlich fiir die Kontrolle unerwiinschter

Immunreaktionen.

1.1.2.1 T-Zellen

Unreife T-Lymphozyten durchwandern Blut- und Lymphsystem auf der Suche nach dem fiir
sie passenden Epitop. Jede weist bereits jetzt einen individuellen T-Zell-Rezeptor (TCR)
auf. T-Zell-Rezeptoren kénnen ihre jeweiligen Epitope (Peptide) im Gegensatz zu B-Zell-
Rezeptoren nicht direkt erkennen, sondern nur wenn sie im Rahmen von MHC-Molekiilen
préasentiert werden. Man unterscheidet die T-Zellen je nachdem welchen MHC-Typ sie erken-

nen (37).



Kapitel 1. FEinleitung 5

CD8" T-Zellen CD8" T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen genannt, erkennen ihr jewei-
liges Antigen, wenn es von anderen Zellen via MHC-I préasentiert wird. Einmal aktiviert, sind
sie in der Lage die présentierenden Zellen zu lysieren. Auf diese Weise konnen intrazelluldre

Pathogene wie z.B. Viren effektiv bekampft werden (64).

CD4" T-Zellen CD4" T-Zellen, T-Helferzellen genannt, erkennen ihr Peptid, wenn es via
MHC-II von professionellen APC présentiert wird. Durch diesen ersten spezifischen Kontakt
und mit Hilfe ko-stimulatorischer Signale wie CD80 und CD86 werden die CD4% T-Zellen
dann aktiviert (10). Unter Einfluss von Zytokinen wie IL12, IL6, IL4 entwickeln sich aus ihnen
spezifische T-Helfer Subtypen, die dann wichtige Aufgaben bei der Aktivierung und Regulati-
on von CD8' T-Zellen und B-Zellen wahrnehmen. Je nachdem welche Transkriptionsfaktoren
aktiviert sind oder welche Zytokine sie produzieren, lassen sie sich in verschiedene Gruppen

einteilen (37):

TABELLE 1.1: Untergruppen der T-Helferzellen

Bezeichnung Hauptzytokin, Funktion
Transkriptionsfaktor

Thil-Zellen Interferony (IFN«y), Hilfe bei zelluldrer Immunantwort, aktivieren Makropha-
T-bet gen bei Bekdmpfung intrazelluldrer Pathogene wie Myko-

bakterien, fordern die Entstehung von IgG.

Th2-Zellen IL4, GATA3 Bekdmpfung parasitérer Infektionen, leisten Hilfe bei hu-
moraler Immunantwort, férdern die Entstehung von IgG
und IgE.

Th17-Zellen I117a, RORAT Bekdmpfung von extrazellularen Pathogenen, Verstér-

kung der Neutrophilen-Antwort.
Regulatorische =~ TGFg, forkhead-box Vermitteln Toleranz, unterdriicken T-Zell-Proliferation,

T-Zellen P3 (FoxP3) verhindern iiberschiefende Immunreaktionen.

Dariiber hinaus gibt es noch die sogenannten follikulidren T-Helferzellen. Sie sind in den mei-
sten Féllen essentiell fiir die Ausbildung einer B-Zell Antwort des Immunsystems. Allerdings
besteht Uneinigkeit, ob es sich um eine eigenstdndige Subpopulation handelt oder ob sie aus
einer der vorgenannten hervorgehen (14). Bis auf die regulatorischen T-Zellen werden alle
der vorgenannten Subpopulationen mit proinflammatorischen Eigenschaften in Verbindung
gebracht. Den regulatorischen FoxP3T CD4" T-Zellen wird eine wichtige Rolle bei der Kon-

trolle dieser T-Zellen zugeschrieben. Zum einen wirken sie direkt iiber Zytokine wie IL10
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oder TGF-3 und deren ddmpfende Wirkung auf Zellen des adaptiven und des angeborenen
Immunsystems, zum anderen auch indirekt, etwa indem die Reifung dendritischer Zellen und

damit das T-Zell-Priming verhindert werden (8, 13).

[ T
Y Tcr Regulatorische T-Zelle

Ko-Stimul. \
Molekiile wie
CD80/86-CD28,| e TGFB Th1 Zelle

CD40-CD154
.
°°. Zytokine
$

IFNy
Th2 Zelle

IL4, IL5, IL13

Th17 Zelle

@ IL17A, I17F, ll6

Abbildung 1.1: Priming von naiven CD4% T-Zellen zu aktivierten CD4™ T-Zellen (nach
20).

1.1.2.2 B-Zellen

B-Zellen sind in der Lage spezifische Antikorper zu produzieren und tragen dhnlich den T-
Zellen einen fiir sie spezifischen B-Zell Rezeptor (BCR), der letztlich ein membrangebundener
Antikorper ist. Im Gegensatz zu T-Zellen kénnen sie ihr Antigen direkt erkennen; sie brau-
chen also keine Préasentation via MHC. Allerdings ist fiir die Aktivierung durch die meisten
Antigene eine zusitzliche Unterstiitzung durch CD4" T-Helferzellen notwendig. Dazu priisen-
tiert die B-Zelle das von ihr aufgenommene und prozessierte Antigen via MHC-II an CD4*
T-Zellen mit komplementérem T-Zell-Rezeptor und erhilt aktivierende Signale (35).

Aktivierte naive B-Lymphozyten machen in Lymphfollikeln der Lymphknoten (Lk) und der
Milz einen stark regulierten Reifungsprozess durch, bei dem sie durch Mutation ihrer Ig-
Gene und positive Selektion immer affiner fiir ihr jeweiliges Antigen werden (59). Uberle-
bende Zellen werden am Ende dieses Prozesses dann entweder zu terminal differenzierten,
Antikorper-produzierenden Plasmazellen oder zu Gedéachtniszellen. Letztere konnen lange
Zeitraume tiiberleben und bei erneutem Antigenkontakt wieder in Teilung iibergehen und
Antikérper produzieren. Mittlerweile wird auch bestimmten B-Zell Populationen (IL-10 und

IL-35 produzierende B-Zellen) eine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben (53).
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1.1.2.3 Antikorper

Antikorper sind eine Art 16sliche Epitoperkennungs-Rezeptoren. Durch kontinuierliche Selek-
tion und Anpassung der B-Zellen kann der variable Teil der Antikorper sein jeweiliges Epitop
hochaffin binden. So kénnen Pathogene unmittelbar ,neutralisiert* werden, indem biologi-
sche Funktionen wie z.B. die Fusionierung von Viren mit Zellen gestort werden, aber auch
mittelbar, indem zelluldre und nichtzellulire Komponenten des Immunsystems die gebunde-
nen Antikorper an ihrem ,konstanten® Fc-Teil erkennen und aktiviert werden (37, Abbildung
1.2). Neben dieser Effektorrolle in der Eliminierung fremder Antigene haben sie auch eine
wichtige Funktion im afferenten Schenkel des Immunsystems, also in der Regulation der
folgenden Immunantworten. Durch Interaktion mit aktivierenden aber auch inaktivierenden
Rezeptoren auf Immunzellen haben sie auch Einfluss darauf, wie Antigene dem Immunsystem
préasentiert werden. So spielen sie, neben den Zellen, ebenfalls eine Rolle bei der Regulation
der Immunantwort (39).

Von den fiinf Antikérperklassen (IgA, IgD, IgE, IgG und IgM) ist IgG die im Serum anteils-
méafig am haufigsten vertretene Klasse. Sie setzt sich in der Maus dhnlich wie im Menschen
aus vier verschiedenen IgG Subklassen (IgG1, IgG2a/IgG2c, IgG2b, IgG3) mit leicht verédn-
derten Strukturen zusammen (34). Der Anteil der jeweiligen Subklassen hat Einfluss auf die
Immunantwort, da sie sich durch einen unterschiedlichen Grad an Komplementaktivierung,
Antikorper-abhéangiger zellvermittelter Zytotoxizitdt und in ihrer Affinitdt zu ihren verschie-
denen Rezeptoren unterscheiden (38, 61).

Fcvy-Rezeptoren, als typisches Bindeglied zwischen IgG und dem {ibrigen Immunsystem,
finden sich in unterschiedlicher Auspragung auf fast allen Zellen des Immunsystems inklusive
Endothel- und Mesangialzellen. Lediglich auf T-Zellen konnten sie bisher nicht nachgewiesen
werden (41). Sie konnen in aktivierende und inhibitorische Rezeptoren eingeteilt werden
und deren jeweiliger Anteil an der Erkennung eines Liganden beeinflusst, ob es zu einer
Aktivierung einer Zelle kommt oder nicht (39).

Aufgrund einer niedrigen Affinitit zwischen IgG und Fey-Rezeptoren kénnen die meisten Fery-
Rezeptoren allerdings nur durch Immunkomplexe (durch Antikérper komplexiertes Antigen)
aktiviert werden. Erst dadurch werden Quervernetzungen und die gleichzeitige Aktivierung
mehrerer Rezeptoren moglich. Dieser geringen Affinitdt kommt in der Verhinderung un-
spezifischer Aktivierungen durch ubiquitdr vorhandene IgG eine wichtige Funktion zu (41).
Durch Immunkomplexe aktivierte DC sind zudem im Vergleich mit lediglich durch Antigen

aktivierte DC in der Lage, eine vielfach stérkere Immunantwort auszulosen (49).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Struktur eines IgG und der wichtigsten Gly-
kosilierungen am ASN-297 der CH2 Doménen. (a) Funktionell eingeteilt wird IgG in 2 glei-
che fiir die Antigenbindung verantwortliche Arme (fragment antigen binding, Fab) und einen
fiir die Vermittlung zu Komponenten des Immunsystems zustindigen Effektorteil (fragment
crystallizable, Fc ). Strukturell setzt sich das Molekiil aus zwei leichten Ketten (light, L)
und zwei schweren Ketten (heavy, H) zusammen. Die leichten Ketten bestehen aus einer
variablen (V, dunkelgrau) und einer konstanten (Cp, hellgrau) Doméne, die schweren Ket-
ten neben der variablen (Vy, dunkelgrau) aus drei weiteren konstanten Doménen (Cp1-3,
hellgrau). Die Ketten sind untereinander tiber Disulfidbriicken (gelb) verkniipft. Effektor-
funktionen bendtigen die am ASN-297 N-glykosidisch gebundene Glykankette (dunkelblau).
(b) Die Kernstruktur dieser Kette ist essentiell fiir die Effektorfunktion und Struktur des
IgG. Die endsténdigen variablen Glieder kénnen die Struktur ebenfalls beeinflussen und die
Bindung zusétzlicher Rezeptoren ermoglichen (43). Als GO werden Antikorper bezeichnet,
die an keinem der endstindigen N-Acetylglucosamine (GlcNac) eine Galaktose tragen, Im-
munkomplexen mit ihnen werden pro-inflammatorische Eigenschaften zugeschrieben (11).
G1/G2 bezeichnet Antikérper die eine oder zwei Galaktosen tragen. G151/G2S1/G2S2
bezeichnet die Glykoformen, die zusétzlich zur Galaktose noch eine oder zwei Sialinsduren
tragen. Sowohl Immunkomplexe mit galaktosylierten als auch sialylierten Glykoformen wer-
den mit einer anti-inflammatorischen Wirkung in Verbindung gebracht (25, 42). Abbildung
modifiziert nach (9).

Glykoformen und deren Vorkommen Neben der Verteilung der Subklassen konnte noch
eine andere Antikorpereigenschaft mit einer Regulation der Immunantwort assoziiert werden:
die Glykosylierung der Antikorper (siehe Abbildung 1.2). Jede Antikérperklasse zeichnet sich
durch eine begrenzte Anzahl an méglichen Glykosylierungen aus, die in Art und Lokalisati-
on im Fc-Teil stark variieren kénnen. IgG tragen lediglich eine einzige N-Glykosylierung im
Fc-Teil und zwar am Asparagin-297 (ASN-297) der CH2-Doméne. Diese Glykosylierung ist,
abgesehen von den endstdndigen Gliedern, hoch konserviert und essentiell fiir die Effektor-
funktion des Antikérpers (9). Die endstéandigen Zuckerbausteine hingegen sind sehr variabel:

Es existieren 32 verschiedene Glykoformen (5), die vermutlich Einfluss auf die Konformation
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des Antikérpers und Rezeptoraffinitdten haben (43).

Bereits in den 1980er Jahren konnte eine floride Rheumatoide Arthritis mit Verdnderun-
gen in den vorherrschenden Glykoformen von IgG assoziiert werden. Es lief3 sich eine grofiere
Préavalenz von agalaktosylierten Glykoformen (G0) nachweisen. Ein erhohter Anteil an GO IgG
konnte zudem mit einer verstirkten Komplementaktivierung in Zusammenhang gebracht wer-
den (30). Spater wurde gezeigt, dass ein erhohter Anteil an spezifischen GO anti-citrullinierte-
Peptide IgG mit schwereren Krankheitsverlaufen assoziiert ist. Diese Verdnderungen liefien
sich bereits einige Monate vor dem Nachweis der Arthritis feststellen (46). Auch bei Morbus
Crohn und Colitis Ulcerosa gibt es Hinweise auf &hnliche Muster in den Glykoformen der IgG
Antikorper (55).

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass ein Protein-Antigen zusammen mit einem starken
pro-inflammatorischen Reiz einen deutlich grofieren Anteil proteinspezifischer, asialylierter
und agalactosylierter IgG-Antikorper hervorrufen kann als das Protein-Antigen allein (42).
Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass die bei Allergiepatienten durch orale Hyposen-
sibilisierung induzierten IgG zu einem erhéhten Anteil Sialinsduren tragen (42).

Die Glykosylierung der IgG scheint also in einem gewissen Mafl die Reaktion des Immunsy-

stems auf einen Reiz widerzuspiegeln.

1.2 Therapeutische Antikorper und Autoimmunerkrankun-

gen

Antikorper spielen eine wesentliche Rolle bei der Immunantwort. Ein angeborener oder er-
worbener Mangel an Antikérpern kann die Fahigkeit des Immunsystems auf Pathogene zu
reagieren stark einschrinken. Allerdings kénnen solche Mangelzusténde gut durch Substitu-
tion mit gepoolten, menschlichen Immunglobulinen (IVIG) behandelt werden.

IVIG besteht aus aufgereinigten, polyvalenten, humanen Antikérpern von mehreren tausend
Spendern. Je nach Charge betrdgt der Anteil an IgG zumeist mehr als 90% (44). In den
1980er Jahren wurde entdeckt, dass IVIG in hoher Dosierung (1-2g/kg KG) auch Patienten
mit Immunthrombozytopenie (ITP) hilft (21), einer Autoimmunkrankheit, bei der das Im-
munsystem Autoantikoérper gegen Blutplattchen bildet und so deren Lebensdauer verkiirzt.
Folge ist in vielen Fallen eine verstarkte Blutungsneigung, die im Falle von gastrointestinalen
oder intrakranialen Blutungen auch lebensbedrohlich werden konnen.

Diese Behandlung erschien zunéchst paradox, schliefllich halfen Antikorper gegen eine durch

(Auto-)Antikérper ausgeloste Krankheit. Jedoch kamen mit dieser Entdeckung mehr und
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mehr die immunregulatorischen Eigenschaften von Antikérpern in den Fokus der Forschung.
Heute wird eine Vielzahl von Autoimmunkrankheiten mit IVIG behandelt:

Die bereits erwdhnte Immunthrombozytopenie, das Kawasaki-Syndrom oder das Guillain-
Barré-Syndrom sind in der Behandlung zugelassen (17, 40). Viele Krankheiten wie z.B. die
Myasthenia gravis oder die Dermatomyositis werden zudem im sog. Off-Label-Use behandelt,
also auflerhalb der von den nationalen und européischen Zulassungsbehorden genehmigten
Anwendungsgebiete (26). Auch die Transplantationsmedizin zahlt dazu: MHC-inkompatible
und sensitivierte Nierentransplantations-Patienten kénnen von IVIG-Behandlung profitieren

(23).

1.2.1 Mogliche Wirkmechanismen von IVIG

Wie diese immunregulatorische Wirkung entsteht, ist jedoch nicht abschliefend geklért (51).
Antikorper lassen sich in zwei funktionale Einheiten teilen, das flir die Antigenerkennung
verantwortliche hochvariable Fab-Fragment und das fiir die Verbindung zu den verschiedenen
zelluldren und 16slichen Komponenten des Immunsystems zustandige Fe-Fragment (siehe
Abbildung 1.2). Beiden wurden Effekte bei der Wirkung von IVIG zugeschrieben.

Zunichst das Fab-Fragment: In IVIG-Préaparationen wurden Autoantikérper gefunden, die
beispielsweise Immunzellen depletieren, pro-inflammatorische Rezeptoren blockieren und Zy-
tokine oder andere autoaggressive Antikorper neutralisieren konnten. Ein weiterer moglicher
Effekt ist die Bindung und Inaktivierung der pro-inflammatorischen Komplementfaktoren
C3a und Cbha durch Fab-Fragmente (40).

Es gibt jedoch auch iiberzeugende Hinweise fiir eine Beteiligung der Fec-Fragmente: Dies
wurde zuerst durch erfolgreiche Behandlung der bereits erwéhnten Immunthrombozytopenie
mit reinen Fe-Fragmenten gezeigt (15). Bei diesem Effekt scheint auch die Antikorperglyko-
sylierung eine wichtige Rolle zu spielen (siehe Abbildung 1.2). 2006 konnte in einem Arthritis
Maus-Modell gezeigt werden, dass die Entfernung der gesamten Zuckerkette am Fe-Fragment
die protektive Wirkung des IVIG zunichte macht. Uberraschenderweise fiihrte auch bereits
die Entfernung der terminalen Sialinsiuren, die nur an ca. 15% der Zuckerketten vorkommen,
zu einem der Entfernung der Gesamtkette vergleichbaren Wirkungsverlust; eine angereicher-
te Praparation der sialylierten Glykoformen hingegen, konnte in 10fach geringerer Dosis als
IVIG, einen vergleichbaren protektiven Effekt erzielen. Diese Ergebnisse lielen sich zudem

mit reinen Fc-Fragmenten replizieren (24) und wurden in einer neueren Studie auch in einem
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ITP-Modell bestétigt (50). Interessanterweise gibt es Hinweise, dass auch die IgG, die erfolg-
reich zur Rhesusprophylaxe bei schwangeren Frauen eingesetzt werden, einen erhdhten Anteil
an sialylierten Glykoformen aufweisen (62). Es gibt also starke experimentelle Hinweise, dass
die ASN-297-Glykosylierung der Fc-Doméne eine wichtige Rolle bei der regulatorischen Funk-
tion IVIGs hat.

1.2.2 Mogliche Rezeptoren

Weiter stellt sich die Frage, welche Rezeptoren auf zelluldrer Ebene unmittelbar beteiligt
sein konnen. Unter der Mafigabe, dass IVIG Zellen des Immunsystems zumindest mittelbar
dampft, wire eine Aktivierung inhibierender oder eine Inhibierung aktivierender Rezepto-
ren denkbar. Als mdogliche Rezeptoren fiir IgG kommen dabei zunéchst die Fcy-Rezeptoren
in Betracht. Ein Mechanismus kénnte dabei die Blockade aktivierender Fcy-Rezeptoren auf
Immunzellen sein. Die Affinitdt von monomeren IgG zu den meisten Fcy-Rezeptoren ist al-
lerdings gering, und eine dauerhafte Bindung von Monomeren unwahrscheinlich. Die einzige
Ausnahme ist der Fcy-RI, der monomere IgG der Subklasse 1 binden kann (41). Es wird
deshalb vermutet, dass eine Interaktion zwischen IgG und deren Rezeptoren hauptséichlich in
Form von Immunkomplexen stattfindet (4); eine Verdrangung von Immunkomplexen durch
monomere Antikérper aus IVIG ist weniger wahrscheinlich, zumal eine Sialylierung die Affi-
nitét zusétzlich herabsetzt (43).

Ein weiterer Mechanismus koénnte die Beteiligung des einzigen bekannten inhibitorischen
Fcy-Rezeptors IIB sein. Eine zumindest sekundire Beteiligung bei der Verhinderung einer
passiven I'TP konnte bereits 2001 gezeigt werden (48). Allerdings lésst sich dieser Effekt nicht
an allen Modellen beobachten (51). Zudem gibt es viele Hinweise, dass auch FcyRIIB unab-
héngige Mechanismen existieren (27). Diese Ergebnisse sprechen eher fiir eine moglicherweise
modellabhéngige und mittelbare Beteiligung am IVIG Effekt, beispielsweise durch vermehrte
Expression dieses Rezeptors.

Einiges spricht deshalb fiir die Beteiligung weiterer Rezeptoren bei der direkten Erkennung
der Glykosylierung. In einer aktuellen Ubersichtsarbeit werden sie als , Typ-1I“ Fcy Rezepto-
ren bezeichnet in Abgrenzung zu den klassischen ,, Typ I“ Rezeptoren (43). Dazu zihlt u.a. der
C-Typ Lektin-Rezeptor CD209 (DC-SIGN)/SIGNR1, der auf Marginal-Zonen Makrophagen

eine inhibitorische Wirkung vermittelt (3).
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1.2.3 Vermuteter Wirkmechanismus Antigen-spezifischer, sialylierter An-

tikorper

IVIG besteht wie erwéhnt aus konzentriertem Plasma Immunglobulin G tausender verschie-
dener Spender. Seine anti-inflammatorische Wirkung kann also nur unspezifisch und nicht
gegen ein bestimmtes Epitop gerichtet sein. Da Immunkomplexe aufgrund der héheren Affini-
tat eine sehr wichtige Wirkungsform von Antikérpern fiir die Interaktion mit Fcy-Rezeptoren
darstellen, ist es denkbar, dass die Wirkung von IVIG auch iiber Einbeziehung in solche Kom-
plexe entsteht. Aus diesem Gedanken heraus wurden Antigen-spezifische sialylierte Antikor-
per eingesetzt, um so moglicherweise eine effektivere Wirkung zu erzielen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Sialylierung Antigen-spezifischer monoklonaler Antikorper in 100-fach gerin-
gerer Dosis als IVIG (10mg/kg KG) die Immunantwort gegeniiber einem Antigen reduziert.
Durch Behandlung mit diesen sialylierten Antikérpern konnte so in einem Asthma-Modell,
eine geringere Infiltration mit Eosinophilen, weniger Th2-Zellen, weniger Antigen-spezifische
Plasmazellen und eine verringerte Antigen-spezifische Antikérperproduktion nachgewiesen
werden. Dieser Effekt war sowohl vom Sialylierungsgrad als auch von der Spezifitdt der Anti-
korper abhéngig, nicht jedoch vom inhibitorischen FeyRIIB (42). Dies spricht wiederum fiir
die Beteiligung weiterer Rezeptoren fiir sialylierte Antikorper.

Fir die Einleitung der adaptiven Immunantwort spielt die Prasentation der Antigene durch

Niedrig galaktosylierte AK (G0) Proinflammatorische | 5ch sialylierte AK (S1/52) Regulatorische
& CD4+ T-Zelle & CD4+ T-Zelle I

) MHCII
Antigen N Antigen

N

Y Tcr

'\‘ Typische Fcy-
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des vermuteten Einflusses von Immunkomplexen
aus verschieden glykosylierten IgG auf die Entwicklung von T-Helferzellen. Immunkomple-
xe werden von APC mit Hilfe typischer und neuer, noch zu definierender Fcy-Rezeptoren
erkannt, das Priming der T-Zellen erfolgt dann in Abhéngigkeit von den durch Sialylierung
beeinflussten Rezeptoren.

APC an CD4™" T-Zellen, insbesondere durch dendritische Zellen, eine grofie Rolle (siehe Ab-
schnitt 1.1.1.2). In einem in-vitro Modell konnte mit IVIG die Reifung dendritischer Zellen
vermindert werden. Durch in-vitro hergestellte Immunkomplexe mit sialylierten IgG1 konnte
gegeniiber dem gleichen geringer sialylierten Antikorper ebenfalls eine verminderte Reifung
erzielt werden (42).

Sollte dieser Effekt auch in-vivo auftreten, wére im néchsten Schritt eine Beeinflussung der
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Reifung naiver CD4" T-Zellen denkbar; fiir IVIG wurde bereits eine Induktion regulatorische
FoxP3"T-Zellen als ein moglicher Effekt beschrieben (31).

Zusammengefasst lautet die Hypothese dieser Arbeit wie folgt: Antigen und spezifische Anti-
korper bilden Immunkomplexe, die von APC mit Hilfe typischer Fcy-Rezeptoren und neuer,
noch zu definierender Rezeptoren erkannt, aufgenommen, prozessiert und dann via MHC-II
an CD41 T-Zellen prisentiert werden. Die Glykosylierung soll so, iiber die APC, Einfluss auf
die Antigen-spezifische Aktivierung und das anschliefende Priming der T-Helferzellen neh-
men; insbesondere die vermehrte Bildung von Antigen-spezifischen FoxP3™' regulatorischen
T-Zellen kénnte ein moglicher immunsuppressiver Mechanismus sein. Diese beeinflussen im
néichsten Schritt die weitere Immunantwort gegeniiber dem Antigen, z.B. das Priming ande-
rer CD4" und CD8' T-Zellen (siehe Abschnitt 1.1.2.1) oder die Bildung T-Zell abhéingiger
Antikorper (siehe Abschnitt 1.1.2.2).

1.3 Ziel dieser Arbeit

Toleranz und Regulation sind ebenso wichtige Funktionen des Immunsystems wie die Abwehr
von Pathogenen. Gerade das adaptive Immunsystem, mit seiner Fahigkeit durch vielfaltige
Rezeptoren Antigene zu erkennen, stellt auch eine Gefahr fiir den eigenen Kérper dar. Einer
fehlgerichteten Abwehr kénnen z.B. Allergien und Autoimmunkrankheiten folgen. Um dies zu
verhindern, findet die Regulation des Immunsystems auf vielen Ebenen parallel statt. Neben
regulatorischen T-Zellen (13) und immun-inhibitorischen B-Zellen (53) werden mittlerweile
auch Antikérpern anti-inflammatorische Eigenschaften zugeschrieben (52). Mit IVIG, als
prominentem Beispiel, ist es moglich, einige Autoimmunkrankheiten im Menschen erfolg-
reich mit Antikérpern zu behandeln; eine wichtige Rolle scheint dabei der Glykosilierung
der Antikorper zuzukommen: im Mausmodell konnte eine Sialylierungsabhéngigkeit des anti-
inflammatorischen Effektes gezeigt werden (24). Analog dazu lieBen sich immunsuppressive
Effekte, in wesentlich geringeren Dosierungen, auch mit sialylierten, Antigen-spezifischen An-
tikérpern in Form von Immunkomplexen erzielen. Ein moglicher Wirkmechanismus ist dabei
die Induktion regulatorischer T-Helferzellen tiber dendritische Zellen (42). Ziel dieser Arbeit
war es, ein Modell zu entwickeln, an dem die Wirkung verschieden glykosylierter Antikérper
auf die Antigen-spezifische T-Zell-Entwicklung, insbesondere die der regulatorischen FoxP3"

T-Helferzellen, belegt werden kann.
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Durch Transfer TCR-transgener CD4" T-Zellen besteht die Moglichkeit ihre Entwicklung in
ausreichend grofier Zahl nachzuvollziechen. TNP-gekoppeltes Ovalbumin (TNP-OVA) ermég-
licht zum einen die Bildung von Immunkomplexen mit gegen TNP gerichteten Antikérpern
und zum anderen die Aktivierung der OVA323=339_gspezifischen OTII T-Zellen durch APC.
Die Verwendung von Fegr2b™/~ Miusen als Wirtstier soll zudem Riickschliisse auf die betei-
ligten Rezeptoren zulassen.

Mit Hilfe dieses noch unzureichend erforschten Effektes, konnte es moglich sein, die Immun-
antwort gegeniiber einem bestimmten Antigen gezielt und auch prophylaktisch zu beeinflus-

sen.
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Material und Methoden

2.1 Mause

Fir die Versuche wurden Méuse der in Tabelle 2.1 genannten Stdmme verwendet. Die Tiere
waren 6-12 Wochen alt. In Experiment 1 wurden Ménnchen und Weibchen, in Experiment 2
und 4 Weibchen und in Experiment 3 Mannchen benutzt. Die Tiere wurden vor Experiment-
beginn randomisiert ihren Gruppen zugeteilt. Um bei den Mausversuchen eine ausreichende
Anzahl an Antigen-spezifischen CD4" T-Zellen per fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie
(FACS) identifizieren zu konnen, wurden CD4" T-Zellen mit transgenem T-Zell-Rezeptor
adaptiv in die Wirtstiere transferiert. Die dabei verwendeten OTII™/* Miuse tragen ein
T-Zell-Rezeptor Transgen (Va2/V35) spezifisch fiir das Hithner Ovalbuminpeptid 323-339,
das iiber MHC-II (H2-Abl) prisentiert wird. Um die transferierten CD41 T-Zellen besser
von denen der Wirtsmaus unterscheiden zu kénnen, wurden die OTIIT/* Miuse zusitzlich
mit Thyl.1t/* Miusen verpaart. Thyl.1t/* Miuse exprimieren auf ihren Lymphozyten
CD90.1 (Thyl.1) anstatt CD90.2 (Thyl.2) wie normale C57BL/6J Mause und sind dadurch
durchflusszytometrisch leicht zu erkennen. Die resultierenden Méause werden im Folgenden
als OTIIxThy1.1 bezeichnet, ihre CD4™ T-Zellen, die in die Wirtsméuse transferiert wurden,
werden als (OVA-)spezifische CD4" T-Zellen bezeichnet in Abgrenzung zu denen der Wirts-
méuse, die als endogene CD41 T-Zellen benannt werden.

Die Expression des spezifischen T-Zell Rezeptors der OTII*/* Miuse (V35) und der Ober-
flichenmarker der Thyl.17/* Miuse (CD90.1) wurden per FACS mit den in Tabelle A.6
aufgefithrten Antikérpern kontrolliert. Der Genotyp der als Wirtstier verwendeten Fegr2b—/—

Tiere wurde per PCR von DNA aus Schwanzspitzen kontrolliert, die verwendeten Primer

15
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finden sich im Anhang in Tabelle A.7.

Alle Méuse wurden in der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitdt Liibeck gehalten; dort
besteht freier Futter- und Fliissigkeitszugang sowie ein 12-Stunden Hell/Dunkel Rhythmus.
Alle Tierversuche, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrt wurden, wurden vom Ministe-
riuium fiir Landwirtschaft, Umwelt und Landliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein am

14.08.2013 unter der Versuchsnummer V241-72241.122-39 (103-7/13) genehmigt.

TABELLE 2.1: Verwendete Mausstdmme

Abkiirzungen; Hersteller Besonderheit

genaue Bezeichnung

C57B1/6; Jackson (Bar Harbor, Wildtyp

C57Bl/6J Maine, USA)

Fegr2b—/—*; Taconic (Kéln) Knockout Maus ohne inhibi-

B6;129S-Fegr2btm1Ttk/J torischen Fcy-Rezeptor 1B

OTIIH/+%; Jackson (Bar Harbor, CD4% T-Zellen mit Hiih-

B6.Cg-Tg(TcraTerb)425Cbn/J  Maine, USA) ner Ovalbumin??37339 spezifi-

schem (a/) TCR

Thyl.1H/+; Jackson (Bar Harbor, lymphozytenspezifisches

B6.PL-Thyla/CyJ Maine, USA) Thyl.1 Allel

OTIIxThy1.1 Labor M. Ehlers (Lii- Paarung aus Thyl.17/* und
beck) OTIIH/+

*diese Mausstdmme wurden in der Vergangenheit mindestens 8 x auf den C57BL/6J Hintergrund zuriickgekreuzt

2.2 Reagenzien, Material, Gerate

Im Anhang finden sich alle in dieser Arbeit verwendeten Geréte (Tabelle A.1), Verbrauchsma-
terialien (Tabelle A.2), Reagenzien (Tabelle A.3), Kits (Tabelle A.4) und Puffer (Tabelle A.5)

inklusive Herstellerangaben. Auf einige Reagenzien wird im folgenden gesondert eingegangen.
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2.2.1 Antigen

Fir die effiziente Komplexierung des OVA durch Antikérper wurde ein mit mehreren
2,4,6-Trinitrophenol (TNP) gekoppeltes OVA und monoklonale anti-TNP IgG1-Antikorper
(aTNP IgG1l-Antikorper) verwendet. Auf diese Weise erkennen die Antikérper und die (OVA-)
spezifischen CD4" T-Zellen zwar unterschiedliche Epitope, jedoch dasselbe Molekiil. Um mog-
liche Interferenzen durch das TNP bei der Préisentation der OVA-Peptide durch APC zu
minimieren, wurde fiir die Experimente ein OVA mit der geringen durchschnittlichen Kopp-
lungsrate von 5 TNP-Molekiilen pro OVA gewéhlt. Vorexperimente hatten ergeben, dass es
im Tierversuch bei einer hoheren TNP-Kopplungsrate zu einer verringerten OVA-spezifischen
Antikoérperproduktion kommt; moéglicherweise weil die OVA-Peptide nicht mehr im gleichen

Ausmaf} auf den MHC-Molekiilen prasentiert werden kénnen.

2.2.2 Anti-TNP Antikorper

In allen Experimenten, in denen monoklonale Antikérper verwendet wurden, kamen verschie-

den glykosylierte, murine anti-TNP IgG1-Antikorper zur Anwendung.

2.2.2.1 Herstellung der Antikorper

Monoklonale, murine aTNP IgG1-Antikérper wurden durch Transfektion von Schwere- und
Leichte-Ketten Expressionsplasmiden in HEK293T Zellen produziert (wie hier beschrieben:
18). Diese Antikoérper sind unbehandelt niedrig galaktosyliert und fast nicht sialyliert. Um
zusétzlich zu diesen nativen IgGl-Antikérpern noch galaktosylierte und sialylierte IgG1-
Antikdérper zu produzieren, wurde in einem entsprechenden Transfektionsansatz zusétzlich
zu den Schwere- und Leichte-Ketten Expressionsplasmiden ein Expressionsplasmid mit den
Genen fiir die humane $-1,4-Galaktosyltransferase und die humane «-2,6-Sialyltransferase
verwendet.

Die Herstellung, Aufreinigung und Uberpriifung aller in dieser Arbeit verwendeten Antikérper
wurde im Labor von der Technischen Assistentin Josephine Bitterling oder der wissenschaft-

lichen Doktorandin Alexandra Epp durchgefiihrt.
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2.2.2.2 Glykoanalyse per MALDI TOF

Die IgG1-Antikérper wurden mit rekombinant hergestellter Endoglycosidase S von Strepto-
kokkus pyogenes verdaut und die Glykane vom Protein getrennt. Die resultierenden Glykane
wurden angereichert, permethyliert und mittels matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight Massenspektometrie (MALDI-TOF MS) analysiert (18, 42). Alle Glykoanaly-
sen in dieser Arbeit wurden von der wissenschaftlichen Doktorandin des Labors, Dominique
Petzold, am Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie an
der Charité in Berlin im Kooperationslabor von Dr. Véronique Blanchard durchgefiihrt.

Als sialylierter anti-TNP IgG1 wurde in Experiment 2-4 der Antikérper 12145-107 verwendet.
Als nativer anti-TNP-IgG1 kam in Experiment 2 und 3 12145-098 zum Einsatz; in Experiment
4 wurde er zu gleichen Mengenanteilen mit 12145-130 gemischt.

BB Sialyliert (G1S1/G2S1/G2S2)
100+ B Galactosyliert (G1/G2)
Bl Agalactosyliert (GO0)

Relativer Anteil
der Glykoformen

50-
0-
& & $
G
N N N
NN N
\o Wc .
& s

Abbildung 2.1: Dargestellt wird der relative Anteil der verschiedenen Glykoformen, der in
den Maus-Experimenten verwendeten anti-TNP IgGl-Antikorper. (Siehe Abbildung 1.2 fiir
die Nomenklatur.) Die Analyse erfolgte per MALDI-TOF. Die Balken zeigen das arithmeti-
schen Mittel plus Standardabweichung. Fiir jeden Wert wurden 2 Proben analysiert.

2.2.3 Immunkomplexe

Um Immunkomplexe herzustellen, wurden die verschieden glykosylierten, murinen anti-TNP
IgG1-Antikérper fiir 5 Minuten bei 20 000 g zentrifugiert, um mogliche Aggregate zu entfer-
nen. Danach wurde die Antikérperkonzentration bestimmt und die erforderliche Menge mit
PBS und TNP-OVA gemischt. In Experiment 2 wurden pro Versuchstier 43,5ug und in Ex-
periment 3 210pug Antikérper mit 30ug Antigen in 150ul PBS gemischt und fiir eine Stunde
bei 37°C leicht schiittelnd inkubiert. Das PBS und das Antigen fiir die Versuchsgruppen,
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die keine Immunkomplexe erhielten, wurde analog behandelt. Die mit den niedrig sialylierten
IgG1 hergestellten Immunkomplexe werden im folgenden als native anti-TNP IK, die mit den

hoher sialylierten hergestellten als (hoher) sialylierte anti-TNP Immunkomplexe bezeichnet.

2.2.4 Adjuvans

Um eine pro-inflammatorische Immunantwort gegen OVA auszulésen, wurden in Experiment
1 und 4 komplettes Freund-Adjuvans (CFA, 1mg M.tuberculosis/ml) bzw. angereichertes
Freund-Adjuvans (eCFA, 5mg M.tuberculosis/ml) verwendet und mit dem Antigen emulgiert.
Zur Herstellung der CFA-Emulsionen wurden je 5001 CFA oder eCFA und 5001 TNP-OVA
(Konzentration siehe Abschnitt 2.3.2) in PBS jeweils luftfrei in 1ml Spritzen aufgezogen,
eine der Spritzen mit einer 23G Kaniile und die andere mit einer 19G Kaniile versehen und
die beiden Kaniilen ineinandergesteckt. Dann wurde zunéchst die wéssrige Phase (Antigen
in PBS) in die 6lige gespritzt und die Mischung zwischen den Spritzen solange hin- und
herbewegt bis eine feste Suspension entstand. Als Test der Festigkeit diente, ob ein Tropfen der
Suspension auf einer Wasserfliche auseinandergezogen wird oder kompakt zusammenbleibt.
Um das in Experiment 4 statt CFA verwendete eCFA herzustellen, wurde inkomplettem CFA

5mg Hitze-inaktiviertes Mycobacterium tuberculosis pro ml hinzugefiigt.

2.3 Adaptiver Transfer und Stimulation

Um bei den Mausversuchen OVA-spezifische CD4T" T-Zellen in ausreichender Zahl nachwei-
sen zu konnen, mussten zunichst native OVA-spezifische CD4" T-Zellen in die Wirtsméuse
transferiert werden. Dazu wurden in Experiment 1 aufgereinigte CD4" T-Zellen aus der Milz
und in den Experimenten 2-4 die gesamten Milzzellen aus OTIIxThyl.1 M&usen mit einem
Proliferationsmarker gefirbt und in Fegr2b=/— oder Wildtyp C57BL/6J MAuse transferiert.
Die genauen Zeitpunkte der Injektionen von Zellen, IVIG, Immunkomplexen, Antikérpern
und TNP-OVA /CFA fiir die jeweiligen Experimente sind in Tabelle 2.2 und in den jeweiligen
Ubersichten der Experimente dargestellt.
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2.3.1 Aufreinigung der OVA-spezifischen CD4+ T-Zellen

Zur Gewinnung der Milzzellen wurden die Tiere mit CO3 betdubt und anschliefend durch
zervikale Dislokation getttet. Organe und Zellsuspensionen wurden, wenn nicht anders er-
wahnt, wihrend der gesamten Zeit auf 4°C gehalten. Die Milz wurde zwischen den rauen
Mattréndern zweier Mikroskop-Objekttrager iiber einer Petrischale unter Zugabe von ca. 30
ml PBS zerrieben. Danach wurde die Zellsuspension durch ein 70-pum Zellsieb in ein 50ml
Zentrifugenrohrchen gegeben. Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
(300g, 10 Minuten, 4°C) und nach jedem Waschschritt durch ein 70-um Zellsieb gegeben.
In Experiment 1 wurden zusitzlich die CD4" T-Zellen per magnetic-activated cell sorting
(MACS) angereichert (siehe Abschnitt 2.3.1: Aufreinigung von CD4" T-Zellen). Die CD4*
T-Zellen (Experiment 1) oder die gesamten Milzzellen (Experiment 2-4) wurden anschliefend
mit dem CellTrace Violet (CTV) Proliferationsmarker gefarbt. Dazu wurden die aufgereinig-
ten CD4™" T-Zellen von bis zu 6 Miusen oder die gesamten Zellen aus bis zu 3 Milzen in 5 ml
10puM CTV in PBS bei 37°C fiir 20 Minuten inkubiert. Anschlieend wurde die Farbereaktion
mit 40 ml Medium gestoppt, und die Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen, bevor sie
in einer Neubauer Kammer quantifiziert und auf die entsprechende Konzentration pro 100ul

eingestellt wurden (siehe Tabelle 2.2).

Anreicherung von CD4% T-Zellen In Experiment 1 (siehe Abschnitt 3.1) wurden die
Milzzellen zusitzlich vor der Firbung mit CTV mit dem CD4" T-Cell Isolation Kit II von
Miltenyi per negativer Selektion aufgereinigt. Dies erfolgte mit leichten Modifikationen ge-
méif Hersteller-Protokoll: 2,5%107 Zellen werden im folgenden Abschnitt als eine Einheit (E)
bezeichnet. Nach dem Waschschritt wurden die Zellen in 40ul MACS Puffer pro E resuspen-
diert, danach folgten 10ul Antikérper Mix pro E. Es erfolgte eine 15 miniitige Inkubation
auf dem Schiittler. Danach wurden weitere 30ul MACS Puffer und 20ul Antibiotin-Beads pro
E hinzugegeben und erneut 20 Minuten auf dem Schiittler inkubiert. Pro 4 E wurden dann
5001 MACS Puffer hinzugefiigt und die Zell-Suspension pro 4 E auf jeweils eine mit 3x2 ml
MACS-Puffer vorgewésserte MACS-LS Saule gegeben. Der gesamte Durchlauf einschliellich
der 3 folgenden Spiilungen mit jeweils 2ml MACS-Puffer wurde aufgefangen. Die resultie-
rende Zellsuspension wurde erneut gewaschen und anschlieffend wurden die Zellen mit dem

Proliferationsmarker gefarbt (siehe Abschnitt 2.3.1).
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2.3.2 Antigen-Stimulation der Tiere

Zur intravenosen Injektion wurden die Wirtsméuse (Wildtyp C57B1/6J und Fegr2b=/~) im
Mausrestrainer fixiert und ihnen anschlieBend mit einer 30 Gauge Kaniile 100ul der zuvor
beschriebenen Zellsuspension mit definierter Zellzahl in eine der beiden Schwanzvenen inji-
ziert. Die intraperitoneale Injektion der Immunkomplexe, der Antigen-CFA Emulsion und der
Antikorper erfolgte in 200ul pro Tier mittels einer 26 Gauge Nadel. Die Injektionen wurden

zu den in Tabelle 2.2 angegebenen Zeitpunkten durchgefiihrt.

TABELLE 2.2: Ubersicht der Experimente

Experiment Transferierte Zel- Stimuli und Zeitpunkt Experimentdauer
len/ Tier (Tag-1) (Antigenkontakt immer an Tag 0) nach
Antigenkontakt
1 2*%10° CD4t T- IVIG 2mg/g KG i.p. Tag -2 5 Tage
Zellen 100pg OVA in CFA i.p.
2 3*107 Milzzellen 43,5ug aTNP IgG1 + 30ug 3 Tage
TNP(5)-OVA als Immunkomplexe i.p.
3 3*107 Milzzellen 210pug aTNP IgG1 + 30ug 4 Tage
TNP(5)-OVA als Immunkomplexe i.p.
4 3*10” Milzzellen 90pg antiTNP-IgG1 i.p. Tag -1 4 Tage

30ug TNP-OVA in eCFA) i.p.

2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Organentnahme am Versuchsende

Fiir die Analyse der CD4" T-Zellen wurden die Tiere wie oben geschrieben getétet und die
Organe entnommen (siehe Abschnitt 2.3.1); zusitzlich zur Milz wurden in Experiment 2-4
noch die mesenterialen Lymphknoten (mes. Lymphknoten) préapariert. Aus den entnomme-
nen Organen wurde wie bereits oben beschrieben eine Zellsuspension hergestellt und nach
dem ersten Waschschritt zur (Zytokin-)Restimulation (sieche Abschnitt 2.4.3) oder sofortigen

Farbung aufgeteilt.
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2.4.2 Extra- und intrazellulire Zellfarbung - Kurzprotokoll

Extra- und intrazelluldre Férbung erfolgte in einem Schritt, da alle hier verwendeten Féarbe-
antikorper gegen Oberflichenmarker diese auch in fixiertem Zustand noch vergleichbar gut
erkannten. Auf eine Lyse der Erythrozyten wurde verzichtet. Zunéchst wurden ca. je 2%10"7
Zellen in 20041 in ein Well einer 96-Well V-Boden Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zentrifu-
gation bei 250g fiir 5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und die Platte auf ausgelegtem
saugfihigen Papier trocken geklopft. Die Zellen wurden in 50ul Fixierungs/Permeabilisierung
Losung (Transcription Factor Staining Buffer Set) mit Hilfe einer Multikanalpipette resus-
pendiert; eventuell verbliebene, nicht resuspendierbare Aggregate wurden in diesem Schritt
ebenfalls entfernt. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten auf dem Schiittler bei Raum-
temperatur (RT) wurden pro Well 125yl 1x Permeabilisationspuffer (Transcription Factor
Staining Buffer Set) zugegeben und erneut zentrifugiert (s.o.). Die Pellets wurden in je 25ul
Férbelosung (1x Permeabilisationspuffer plus der entsprechenden Konzentration an extra-
und intrazelluldren Antikérpern (siehe Tabelle A.6)) resuspendiert und fiir 25 Minuten bei
RT auf dem Schiittler inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die

Zellen am Durchflusszytometer analysiert.

2.4.3 Restimulation zum Nachweis intrazellular exprimierter Zytokine

Parallel zur Organentnahme wurde das 1,1x Restimulations-Medium vorbereitet: Pro Well
einer 24 Well-Platte wurden 900ul T-Zell-Medium (siche Tabelle A.5) mit den jeweiligen
Reagenzien vorgelegt: PMA; 6,6ng/900ul, Ionomycin; 1ug/900ul, OVA-Peptid; 5ug/900ul
und Monensin 1,38ug/900ul. Auf diese Weise wurde nach Zugabe von 100ul Zellsuspension
pro Well die entsprechenden Endkonzentrationen erreicht: PMA 10nM (6,6ng/ml), Ionomycin
1,5uM (1ug/ml), OVA-Peptid 2,8nM (5ug/ml), Monensin 2uM (1,38ug/ml). PMA /Ionomy-
cin wurden fiir die polyklonale Stimulation und das OVA-Peptid fiir eine Antigen-spezifische
Stimulation verwendet. Monensin diente als Sekretionsblocker. In Experiment 2 und 4 wurden
die CD4" T-Zellen Antigen-spezifisch mit OVA-Peptid restimuliert, in Experiment 3 poly-
klonal mit PMA /Ionomycin. Die Zellen wurden gezdhlt, gewaschen, resuspendiert und mit
entsprechendem Volumen an T-Zell-Medium auf 1*10® Zellen/ml eingestellt. Dann wurden
je 100ul in die vorbereiteten Wells gegeben und die Platten 5 Stunden im Brutschrank bei
37°C und 5% COg inkubiert. Anschlieend wurde der Uberstand (ca 800ul) vorsichtig mit

einer 1000ul Pipette abgenommen, die Zellen resuspendiert, in eine 96-Well Platte iiberfiihrt
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und wie oben beschrieben geférbt.

2.5 Auswertung

2.5.1 Durchflusszytometrisches Gating

Wie bereits beschrieben (siehe Abschnitt 2.1), exprimieren die transferierten OTIIxThyl.1
CD4" T-Zellen und deren Nachkommen im Gegensatz zu den CD4" T-Zellen der Wirts-
méuse CD-90.1 (Thyl.1) und koénnen so identifiziert werden. Sie wurden wihrend der Ex-
perimente als (OVA-)spezifische CD* T-Zellen bezeichnet. Allerdings exprimieren nicht alle
OTIIxThyl.1 CD4" T-Zellen urspriinglich V35 (eigene Beobachtung), eine der beiden TCR-
Untereinheiten, die bei diesen Méusen die OVA-Spezifitit ausmachen. Zwar steigt der Anteil
der V35T Zellen nach OVA-Kontakt und Proliferation auf > 95%, trotzdem wurde diese Un-
tereinheit in Experiment 2 und 4 zusétzlich angefirbt und nur die positiven Zellen wurden
analysiert (siehe Abbildung 2.2 E). Zudem wurden bei der Zytokin- und FoxP3-Analyse in al-
len Experimenten nur diejenigen Zellen betrachtet, die auf den Antigenreiz hin proliferierten
und die Konzentration des Proliferationsmarkers verringerten. Dies geschah, um anerge Zellen
und solche die moglicherweise trotz Thyl.1 (und V35) Positivitét nicht OVA-spezifisch sind,
nicht mit in die Analyse einzubeziehen. Die proliferierten Zellen wurden hier als Generation

1+ bezeichnet (siehe Abbildung 2.2 F).
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Abbildung 2.2: Darstellung einer exemplarischen Gatingstrategie: A Lymphozyten, B,C
singulére Zellen, D CD4% T-Zellen, E Thyl.1T und V35 * Zellen, F proliferierte spezifische
Zellen, G FoxP31 Zellen.
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Wenn in einem Experiment, bei einer Analyse einzelner Tiere keine Proliferation der
CD4%1 /Thyl.17(/V351) CD4*1 T-Zellen zu erkennen war und der Anteil der OVA-spezifischen
T-Zellen dem der Tiere der PBS-Kontrollgruppe (ohne Antigenkontakt) glich, wurden diese
Tiere von einer weiteren Analyse ausgeschlossen. Dies geschah in der Annahme eines Fehlers
bei der intraperitonealen Applikation des Antigens beispielsweise durch Injektion ins Caecum.
Weiterhin wurden Proben, bei denen z.B. aufgrund von Fehlern bei der Verarbeitung weni-
ger als 1¥10° CD4% T-Zellen aufgenommen werden konnten, von der weiteren Auswertung

ausgeschlossen. Dies trat insbesondere bei den mesenterischen Lymphknoten auf.

2.5.2 Verwendete Software/Statistik

Die FACS Daten wurden an einem LSRII mit Hilfe des Programms FACS DIVA Version
6.0 von BD (Heidelberg) erhoben und mit Flowjo v10.0.7 von Treestar (Ashland, OR, USA)
ausgewertet. Eine Zusammenfithrung der Daten eines Experiments und die weiterfithren-
de statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Prism 6.0 von GraphPad (La
Jolla, CA, USA). Die Signifikanz zwischen den Versuchsgruppen wurden mit Hilfe der einfak-
toriellen Varianzanalyse und des Tukey-Tests fiir multiples Testen bestimmt. Das jeweilige
Signifikanzniveau wurden wie folgt mit * gekennzeichnet: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
% p<0.0001; in Einzelfallen, in denen eine Tendenz deutlich gemacht werden sollte, wurde
der P-Wert direkt angegeben. Jeder Punkt einer Grafik entspricht einer Maus im Experiment.
Sind mehrere Werte in Gruppen zusammengefasst, wurde zusédtzlich das arithmetische Mittel
mit der Standardabweichung dargestellt.

i N,
ZNX?

ProliferationsInder = ————

> 5

Abbildung 2.3: i ist die jeweilige Generationszahl und N;
ist die Anzahl an Zellen in der jeweiligen Generation i. Es
wird also fiir diejenigen Zellen die sich geteilt haben, die mitt-
lere Zahl der Teilungen berechnet (45). Eine moglicherweise
teilweise anerge ,,Generation 0“ findet dabei keine Berticksich-
tigung und kann das Ergebnis nicht verfélschen.

Fir die Auswertung des Proliferationsindexes im ersten Experiment wurde das proliferation
tool der Software Flowjo 7.6.4 von Treestar (Ashland, OR, USA) verwendet; die Berechnung

des Proliferationsindexes erfolgte nach der in Abbildung 2.3 dargestellten Formel.
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Ergebnisse

B- und T-Zellen lassen sich als hochspezialisierte Zellen des adaptiven Immunsystems dank
ihres Rezeptors einem spezifischen Epitop eines Antigens zuordnen und eignen sich deshalb,
eine Antigen-spezifische Immunantwort zu verfolgen. Nach Antigenstimulation entwickeln sich
spezifische T-Helferzell-Subpopulationen, die wichtige regulatorische Aufgaben wahrnehmen
und grob in proinflammatorische (wie Thl oder Th17) und immunsuppressive (z.B. FoxP3™)
CD4*" T-Zellen eingeteilt werden konnen. Es konnte gezeigt werden, dass IVIG wahrschein-
lich mittels APC wie dendritischen Zellen die Bildung von regulatorischen FoxP3*t CD4"
T-Zellen positiv beeinflussen kann und mithin ein moéglicher Zusammenhang zwischen den
immunmodulatorischen Eigenschaften von IVIG und diesen Zellen besteht. Analog dazu lie-
en sich immunsuppressive Effekte mit sialylierten, Antigen-spezifischen Antikérpern in Form
von Immunkomplexen mit ihrem Antigen erzielen. Ziel dieser Arbeit war es, Methoden und
Modelle zu entwickeln, um die Einfliisse von IVIG und unterschiedlich glykosylierten, Antigen-
spezifischen IgGl-Antikérpern auf die Antigen-spezifische T-Helferzell-Entwicklung, insbe-
sondere auf die Induktion FoxP3™ regulatorischer T-Zellen, zu untersuchen. Spéter kénnten
mit geeigneten Modellen dann auch die daran beteiligten Rezeptoren auf den APC charakteri-
siert werden. Wenn es moglich wére mit Hilfe von Antigen-spezifischen Antikérpern Einfluss
auf die Entwicklung von Antigen-spezifischen, regulatorischen FoxP3™ CD4" T-Zellen zu
nehmen, kénnte das ein vielversprechendes Werkzeug z.B. bei der Behandlung von Autoim-

munkrankheiten und Allergien sein.

25
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3.1 Experiment 1: Wirkung von IVIG auf die Immunisierung

mit OVA in CFA in Fcgr2b/~ Miusen

Es konnte gezeigt werden, dass die Reifung dendritischer Zellen unter dem Einfluss von IVIG
gehemmt wird (siehe Abschnitt 1.2.3). Zudem gibt es Hinweise, dass IVIG die Bildung von
FoxP3" CD4*1 T-Zellen positiv beeinflusst (31).

Ankniipfend an diese Ergebnisse wurde im ersten Experiment die anti-inflammatorische Wir-
kung von IVIG untersucht. Es sollte dessen Einfluss auf dendritischen Zellen, die endoge-
nen, OVA-unspezifischen und die transferierten, OVA-spezifischen CD4" T-Zellen nach Ak-

tivierung mit dem pro-inflammatorischen Stimulus OVA in CFA beurteilt werden. Da eine
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Abbildung 3.1: (a) Ubersicht iiber Experiment 1 (weitere Details in Tabelle 2.2 und im
Text). (b) Exemplarische durchflusszytometrische Darstellung der Frequenzen von Thy1.1"
CD4%" T-Zellen an allen CD4" T-Zellen der Milzen. Thyl.1 dient als Marker fiir transferierte
Zellen. (c) Relative Anteile und (d) absolute Zahlen (berechnet) der in (b) gezeigten Zel-
len. In den Gruppenanalysen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt
wurde das arithmetische Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal
durchgefiihrt.

FcyRIIB unabhéangige Wirkung sowohl von IVIG als auch von sialylierten, monoklonalen
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IgG1-Antikorpern auf dendritische Zellen nachgewiesen werden konnte (42), wurden in die-
sem Experiment Fegr2b™/~ Mause als Wirtstiere verwendet.
Dazu wurden die Versuchstiere in drei Gruppen mit je 3 (Gruppe a) oder je 5 Tieren (Grup-
pe b und c) aufgeteilt (vergleiche Abbildung 3.1a). Allen Tieren der drei Gruppen wurden an
Tag -1 2*¥10° aufgereinigte Thyl.1* CD4" T-Zellen von OTIIxThl.1 Miusen i.v. gespritzt.
Gruppe a (PBS) diente als Negativkontrolle und wurde weder mit IVIG an Tag -2 noch mit
OVA in CFA an Tag 0 behandelt. Gruppe b (OVA/CFA) war die Positivkontrolle und wurde
an Tag 0 mit 100ug OVA in CFA i.p. immunisiert. Gruppe ¢ (IVIG + OVA/CFA) bekam im
Vergleich zu Gruppe b zusétzlich an Tag -2 IVIG (2mg/g Korpergewicht) i.p. appliziert. Das
Experiment wurde an Tag 5 nach Antigengabe beendet und die Milzzellen analysiert.
Sowohl beim relativen Anteil als auch an der absoluten Zahl OVA-spezifischer CD4™ T-
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Abbildung 3.2: Verringerte Antigen-spezifische CD4" T-Zell-Proliferation und vermehrt
regulatorische FoxP31 CD4*" T-Zellen in IVIG-behandelten Mausen: (a) Exemplarische Dar-
stellung der Proliferation der transferierten Thyl.1T CD4" T-Zellen je Gruppe. (b) Durch-
schnittliche Zellteilungen der Thy1.1T CD4* T-Zellen. Der Proliferationsindex ist die Anzahl
von Zellteilungen, geteilt durch die Anzahl der Zellen, die (berechnet) urspriinglich in Tei-
lung gingen (siehe Abbildung 2.3). c) Exemplarische Darstellung endogener FoxP3+™ CD4™
T-Zellen der Milz. d) Prozentualer Anteil endogener FoxP3* CD4™1 T-Zellen an allen endoge-
nen CD4+ T-Zellen der Milz. Die Menge an Thyl.1% FoxP3™ CD4+ T-Zellen war in diesem
Experiment so gering, dass sie nicht ausgewertet werden konnten. In den Gruppenanaly-
sen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wurde das arithmetische
Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.
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Zellen deutete sich eine geringere Proliferation bei den mit IVIG behandelten Méausen an
(siehe Abbildung 3.1c und 3.1d). Signifikant wurde dieser Trend bei Betrachtung des Pro-
liferationsmarkers CTV: Die mittlere Zahl der Zellteilungen (Proliferationsindex) ist in der
IVIG-behandelten Gruppe geringer (siehe Abbildung 3.2b). Betrachtet man bei den OVA-
unspezifischen, endogenen CD4" T-Zellen den Anteil an FoxP3" T-Zellen, so ergibt sich
in der IVIG-behandelten Gruppe c ein grofierer Anteil an FoxP31 T-Zellen im Vergleich zur
nicht behandelten Gruppe b. Die OVA-spezifischen FoxP3*t CD4" T-Zellen konnten aufgrund

ihrer geringen Frequenz nicht ausgewertet werden.
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Abbildung 3.3: Verringerte Reifung dendritischer Zellen in IVIG behandelten Tieren: CD80
und CD86 als wichtige Aktivierungsmarker muriner, CD11c™", dendritischer Zellen. (a) CD86
Oberflichenexpression. (b) CD80 Oberflichenexpression. Ausgewertet wurden CD11ct Milz-
zellen. In den Gruppenanalysen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Darge-
stellt wurde das arithmetische Mittel der Fluoreszenzintensitiat mit der Standardabweichung.
Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.

Da dendritische Zellen einen mafigeblichen Einfluss auf die T-Zell-Entwicklung haben, wurden
in diesem Experiment die Aktivierungsmarker CD80 und CD86 auf CD11c™ dendritischen
Zellen betrachtet. Wahrend bei CD86 kein Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar
war, zeigte sich fiir CD80 eine geringere Oberflichenexpression auf CD11ct Milzzellen in der
mit IVIG behandelten Gruppe c (siehe Abbildung 3.3).

Dieses Experiment fand in chrQb*/ ~ Ma&usen statt, daher scheinen die beobachteten Effekte,
wie erwartet nicht vom inhibitorischen FeyRIIB abhéngig zu sein.

Zusammengefasst konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass IVIG die Expression des Ak-
tivierungsmarkers CD80 auf CD11ct dendritischen Zellen vermindert, den Anteil an unspe-
zifischen regulatorischen T-Helferzellen erhoht und die Proliferation OVA-spezifischer CD4%

T-Zellen verringert.
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3.2 Experiment 2: Wirkung von in-vitro generierten Immun-

komplexen in Fcgr2b—/~ Miusen

Beginnend mit Experiment 2 wurden anstatt des poly-spezifischen IVIG, TNP-spezifische
IgG1 in Form von Immunkomplexen mit TNP-OVA eingesetzt, um so die Immunantwort
gezielter in Bezug auf die OVA-spezifischen T-Zellen beeinflussen zu kénnen. Dabei ka-
men 2 Gruppen von monoklonalen anti-TNP IgG1l zum Einsatz, die sich in der Glykosy-
lierung ihrer Fc-Region unterschieden (siehe Abschnitt 2.2.3). Auflerdem wurde auf ein pro-
inflammatorisches Adjuvans verzichtet um herauszufinden, ob Immunkomplexe bereits unter
diesen Bedingungen in der Lage sind Antigen-spezifische, regulatorische CD4" T-Zellen zu
induzieren.

Um die Frequenz OVA-spezifischer CD4" T-Zellen im Vergleich zu Experiment 1 weiter zu

Adaptiver Transfer i.v Analyse
~3*10"7 Thy1. 1+ Milzzellen - Proliferation
Donor: OTlIxThy1.1w - FoxP3
Empfanger: - IFNy
Fecgr2b-/- w 2-3 Monate
I v TagD T
| | Ll
Tla\g -1 i T:ag 3
Immunisierung (i.p.)
a) PBS
b) TNP-OVA

c) aTNP IgG1 (nativ) + TNP-OVA als Immunkomplexe
d) aTNP IgG1 (sial) + TNP-OVA als Immunkomplexe

Abbildung 3.4: Ubersicht {iber Experiment 2 (weitere Details in Tabelle 2.2 und im Text).

erhéhen, wurde auf die Aufreinigung der CD4% T-Zellen verzichtet und am Tag -1 ca. 3*107
OTII-Thyl.1 Milzzellen in je eine Fegr2b—/~ Maus transferiert. Die Versuchstiere wurden in
zwei Gruppen zu je 6 Tieren (c/d, nativ/sial. anti-TNP IK), eine mit 5 Tieren (b, TNP-OVA)
und eine Kontrollgruppe mit 2 Tieren (a, PBS) aufgeteilt. An Tag 0 wurden die Tiere stimu-
liert: Gruppe a wurde als negative Kontrollgruppe fiir die Proliferation der OVA-spezifischen
CD4*" T-Zellen nur mit PBS behandelt, den Tieren der Gruppe b wurde als Positivkontrolle
fiir die T-Zell-Proliferation lediglich 30ug TNP-OVA injiziert, die der Gruppe ¢ dienten als
Negativkontrolle fiir die Sialylierung und erhielten 30ug TNP-OVA komplexiert mit 43,5ug
nativen anti-OVA IgG1. Gruppe d erhielt ebenfalls 30ug TNP-OVA, jedoch komplexiert mit
sialylierten anti-TNP IgG1. ( Vergleiche Abbildung 3.4 und Tabelle 2.2.)

Experimente zu oral und intravenos induzierter Toleranz haben ergeben, dass die dabei ent-
stehenden FoxP3% CD4" Zellen zuerst in den mesenterialen, den Diinndarm drainierenden
Lymphknoten detektiert werden kénnen (12). Weil die Experimente hier, mit 3 bis 4 Tagen

sehr kurz sind und die Frequenz an spezifischen FoxP3%™ CD4" T-Zellen gering ist, wurden
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Abbildung 3.5: Relativer Anteil und absolute Zahl OVA-spezifischer CD4™ T-Zellen von
allen CD4™" T-Zellen. (a) Exemplarische durchflusszytometrische Darstellung der Frequenzen
von Thyl.1"/V35" CD4" T-Zellen in den Milzen. Thyl.1 dient als Marker fiir transferierte
Zellen und V5 als Marker fiir den transgenen Ovalbuminpeptid-Rezeptor. (b) Relativer
Anteil und (c) absolute Zahlen der in (a) gezeigten Zellen. In den Gruppenanalysen entspricht
jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wurde das arithmetische Mittel mit der
Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.

den Tieren neben den Milzen auch die mesenterischen Lymphknoten (mes. Lymphknoten)
entnommen und untersucht.

In den Milzen der mit Immunkomplexen behandelten Tiere (Gruppe ¢ und d) konnte im
Vergleich zu den nur mit TNP-OVA behandelten Tieren (Gruppe b) ein deutlich hoherer
Anteil spezifischer CD4% T-Zellen detektiert werden; allerdings tendenziell am meisten in
Gruppe d, deren Antikoérper einen hohen Grad an Sialylierung aufwiesen. Interessanterweise
lieB sich in den mesenterischen Lymphknoten keine solche Tendenz feststellen (siehe Ab-
bildung 3.5). Im Gegensatz zum Vorexperiment lieflen sich bei den unspezifischen FoxP3*
CD4" T-Zellen ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen feststellen. Bei
den OVA-spezifischen CD4" T-Zellen waren bei den Immunkomplex-behandelten Tieren si-
gnifikant mehr FoxP3™ Zellen vorhanden, jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen
den verschieden glykosylierten Immunkomplexen (siehe Abbildung 3.6).

Um die IFN~v-Zytokinexpression als Marker fiir Thl CD4% T-Zellen zu bestimmen, wur-
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Abbildung 3.6: Erhohter Anteil an OVA-spezifischen FoxP3™ CD4" T-Zellen in
Immunkomplex-behandelten Tieren (a) Endogene und Thyl.17/V35%(OVA-spezifische)
FoxP3T CD4" T-Zellen. (b) Frequenzen von endogenen, FoxP3T CD4" T-Zellen der Ver-
suchsgruppen in Milz und mes. Lymphknoten. (c¢) Anteil von Thyl.1"/V 35T FoxP3+t CD4*
T-Zellen an den gesamten Thyl.17/V35+T CD4" T-Zellen in Milz und mes. Lymphknoten
Das Gating der Thy1.17/V35% CD4" T-Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben,
ausgewertet wurden die Zellen, die sich zumindest einmal geteilt haben. In den Gruppenana-
lysen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wurde das arithmetische
Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.

den die Milzzellen in-vitro mit dem fiir den OTII-TCR passenden OVA-Peptid stimuliert.
Die transferierten, OVA-spezifischen CD4™ T-Zellen zeigten im Gegensatz zu den endogenen
CD4" T-Zellen, eine deutliche Aktivierbarkeit anhand des Markers CD154. Durch vierstiin-
dige Stimulation lieBen sich ca. 10-20% der Thyl.1T CD4" T-Zellen Antigen-spezifisch ak-
tivieren. Die Kontrollgruppe zeigte, dass diese Aktivierung nicht durch das Monensin oder
die Zellkultur ausgeldst wurde. Die CD4" T-Zellen der Immunkomplex-behandelten Méuse

zeigten eine tendenziell geringere Aktivierbarkeit als die nur mit TNP-OVA behandelten;
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zudem war ein signifikant geringerer Anteil IFN~-positiv. Allerdings konnten erneut keine
signifikanten Unterschiede zwischen den nativen und hoher sialylierten IgG1 festgestellt wer-
den (siehe Abbildung 3.7).

Insgesamt zeigte sich in diesem Experiment ein zweideutiges Bild: Die mit Immunkomplexen
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Abbildung 3.7: Verringerter Anteil OVA-spezifischer, IFN~y-produzierender CD4" T-Zellen
in Immunkomplex-behandelten Tieren. (a) Durchflusszytometrische Darstellung aktivierter
(CD1547"), Thyl.1t/V35T CD4" T-Zellen und deren IFN~y Expression nach 4 stiindiger
in-vitro Stimulation mit OVA-Peptid. (b) Anteil aktivierter (CD154%) CD41 T-Zellen bei
spezifischen (Thy1.17/V35%) und endogenen, CD4% T-Zellen nach Stimulation mit OVA-
Peptid plus Monensin oder Monensin allein. (c) Anteil [IFNy+/CD154" an Thyl.1t/Vg5+
CD4* T-Zellen. Das Gating der OVA-spezifischen CD4™ T-Zellen erfolgte wie in Abschnitt
2.5.1 beschrieben. Ausgewertet wurden die Zellen, die sich zumindest einmal geteilt haben.
In den Gruppenanalysen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wur-
de das arithmetische Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal
durchgefiihrt.

behandelten Tiere wiesen einen hoheren Anteil spezifischer regulatorischer CD4" T-Zellen auf
und der Anteil an Thl-Zellen war vermindert. Allerdings war der Anteil an OVA-spezifischen
CD4" T-Zellen an den gesamten CD4" T-Zellen in den Immunkomplex-behandelten Tie-
ren grofler, was fiir eine stérkere Proliferation spricht. Die Unterschiede zwischen den mit

verschiedenen Glykoformen behandelten Tieren waren nur gering ausgepragt.
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3.3 Experiment 3: Wirkung von in-vitro generierten Immun-

komplexen in Wildtyp C57BL/6J M&ausen

Die Ergebnisse des letzten Experimentes zeigten bei den mit Immunkomplexen behandelten
Tieren zwar einen hoheren Anteil an FoxP3™ Zellen und einen verringerten Anteil IFN~™
Zellen an den OVA-spezifischen CD4" T-Zellen, allerdings lieflen sich keine deutlichen Un-
terschiede zwischen den mit sialylierten und den mit nativen Antikorpern hergestellten Im-

munkomplexen feststellen. Im folgenden Experiment wurden deshalb die Immunkomplexe
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Abbildung 3.8: Anteil OVA-spezifischer CD41 T-Zellen an den gesamten CD4% T-Zellen
der Milz und der mesenterialen Lymphknoten. (a) Ubersicht iiber Experiment 3 (weitere
Details in Tabelle 2.2 und im Text). (b) Exemplarische durchflusszytometrische Darstellung
der Frequenzen an endogenen und Thyl.1T CD4" T-Zellen in den Milzen. Thyl.1 dient als
Marker fiir transferierte Lymphozyten und deren Nachkommen. (c) Anteil Thyl.1* CD4*
T-Zellen an den gesamten CD4" T-Zellen der Milz und der mesenterialen Lymphknoten.
In der Gruppenanalyse entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wur-
de das arithmetische Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal
durchgefiihrt.

mit einem hoheren Antikérperanteil hergestellt. AuBerdem wurden statt Fegr2b™/~ Méausen
normale C57BL/6J Wildtyp Méause verwendet, um eine mogliche Beteiligung des inhibitori-
schen Fcy-Rezeptors unter diesen Bedingungen nicht auszuschlieen. Die Tiere wurden in drei
Gruppen zu 5 Tieren und eine Kontrollgruppe mit 2 Tieren aufgeteilt. Wie in Experiment 2

wurden am Tag -1 ca. 3¥*107 OTII-Thy1.1 Milzzellen in jedes Versuchstier injiziert. Am Tag
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0 erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (a, PBS) PBS, wihrend, den Versuchstieren der drei
iibrigen Gruppen 30ug TNP-OVA injiziert wurde; bei Gruppe c (nativ aTNP IK) und d (sial.
aTNP IK) zusitzlich komplexiert mit 210ug nativen bzw. sialylierten IgG1. Nach 4 Tagen
wurde das Experiment beendet (siehe Abbildung 3.8 und Tabelle 2.2).

In den Immunkomplex-behandelten Méusen gab es in Milz und Lymphknoten tendenziell we-
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Abbildung 3.9: Tendenziell héherer Anteil an OVA-spezifischen FoxP3t CD4" T-Zellen
und geringerer Anteil an OVA-spezifischen, IFNy-produzierenden, aktivierten CD4" T-Zellen
in den Immunkomplex-behandelten Tieren. (a,b) Anteil FoxP3™ an Thyl.1"™ CD4" T-Zellen.
(c,d) TFN~ und CD154 Expression in den Thyl.1 CD4% T-Zellen der Milz. Das Gating
der Thyl.1™ CD4" T-Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben, jedoch ohne V35-
Farbung. Ausgewertet wurden die Zellen, die sich zumindest einmal geteilt haben. In den
Gruppenanalysen entspricht jeder Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wurde das
arithmetische Mittel mit der Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal durchge-
fiihrt.

niger OVA-spezifische CD41 T-Zellen als in den mit Antigen allein behandelten. Zudem wie-
sen diese Tiere einen tendenziell héheren Anteil von FoxP3" Zellen an den OVA-spezifischen
CD4*t T-Zellen auf und auch der Anteil an IFN~v-produzierenden, aktivierten (CD154T)
CD4*" T-Zellen war deutlich verringert. Allerdings bestand wiederum kein klarer Unterschied
zwischen den mit nativen und den mit sialylierten IgG1l-Immunkomplexen behandelten Tie-
ren. Erneut zeigte sich also ein leicht erhohter Anteil an OVA-spezifischen regulatorischen
CD4* T-Zellen und ein verringerter Anteil an Th1-Zellen in den Immunkomplex-behandelten
Tieren. Auch in diesem Experiment waren die Unterschiede zwischen den Glykoformen gering

ausgepragt.
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3.4 Experiment 4: Wirkung von verschieden glykosylierten
IgG1-Antikorpern auf die Immunisierung mit TNP-OVA
in eCFA in Fcgr2b~/~ Miusen

Die in-vitro praformierten Immunkomplexe der letzten beiden Experimente mit TNP-OVA
und den verschieden glykosylierten anti-TNP IgG1-Antikérpern brachten keine klaren Un-
terschiede zwischen den verschiedenen Glykoformen zutage. Allerdings existierte auch kein
starker pro-inflammatorischer Reiz, vor dessen Hintergrund sich eine potentielle inhibitorische
Wirkung der sialylierten IgG1-Antikérper deutlich hatte abheben kénnen. Aus diesem Grund
wurde in diesem Experiment, d&hnlich dem ersten Experiment, Freund-Adjuvans verwendet.
Um diesen pro-inflammatorischen Ko-Stimulus weiter zu verstiarken, wurde das Adjuvans im

Vergleich zum CFA mit einer erhéhten Dosis an Hitze-inaktivierten Mykobakterien versehen.
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Abbildung 3.10: (a) Ubersicht iiber Experiment 4 (weitere Details in Tabelle 2.2 und
im Text). (b) Exemplarische durchflusszytometrische Darstellung der Frequenzen an OVA-
spezifischen (Thyl.1"/V35%) CD4" T-Zellen von den gesamten CD41 T-Zellen in der Milz.
(c) Anteil Thyl.17/V35T CD4" T-Zellen an den gesamten CD4+ T-Zellen der Milz und der
mesenterialen Lymphknoten. In der Gruppenanalyse entspricht jeder Punkt einer Maus im
Experiment. Dargestellt wurde das arithmetische Mittel mit der Standardabweichung. Das
Experiment wurde einmal durchgefiihrt.
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Die in-vitro Generierung von Immunkomplexen in Experiment 2 und 3 stellt eine weitere
Variable und damit eine zusétzliche mogliche Fehlerquelle dar. Daher wurde das Experiment
4 so verdndert, dass spezifische Antikérper und Antigen getrennt voneinander gespritzt wur-
den, um die Immunkomplexformierung unter méglichst physiologischen Bedingungen in den
Mausen selbst ablaufen zu lassen.

Die Fegr2b—/~ Miuse wurden in vier Gruppen eingeteilt: Eine Negativkontrollgruppe mit 2
Méusen (Gruppe a, PBS) und drei Gruppen mit je 5 Mausen. Jeder Maus wurden an Tag -1
3*107 Milzzellen aus OTIIxThy1.1 Miusen injiziert. Eine halbe Stunde spiter erhielten Grup-
pe a und die Positivkontrollgruppe b PBS; Gruppe ¢ erhielt 90ug native und Gruppe d 90ug
sialylierte anti-TNP IgG1-Antikérper. An Tag 0 wurde allen Tieren, aufler denen der Nega-
tivkontrollgruppe a, 30ug TNP-OVA in eCFA injiziert. An Tag 4 wurden die Zellen der Milz
und der mesenterialen Lymphknoten per FACS analysiert (siehe Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.11: Tendenziell erhéhter Anteil an OVA-spezifischen FoxP3™ CD4™ T-
Zellen durch sialylierte Antikorper. (a) Exemplarische durchflusszytometrische Darstellung
Thyl.1T/V35T CD4" T-Zellen und der Anteil an FoxP3* Zellen. (b) Anteil Thyl.1t/V35+
FoxP3*T an CD4" T-Zellen aus Milz und den mesenterialen Lymphknoten (c) Anteil IFN~-
produzierender CD1547" Zellen an den Thy1.17/V 35T CD4" T-Zellen. Das Gating der OVA-
spezifischen CD4" T-Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben, ausgewertet wurden
die Zellen, die sich zumindest einmal geteilt haben. In den Gruppenanalysen entspricht je-
der Punkt einer Maus im Experiment. Dargestellt wurde das arithmetische Mittel mit der
Standardabweichung. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.
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In den Antikorper-behandelten Tieren (Gruppe c¢ und d) fanden sich sowohl relativ als auch
absolut (nicht gezeigt) weniger OVA-spezifische CD41 T-Zellen in Milz und mesenterialen
Lymphknoten als in der Antigen-behandelten Gruppe b. In den mit héher sialylierten IgG1
behandelten Tieren zeichnete sich im Vergleich zu den mit nativen IgG1 behandelten, eine
Tendenz zu weniger OVA-spezifischen CD4" T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten
ab. Ein entgegengesetztes Bild zeigte sich bei den OVA-spezifischen FoxP3+t CD4" T-Zellen.
Tiere der beiden Antikorper-behandelten Gruppen wiesen einen hoheren Anteil an OVA-
spezifischen FoxP3"T CD4" T-Zellen auf, als die nur mit Antigen und Adjuvans behandelten
Tiere. Zwischen den Gruppen, die die verschiedenen Antikérper-Glykoformen bekommen hat-
ten, zeichnete sich ebenfalls in den mesenterialen Lymphknoten eine Tendenz ab: Méuse, die
mit hoher sialylierten Antikérpern behandelt wurden, wiesen einen tendenziell hoheren pro-
zentualen Anteil an OVA-spezifischen FoxP3+t CD4T T-Zellen auf.

Maiuse, die mit Antikérpern behandelt wurden, zeigten auflerdem einen tendenziell geringeren
Anteil an IFNyT OVA-spezifischen CD4" T-Zellen in der Milz. Es fand sich jedoch kein si-
gnifikanter Unterschied zwischen den mit hoher sialylierten und den mit nativen Antikérpern
behandelten Tieren.

Zusammenfassend gab es in Experiment 4 Unterschiede zwischen Antikorper-behandelten
und nicht behandelten Fegr2b—/~ Méiusen. Tendenziell hatten die mit sialylierten IgGl-
Antikérpern behandelten Miuse einen hoheren Anteil an OVA-spezifischen FoxP3* CD4%
T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten als die mit nativen, niedriger galaktosylierten
und niedriger sialylierten Antikérpern behandelten Tiere. Diese Tendenz muss in Zukunft

durch Wiederholungs-Experimente mit grofleren Gruppen weiter untersucht werden.
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Diskussion

Mit Hilfe von IVIG werden heute eine Vielzahl von Autoimmunkrankheiten behandelt. Seit
dieser zunéchst uberraschende Effekt entdeckt wurde, hat die medizinische Forschung ver-

sucht, ihn zu entschliisseln, auch um ihn in Zukunft besser nutzbar zu machen.

4.1 Vermutete Wirkungsweise von IVIG bzw. sialylierten An-

tikorpern

Es wurden einige Theorien zur Wirkungsweise von IVIG aufgestellt (siehe Abschnitt 1.2). Ei-
ne wichtige Rolle bei der anti-inflammatorischen Wirkung scheint der Glykosylierung von IgG
zuzukommen, insbesondere der sialylierten (und galaktosylierten) Subfraktion. In mehreren
Mausexperimenten konnte ein Verlust der anti-inflammatorischen Wirkung des IVIGs durch
das Entfernen der terminalen Sialinsduren erzielt werden. Durch Anreicherung der sialylierten
Subfraktion konnten bei diesen Experimenten eine mit IVIG vergleichbare immunsuppressive
Wirkung bei bis zu 10-fach geringerem Antikérperbedarf erzielt werden (24, 32).

Analog dazu konnte fiir Immunkomplexe mit Antigen-spezifischen, hoch-sialylierten Antikor-
pern gezeigt werden, dass sie Entziindung und Antikérperproduktion in einer durch Antigen
induzierten Atemwegsentziindung deutlich reduzieren konnten (42).

Dendritische Zellen scheinen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Vermittlung des regulatori-
schen IVIG Effektes zu spielen. In einem passiven Modell zur ITP lie3 sich der inhibitorische
IVIG Effekt auch durch Transfer von mit IVIG vorbehandelten CD11c™ dendritischen Zel-
len erzielen (57). In einem in-vitro Modell konnte die Reifung dendritischer Zellen durch

IVIG vermindert werden. Immunkomplexe mit sialylierten IgG1-Antikérpern reduzierten die

38
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Reifung ebenfalls deutlich im Vergleich zu Immunkomplexen mit geringer sialylierten IgG1-
Antikérpern (42).

Dendritische Zellen sind sehr wichtig fiir die Einbeziechung des adaptiven Immunsystems in
die Immunantwort. Sowohl die Induktion von regulatorischen FoxP3™ CD4" T-Helferzellen
als auch die Reduktion von pro-inflammatorischen CD4" T-Helferzellen iiber Vermittlung
durch dendritische Zellen wird als ein moglicher Effektormechanismus von IVIG betrachtet
(31). In einem Tiermodell zur experimentellen Autoimmunenzephalitis war die IVIG Behand-
lung mit einem Schutz vor der Krankheit und einem erhéhten Anteil regulatorischer CD4™
T-Zellen assoziiert (16). Beim Kawasaki-Syndrom konnte der Erfolg einer Behandlung mit

IVIG ebenfalls mit einem erhéhten Anteil an FoxP3™ CD41 T-Zellen assoziiert werden (19).

Weitere Experimente miissen zeigen, ob die sialylierte IgG-Subfraktion des IVIG und
Immunkomplexe mit sialylierten Antigen-spezifischen IgGl-Antikérpern die Entwicklung
von FoxP3T regulatorischen T-Zellen begiinstigen. Der Einsatz von sialylierten Antigen-
spezifischen IgG-Antikérpern kénnte in Zukunft ein interessantes Werkzeug zur Antigen-

spezifischen Behandlung von z.B. Autoimmunerkrankungen und Allergien sein.

4.2 Diskussion der Experimente

In dieser Arbeit sollte der Einfluss sialylierter IgG1-Antikorper auf die Entwicklung (transfe-
rierter) OVA-spezifischer CD41 T-Zellen nach Stimulation mit (TNP-)OVA untersucht wer-
den: zundchst durch den Einfluss von IVIG auf die OVA-Immunisierung und dann durch
Immunkomplexe aus TNP-OVA und verschiedenen Glykoformen eines monoklonalen muri-
nen anti-TNP IgG1-Antikorpers.

Die Hypothese lautete, dass OVA bzw. TNP-OVA unter dem Einfluss von IVIG (Experiment
1) oder Immunkomplexen (Experiment 2-4) in der Maus von dendritischen Zellen aufgenom-
men wird, um dann OVA-Peptide iiber MHC-II den zuvor transferierten OVA-spezifischen
CD4™" T-Zellen zu prisentieren. Abhiingig von der Sialylierung sollten die Antikérper dabei
die Aktivierung der APC beeinflussen, um so Aktivierung, Proliferation und Ausdifferenzie-

rung der transferierten OVA-spezifischen CD4% T-Helferzellen zu prigen.

4.2.1 Experiment 1

Nach wie vor ist weitgehend unklar, welche Rezeptoren auf den verschiedenen Immunzellen

bei der unmittelbaren Erkennung der Glykosylierung von spezifischen IgG-Antikérpern in
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Immunkomplexen und welche anschlielend bei der Weitervermittlung der Immunmodulation
iiber sekundér beteiligte Immunzellen eine Rolle spielen.

Bei den klassischen Fcy-Rezeptoren existiert nur ein inhibitorischer Rezeptor: FcyRIIB. Sei-
ne Rolle bei der Wirkung sialylierter IgG-Antikorper ist umstritten (2, 42). Wahrend einige
Modelle eine FeyRIIB-Abhéngigkeit eines immunsuppressiven Effektes aufweisen, besteht
diese in anderen nicht (27, 51). Es deutet viel darauf hin, dass FcyRIIB nicht direkt an der
Erkennung der sialylierten Antikorper beteiligt ist, sondern dass seine Rolle bei der anti-
inflammatorischen Wirkung des IVIG eher nachgeschaltet ist, z.B. durch eine durch IVIG
induzierte Hochregulation von FeyRIIB auf Effektormakrophagen (1, 43). Eine Involvierung
des FcyRIIB ware dann stark vom Modell abhéngig. In den Vorexperimenten war die inhibie-
rende Wirkung des IVIG bei der mit LPS-induzierten Aktivierung von dendritischen Zellen
FcyRIIB unabhéngig (42). Basierend auf diesen Vorversuchen mit dendritischen Zellen wur-
den in dieser Arbeit in drei von vier Experimenten Fegr2b—/~ Méuse verwendet. Im ersten
Experiment (siehe Abschnitt 3.1) sollte der anti-inflammatorische Einfluss des IVIGs auf
die Aktivierung und Differenzierung von endogenen, OVA-unspezifischen und transferierten
OVA-spezifischen CD4" T-Zellen untersucht werden. Im Experiment wurden die Miuse dazu
mit OVA in CFA stimuliert. CFA wurde in seiner Funktion als typischer Induktor einer
Thl-Antwort als Adjuvans eingesetzt (54). Die Ergebnisse zeigen, dass die Vorbehandlung
mit IVIG zu einer verringerten Aktivierung dendritischer Zellen (gemessen an der CDS80
Expression auf CD11c™ Milzzellen) fiihrte. Dies steht in Einklang mit vorherigen in-vitro
Ergebnissen zur Aktivierung dendritischer Zellen unter IVIG Einfluss (42). Gleichzeitig ging
damit eine verringerte Proliferation OVA-spezifischer CD4" T-Zellen einher. Aussagen zu
den OVA-spezifischen, regulatorischen FoxP3" CD4" T-Zellen waren aufgrund der geringen
Frequenz in diesem Experiment nicht moglich. Allerdings wurde in der mit IVIG behan-
delten Gruppe ein héherer Anteil an endogenen FoxP3™ CD4" T-Zellen nachgewiesen, was
eine anti-inflammatorische Wirkung des IVIG auf die Differenzierung aller CD4" T-Zellen
zeigte. Dieses Experiment soll in Zukunft wiederholt werden, um auch den Einfluss auf die
Differenzierung von OVA-spezifischen CD41 T-Zellen zu untersuchen. Der Einfluss auf die
FoxP3 Expression der OVA-unspezifischen CD4% T-Zellen lief sich in den Experimenten
2-4, in denen TNP-spezifische IgG1-Antikérper anstatt IVIG verwendet wurden, nicht mehr
nachweisen und konnte ein Hinweis auf die gezieltere Wirkung (TNP-)spezifischer Antikorper

im Gegensatz zum polyvalenten IVIG sein.



Kapitel 4. Diskussion 41

4.2.2 Experiment 2 und 3

Im Gegensatz zum polyvalenten IVIG (2g/kg Korpergewicht) konnten sialylierte, Antigen-
spezifische IgG1-Antikérper eine anti-inflammatorische Wirkung gegeniiber einem bestimm-
ten Antigen mit Ko-Stimulus wesentlich gezielter und in deutlich reduzierter Dosis erreichen.
In einem Mausmodell zur Luftwegsentziindung konnte gezeigt werden, dass 4 mg/kg Kor-
pergewicht eines sialylierten Antigen-spezifischen IgG1-Antikérpers die Luftwegsentziindung
reduzierte; die anti-inflammatorische Wirkung war dabei Antigen-spezifisch und abhéngig
von der Sialylierung. Ebenso konnte die in-vitro Reifung dendritischer Zellen durch Im-
munkomplexe mit Antigen-spezifischen IgG1-Antikérpern sialylierungsabhéngig verringert
werden (42).

In einer experimentell induzierten Nephritis konnte zudem im Vergleich von spezifischen,
sialylierten mit desialylierten Antikérpern ein deutlich besseres Uberleben fiir die mit sia-
lylierten IgG behandelten Tiere erzielt werden (Mertes et al, Manuskript in Revision). Die
Ergebnisse zeigen, dass eine pro-inflammatorische Immunantwort mit sialylierten Antigen-
spezifischen IgG1-Antikorpern Antigen-spezifisch verhindert werden kann.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in den folgenden drei Experimenten (2-4) versucht,
moglichst trennscharfe experimentelle Bedingungen zu finden, um unter dem Einfluss von
Antigen-spezifischen sialylierten IgG1-Antikérpern Antigen-spezifische FoxP3™ regulatori-
sche CD4" T-Zellen zu induzieren.

In Experiment 2 und 3 wurde zunéchst auf einen pro-inflammatorischen Reiz verzichtet
und nur die Wirkung von Immunkomplexen mit verschieden glykosylierten anti-TNP IgG1-
Antikérpern und TNP-OVA auf die T-Zell-Differenzierung untersucht. Die Hypothese dabei
war, dass Immunkomplexe ohne pro-inflammatorischen Ko-Stimulus Toleranz und damit
OVA-spezifische FoxP3"™ CD4" T-Zellen induzieren sollten. Zwar wurden in Experiment 3
statt Fegr2b=/~ Méausen C57BL /6J Méuse verwendet und die Immunkomplexe wurden mit
einer hoheren Antikérperkonzentration als in Experiment 2 hergestellt; dennoch waren die
Ergebnisse in beiden Experimenten vergleichbar.

In beiden Experimenten zeigten die Immunkomplex-behandelten Tiere, unabhéngig von der
Antikérper-Glykoform einen tendenziell héheren Anteil an FoxP3™ und einen verringerten
Anteil an IFNyT CD4" OVA-spezifischen T-Zellen im Vergleich zu den nur mit Antigen
behandelten Tieren. Uberraschenderweise war der Anteil OVA-spezifischer CD4% T-Zellen
in Experiment 2 in den Immunkomplex-behandelten Gruppen erhoht - und in Experiment 3

verringert, im Vergleich zu den nur mit TNP-OVA behandelten Kontrollgruppen. Denkbar
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ist zum Einen, dass dieser Unterschied durch die Verwendung von Fegr2b—/~ Tieren im Ver-
gleich zu C57BL/6J Méausen entstand. Ein Fehlen des einzigen inhibitorischen Fcy-Rezeptors
beispielsweise auf T-Zell-aktivierenden dendritischen Zellen wére eine mogliche Erklarung
fir die stéarkere Proliferation. Alternativ kénnen die Unterschiede aber auch durch die Ver-
wendung von unterschiedlichen Immunkomplexen hervorgerufen worden sein. Zwar wurden
dieselben Reagenzien und Methoden verwendet, jedoch ein anderes Verhéltnis von Antigen
zu Antikorper (siehe Tabelle 2.2). Dies konnte bereits Einfluss auf beispielsweise die Ent-
wicklung dendritischer Zellen haben (63). Auch die Gréfie von Immunkomplexen hat in-vitro
wichtigen Einfluss auf die Interaktion mit den Typl Fcy-Rezeptoren (29). Welcher dieser
Faktoren bei den unterschiedlichen Proliferationsraten eine entscheidende Rolle gespielt hat,
ist ohne weitere Experimente nicht zu sagen.

Unter den experimentellen Bedingungen dieser beiden Experimente ohne pro-inflammatorischen
Ko-Stimulus lieBen sich keine deutlichen immunsuppressiven Effekte durch hoch sialylierte

IgG1 im Vergleich zu den nativen IgG1 feststellen.

4.2.3 Experiment 4

In Experiment 4 wurde deshalb, um einen stérkeren Kontrast zwischen den experimentellen
Gruppen herzustellen, das Antigen dhnlich wie in Experiment 1 mit dem Adjuvans CFA emul-
giert. Um diesen pro-inflammatorischen Ko-Stimulus noch weiter zu verstéirken, wurde ein mit
der fiinffachen Menge an Mykobakterien angereichertes CFA (eCFA) verwendet. Auflerdem
wurde im vierten Experiment auf die in-vitro Generierung von Immunkomplexen verzichtet,
um eine weitere Variable auszuschlieBen und die Immunkomplexbildung in-vivo unter phy-
siologischeren Bedingungen ablaufen zu lassen. Die Antikérper wurden daher einen Tag vor
TNP-OVA in eCFA injiziert. Experiment 4 wurde genau wie Experiment 1 in Fegr2b—/—
Mé&usen durchgefiihrt.

In diesem Experiment lief sich bei den Antikérper-behandelten Tieren, unabhingig von der
Glykoform, eine geringere Expansion der spezifischen CD4" T-Zellen, ein gréBerer Anteil
spezifischer FoxP3%t CD4% T-Zellen und eine verringerte Frequenz an spezifischen IFN-~-
produzierenden T-Helferzellen messen. Zwischen den verschiedenen Glykoformen gab es in der
Gruppe der sialylierten IgG1 eine Tendenz zu einem geringeren Anteil an OVA-spezifischen
CD4" T-Zellen und einer héheren Frequenz an OVA-spezifischen regulatorischen FoxP3™
CD4™" T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten. Diese Tendenz muss in zukiinftigen Ex-

perimenten mit gréfferen Gruppen analysiert werden. Sollte sie sich dann durch Signifikanz
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bestatigen, wiren die Versuchsbedingungen wie in Experiment 1 und 4 beschrieben geeig-
net, um unterschiedliche Wirkungsweisen der verschieden glykosylierten IgG1-Antikérper wie
auch deren Rezeptoren auf den DC und die dadurch induzierte Wirkung auf die T-Zell-

Differenzierung zu untersuchen.

4.3 Diskussion des Modells

Da es das Ziel dieser Arbeit war, optimale Versuchsbedingungen zu etablieren, wurde das
Versuchsprotokoll mit jedem neuen Experiment verdndert. Dadurch, dass die Experimente
jeweils nur einmal durchgefithrt wurden, ist eine starke Einschrankung der Aussagen gegeben.
Nachdem in Experiment 4 vielversprechende Bedingungen gefunden wurden, soll in Zukunft
dieses Versuchsprotokoll mit gréfleren Versuchsgruppen wiederholt werden, um die Ergebnis-
se zu validieren. Zudem soll in Zukunft zusitzlich ein vergleichbar glykosylierter, Antigen-
unspezifischer IgG1-Antikérper eingesetzt werden, um so die Antigen-spezifische Wirkung
belegen zu koénnen.

Ein Grund fiir die geringen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Glykoformen kénnte
sein, dass auch die Unterschiede in der Glykosylierung der Antikérper nicht so grof sind, wie
sie sein konnten. Die verwendeten nativen aTNP IgG1 enthalten immer noch einen geringen
Anteil an sialylierten und einen gewissen Anteil an galaktosylierten Glykoformen (siehe Ab-
bildung 2.1). Kiirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass galaktosylierte/nicht-sialylierte IgG
Antikérper die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten inhibieren koénnen (25), eine in-
hibitorische Wirkung iiber die terminale Galaktose der verwendeten Antikérper ist also nicht
auszuschlieBen. Im néchsten Schritt kénnten durch in-vitro Behandlung zu einem héheren
Grad desialylierte und degalaktosylierte bzw. hoch galaktosylierte und sialylierte Antikérper
hergestellt werden, um so moglicherweise trennschéirfere Ergebnisse zu erzielen.

Eine sinnvolle Erweiterung der Experimente kénnte zudem die Verwendung von fluoreszenz-
markiertem TNP-OVA darstellen. Mit dessen Hilfe wére es moglich, diejenigen dendritischen
Zellen zu identifizieren, die aktiv an der Aktivierung der Antigen-spezifischen T-Zellen be-
teiligt sind, um so noch einen Schritt frither in der angenommenen Effektorkette sialylierter
Antikorper zu analysieren. Die Analyse der Subpopulation Antigen-spezifisch-aktivierter DC

konnte so evtl. deutlichere Unterschiede in der DC Reifung aufdecken.
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4.3.1 Rezeptor-knockout Mause

Experimente 1 und 4 lieferten Hinweise dafiir, dass die anti-inflammatorische Wirkung von
IVIG und sialylierten IgG1-Antikérpern unabhéngig vom inhibitorischen FeyRIIB auf APC
ablauft. Allerdings ist die Aufreinigung der CD4" T-Zellen nicht vollstindig und ein zusétz-
licher Transfer von Donor APC (ohne Knockout) ist wahrscheinlich; dies gilt umso mehr
in Experiment 4, in dem statt aufgereinigten CD4" T-Zellen Gesamt-Milzzellen transferiert
wurden. Daher miissen die Wirtstiere als Chimére betrachtet werden. Eine sichere Aussage
beziiglich einer moglichen Rezeptorbeteiligung wére nur im direkten Vergleich mit Wirtstieren
ohne Knockout moglich. Dies gilt auch fiir zukiinftige Experimente mit anderen Knockouts,

z.B. fur bestimmte C-Typ Lektin-Rezeptoren.

4.3.2 Antigen-spezifische T-Zellen

Die groBe Anzahl an (transferierten) Antigen-spezifischen T-Zellen frith nach Antigenkontakt
entspricht nicht den physiologischen Abldufen bei der Abwehr. Auflerdem gibt es Hinweise,
dass die Entwicklung naiver T-Zellen in ihre Subklassen auch von der Affinitédt des jeweiligen
TCR zu seinem Epitop abhéngig ist (60). Der TCR OVA-spezifischer OTII CD4" T-Zellen
ist monoklonal, was daher durchaus Einfluss auf die weitere Differenzierung haben kann.
Ein grundsatzliches Problem dieses Modells war, dass in allen Experimenten nur maximal
1-2% OVA-spezifische FoxP3*t CD4" T-Zellen induziert werden konnten. Interessanterweise
konnte eine deutlich héhere Frequenz OVA-spezifischer regulatorischer CD4™ T-Zellen gemes-
sen werden, als analoge Experimente zwischenzeitlich auf dem BalbC-Hintergrund mit einem
anderen OVA-spezifischen TCR (DO11.10) getestet wurden. Dies stellt moglicherweise eine
Besonderheit in der Differenzierung der TCR-transgenen CD4% T-Zellen aus OTII Mausen
dar.

Als Alternative zum adaptiven Transfer monoklonaler CD4% T-Zellen kime die Detektion
endogener, spezifischer CD4" T-Zellen in Betracht: Mit Hilfe der bereits in einigen Experi-
menten durchgefiihrten in-vitro Restimulation mit OVA-Peptid (siehe Abbildung 3.7), bzw.
dem gesamten OVA-Protein, kénnen OVA-spezifische CD41 T-Zellen gezielt aktiviert und
anhand des Aktivierungsmarkers CD154 identifiziert werden. Allerdings lassen sich FoxP3™
T-Helferzellen nicht mit CD154 identifizieren. Dort ist es notwendig, alternative Marker zu
finden (6). Eine weitere Alternative konnte die Farbung mit Epitop-spezifischen MHC-II

Tetrameren sein, allerdings ist es unwahrscheinlich, dass alle Antigen-spezifischen T-Zellen
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gegen dasselbe Epitop des Proteins gerichtet sind. Auflerdem ist wenig bekannt iiber die Affini-
tat des T-Zell-Rezeptors regulatorischer T-Zellen, die durchaus unter der Detektionsschwelle
von MHC-IT Tetrameren liegen konnte (6). Das grofite Problem neben der Identifizierung
der Antigen-spezifischen T-Zellen ist die &uflerst geringe Anzahl an diesen Zellen. Die Tiere
miissten unter Umsténden mehrmals mit dem Antigen stimuliert werden und gegebenenfalls
miisste eine Anreicherung vor der eigentlichen Messung per FACS erfolgen. Daher wére es
vermutlich schwierig, so frith wie in den hier gezeigten Experimenten (3-4 Tage nach An-
tigengabe) in der CD41 T-Zell-Differenzierung nach Unterschieden zu suchen. Eine ldngere
Wartezeit wiirde sich vermutlich auch in einer gréfleren Variabilitdt der T-Zell-Antwort &du-
Bern.

Ein auf endogenen T-Zellen basiertes Modell wiirde den tatsédchlichen Ablaufen wegen der
oben genannten Einfliisse jedoch zweifelsohne ndher kommen. Zukiinftig soll deshalb versucht
werden, parallel ein solches Modell zu etablieren.

Um die eigentliche biologische Relevanz der Messwerte beurteilen zu kénnen, miisste das Mo-
dell zusitzlich mit einer Pathologie, wie z.B. einer Typ IV Uberempfindlichkeitsreaktionen,
einer Luftwegsentziindung oder einer Nephritis verkniipft werden, um so die durchflusszyto-

metrischen Messwerte mit Symptomen korrelieren zu kénnen.

4.4 Klinische Relevanz der Experimente und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell zu entwickeln, an dem die Wirkung monoklonaler
Antigen-spezifischer verschieden glykosylierter Antikorper auf die Antigen-spezifische CD4%
T-Zell-Entwicklung, insbesondere die der FoxP3™ regulatorischen CD4" T-Zellen, nachge-
zeichnet werden kann. Die Ergebnisse des 4. Experimentes zur Antigen-spezifischen FoxP3
T-Helferzell-Induktion sind vielversprechend und eine gute Basis fiir weitere Experimente.

Die Moglichkeit eine T-Zell Immunantwort gegeniiber einem Antigen durch Behandlung mit
Antigen-spezifischen, sialylierten Antikorpern gezielt zu beeinflussen, wiirde viele Thera-
piemoglichkeiten erdffnen. Es wére z.B. eine Art Impfung fiir Transplantatempfinger denkbar,
die den ersten Antigenkontakt unter Toleranz-induzierenden Bedingungen ablaufen lassen
wiirde; aber auch fiir Autoimmunkrankheiten, die heute mit IVIG behandelt werden, kénn-

ten sich so neue und gezieltere Therapieoptionen erdffnen.



Kapitel 5

Zusammenfassung

Gepooltes, humanes Serum-IgG von gesunden Spendern (IVIG; intravendses Immunglobu-
lin) wird hochdosiert (2mg/kg Korpergewicht) in der Medizin erfolgreich eingesetzt, um
Autoimmunkrankheiten systemisch zu behandeln. Als eine mogliche Erklarung dieses anti-
inflammatorischen Effektes wird die Art der Antikorper-Glykosylierung, insbesondere die
Sialylierung, betrachtet. In Tierversuchen konnte die anti-inflammatorische Wirkung IVIGs
durch enzymatisches Abtrennen der endstédndigen Sialinséduren aufgehoben werden (siehe Ab-
schnitt 1.2). AuBlerdem konnte inzwischen in Mausexperimenten gezeigt werden, dass eine
pro-inflammatorische Immunreaktion prophylaktisch mit monoklonalen, Antigen-spezifischen
IgG1-Antikorpern (4 mg/kg KG) in Abhéingigkeit von ihrer Sialylierung Antigen-spezifisch
inhibiert werden kann (siehe Abschnitt 1.1.2.3). Die zugrundeliegende Hypothese dieser Ar-
beit war, dass Immunkomplexe je nach Art der Glykosylierung der Antikorper, eine adaptive
Immunreaktion verstdrken oder inhibieren kénnen. Die Aufnahme von Immunkomplexen z.B.
durch dendritische Zellen kénnte je nach Art der IgG-Glykosylierung deren Aktivierung und
damit die Differenzierung von naiven zu pro-inflammatorischen oder FoxP3™ regulatorischen
CD4" T-Zellen beeinflussen. Neue Publikationen zu diesem Thema legen nahe, dass verschie-
den glykosylierte IgG-Antikorper ihre unterschiedliche Wirkung nicht nur iiber die klassischen
Fcvy-Rezeptoren, sondern je nach IgG-Glykosylierung auch iiber spezifische zuckerbindende
C-Typ Lektin-Rezeptoren vermitteln (43).

In dieser Arbeit sollte ein Mausmodell entwickelt werden, um den Einfluss von IVIG und
Antigen-spezifischen, sialylierten IgG1-Antikorpern auf eine Antigen-spezifische CD41 T-
Zell-Antwort nach Stimulation mit dem Antigen zu messen. Dabei sollten die Proliferation
der Antigen-spezifischen CD4" T-Zellen und der Anteil der entstehenden FoxP3™ T-Zellen

wichtige Messparameter sein. Zu diesem Zweck wurden T-Zellen aus transgenen Mausen
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323-339_gpezifischen T-Zell-Rezeptor in Wirtstiere transferiert, die dann

mit einem Ovalbumin
mit (TNP-)Ovalbumin stimuliert wurden. Die Antikorper (IVIG oder TNP-spezifische, mo-
noklonale IgG1 unterschiedlicher Glykosylierung) wurden entweder gesondert vor Antigen
und pro-inflammatorischen Ko-Stimulus oder zusammen mit dem Antigen, in Form von Im-
munkomplexen injiziert. Die Ergebnisse zeigen, dass IVIG in der Lage war, die Proliferation
OVA-spezifischer CD41 T-Zellen zu verlangsamen. Gleichzeitig lie sich eine verringerte Ak-
tivierung dendritischer Zellen und ein erhohter Anteil an endogenen FoxP3* CD4™ T-Zellen
feststellen.

Die Verwendung von TNP-spezifischen IgG1-Antikoérper zeigte in Abhédngigkeit von der Sia-
lylierung eine Tendenz zu einer verringerten Proliferation und einem erhéhten Anteil an
regulatorischen FoxP3T Zellen bei den transferierten OVA-spezifischen CD4" T-Zellen. Zur
Uberpriifung der Signifikanz sollen die Ergebnisse in Zukunft mit einer groferen Anzahl
an Tieren pro Versuchsgruppe wiederholt werden. Wenn sich diese Ergebnisse bestatigen,
konnten sie ein Hinweis auf eine neue hochspezifische Immunmodulation durch sialylierte
IgG-Antikorper sein. Durch Verwendung entsprechender spezifischer Knockout-Tiere lieflen
sich dann im néchsten Schritt, die an der Vermittlung dieses Effektes beteiligten Rezepto-
ren, beispielsweise auf dendritischen Zellen, charakterisieren. In Zukunft kénnte die Induktion
regulatorischer, Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen durch sialylierte Antigen-spezifische IgG-
Antikorper eine vielversprechende Behandlungsmethode sein, um Autoimmunerkrankungen

und Allergien Antigen-spezifisch zu behandeln.
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Anhang A

Materialien

TABELLE A.1l: Gerate

Gerét

Hersteller

Analysenwaage

CO3 Inkubator

CO3 Inkubator
Durchflusszytometer BD LSR 11
Einkanal Pipetten
Fluss-Sortierer BD FACSAria IT1
Inverses Mikroskop

Mehrkanal Pipetten
Mikrozentrifuge 5424R
Multikanal Pipetten

Neubauer Zéhlkammer
Pipettierhilfe Pipetboy
Pipettierhilfe Pipetus
Plattformschiittler Titramax 100
Reagenzglasschiittler Vortex Genie 2

Reinstwassersystem Barnstead NanoPure

Sartorius (Gottingen)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)
NuAire (Plymouth, MN, USA)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Wilovert Standard Helmut Hund (Wetzlar)
VWR (Radnor, PA, USA)

Eppendorf (Hamburg)

VWR International (Darmstadt)

Brand (Wertheim)

INTEGRA Biosciences (Fernwald)
Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Heidolph (Schwabach)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

o7
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Schiittelinkubator Ecotron
Spektrophotometer NanoDrop-1000
Sterile Werkbank

Thermomixer Compact

Tischzentrifuge Centrifuge 5810R
UV-Dokumentationstisch ImageQuant 350
Wasserbad

Zentrifuge Avanti J26XP

Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
Peqlab (Erlangen)

NuAire (Plymouth, MN, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

GE Healthcare (Chalfont St. Giles, UK)
GFL (Burgwedel)

Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

TABELLE A.2: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

24 Well Suspensions Zellkulturplatten

96 Well Microplate Non bindung v-shaped
Durchflusszytometer Réhren (5 ml)
Mikroskop Objektrager Superfrost
Petrischalen

Pipettenspitzen mit oder ohne Filter (10 ul,
100 wl, 200 pl, 1000x1)
Polypropylen Réhrchen (15ml, 50 ml)

Reagiergefiafie (1,5 ml)
Stabpipetten (5ml, 10ml, 25ml)

Whatman Filter 0.45 pm

Zellkulturflaschen (25 cm?, 50 cm?, 175
cm?)

Zellsiebe Falcon Cell Strainer 70um

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Sarstedt (Sarstedt)

Menzel Glaser (Braunschweig)

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)

Sarstedt (Sarstedt)

Greiner Bio-one (Kremsmiinster, Osterreich)
Sarstedt (Sarstedt)
Sarstedt (Sarstedt)

GE Healthcare (Chalfort St Giles, Grofibri-

tannien)

Greiner Bio-one (Kremsminster, Osterreich)

Becton Dickinson (Heidelberg)
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TABELLE A.3: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

2-Mercaptoethanol (2-ME)
Bovine Serum Albumin (BSA)
Dinatriumhydrogenphosphat (NaHyPOy)

Dulbecco’s Buffered Saline

(PBS)
Ethanol

Phosphate

Fetales Kélberserum (FCS)

Freund adjuvant, complete (CFA; 1 mg my-
cobacterium/ml)

Freund adjuvant, incomplete

Hitze-inaktiviertes Mycobacterium tuber-

culosis H37RA
HEPES-Puffer

Intratect 50 g/l-Infusionslésung (IVIG)
Ionomycin from Streptomyces conglobatus
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KHyPOy)
Monensin (1000X)

Natriumchlorid (NaCl)

Ovalbimun Grade V (OVA)

Penicillin Streptomycin 10,000 U/ml (Pen-
Strep)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
RPMI 1640
TNP(5)-OVA (2,4,6-Trinitrophenol-

Ovalbumin)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Th. Geyer (Renningen)
Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

DIFCO Laboratories (Detroit, MI, USA)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Biotest AG (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Carl Roth (Karlsruhe)

Calbiochem (Darmstadt)
eBioscience (Frankfurt am Main)
Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Biosearch Technologies CA,

USA)

(Petaluma,
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TABELLE A.4: Benutzte Kits
Methode Kit Hersteller
Proliferations-verfolgung CellTrace Violet Cell Prolife- Thermo Fisher Scientific

Intrazellulare Farbung

ration Kit, for flow cytome-
try

Foxp3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set

Aufreinigung CD4™ T-Zellen CD4+ T Cell Isolation Kit II

(Schwerte)

eBioscience (Frankfurt am
Main)

Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach)

TABELLE A.5: Puffer, Medien und Losungen

Name Zusammensetzung
10x PBS (phosphatgepufferte Salzlosung), pH 7,4 80 g NaCl
2 g KCl1

T-Zell-Medium

14,4 ¢ NaoHPO4

2,4 g KH2P04

ad 900 ml mit Reinstwasser auffillen

pH 7.4 einstellen

ad 1000 ml mit Reinstwasser auffiillen

RPMI 1640

10 %-vol FCS

100 U/ml PenStrep

10mM HEPES

55uM 2-Mercaptoethanol

2mM Glutamin
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TABELLE A.6: Antikorper

Antikorper Fluoreszenz- Konzentration Klon Hersteller
konjugate ~ FACS

anti-rat /mouse CD90.1 AF488 0,83ug/ml OX-7 Biolegend(Fell)

anti-rat/mouse Foxp3 ~ APC 1pug/ml FJK-16s  eBioscience (Frankfurt
am Main)

anti-mouse CD154 APC 1pg/ml MR1 Biolegend (Fell)

anti mouse IL-17A BV605 1pg/ml TC11- Becton Dickinson (Hei-

18H10 delberg)

anti-mouse CD4 BVT711 0,8ug/ml RM4-5 Biolegend (Fell)

anti-mouse TCR PE 1pg/ml MR9-4 Biolegend(Fell)

V5.1, 5.2

anti-mouse CD154 PE 1pg/ml MR1 Biolegend(Fell)

anti-mouse ROR~t PE-CF594  0,6ug/ml Q31-378  Becton Dickinson (Hei-
delberg)

anti-mouse IFN-g PE-CF594  0,6pg/ml XMG1.2  Becton Dickinson (Hei-
delberg)

anti-mouse CD137 PE-Vio770  1pug/ml 17B5- Miltenyi Biotec (Ber-

1H1 gisch Gladbach)

anti-TNP IgG1 nativl: - H5 Labor M. Ehlers (Lii-

12145-098 beck)

anti-TNP IgG1 nativ2: - H5 Labor M. Ehlers (Lii-

12145-130 beck)

anti-TNP IgGl sialy- - H5 Labor M. Ehlers (Lii-

liert: 12145-107

beck)

BV= Brilliant Violet, AF= Alexa Fluor, PE =Phycoerythrin, APC = Allophycocyanin
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TABELLE A.7: Primer fiir die PCR der Fegr2b—/— Miuse

Ziel Primer
Fcgr2b wt forward 5’ atcttccaaaggcetgtggte
Fcgr2b ko forward 5’ ctegtgetttacggtategee

Fegr2b wt & ko reverse 5’ ttgactgtggecttaaacgtgtag
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