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17 Einleitung

17.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste Ursache einer Behinderung im
jungen Erwachsenenalter, die nicht traumatischer Genese ist (Martin 1995). Die
Epidemiologie zeigt, dass das Haupterkrankungsalter zwischen zwanzig und
vierzig Jahren liegt; frUhere oder spatere Erstmanifestationen sind aber
keinesfalls ausgeschlossen. Die Inzidenz in der BRD durfte gegenwartig
zwischen 2,5-5 pro 100.000 liegen (Hein 2000). Was die Pravalenz der MS
betrifft, zeigt sich ein eindeutiges Nord-Sud-Gefalle, wobei die Pravalenz in
aquatorial gelegenen Gebieten am niedrigsten ist. Offenbar ist die MS haufiger
in den Gebieten, die ein gemaRigteres Klima haben und wirtschaftlich gut
entwickelt sind. Ungeklart ist jedoch die z.T. widerspruchliche und stark
variierende Pravalenz in eng benachbarten Regionen.

Aus Migrationsstudien lasst sich ableiten, dass bei genetisch pradisponierten
Personen ein Umweltfaktor in den frihen Lebensjahren eine MS auslésen kann
(Rosati 1994). Die Migration vor dem 15. Lebensjahr in Gebiete mit niedrigem
Erkrankungsrisiko, in denen die krankheitsauslosenden Umweltfaktoren selten
sind, reduziert das Risiko, an einer MS zu erkranken, wahren die Mirgration

nach dem 15. Lebensjahr keinen Einfluss auf das Krankheitsrisiko hat.

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um einen chronisch-entzindlichen
Entmarkungsprozess im zentralen Nervensystem (ZNS). Die pathologischen
Charakteristika wurden vor uber 150 Jahren von Jean Martin Charcot (1825-
1893) beschrieben, der in seinen Vorlesungen bereits die klassische MS-
Symptomtrias Nystagmus, Intentionstremor und skandierende Sprache
herausstellte (Charcot 1872-1873).

Heute werden die wesentlichen Strukturmerkmale als fokale, scharf begrenzte
Entmarkungsherde, die mit einer Entziindung, astrozytarer Gliose und variabler

Axondestruktion assoziiert sind, beschrieben (Lassmann 1998). Die Lasionen



sind im gesamten Zentralnervensystem zu finden mit einer Pradilektion fir die
Sehnerven, den Hirnstamm, das Riuckenmark, das Kleinhirn und die

periventrikulare weil3e Substanz.

Die Multiple-Sklerose-Lasion ist trotz intensiver Untersuchungen in den letzten
Jahren immer noch unvollstédndig verstanden. Traditionell wurde die MS als
eine Autoimmunerkrankung angesehen, bei der autoreaktive T-Zellen, die
gegen Myelinbestandteile des ZNS gerichtet sind, einen Entzindungsprozess
induzieren, der zu einer sekundaren Makrophagen-Rekrutierung mit daraus
folgender Myelindestruktion fuhrt (Martin 1995). Neuere Daten sprechen dafur,
dass die Immunpathogenese der MS komplizierter ist als bisher angenommen.
Diese Befunde uUberraschen aufgrund der bekannten klinischen radiologischen,
genetischen und morphologischen Heterogenitat der Erkrankung nicht.

Das charakteristische strukturelle Merkmal der Multiplen Sklerose ist der
Nachweis multifokaler, entmarkter Plaques (Abb. 1). Diese entstehen auf dem
Hintergrund einer entzindlichen Reaktion, die vorwiegend aus Makrophagen
und T-Lymphozyten besteht (Abb. E1 & E2).
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MS-Lasionen konnen als aktiv oder inaktiv definiert werden, was sich auch in
der Bildgebung, z.B. Kernspintomographie (MRT) mit Kontrastmittel, darstellen

lasst. Die Aktivierung von Makrophagen und die Phagozytose von
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Myelinproteinen in den L&sionen sind verlassliche Indikatoren eines aktiven
Entmarkungsprozesses (Briuck 1995).

Abb. E2
Entzindliches
Lymhozyteninfiltrat
um das Lumen eines
Gefalles;

mit freundlicher
Genehmigung

D. Agamanolis,
Akron Children’s
Hospital, Ohio, USA.

Gerade aktiv entmarkende MS-Lasionen weisen eine massenhafte
Makrophageninfiltration auf, die Makrophagen enthalten in ihrem Zytoplasma
Myelinabbauprodukte, welche beispielsweise durch Immunhistochemie
Verfahren nachgewiesen werden konnen (Abb. E3)

Abb. E3
Immunhistochemie auf
MBP;

mit freundlicher
Genehmigung

Dr. Naoko Dohi, Suwa
Red Cross Hospital,
Nagano, Japan.
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Der chronisch inaktive MS-Plaque ist ein scharf begrenzter, hypozellularer
Plaque, in dem es keinen Anhalt fur einen aktiven Myelinabbau gibt. In diesen
Lasionen besteht eine ausgepragte fibrillare Gliose, die der Erkrankung
letztendlich ihren Namen gegeben hat (Abb. E4). Hier ist die Anzahl der
Oligodendrozyten, der myelinisierenden Zellen des Zentralnervensystems,

deutlich reduziert oder sie fehlen komplett.
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Der damit verbundene Axonverlust zeigt sich sehr deutlich in histologischen
Praparaten und ist zum Teil mit fur die scharfe Abgrenzung der MS-Plaques
verantwortlich (Abb. E5 & E6).

Abb. E5

Reduzierte Axondichte
im Bereich der MS-
Lasion, oben in der
Abbildung; mit
freundlicher
Genehmigung Prof.
Richard Reynolds,
Imperial College
London, England.
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Abb. E6

Axonverlust der weiflen
Substanz im Bereich einer MS-
Lasion, im rechten unteren
Bildrand deutliche
lymphozytare Infiltration;
mit freundlicher
Genehmigung

Dr. Naoko Dohi, Suwa Red
Cross Hospital, Nagano,
Japan.

Zahlreiche neuropathologische Untersuchungen von MS-Entziindungen haben
den Nachweis der Remyelinisierung erbracht. Diese ist in den chronischen MS-
Lasionen haufig inkomplett und auf den Rand des entmarkten Plaques
beschrankt. Die Untersuchungen von Lasionen aus der frihen oder akuten
Krankheitsphase zeigen jedoch extensive Hinweise auf eine Remyelinisierung,
die den gesamten Plaqueumfang erfassen (Lassmann 1997). Initial wurden
diese Areale als inkomplett entmarkte Plaques angesehen. Untersuchungen
von Pender (Pender 1985) und Lassman (Lassmann 1997) konnten aber
eindeutig beweisen, dass es sich um eine Remyelinisierung eines zuvor
autoimmunen demyelinisierten Plaques handelt und nicht um eine

unvollstandige Demyelinisierung.

EAE — ein Tiermodell

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Tiermodell der
Multiplen Sklerose (MS). Sie kann als experimentelle Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS) in Ratten, Mausen und Affen induziert werden, indem

man diese mit Komponenten der Myelinscheiden des ZNS impft. Die Form der
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EAE, die durch aktive Impfung mit Myelin-basisches-Protein (MBP)
hervorgerufen wird, ist durch die Infiltration von T-Lymphozyten in das ZNS
charakterisiert und fuhrt in der Regel zu einer monophasisch verlaufenden
Erkrankung bei LEW, DA, nicht aber bei ACI Ratten.

Myelin-Oligodendrozyten Glykoportein (MOG) ist eine Komponente der
Myelinscheiden, welche im Gegensatz zu dem tief im Myelin-Molekil
verborgenen MBP auf der Oberflache der Myelinscheiden vorhanden und daher
fur Antikorper leicht zuganglich ist.

Die aktive Immunisierung mit dem extrazellularen Teil des MOG (rrMOG aa1-
125) fuhrt zu unterschiedlichen Immun-Effektor-Mechanismen, die fir das ZNS
spezifisch sind und mit denen des MBP verglichen werden kénnen. Wahrend
die Immunisierung mit MBP in eine nur wenig entzindlich charakterisierte,
monophasische Erkrankung mundet, kann durch eine Immunisierung mit MOG

eine chronische demyelinisierende Erkrankung des ZNS hervorgerufen werden.

Abb. 1. 2D-Struktur von MOG
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18 Tiermodelle

18.1 Die Ratte als Versuchstier — ein erfolgreicher Tiermodelltrager, nicht
nur fur MS

Die normalerweise fur Laborversuche verwendeten Rattenstdmme stammen
allesamt von der gewohnlichen braunen Ratte ab (Rattus norvegicus). Seit
Anfang des 20. Jahrhunderts wurden inzuchtige Rattenstdmme durch
kontinuierliche Zusammenfiihrung von Schwester und Bruder bzw. Eltern zu

Kindern gezuchtet.

Ratten eignen sich flur eine Vielzahl von Tiermodellen humaner Krankheiten. Im
Gebiet der Neuroimmunologie gibt es EAE als Modell fir die MS, die
experimentelle autoimmune Myasthenia gravis (EAMG) als Modell fir die
humane Myasthenie sowie die experimentelle autoimmune Neuritis (EAN) als
Simulation des Guillain-Barré-Syndroms. Uber die Jahre hinweg hat sich in
unserem Labor die Ratte gegenuber den Mausen als Tiermodell etabliert, da
die Krankheit hier in einer Weise induziert wird, die die Reproduzierbarkeit
wesentlich vereinfacht. Daruber hinaus unterscheidet sich das Immunsystem
der Ratte von der Maus in manchen Punkten, wobei das Immunsystem der
Ratte am ehesten mit dem des Menschen zu vergleichen ist, da sowohl Ratte
als auch Mensch den Major Histo Compatibility Complex (MHC),

Histokompatibilitatskomplex, der Klasse Il auf aktivierten T-Zellen aufweisen.

Eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Migration spielen Chemokine und
ihre Rezeptoren.

Chemokine stellen eine Gruppe von Proteinen dar, welche die gerichtete
Migration und Aktivierung von Leukozyten steuern. Diese Proteine werden in
zwei Hauptfamilien eingeteilt, namlich CXC- oder CC-Chemokine. Seit neuerem
sind weitere Proteine identifiziert worden, die zwei neue Klassen zu der
Nomenklatur hinzufligen; hierbei handelt es sich um die Gruppe der CX3c und
C Chemokine, wobei sich die Nomenklatur an der Position von

hochkonservierten Cysteinresten orientiert. Sowohl die CC als auch die CXC
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Chemokine binden an Sieben-Transmembran-Domanen-G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, welche das Signal Uber heterotrimere G-Proteine ins Zellinnere
leiten (Feng 1996).

In der vorliegenden Arbeit werden vor allem CXCR4, sein Ligand SDF1 und

deren Rolle bei der Migration von T-Lymphozyten in ZNS-Strukturen untersucht.

18.2 CXCR4

CXCR4 ist ein a-Chemokinrezeptor, sein naturlicher Ligand SDF1 ist ein -
Chemokin. SDF1 wurde =zunachst als ein Faktor beschrieben, der von
Knochenmark-Stroma-Zellen produziert wurde und die Proliferation von
Plasmazellen sowie deren Reifung zu B-Zellen reguliert.

CXCR4 wird aber nicht nur von T-Lymphozyten exprimiert, sondern auf einer
Vielzahl anderer Zellen, wie Granulozyten und Makrophagen, vaskularen
Endothelzellen, Neuronen sowie Mikroglia und Astrozyten.

CXCR4 gehort zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Dockt
sein Ligand SDF1 an, so wird CXCR4 aktiviert, was seine Dimerisierung
beinhaltet, wodurch es wiederum zur Interaktion mit der Alpha-Untereinheit
eines inhibierenden G-Proteins kommt. Der weitere Weg der Kaskade fuhrt
uber Phosphorylierung von JAK2/JAK3 Kinasen zur Aktivierung durch
Phosphorylierung von STAT Faktoren (Signal Transducers and activators of
transcription). Die Aktivierung dieser Faktoren fuhrt zu einer verstarkten
Transkription bestimmter Gene, die unter anderem fur die Regulation von

Zytoskelettproteinen und die Zellmigration verantwortlich sind (Zhang 2001).

Das menschliche CXCR4 Gen kodiert fir 352 Aminosauren (siehe Abb. 1). Die
am Amino-Ende gelegenen Aminosauren werden vom ersten Exon codiert, die
restlichen 342 vom zweiten Exon (Wegener et alt., 1998). Die bei Menschen
und Mausen transkribierte mRNA umfasst 1,7-1,9kb, es sind aber durch
alternatives Splicing entstandene langere oder kirzere Transkripte bekannt
(Gupta 1999).
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Abb. 2. Genkarte CXCR4

Es wird vermutet, dass CXCR4 eine entscheidende Rolle bei der Migration
immunkompetenter Zellen, unter anderem in das immunologisch privilegierte
zentrale Nervensystem spielt. Er liegt im Interesse der MS-Forschung, da es
eindeutige Belege fur seine hohe Relevanz im Zusammenhang mit Invasion von
Immunefektorzellen ins ZNS und bei der Modulation der Blut-Hirn-Schranke gibt
(Avasarala 2005).

Auch bei der HIV-Infektion von T-Zellen spielt CXCR4 eine wichtige Rolle. Beim
HIV-Virus sind verschiedene Stamme zu unterscheiden, welche prinzipiell alle
ein bestimmtes Glykoprotein auf der Oberflache ihrer Envelope, namlich gp 120
exprimieren. Gp 120 ist Ligand fur den CD4-Rezeptor. HIV infiziert generell alle
Zellen, die CD4+ sind, vornehmlich T-Helferzellen und Zellen des Monozyten-
Makrophagen-Systems. Dazu sind auch Co-Rezeptoren notwendig, zu deren
wichtigsten CCR5 (Makrophagentrope Stamme ,R-5) und CXCR4 (T-Zelltrope
X4-Stamme) gehoren.

CCR 5 und CXCR4 sind nicht nur Hauptkorezeptoren fur HIV-Stamme, denn
uber die Beteiligung von CD4 als Korezeptor hinaus wurde gezeigt, dass HIV-2-
Viren CD4-unabhangig unter Vermittlung von CXCR4 allein Zellen infizieren
konnen (Endres et alt. 1996).
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Der Ligand von CXCR4, SDF1 (CXCL12), gehort zu der Klasse der o-
Chemokine, eine Untergruppe der CXC-Chemokine. SDF1 weist einige
Besonderheiten im Vergleich zu den restlichen Chemokinen der CXC-Familie
auf.

Es hat nur eine geringe Sequenzhomologie mit diesen und scheint somit eine
weitere Subgruppe der CXC-Chemokine auszumachen. Zudem ist sein Gen-
Lokus fur ein Chemokin der CXC-Klasse auliergewohnlich: CXC-Chemokine
werden von Genen auf den Chromosomen vier oder 17 codiert, das SDF1 Gen
hingegen ist auf Chromosm 10 lokalisiert. SDF1 hat auch mit Abstand das
hochste Ausmal® von Interspezies-Konservierung: 99% des menschlichen

Sequenz sind mit der der Maus identisch (Tashiro1993).

Abb. 3. Dreidimensionale Struktur von SDF1.

A: Stereoansicht einer Superposition von 30 moglichen Anealing Strukturen von
SDF1 (Crumpp 1997)

B: Reduziertes 3-D Modell von SDF1 (Meritt 1994)
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SDF1 wird konstitutiv von Knochenmark Stroma Zellen exprimiert und wird auch
in vielen anderen Zellen gefunden. SDF1 ist Mitglied der Familie der
proinfammatorischen Chemokine und stellt einen &uRerst potenten
chemotaktischen Reiz fur Leukozyten und Monozyten dar und fordert daruber

hinaus die Proliferation und Reifung von B-Lymphozyten (Shirozu 1995).

N

11

Abb. 4. Modell fur die Interaktion zwischen CXCR4 und SDF1.

CXCR4 ist als 7-Transmembran-Helices-Rezeptor (Helices als Zylinder)
dargestellt. Die Helices sind untereinander inner- und aulRerhalb der Zelle mit
loops verbunden. Die N- und C- terminalen Enden des Rezeptors und des
Liganden sind jeweils mit N und C gekennzeichnet. (Crumpp 1997).

A: Ligand und Rezeptor separat vor der Bindung.

B: Interaktion von SDF1 mit dem N-terminalen Rezeptorsegment. Die
Kontaktstelle ist mit einem blauen Punkt markiert. Zwei der
Rezeptorhelices verkurzen sich, um die tatsachliche Bindungsstelle des
Rezeptors freizugeben.

C: N-terminale Region von SDF1 fest in der binding site von CXCR4
gebunden (orange Markierung). Diese Bindung aktiviert den Rezeptor,
was zur Konformationsanderung fuhrt.
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SDF1 scheint daher weniger ein Mediator der Entziindungsreaktion zu sein,
sondern spielt vermutlich bei der Immunuberwachung eine bedeutende Rolle.
Es wurde nachgewiesen, dass ihm eine tragende Rolle bei der Rezirkulation
von Lymphozyten und hamatopoetischen Stammzellen zukommt (Aiuti1996).
Zudem wurde SDF1 auch in menschlichen arteriellen Endothelzellen gefunden.
In diesen Zellen wurden zehn verschiedene Gene nachgewiesen, deren mRNA
SDF1a-abhangig exprimiert wurde.

Die meisten Chemokine werden in Abhangigkeit von Cytokinen produzieren,

SDF1 hingegen wird konstitutiv exprimiert (Shirozu 1995).

In Ubereinstimmung mit seinen in vitro nachgewiesenen Funktionen, haben
SDF1-knock out Mause schwere Storungen in der Myelo- und Lymphopoese
(Nagasawa 1996). Die in vitro offensichtlichen Effekte von SDF1 auf junge und
naive Zellen lassen vermuten, dass SDF1 wichtige Funktionen bei der Migration
und dem homing von Lymphozyten und haematopoetischen Zellen hat (Aiuti
1996).

Daruber hinaus werden sowohl SDF1 (Shirozu 1995) als auch sein Rezeptor,
CXCR4  (Federsppiel 1993) nicht nur auf Ilymphatischen und
haematopoetischen Zellen sondern auf einer Vielzahl unterschiedlichster Zellen
aus den unterschiedlichsten Geweben exprimiert.

18.3 Die Experimentelle Autoimmune Enzepahlomyelitis

Wie bereits erwahnt ist die EAE ein sehr gutes Tiermodell fur MS. Sie kann
durch verschiedene Methoden induziert werden: entweder man impft die
Versuchstiere aktiv mit Komponenten der Myelinscheiden (Wekerle et alt. 1994)
oder man Ubertragt CD4+ T-Lymphozyten, die eine Reaktivitat gegen die
Myelinscheiden zeigen (Ben-Nun et alt. 1981; Pettinelli and McFarlin 1981). Als
empfangliche Versuchtiere gelten Mause, Ratten und Affen, aber auch andere

Spezies.
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Hervorzuheben ist, dass bisher mit einer Ausnahme keine spontane, endogene
Form der EAE bekannt ist. Diese Ausnahme betrifft die Hundestaupe, bei der
sowohl autoimmune Faktoren als auch virusinduzierte Entmarkungen diskutiert
werden (Lampert 1978).

18.4 Grundlegende Immunologische Konzepte

Das Immunsystem bewaltigt vielfaltige Aufgaben in unserem Organismus, es
schitzt uns vor Infektionen durch Erreger aus dem mikrobiologischen Spektrum
genauso wie es hilft, korpereigene, sequestrierte Zellen abzubauen.

Man kann das Immunsystem auf verschiedene Weise einteilen, wobei stets

flieBende Ubergange bestehen:

Zum einen wird die humorale von der zellularen Abwehr unterschieden, des
Weiteren unterscheidet man das angeborene Immunsystem vom Erworbenen
mit seinen Gedachtniszellen (Carroll et alt. 1998). Die erste Immunbarriere wird
bereits durch das Integumentum und Schleimhaute gebildet (Sharp et alt.
2004). Diese verfugen sowohl Uber Systeme der angeborenen als auch der
erworbenen Immunitat — das Komplementsystem, Mediatoren, NK-Zellen,
Makrophagen, dendritische Zellen.

Infektionen treten nur auf, wenn Pathogene diese Immunbarrieren
durchbrechen kénnen. Wie wichtig die epitheliale Schutzfunktion flr den Koérper
ist, erkennt man erst, wenn diese Barriere gestort wird, sei es durch Wunden
oder Verbrennungen, bei denen Infektionen immer noch eine geflrchteten

Mortalitats- und Morbiditatsfaktor darstellen.
Zellen, die an die Immunitat vermitteln, sind Lymphozyten und Phagozyten.

Lymphozyten erkennen Antigene auf Pathogenen, Phagozyten internalisieren

Pathogene und degradieren diese.
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Bei den Phagozyten unterscheidet man mononukleare von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, deren gemeinsame Aufgabe in der Phagozytose

von Pathogenen und deren Degradierung besteht.

Lymphozyten — in dieser Arbeit besonders wichtig — werden wiederum in zwei

Haupttypen unterteilt, B-Zellen und T-Zellen.

Jede B-Zelle tragt einen fur sie spezifischen B-Zell-Rezeptor fur ein bestimmtes
Antigen. Wenn dieses Antigen erkannt wird, vermehrt sich die entsprechende
B-Zelle und differenziert zu Plasma-Zellen, welche in kurzer Zeit eine grofe
Zahl Antikorper produzieren. Zudem tragen B-Zellen noch viele Corezeptoren
und andere fur sie spezifische Membranoberflachen. CD8 ist spezifisch fur B-

Zellen und eignet sich daher flr den Nachweis von B-Zellpopulationen.

Bei T-Zellen unterscheidet man verschiedene Typen, die unterschiedliche
Funktionen im Organismus erflullen. T-Helfer-Zellen (TH1) erkennen mit ihrem
spezifischen T-Zell-Rezeptor die von den infizierten Zellen Uber MHCII
prasentierten Peptide. TH1-Zellen stimulieren Uber Zytokine Makrophagen. T-
Helfer-Zellen vom Typ TH2 interagieren ahnlich; diese jedoch dampfen die
systemischen Reaktionen von TH1-Zellen und stimulieren die Aktivitaten der B-
Lymphozyten. Diese Gattung von T-Zellen besitzt als Hauptrezeptor CD4 (Lider
1991).

T-Zellen vom zytotoxischen Typ oder T-Killer-Zellen, erkennen ebenfalls MHC-
ll-prasentierte Antigene und zerstoren die infizierte Zelle. |hr Hauptrezeptor ist
CD8 (Ford 2004). Zur Signalibermittlung ist neben den Hauptrezeptoren eine

grolde Anzahl an Korezeptoren notig.
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19 Zielsetzung des Promotionsprojektes

Das Promotionsprojekt mochte die immunopathogenen Mechanismen, weshalb
T-Lymphozyten im Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose die ihnen sonst
verschlossene Blut-Hirn-Schranke Uberqueren kénnen und die Myelinscheiden

im Gehirn zerstoren, weiter aufklaren.

Das Augenmerk soll ganzlich auf den Chemokinrezeptor CXCR4 und seinen
Liganden SDF1 (CXCL12) gelegt werden, da zum einen in
Expressionsanalysen mit Affymetrix® im Tiermodell der Multiplen Sklerose eine
deutliche Heraufregulation von CXCR4 im Lymphknoten und ZNS gezeigt
wurde und gerade SDF1 in ruhenden T-Lymphozyten eine CXCR4 vermittelte
Migration induziert. Zudem ist SDF1 fur das sog. Homing und Trafficing der

Lymphozyten verantwortlich.

Im Promotionsprojekt soll nun anhand von Genexpressionsprofilen fir CXCR4
und SDF1 gezeigt werden, ob diese in unterschiedlichen Organen und
Zellpopulationen von Rattenstdmmen unterschiedlicher Suszeptibilitat fur die
Auspragung der Erkrankung exprimiert werden, wie die Expression beeinflusst
werden kann, und welche funktionelle Auswirkung die jeweilige Expression auf
die Erkrankung hat.

Hierzu soll die mit Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein(MOG)—-induzierte
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) als Tiermodell in der
Ratte angewandt werden: Im ZNS finden sich wie bei der Multiplen Sklerose
entzindliche und entmarkende L&sionen mit Axonverlust. Zudem konnen

unterschiedliche Krankheitsverlaufe induziert werden.

Die Umsetzung der Ziele dieser Arbeit soll anhand von drei technologischen
Ansatzen verwirklicht werden:

Zunachst mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion, mit der die Genexpression
von SDF1 und CXCR4 in den untersuchten Zellen direkt zum Zeitpunkt der

Entnahme dargestellt werden kann. Daraufhin soll in 2 weiteren Projekten, der
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Durchflusszytometrie und der magnetischen Zellseparation, mittels Markierung
mit gegen Oberflachenepitope bestimmter Zellpopulationen gerichteter
Antikorper der aus Gewebeproben erhaltene Zellmix nach bestimmten
Populationen aufgetrennt werden. An diesen Populationen soll dann die
Exprimierung von CXCR4 und SDF1 mittels mRNA-Bestimmung uber die

Herstellung von cDNA und PCR genau untersucht werden.
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20 Materialien und Methoden

20.1 Materialien

20.1.1 Gerate

Sterile Arbeitsbank (Laminar Airflow | NUAIRE
Box)

Inversionsmikroskop WILL
Pippetierhilfe Accu-Jet® BRAND
50 ml Schraubdeckelrbhrechen GREINER
(Falcon Tubes)

15 ml Schraubdeckelréhrechen GREINER
(Falcon Tubes)

18 G Kanulen BRAUN
21 G Kantulen BRAUN
Dreiwegehahn BRAUN
25 ml Sterilpipetten, wattiert FALCON
10 ml Sterilpipetten, wattiert FALCON
5 ml Sterilpipetten, wattiert FALCON
Ruttler Vortex NEOLAB

PCR-Gerat ABI-Prism® 7000

Applied Biosystems

PCR Auswerte Software ABI-Prism®
7000

Applied Biosystems

1 ml Spritze BD

5 ml Spritze BD

10 ml Spritze BD
Petrischale, klein GREINER
Petrischale, standard GREINER
0,x um Filtersieb FALCON
Zahlkammer nach Neubauer ASSISTENT
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Prazisionpipette 0-20 ul

GILSON

Prazionspipette 0-100 pl GILSON

Prazionspipette 0-500 ul GILSON

Prazionspipette 0-1000 pl GILSON

Transferpette-12, 50-300 pl BRAND

Dispensiervolumen

Pipettenspitzen, bis 100ul SAARSTEDT

Pipettenspitzen, bis 1ml SAARSTEDT

Blutentnahmerdhrchen, 5ml  EDTA | SAARSTEDT

(Monovette®)

Adapter fir Monovette® SAARSTEDT

Isobehalter fur flussigen Stickstoff Thermos

Wasserbad GFL (Gesellschaft fur Labortechnik
mbH)

COy Linde

20 G Kandule BRAUN

96-Loch PCR-Platten (Abgene 96-well
plate)

Applied Biosystems

Plattenverschweildgerat Abgene

Clear Seals® PCR-Plattenfolie Abgene

Feinwaage SARTORIUS

Zentrifuge HAEREUS
Tischzentrifuge EPPENDORF
Molinea-Tuch HARTMANN

2L Kunststoff-Laborgefal® BRAND

Plexiglasdeckel zum 2L Laborgefafl WERKSTATT DES UKT
Heizblock NeoBlock 1 NEOLAB

Butterlfy® 18G

Blutentnahme/Infusionsnadel

BD BEKTON DICKENSON
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20.1.2 Reagenzien und Chemikalien

PBS-Puffer GIBCO
Mykobacterium Tuberkulosis, Stamm, | DIFCO
abgetotet

Inkomplettes Freud’s Adjuvans SIGMA

1% BSA SIGMA
Ethanol, 70% Merck
2-Mercaptoethanol SIGMA
Diethyl-Ether Riedel-De-Hahn
DNAse | Roche

Rneasy Kit ® QIAGEN

20.1.3 Versuchstiere

Zur Verfugung standen funf verschiedene ingezuchtete und MHC-kongene

Rattenstamme, wovon vier verwendet wurden:

Stamm Haplotyp Klassel Klasse ll Klasse lll Klasse IV
RT1.A RT1.B RT1.D RT1.C

LEW.1IN N n n n n n

LEW.1AV1 | Av1 a a a avi av1

DA Av1 a a a av1 av1

ACI Av1 a a a avi av1

Tab. 1 Ingezuchtete Rattenstamme und RT1 Haplotypen (Hedrich 1990).

Die LEW-Ratten wurden von Prof. Hans Hedrich von der medzinischen

Hochschule Hannover zur Verfigung gestellt. Die DA Ratten wurden von
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Harlan Winkelmann (Brochen, Deutschland), die ACI Ratten von Harlan USA
(Indiana, IN) gekauft.

20.2 Methoden

20.2.1 Immunisierung

Zur Immunisierung wurden die Tiere mit einer einfachen Ether-
Inhalationsnarkose betaubt. Hierzu wurde ein mit circa 15 ml Ether getranktes
Molinea-Tuch in ein 2 Liter Kunststoff Laborgefal® gegeben, drei Ratten
hineingesetzt und das Gefal® mit einer Plexiglasplatte abgedeckt und etwa 1,5
bis 2,5 Minuten gewartet, bis die Betaubung eingesetzt hat. Die Ratten wurden

dann intradermal an der Schwanzwurzel mit 200 pl Inokulum geimpft.

Das Inokulum bestand aus je 50 ug MOG in 100 ul PBS gemischt mit 200 ug
Mycobacterium Tuberculosis (MT) plus 100 pl IFA.

Beim unten dargestellten PCR-Projekt wurden neben der naiven Kontrollgruppe
noch weitere Kontrollgruppen angelegt, und zwar wurden diese auch mit jeweils
200p! immunisiert, jedoch bestand das Inokulum bei den verschiedenen
Tiergruppen aus

1. 100 pl PBS gemischt mit 100 pl IFA sowie

2. 100 pl PBS gemischt mit 200 pg MT plus 100 ul IFA und

3. 50 ug MOG in 100 pl PBS gemischt mit 100 pl IFA.

20.2.2 Beurteilung des Erkrankungsverlaufes

Die Tiere wurden nach der Immunisierung taglich auf ihr Gewicht, den Zustand

ihres Felles und neurologisch untersucht. Die neurologische Untersuchung
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fokussierte bei den DA-Raten vor allem die Eigenbeweglichkeit des Schwanzes,
bei den anderen Stammen wurde auf das Bewegungsmuster, den

Bewegungsradius sowie auf Kleinhirnzeichen geachtet.

Die klinische Beurteilung des Erkrankungsstadiums wurde angelehnt an der

Einteilung von Weissert et alt. :

Grad 0O: keine klinischen Kennzeichen

Grad 1: Schwache oder Lahmung des Schwanzes
Grad 2: Paraparese oder Hemiparese der Hinterlaufe
Grad 3: Paralyse oder Hemiparalyse der Hinterlaufe
Grad 4: Tetraplegie oder Tod

20.2.3 Sezierung der Versuchstiere und Gewinnung der Organproben

Die Versuchstiere wurden vor der Sezierung mit CO, betaubt: Das Tier wurde
dazu in einem von der Werksatt des UKT aus Plexiglas gefertigten Spezialkafig,
der Luftdicht verschlossen werden kann und Uber eine CO2-Einleitung verfugt,
gesetzt. Bei dicht verschlossenem Deckel wurde CO»-Gas eingeleitet, bis die

erwunschte Narkosetiefe erreicht war.

Danach wurde das Versuchstier entnommen und auf einem Praparierblock aus
Styropor, der mit Molinea bezogen war, mit 18G Kanulen an den Extremitaten
in Ruckenlage fixiert und das Operationsfeld mit 70% Ethanol bespriht, damit

die Kontamination mit Fellhaaren beherrschbar bleibt.
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Die Praparation begann mit der Eréffnung der Peritonealhdhle, gefolgt von der
Eréffnung des Thorax. Unverzlglich nach der Blutentnahme aus dem rechten
Herzventrikel wurde mit einem Butterfly in den linken Ventrikel eingestochen
und das Tier mit 50ml PBS (Gibco) perfundiert. Durch die PBS-Perfusion wird
das Blut aus den Organen gespult, um eine Verfalschung der entsprechenden

Proben zu vermeiden.

Die zur Praparation verwendeten Instrumente wurden in 70% Ethanol zwischen
den einzelnen Arbeitsgangen gereinigt, um Verfalschungen der Proben

vorzubeugen.

Die Organe beziehungsweise Organproben wurden unverzuglich nach der
Entnahme beim PCR Projekt in mit PBS geflllte 2ml Eppendorf cups gegeben

und in flussigem Stickstoff tiefgefroren.

Bei den anderen Projekten wurden die Proben am selben Tag direkt
weiterverarbeitet und daher in auf Eis stehende und mit PBS (Gibco®) gefillte

15ml Schraubdeckelréhren gegeben.

20.2.4 PCR

Fur die Untersuchung wurden Ratten wie oben beschrieben seziert und

folgende Organproben entnommen:

o Gehirn o Ruckenmark (RM)
o Lymphknoten o Milz

o Knochenmark (Femur) o Thymus

o Blut o Niere

o Muskel o Pankreas

o Aortenbogen o Ovar

o Herz o Lunge

o Schilddruse o Leber
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Die Organproben wurden in Eppendorf cups mit PBS gelagert, die in flissigem

Stickstoff aufbewahrt und anschlieRend tiefgefroren wurden.

20.2.4.1 Gewinnung des Knochenmarks

Die Femurkondylen und der Femurkopf wurden abgetrennt, so dass lediglich
die Diaphyse ubrig bleibt und ein Zugang zur Markhohle besteht.

Die Diaphyse wurde mit PBS durchspult und der Durchlauf aufgefangen, um
das Knochenmark zu gewinnen. Dieser Vorgang wurde mehrere Male
wiederholt, wobei zum Durchspulen immer der Durchlauf vom vorhergehenden
Schritt verwendet wurde. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in ein 15ml
Schraubdeckelrohrchen Uberfuhrt und sieben Minuten bei 1300 Umdrehungen
pro Minute und vier Grad Celsius zentrifugiert (Haereus Zentrifuge). Der
Uberstand wurde entfernt, die Zellen durch Vortexen aufgelockert und mit 5ml
ACK-Lysepuffer versetzt. Innerhalb von funf Minuten lysieren die Erythrozyten;
die Lymphozyten sind noch vital. Danach wurden sieben Milliliter PBS
zugegeben, und erneut wie beschrieben zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abermals abgegossen und die Zellen aufgelockert, anschlieRend wurden das
Schraubdeckelréhrchen mit zwei Millilitern PBS aufgefillt. Die Suspension
wurde dann durch ein 70um Zellsieb in ein 50ml Schraubdeckelrbhrchen
uberfuhrt.

20.2.4.2 Zubereitung des Blutes

Dem Blut (in einem 50 ml Falkon Tube) wurde zur Lyse der Erythrozyten
ebenfalls 10ml ACK-Lysepuffer zugegeben, danach wurde bis auf 50ml mit PBS
aufgefullt und bei 1500rpm (rotations per minute) und 4 Grad Celsius 5 Minuten
zentrifugiert. Auch hier wurde der Uberstand verworfen, der Bodenstand mit
einem Vortex Gerat aufgelockert, erneut mit 20ml PBS aufgefillt, und erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet wird nun auf 1ml Endvolumen aufgefullt und

schliel3lich durch das Zellsieb gelassen und in ein 2ml Eppendorf cup gebracht.
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20.2.4.3 Auszahlen der Lymphozyten in Knochenmark und Blut

Aus jeder Losung werden 10pl entnommen und mit 10l Tryptan Blau im
Verhaltnis 1:1 in einer 96 Wellplatte mit rundem Boden gemischt. Das Tryptan
Blau markiert abgestorbene Lymphozyten dunkelblau. Mit der Neubauer-
Zahlkammer (0,100mm; 0,0025mm?) werden jeweils 2 Lésungen bei 20-facher

VergrofRerung bei 660nm im Auflicht-Mikroskop ausgezahit.

Das Auszahlen der Lymphozyten ist wichtig, da durch entsprechende
Verdinnung eine einheitliche Zellzahl in allen Reaktionsansatzen erzielt werden
muss.

Die Zubereitung der mRNA erfolgt mit dem RNEasy Kit von Qiagen®.

Dieses Kit beinhaltet Eppendorf cups, Puffer und auch spezielle Saulen mit

einem Filter, in dem die DANN ausfiltriert wird.

Die Anwendung des Rneasy Kits erfolgt schrittweise nach folgendem Schema,

hier an der Zubereitung des Knochenmarks geschildert:

1. Jedem Pellet der Knochenmarkszellen wird eine Mischung aus 600pl
RLT-Puffer + 10ul B-ME zugegeben.

2. Die Proben werden mit dem Vortexgerat sowie durch wiederholtes
aufziehen und abdrucken mit einer 1ml Spritze und 20G Kanule
mdglichst gut mit dem Puffer vermischt; durch die Scherkrafte werden
Zellen zum Platzen gebracht.

3. Jeder Probe werden 600yl 70%iger EtOH zugegeben, wobei die
Mischung mit dem Puffer durch mehrmaliges Aufziehen der Pipette
erzielt wird und nicht mit dem Vortex-Gerat. Das Ethanol dient zum
Ausfallen der Nukleinsauren.

4. Auf jede Saule werden 700yl der jeweiligen Probe gegeben und danach

fur 15s mit 10000 Umdrehungen (rpm) zentrifugiert.
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Die Flussigkeit, die sich in dem unteren Teil gesammelt hat wird weggeschuttet.
Dieser Schritt wird mit den restlichen Proben wiederholt.

Nun werden die Proben in mehreren Schritten gereinigt:

Im ersten Waschschritt werden 350ul RW1 Puffer auf die Saulen gegeben und
15 Sekunden bei 10000 rpm (rotations per minute) zentrifugiert. Wieder wird der
sich angesammelte Teil im Tube weggeschuttet. Jedes Tube wird durch ein
Neues ersetzt. AnschlieBend wird die Dnase 1 Digestion zubereitet und
zugegeben: 10ul Dnase und 70ul RDD Puffer werden je Probe angemischt.
Jeder Probe werden 75ul DNAse-Mix zugegeben. Dabei wird darauf geachtet,
dass die Mischung besonders an der Saulen Matrix (die Kante zwischen Filter
und Wand) gegeben wird und nicht auf den Filter oder die Wand. Dies wird bei
Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert.

Es folgt die Zugabe der DNAse, denn es soll lediglich RNA isoliert werden. RNA
zeigt an, was die Zelle im Moment des Todes translatieren wollte.

Im folgenden zweiten Waschschritt werden 350ul RW1 Puffer auf die Saulen
gegeben und fur 15 Sekunden bei 10000rpm zentrifugiert. Der Inhalt der Tubes
wird wieder weggeschuttet.

Der dritte Waschschritt besteht daraus, 500ul RPE Puffer auf die Saulen zu
geben und ebenfalls fur 15 Sekunden bei 10000rpm zu zentrifugieren. Der
Inhalt der Tubes wird wieder verworfen.

Jetzt wird der zweite Waschschritt wiederholt, jedoch wird 2 Minuten auf
maximaler Umdrehungsgeschwindigkeit zentrifugiert bis die Saulen trocken
sind.

Die Tubes werden weggeworfen und die Saulen jeweils in ein neues, sauberes
1,5ml-Tube gebracht.

Auf jede Saule kommen jetzt 100ul RNAse-freies (=DEPC-) Wasser. Die
Saulen mit den Tubes werden 1 Minute mit 10000rpm zentrifugiert.

Die Saulen werden jetzt weggeworfen und Ubrig bleibt die RNA gelost in DEPC-
H.0.

Nun hat man aus jeder Probe RNA gewonnen.

Diese Schritte werden jetzt mit den Blutproben wiederholt, damit am Ende RNA

des Knochenmarkes und des Blutes hergestellt sind.
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20.2.5 Methode: FACS (fluorescence-activated cell sorting)

Fir die Untersuchung wurden Ratten in wie oben beschrieben seziert und

folgende Organproben enthnommen:

e ZNS (Gehirn + Rickenmark)
e Lymphknoten
e Bilut

Im Gegensatz zur PCR-Praparation wurden die Organproben in Eppendorf
cups mit PBS gelagert, auf Eis gestellt und direkt nach Entnahme

weiterverarbeitet und nicht in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Bei der Vorbereitung der Zellen fur die DurchfluBzytometrie ist es entscheidend,
die Zellen optimal zu kuhlen und lediglich kurz fur die Bearbeitung vom Eis zu
nehmen, da mit dieser Methode nur vitale Zellen nachgewiesen werden.

Bei der Bearbeitung wurde genau darauf geachtet, die Zellen unter optimalen

Bedingungen zu bearbeiten.

20.2.5.1 Aufarbeitung Lymphknoten

Bei der Aufarbeitung wird zunachst das PBS, welches zur Zwischenlagerung
dient, verworfen. Die Lymphknoten werden direkt in ein kleines Sieb gegeben;
eine Petrischale wird mit etwa 10ml PBS gefullt. Anschlieend werden die
Lymphknoten mit Hilfe eines Spritzenstempels durch das Sieb gepresst.
Bindegewebe und andere Anteile bleiben zum gréfdten Teil im Sieb und werden

verworfen.
Die so gewonnen Zellsuspension wird wieder in ein frisches 15ml

Schraubdeckelréhrchen Uberflhrt und auf Eis gestellt, bis die Zentrifuge bereit

ist.
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Es folgt ein Zentrifugationsschritt bei 1400 Umdrehungen pro Minute bei 4°C fur
6 Minuten.

Der Uberstand wird verworfen, das sich am Boden absetzende Pellet wird in 3
ml PBS resuspendiert und durch Rutteln wieder vollstandig in Lésung gebracht.
AnschlieRend wird dieses Suspension in ein 50 ml Schraubdeckelrérchen
gegeben, in welches ein Zellsieb eingesetzt ist.

Das Einwegsieb wird entsorgt, sobald die Zellsuspension durchgelaufen ist,
dann wird das RoOhrchen verschlossen und bis zum nachsten Arbeitsschritt

wieder auf Eis gelagert.

20.2.5.2 Aufarbeitung ZNS:

Gehirn und Ruckenmark liegen in ca. 15ml PBS vor.
Das PBS wird weggeschittet und das Gewebe
durch ein Sieb in 10ml DNAsel Puffer mit Hilfe eines
Spritzenstempels gepresst. Die Petrischale wird mit
weiteren 5ml DNAsel Puffer ausgespult. 10m
DNAse Puffer + ZNS sowie die 5ml DNAsel Puffer
werden in einem 50ml Falcon Tube gesammelt und
10 Minuten bei 1500rpm bei 4°C zentrifugiert.

Zubereitung des Gradienten in einem 15ml Falcon
2 ml 70% Percoll Tube:

Unter 4ml 45%iges Percoll werden mit einer 2ml

Spritze unter groRRer Vorsicht 2ml 70% Percoll
gebracht.

Das fertig zentrifugierte Zellpellet wird in 6ml

0, . .
4 mi 48% Percol 30%igem Percoll gelést und ebenfalls sehr

W vorsichtig auf den Gradienten gebracht.

Abb. 5 Herstelllung des Percoll-Gradienten
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Nun wird ohne Bremse 25 Minuten bei 2300rpm bei 4°C

zentrifugiert.  Daraufhin ~ wird das sich  oben
ﬁ Myeln angesammelte Myelin mit einer Spritze entfernt und die
Fraktionen an der 30%/45% und 45%/70% Grenze
gesammelt.
Diese Zellen werden mit PBS gewaschen, der Uberstand
Makrophagen  abgeschuttet und die Zellen in 2ml ACK-Puffer fir 1,5
Minuten lysiert. Danach aufgeflllt mit PBS, erneut

gewaschen, und mit FACS Puffer aufgefullt.

B- und T-

v Lymphozyten

Abb. 6 Percoll-Gradient nach
Beladung und Zentrifugation

Da mit bekannter MS Pathologie sehr wenige Lymphozyten im Gehirn zu
erwarten sind, wir gepoolt, d.h. Gewebe von Tieren mit gleichem Stamm und
ahnlichem Krankheitsverlauf werden gemeinsam weiterverarbeitet und
gemessen.

Da das FACS Gerat durch schon kleine Gewebeteile verstopft, werden die

Lésungen mit einem Nylon Filter gefiltert.
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20.2.5.3 Aufarbeitung des Blutes

Dem Tier wurde Blut mit einer EDTA Spritze entnommen und in ein 50ml
Falcon Tube ubergefuhrt. 8ml ACK Puffer werden hinzu gegeben und kurz
gevortext. Nach 5 Minuten sind Erythrozyten lysiert und es wird mit PBS
aufgefiillt. Nach Zentrifugation wird der Uberstand abgeschiittet und der
Waschvorgang wiederholt. Nachdem auf jede Probe 500ul FACS Puffer

gegeben wurden, werden entsprechende Proben gepoolt.

Nun erfolgt wieder das Auszahlen unter dem Auflichtmikroskop mit Trypanblau-
Farbung: Jeder Probe werden 10ul entnommen, in eine Vertiefung einer 96-
Loch-Probenplatte gegeben, und jeweils mit 10ul Trypanblau vermischt und
anschlie3end in der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt.

Jedes Schraubdeckelrohrchen sollte 10 Millionen Zellen pro Milliliter
Suspension enthalten, entsprechend dieser Mallnahme wurde verdunnt. Falls
es nicht moglich ist, auf die entsprechende Zellzahl zu kommen, sollten jedoch

mindestens 5 Millionen Zellen pro Milliliter Suspension angestrebt werden.

Der Zellsuspension werden nun pro zu detektierendem Antikorper 100ul
entnommen und mit jeweils 10ul pro entnommenen 100ul Fc-Block purified anti-
rat versetzt.

AnschlieRend werden dieser Suspension 90ul entnommen und in ein FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Dieser werden 10ul der entsprechenden Antikdrperldsung

zugeflgt, gevortext und im Kihlschrank bei 4°C fir 30 Minuten inkubiert.

Fir jede neue Probe wird dieses Setting durchlaufen.

Der FACS-Scan erfolgt an einem AplliedBiosystems 7200 System.
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20.2.6 Methode: MACS (magnetic-activated cell seperation)

Fir die Untersuchung wurden Ratten in wie oben beschrieben seziert und
folgende Organproben enthnommen:

e ZNS (Gehirn + Ruckenmark)

e Lymphknoten

e Bilut

e Milz

Die Zubereitung der Zellen fur die MACS-Analytik erfolgt bis zu einem gewissen
Malde analog der FACS-Zubereitung. Die Aufbereitung der Milz erfolgt analog
zu derer der Lymphknoten.

Ab der Zellauszahlung wird allerdings anders verfahren:

Die Zellsuspension wird mit 300g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand vollstandig vorsichtig abpippetiert. Das Zellpellet wird in je 80yl
MACS-Puffer pro Milliarde Zellen resuspendiert. Je Milliarde Zellen werden
dann 20ul die gegen die gesuchten Oberflachenantigene gerichteten

MicroBeads zugegeben.

Nach gutem Mischen werden die Proben 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach
dieser Zeit werden Antikorper zur Farbung zugegeben und wieder 5 Minuten bei
4°C inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen gewaschen, indem man das
Pellet in 2 ml MACS-Puffer je Milliarde Zellen bei 300g fur zehn Minuten

zentrifugiert und anschlieRend den Uberstand abpipettiert.

Zur magnetischen Trennung werden die Zellen in 500ul MACS-Puffer je 10
Milliarden Zellen resuspendiert.
Die magnetische Separation erfolgt nach dem Hersteller-Protokoll von Miltenyi

Biotec®.
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21 Ergebnisse

21.1 Ergebnisse des PCR-Projekts

Es wurde die Expression von CXCR4 und SDF1 sowohl in der Peripherie als
auch im zentralen Nervensystem untersucht. Diese Untersuchungen wurden an

den zwei verschiedenen Ratten-Stammen DA und ACI durchgefuhrt.

Die unterschiedliche Suszeptibiliat der Stamme DA und ACI ist schon seit
langerem bekannt (Weissert 1998). Wir untersuchten nun, inwiefern diese
Beobachtung mit der Expression von CXCR4 und seinem Liganden SDF1
abhangig ist, ob Uberhaupt ein Zusammenhang besteht und wenn ja, wie dieser

aussieht.

Weiterhin interessierte uns nicht nur der Zusammenhang zwischen dem
Erkrankungsgrad und der Stammzugehoérigkeit, sondern auch die Auswirkung
der verschiedenen Immunisierungen auf die Erkrankung in den einzelnen

Stammen.

Dabei wurden wie oben beschrieben die verschiedenen Immunisierungen Naiv,
IFA, IFA+MOG, CFA und CFA+MOG verwendet. Die Tiere wurden mit der oben
beschriebenen Methode immunisiert und anschlieBend 14 Tage lang klinisch
untersucht. Die Expression von CXCR4 und SDF1 wurde mittels PCR auf
Applied Biosystems ABI PRISM 7000 Sequence Detection System als Real
Time PCR ausgefuhrt.

Als endogene Kontrolle diente hier die Expression des house keeping gene flr
die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase(GAPDH), welches das Schllssel-
enzym des Pentosephosphatweges darstellt.

Mit dieser endogenen Kontrolle konnte garantiert werden, dass eine

Normalisierung auf unterschiedliche mRNA/ cDNA-Mengen stattfand.
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Als weitere endogene Kontrolle wurde ein weiteres house keeping gene, 18S

rRNA, herangezogen.

Diesen beiden Kontrollen eignen sich besonders, da ihre Expression in den

Ratten konstant ist.

Bei den DA Ratten konnte eindricklich gezeigt werden, dass die Immunisierung
mit vollstandigem Freundschem Adjuvans (CFA) und vollstandigem
Freundschem Adjuvans zusammen mit Myelin Oligodendrozyten Glykoproteine
(CFA+MOG) eine deutliche Steigerung der Expression von CXCR4 und SDF1

induziert:
CXCR4 Gehirn
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Abb.7 Relative Expression von CXCR4 im Gehirn bei DA-Ratten
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CXCR4 Rickenmark
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Abb. 8 Relative Expression von CXCR4 im Ruckenmark bei DA-Ratten.

Die Expression von SDF1 als Ligand von CXCR4 war bei den DA-Ratten in der
CFA und CFA+MOG-Immunisierung ebenfalls im ZNS deutlich erhéht (Abb. 9
und 10):

SDF-1 Gehirn
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1.4 1
1.2 1
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IFA+MOG CFA+MOG

Abb. 9 Relative Expression von SDF1 im Gehirn bei DA-Ratten.
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SDF-1 Riickenmark

AACT

0 . 1 .
RM naiv RMIFA RM CFA RM RM
IFA+MOG CFA+MOG

Abb. 10 Relative Expression von SDF1 im Rickenmark bei DA-Ratten.

In der Peripherie zeigte sich ein diffuseres Verteilungsmuster der Expression:

In dem sekundarlymphatischen Organ Milz (siehe Abb. 11) &ahnelt das
Expressionsmuster von CXCR4 stark dem Expressionsmuster des ZNS,
wohingegen die Expression von CXCR4 im Lymphknoten, ebenfalls ein
sekundares lymphatisches Organ, ein umgekehrtes Expressionsmuster mit den
niedrigsten relativen Expressionen von CXCR4 in den Immunisierungen CFA
und CFA+MOG, zeigt (ABB. 12).
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Abb. 11 Relative Expression von CXCR4 in der Milz bei DA-Ratten.
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Abb. 12 Relative Expression von CXCR4 in Lymphknoten bei DA-Ratten.
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Bei der relativen Expression von SDF1 in der Peripherie ergab sich folgende

Verteilung:

SDF-1 Milz

AACT

05" ‘ s

Milz naiv ~ MilzIFA  Milz CFA Milz Milz
IFA+MOG CFA+MOG

Abb. 13 Relative Expression von SDF1 in der Milz bei DA-Ratten.

Auffallig ist die Expressionsverteilung sowohl von CXCR4 als auch SDF1 im
Blut der erkrankten DA-Ratten und den Kontrolltieren. Hier ist die starkste

Expression bei den CFA-immunisierten Tieren zu finden (Abb. 14 und 15):
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CXCR4 Blut
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Abb. 14 Relative Expression von CXCR4 im Blut bei DA-Ratten.
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Abb. 15 Relative Expression von SDF1 im Blut bei DA-Ratten.
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Bei den ACI-Ratten ist das Expressionsmuster im zentralen Nervensystem in
gewissem Male dem Expressionsmuster der DA-Ratten vergleichbar, da auch
hier die Expression von CXCR4 und SDF1 bei den CFA sowie den CFA+MOG

immunisierten Tieren am grofdten ist (Abb. 16 und 17).

CXCR4 Gehirn
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0 ] ] ] ] 1
Gehirn naiv Gehirn IFA Gehirn CFA  Gehirn Gehirn
IFA+MOG CFA+MOG

Abb. 16 Relative Expression von CXCR4 im Gehirn bei ACI-Ratten.
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CXCR4 Ruckenmark
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Abb. 17 Relative Expression von CXCR4 im Ruckenmark bei ACI-Ratten.

In der Peripherie ist die Ahnlichkeit zwischen der CXCR4-Expression in DA-
Ratten und ACI-Ratten noch schwach ausgepragt, am ahnlichsten sind sich die
Expressionsmuster in den beiden Stammen in der Milz (Abb. 11, Abb. 18 und
Abb. 19):
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CXCR4 Milz
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Abb. 18 Relative Expression von CXCR4 in der Milz bei ACI-Ratten.

CXCR4 Blut
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Abb. 19 Relative Expression von CXCR4 im peripheren Blut bei ACI-Ratten.
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CXCR4 Lymphknoten
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Abb. 20 Relative Expression von CXCR4 in Lymphknoten bei ACI-Ratten.

Gleiches gilt auch fur die relative Expression von SDF1: Im zentralen
Nervensystem ist die relative Expression wie bei den DA-Ratten bei den CFA
und CFA+MOG-Immunisierungen am hdchsten (Abb. 21 und Abb.22).
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Abb. 21 Relative Expression von SDF1 im Gehirn bei ACI-Ratten
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Abb. 22 Relative Expression von SDF1im Rickenmark bei ACI-Ratten.
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Auch in den lymphatischen Organen Milz und Lymphknoten ist die Expression
von SDF1 bei ACI-Ratten sehr gut mit der bei DA-Ratten vergleichbar.

Die einzige Ausnahme stellt hier die Expression von CXCR4-positiven Zellen im
Blut dar, hier gibt es eine enorme Vermehrung der CXCR4-Expression in den
Immunisierungen IFA und IFA+MOG (Abb. 23).

SDF-1 Blut

3000 A
2500 A
2000 A
1500 -

AACT

1000 -

500 -
N —

Blut naiv  BlutIFA Blut CFA Blut Blut CFA +
IFA+MOG MOG

Abb. 23 Relative Expression von SDF1 im peripheren Blut bei ACI-Ratten.

Die relative Expression von SDF1 im peripheren Blut von ACI-Ratten ist bei den
IFA+MOG immunisierten Ratten am starksten ausgepragt. Deutlich schwacher
ist die SDF1 Expression bei IFA-immunsierten Tieren. Die Immunisierungen mit
CFA und CFA+MOG weisen im peripheren Blut eine eher geringe Expression
von SDF1 auf, bei den naiven Tieren lasst sich keine SDF1 Expression im

peripheren Blut nachweisen.
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Zusammenfassend lasst sich ein Trend bei der relativen Expression von
CXCR4 und SDF1 bei den untersuchten Immunisierungen erkennen, der dahin
geht, dass bei den hochenzephalitogenen Immunisierungen die relative
Expression in der Regel sowohl bei den DA als auch den ACI-Tieren gesteigert

ist.

Was den klinischen Krankheitsverlauf beziehungsweise die
Krankheitssuszeptibiliat betrifft, so lasst sich sagen, dass ACI-Ratten nicht an
der experimentellen autoimmunen Enzephalitis erkranken (Weissert et alt.
1998; Dahlmann et alt. 1999; Jagodik et alt. 2004). Dies konnte bestatigt
werden; der Erkrankungsverlauf bei beiden ACI-Stammen zeigt kontinuierlich
einen Score von 0 auf. Die DA-Tieren hingegen lieRen eine der Zeit
proportionale Verschlechterung erkennen. Diese Erkrankungsverlaufe der Tiere
bestatigen vorangehende Versuche bei denen nur DA-Ratten an EAE

erkrankten, wahrend ACI-Tiere keine klinischen Symptome der EAE zeigten.

Die Tiere wurden bis zum zwolften Tag post Immunisierung taglich morgens

und abends gescored und schlie3lich an Tag zwolf seziert.
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—e—DA
4 1 ~—=—AC|
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tag p.l.

Abb. 24 Krankheitsverlauf bei ACI- und DA-Tieren
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21.2 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie wurden ausschlieRlich Gewebeproben von CFA +

MOG1-125 immunissierten Tieren betrachtet.
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Abb. 25 Anteil von CD4+ Zellen im FACS-Scan

CD4 als Oberflachenantigen kommt v.a. bei T-Lymphozyten vor. CD4+ T-Zellen
interagieren mit MHCII tragenden antigenprasentierenden Zellen. Bei der
Untersuchung auf CD4+ T-Lymphozyten fallt auf, dass diese bei allen
immunisierten Tieren in erhohtem Male vorhanden sind, besonders in
Lymphknoten und peripherem Blut. Besonders prominent ist die vermehrte Zahl
an CD4+ T-Zellen bei den LEW.1N Tieren.
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Abb. 26 Anteil CD8+ positiver Zellen im FACS-Scan

CD8+ T-Lymphozyten reagieren auf Antigene, die durch MHCI prasentiert
werden. Diese T-Zellen kommen naturlicherweise praktisch Uberall im Korper
vor. Nach der Immunisierung mit MOG1-125 + CFA steigt die Anzahl der CD8+-
T-Lymohozyten bei allen vier Stdmmen an, besonders im Lymphknotengewebe
sowie im peripheren Blut. Im ZNS verhalt sich die Expression beinahe
antiproportional zum Krankheitsverlauf, hier erreichen ACI-Ratten die héchsten
Werte, obwohl sie nicht an der EAE erkranken, wohingegen die LEW.1N-Tiere,
die die starkste Klinik entwickeln, die geringste CD8+-Lymphozytenzahl im ZNS

aufweisen.
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Abb. 27 Anteil Ox42-markierter Zellen im FACS-Scan

Ox42 ist ein gegen CD11b gerichteter Antikorper. CD 11b ist ein typisches
Epitop auf Makrophagen. Somit kennzeichnet OX42 indirekt die Anzahl von
Makrophagen in den jeweiligen Gewebeproben. Die Anzahl der Makrophagen
post Immunisationem ist bei allen vier Stammen im peripheren Blut als auch im
zentralen Nervensystem erhoht. Die ACI-Tiere zeichnen sich durch eine
erhohte Makrophagenexpression in den Lymphknoten aus, wohingegen die
Anzahl der Makrophagen verglichen mit den anderen Stammen relativ gering

ist.
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Abb. 28 Anteil Ox6 markierter Zellen im FACS-Scan

Als Marker fur MHCII RT la kommt Ox6 zum Einsatz. MHCII kommt sowohl auf
B-Zellen also auch auf Antigen prasentierenden Zellen (APC) vor und ist fur die
Interaktion mit CD4+ T-Zellen wichtig. (Muhallab 2005). B-Zellen werden sowohl
in den Lymphknoten, der Peripherie und dem zentralen Nervensystem verstarkt

gefunden und zwar bei allen vier Ratten-Stammen.
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Abb. 29 Anteil NK-Zellen im FACS-Scan

NK-Zellen stellen eine Subpopulation von Lymphozyten dar, die weder der B-
Zell- noch der T-Zelllinie zugeordnet wird. Die NK Zellen sind grol3e
lymphatische Zellen mit prominenten intrazellularen Granula. Sie machen nur
eine sehr kleine Subpopulation der im peripheren Blut vorkommenden
Lymphozyten aus. Sie tragen an lhrer Oberflache den CD16-Rezeptor, welcher
IgGs der Subklassen 1 und 3 erkennt und den zytotoxischen Angriff auf
entsprechend opsonierten Zielzellen auslést (Perish-Novak 2000; Zhang 1997).
NK-Zellen sind nach der Immunisierung mit MOG1-125 + CFA in verstarktem

Male im peripheren Blut und im zentralen Nervensystem zu finden.
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Abb. 30 Anteil y3-Zellen im FACS-Scan

y:8-Zellen stellen eine Subpopulation von T-Zellen dar. Anstelle des auf T-Zellen
der adaptiven Abwehr ublichen o:pB-Rezeptors, exprimieren sie den 7y:5-
Rezeptor. lhre Funktion ist nicht genau bekannt. y:5-T-Zellen erkennen ihre
Liganden im allgemeinen nicht durch MHC-Prasentation sondern direkt und
konnten so direkt und schnell auf eine Vielzahl von Molekulen reagieren, die
von vielen unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden. Mdgliche Liganden
sind: Hitze-Schock-Proteine, MHC Klaase IB und au3ergewdhnliche Nucleotide
und Phospholipide (Deng 2004, Aranda 1999, Guy-Grand)

Im Gegensatz zu Peripherie und Lymphknoten werden y:5-Zellen nach der
Immunisierung in deutlich gesteigerter Zahl im zentralen Nervensystem
gefunden. Erstaunlicherweise ist die Expression bei den ACI-Ratten, die nicht

erkranken, am hochsten.

58



21.3 Ergebnisse des MACS-Projekts

Mittels der Markierung mit gegen Oberflachenepitope bestimmter
Zellpopulationen gerichteter Antikérper konnte der aus den Gewebeproben
erhaltene Zellmix nach bestimmten Populationen aufgetrennt werden. An
diesen Populationen wurde dann die Exprimierung von CXCR4 und SDF1
mittels MRNA-Bestimmung Uber die Herstellung von cDNA und PCR genau
untersucht.

Es wurden dazu Zellen selektiert, die CD4+ oder CD8+ oder CD45+ sind.

mACI
18 1 EDA
OLEW.IN
16 7 O LEW.1AVA

CD4 (, ,CT)

LK Milz Blut

Abb. 31 Anteil CD4+ CXCR4 exprimierende Zellen
Bei den CD4+ Zellen aus dem peripheren Blut, welche vor allem T-

Lymphozyten sein durften, zeigt sich ein sehr hoher mRNA-Bestand fur CXCR4
bei den DA-Ratten.
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Abb. 32 Anteil CD8+ CXCR4 exprimierende Zellen

In Lymphknoten, der Milz und im peripheren Blut wird CXCR4 relativ stark im
Vergleich zu den andren Stammen auf CD8+ Zellen von LEW.1N-Tieren

exprimiert.
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Abb. 33 Expression von CXCR4 auf CD45RA+ Zellen
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Bei der Expression von CXCR4 auf CD45RA+ Zellen imponieren ebenfalls die
Proben der LEW.1N Tiere, besonders was Lymphknoten und Milz angeht; Im
Blut zeigt der LEW.1AV1-Stamm die hochste Expression von CXCR4 auf CD
45RA+-Tieren.
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Abb. 34 Expression von SDF1 auf CD 4 positiven Zellen

Bei der Expression von SDF1 auf CD4+ Zellen heben sich die Proben aus der
Milz der DA-Ratten hervor.
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Abb. 35 Expression von SDF1 auf CD8 positiven Zellen
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Die Expression von SDF1 auf CD8+ Zellen imponiert besonders bei den

Gewebeproben aus Milz und Lymphknoten von ACI-Tieren. Ahnlich stark erhoht
ist die SDF1-Expression bei den Proben aus Milz und Blut der LEW.1N-Ratten.

7 1 B ACI
— EDA
— 6 OLEW.1N
<O O LEW.1AV1
5 -
<\—/
< 4
x
< 37
()]
O 27
1 -
0 [ —
LK Milz Blut

Abb. 36 Expression von SDF1 auf CD45RA+ Zellen
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Eine floride Expression von SDF1 auf CD45RA+ Zellen lasst sich bei den
Gewebeproben der Milz von ACI-Ratten feststellen.

Die CXCR4-Expression von ZNS-infiltrierenden Zellen stellt sich wie folgt dar:
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Abb. 37 CXCR4-Expression auf CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen.

Besonders die MACS-aufgereinigten Zellen von DA- und LEW.1N-Tieren

zeigen eine hohe Expression von CXCR4.
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Abb. 38 CXCR4 Expression auf CD8+ ZNS-infiltrierenden Zellen

Die CD8+ ZNS-infiltrierende Zellen von DA- und LEW.1AV1- Tieren weisen eine
hohe Dichte von CXCR4 auf ihrer Oberflache auf.
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Abb. 39 CXCR4 Expression auf CD45+ ZNS-infiltrierenden Zellen
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Die Gewebeproben von DA-Tieren weisen bei CD45+ MACS-aufgereinigten
Zellen eine erhdhte CXCR4-Expression auf.
SDF1:
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Abb. 40 SDF1 Expression auf CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen.

Die SDF1 Expression auf CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen ist bei LEW.1AV1-

Ratten prominent erhoht.
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Abb. 41 SDF1 Expression auf CD8+ ZNS-infiltrierenden Zellen

Bei den CD8+ ZNS-infiltrierenden Zellen lassen sich bei den DA- und
LEW.1AV1-Tieren eine deutliche Erhéhung der SDF1 Oberflachenexpression

nachweisen.
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Abb. 42 SDF1 Expression auf CD45RA+ ZNS-infiltrierenden Zellen

Bei den CD45RA+ ZNS-infiltrierenden Zellen dominieren die aus den

Gewebeproben der DA-Tieren gewonnen Zellen.

22 Diskussion

In der Polymerase-Ketten Reaktion Nachweistechnik konnten eindeutig
differentielle Genexpressionsprofile flir CXCR4 und SDF1 in unterschiedlichen
Organen und Zellpopulationen bei der EAE gefunden werden, die mit der

Krankheitsempfanglichkeit korrelieren.

So ist im Gehirn und Rickenmark von DA-Ratten die Expression von CXCR4
bei den Immunisierungen CFA und CFA+MOG bedeutend erhéht. Dazu
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korreliert auch die Expression von SDF1 in diesen Geweben. Dies unterstlitzt
die Vorstellung, dass CXCR4 durch SDF1 aktiviert wird (Jo 2000).

Annlich verhalt es sich auch im Milzgewebe bei DA-Ratten; auch hier ist bei den
Immunisierungen CFA und CFA+MOG die CXCR4 Expression prominent
erhoht. Wieder entsprechend sichtbar ist die Korrelation mit SDF1, wobei SDF1
in der Milz von DA-Ratten auch bei den nicht immunisierten Ratten erhoht ist.
Soweit es sich hier nicht um einen Artefakt handelt, fallt die Erklarung schwer,
da singular SDF1 erhoht ist, CXCR4 hingegen nicht. Man sollte hier die
multiplen Funktionen von SDF1 in Betracht ziehen (Belmadani 2005, Kang
2005).

In den Lymphknoten ist CXCR4 bei allen Immunisierungen maRig erhoht. Dies
widerspricht nicht der gangigen Vorstellungen der EAE Pathogenese im
Zusammenhang mit CXCR4, da CXCR4 nicht nur auf T-Lymphozyten
exprimiert wird, sondern auf einer Vielzahl anderer Zellen, darunter
immunkompetenten Zellen wie antigenprasentierenden Zellen, Granulozyten,

Makrophagen, und vaskularen Endothelzellen (Jiang 1998).

Die Expression von CXCR4 im peripheren Blut bei DA-Ratten weist eine im
Vergleich zu den naiven Tieren eine deutliche Erhohung der CXCRA4
Expression auf; eine Ausnahme stellt hier die IFA+MOG-Immunisiserung dar.
Dies verdeutlicht nochmals die Wirkung der Immunisierung und deren
Zusammenhang mit der Krankheitsentwicklung, was gleichzeitig die Bedeutung

des Rezeptors in der Pathogenese der EAE/MS unterstreicht.

Bei den ACI-Tieren sehen die Expressionsmuster fir CXCR4 und SDF1 in den
Organen Gehirn, Rickenmark und Milz ahnlich aus wie bei den DA-Ratten: Bei
den Immunisierungen CFA und CFA+MOG wird CXCR4 und SDF1 sehr stark

exprimiert.

In den Gewebeproben von Lymphknoten der ACI-Tiere lasst sich eine generelle

Erhohung der CXCR4-Expression finden. Eine Tendenz zu relativ hoheren
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Werten bei den immunisierten Tieren im Vergleich scheint als Reaktion auf die
Immunisierungen zustande zu kommen.

Insgesamt lassen sich aus den vorliegenden Daten der PCR-Untersuchung
differentielle Genexpressionsmuster fur CXCR4 und SDF1 in Zusammenhang
mit der Immunisierung belegen.

Die Tatsache, dass bei den suszeptiblen DA-Ratten die Gen-Expression ahnlich
verlauft wie bei den nicht-suszeptiblen ACI-Tieren, welche keine Kilinik
entwickeln, 1asst den Schluss zu, dass CXCR4 bei der Entwicklung einer EAE
von groler Bedeutung ist, dass es aber noch zusatzliche exogene oder
endogene Faktoren geben muss, damit die Pathogenese ihren Lauf nehmen
kann. Von groRem Interesse ist es nun, diese weiteren Faktoren zu

identifizieren.

Mithilfe der FACS-Methode lassen sich die einzelnen Zelllinien, von denen
vermutet wird, dass sie bei der Pathogenese der EAE eine Rolle spielen, genau
bezlglich ihres Vorkommens in den einzelnen Gewebeproben klassifizieren:
Die Ergebnisse des FACS-Projekts zeigen, dass CD4+ Zellen in Lymphknoten
und Blut in deutlich erhdhter Zahl vorkommen. Im ZNS ist ihre Anzahl am
starksten bei LEW.1N Tieren heraufreguliert. Dies korreliert gut mit der Klinik,
da diese Ratten am suszeptibelsten erscheinen (Lobell 2003).
Die hohe Zahl an CD4+ T-Zellen steht in unmittelbarem Zusammenhang mit der
Pathogenese der EAE bzw. MS. CD4+ T-Zellen konnen in weitere
Subpopulationen unterteilt werden, die sich in Funktion und den von ihnen
produzierten Zytokinen unterscheiden (Moosmann 1989, Romagnani 1997).
CD4+ Th1-Zellen entstehen unter Einwirkung von Interleukin12 (IL-12)
aktivierten Makrophagen aus ThO Zellen; sie fuhren zur zellvermittelten
Immunitat, unter anderem produzieren sie Interferony und Interleukin2;
Interferony wiederum hemmt Th2-T-Zellen. Th2-Zellen entstehen auch aus ThO
Zellen, aber unter Einwirkung von Interleukin 4. Im Gegenzug bilden sie

Interleukin 10, was wiederum Th1-Zellen hemmt (Matzusaki 2005).
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TH2-Zellen sind entscheidend fur die humorale Immunitat: Sie aktivieren B-
Zellen. Die hohe Anzahl an CD4+ Zellen lasst sich gut mit den
immunologischen Grundlagen der MS erklaren: Die CD4+ Zellen interagieren
mit den angebotenen Antigenen, prozessieren diese und stimulieren die
entsprechenden Immuneffektorzellen (Xiao 1999). 1996 berichtete Kroemer,
dass eine Imbalance zwischen Th1 und Th2 Zellen bei der Pathogenese von

Autoimmunerkrankungen entscheidend sein kann (Kroemer 1996).

Passend hierzu zeigen sich die Werte von Ox6 markierten Zellen: Ox6 ist ein B-
Zellmarker. B-Zellen entwickeln sich in den Lymphknoten, praziser gesagt in
den Keimzentren der Lymphfollikel. Hier werden die Zellen, die Antikdrper
gegen ein entsprechendes Epitop bilden, selektiert. Dies geschieht unter
anderem mit Hilfe von T-Lymphozyten. Der hohe Anteil von B-Lymphozyten in
den Lymphknoten, dem peripheren Blut und auch ein relativer hoher Anteil der
Zellen im ZNS-Gewebe lasst sich dadurch erklaren, dass die CD4+ Th2-Zellen
ihrer Funktion nachkommen und B-Zellen aktivieren (Skundric 2005). Die
immunologische Funktion wird auch in der abgestuften Haufigkeitsverteilung
deutlich: In den Lymphknoten, dem Entstehungsort der high affinity B-
Lymphozyten zeigt sich die hochste B-Zelldichte, die Uber den Transportweg

zum Effektororgan ZNS hin abnimmt.

CD8+ Zellen stellen eine Subpopulation von Lymphozyten dar, deren CD8-
Oberflachenmarker Rezeptor fur MHC-Molekule der Klasse | ist. lhre Funktion
besteht einerseits darin, die Immunantwort anderer T- und B-Lymphozyten zu
suprimieren. Dies geschieht entweder durch direkten Zellkontakt oder, nach

Stimulation durch ein Antigen, durch Sekretion von Lymphokinen. Die
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bekanntesten Vertreter dieser Klasse von Kommunikationsproteinen sind
Interleukine und Interferone, wie Interferonp, welches auch erfolgreich in der
Therapie der MS eingesetzt wird (Biernacki 2005). Andererseits sind sie
vornehmlich als zytotoxische T Zellen (CTL) fur zellvermittelte Zytotoxizitat
durch Induktion von Apoptose in Zielzellen verantwortlich. Nachdem Antigen auf
der Zielzelle erkannt wird, schitten die CTL zytotoxische Effektorproteine
(Perforin und Granzyme) aus, welche den programmierten Zelltod induzieren.
Interessant ist nun die Verteilung von CD8+ T-Zellen: Hier fallen insbesondere
die erhdhten Werte bei den ACI-Ratten auf; bedenkt man, dass CD8+ Zellen,
die auch Suppressorzellen genannt werden, die Immunantwort anderer T-
Lymphozyten (v.a. Helferzellen Th) unterdriicken. ACI-Ratten weisen keine
Klinik auf und haben die hoéchste Zahl von CD8+ T-Lymphozyten im ZNS-
Gewebe. Hier spielt moglicherweise die regulatorische Funktion von CD8+ T-
Lymphozyten eine entscheidende Rolle, da bei ACI-Tieren die anderen
Efektorzellen des Immunsystems in vergleichbarem Male in den
Gewebeproben enthalten sind (Governman 2005). Eine regulatorische,
schutzende Funktion von CD8+ wurde bereits 1992 postuliert (Jiang 1992, Koh
1992) und konnte 2004 von Petterson et alt. Bestatigt werden (Petterson 2004,
Linker 2005).

In floriden Entmarkungsherden ist eine prominente Population von T-
Lymphozyten nachweisbar, die sich zu einem groRen Teil aus CD8+-
Lymphozyten rekrutiert. Dies verleitet zunachst zur Annahme, dass es sich wohl
doch um zytotoxische T-Zellen handelt; andererseits kann hier wieder die
schitzende Funktion von CD8+-Zellen in Betracht gezogen werden: Die
Entmarkungsherde der MS und EAE sind meist selbstlimitierend, daher scheint
sinnvoll, anzunehmen, dass die sich in den Entmarkungsherden gefundenen

CD8 positiven Zellen fur diese Limitation verantwortlich zeichnen.

Sehr gut mit dem klinischen Erscheinungsbild deckt sich auch der relative Anteil
von Makrophagen in den einzelnen Gewebeproben. Makrophagen werden Uber

verschiedene Interleukine, unter anderem Interferony von CD4+ Th1-Zellen
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stimuliert. Sie selbst produzieren Monokine. |hre Aufgabe besteht zum einen in
der Phagozytose, zum anderen in der Antigenprasentation. Die Phagozytose
wird erleichtert, wenn die entsprechenden Zielzellen oder Antigene durch
Proteine des Komplementsystems opsoniert sind. Die opsonierten zu
phagozytierenden Partikel werden von spezifischen Rezeptoren fur
Komplementproteine und Fc-Region der Antikorper erkannt.

Zum andere sind Makrophagen auch sekretorisch aktiv: Sie produzieren viele
der Komplementproteine selbst. Daneben bilden sie viele parakrine Faktoren,
darunter Zxtokine. Sie sind somit bei der Vermittlung der Entziindungsreaktion
und der spateren Reparatur- bzw. Vernarbungsvorgange beteiligt (Gordon
1996).

Die Bedeutung von Makrophagen und deren organabhangigen Variante im
Gehirn, der Mikroglia, bei Autoimmunprozessen ist betrachtlich: Vermutlich wird
die Pathogenese der EAE/MS durch T-Zellen eingeleitet, die tatsachliche
Effektorfunktion Ubernehmen aber andere Zelltypen, unter denen ins ZNS
einwandernde Makrophagen und Mikroglia an vorderster Stelle stehen
(Sunnemark 2005). Fruhere Studien demonstrierten, dass Makrophagen-
Depletion mit Silikatstaub das Einsetzten klinischer Erkrankungszeichen bei
LEW Ratten mit MOG-induzierter EAE deutlich verzogert (Brosnan 1981) und
die Schwere der Erkrankung lindert. In einer weiteren Studie wurden
Liposomen, welche Dichlormethylene Diphsophonat (CI2MDP) enthielten,
eingesetzt, um die Makrophagen aus dem Organismus zu eliminieren; dadurch
konnte eine klinische Manifestation der EAE vollstandig unterbunden werden
(Huitinga 1995).

Fir die Detektion der Makrophagen in den einzelnen Gewebeproben wurde
Ox42, ein gegen CD11b gerichteter Antikdrper, verwendet. CD11b ist ein
typisches Epitop auf Makrophagen.

Der prozentuale Anteil an Makrophagen im ZNS bei den Gewebeproben der
DA, LEW.1AV1 und LEW.1N ist deutlich erhoht, bei den ACI-Tieren hingegen
nicht. Dies wird durch die Annahme der Effektorrolle von Makrophagen bei

autoimmunen Prozessen unterstitzt.
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Die Verteilung von NK-Zellen (Natural-Killer) ahnelt der Verteilung von
Makrophagen: lhr Anteil ist besonders im ZNS und peripheren Blut erhoht. NK-
Zellen werden weder der T- noch der B-Zelllinie zugeordnet.

Im Rahmen der Pathogenese der MS erflllen sie eine der den Makrophagen
vergleichbare Funktion: Sie sind am Abbau der Myelinscheiden mafgeblich

beteiligt.

yd-Zellen unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von Ubrigen T-Lymphozyten,
die mit dem T-a,B-Zellrezeptor ausgestattet sind. Eine Gemeinsamkeit besteht
allerdings darin, dass beide Zelltypen ihre Rezeptorvielfalt durch somatische
Rekombination erreichen (Hayday 2000). Die Funktion von diesen Zellen ist
aber langst nicht so gut bekannt wie die der af}-T- und B-Zellen. Erst in letzter
Zeit hat sich herausgestellt, dass diese Zellen wohl doch grofere Bedeutung in
der Steuerung und Regulation von Immunprozessen haben: So hat sich
beispielsweise gezeigt, dass yoé-Zell-defiziente Mause einen derartigen
Immundefekt vorweisen, dass ihr Immunsystem nicht gegen Nordicaspezies,
einer gram-positiven Bakteriengattung, die als Aerosol in die Lunge gelangt,
vorgehen kann; der Defekt liegt scheinbar in der Mobilisierung von Neutrophilen
(King 1999).

Es gibt starke Hinweise, dass y5-Zellen nicht an die Anwesenheit von MHC-
Molekulen zur Antigenerkennung gebunden sind bzw. uber MHC angebotene
Antigene Uberhaupt nicht erkennen kdnnen (Schild 1994, Tanaka 1995). Diese
Annahme wird auch von der Tatsache unterstitzt, dass yd-Zellen in der Regel
CD4- und CD8- sind.

Zum einen konnte nachgewiesen werden, dass yo-Zellen eine Effektorrolle im
Immunsystem einnehmen, wenn es um die Bekampfung von Infektionen geht.
Unklar ist jedoch immer noch, ob dies durch direkte Regulation der Aktivitat von
op-Zellen geschieht oder uber eine IL-10-Produktion vermittelt wird (Hayday
2000, Roberts 1996). Zum anderen konnte auch gezeigt werden, dass

Versuchstiere ohne y3-Zellen immunopathologische Dysregulationen aufweisen
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(Hayday 2000). Interessanterweise konnen yd-Zellen auch auf die
Entzindungsreaktion reagieren und diese limitieren (Peng 1996). Es konnte
unstrittig nachgewiesen werden, dass die spontane, autoreaktive
Hyperreagibilitat von T-Zellen, welche zu lupuiden und autoimmunnephritischen
Erscheinungen fuhrt, bei Mausen ohne y3-Zellen um einiges starker ausgepragt
ist als bei Kontrolltieren, die Uber die y5-Zellen verfiugen (Hayday 2000).

FUr diese regulatorische Funktion wurde die Verteilung von yd-Zellen in den
Gewebeproben der verwendeten Versuchstiere sprechen: Bei ACI-Tieren ist
der Anteil an y5-Zellen im ZNS im Vergleich zu den anderen Stammen sehr
eindrucklich erhdht. Man kdnnte auf eine schiutzende Funktion der y3-Zellen

schlief3en, da ACI-Tiere bekanntermalen keine Klinik entwickeln.

22.1 MACS

22.1.1 CD4 CXCR4

Bei CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen ist die CXCR4-Expression quasi analog
zum klinischen Verlauf der EAE. Bezlglich der Klinik erreichen LEW.1N Tiere
die hochsten Scores. Gleichzeitig weisen CD4+ Zellen bei LEW.1N Tieren die
hochste CXCR4-Dichte auf ihrer Oberflache auf. Entsprechend nimmt die
Oberflachenexpression von CXCR4 Uber die LEW-Ratten zu den DA-Ratten hin
ab. CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen von ACI-Ratten exprimieren kein CXCR4
auf ihrer Oberflache.

CXCR4 ist vor allem in der HIV-Forschung bekannt, da ihm eine wichtige Rolle
als Korezeptor fur X4-HIV-Stamme nachgewiesen werden konnte (Levy 1993).
Es wird sowohl auf naiven als auch auf T-Gedachtniszellen exprimiert (Eckstein
2001), wobei aber naive CD4+ T-Zellen eine deutliche héhere CXCR4-Dichte
aufweisen (Rabin 1999, Bleul 1997)

Die Funktionen von CXCR4 auf CD4+ Zellen gehen aber weit Uber die eines

Korezeptors fur HIV hinaus: CXCR4 spielt im Zusammenhang mit seinem
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einzigen bekannten Liganden SDF1 (Aiuti 1996, Shirozu 1995) eine wichtige
Rolle bei der Differenzierung und der Reaktion auf chemotaktische Reize.

So ist das Verteilungsmuster der CXCR4-Expression bei den CD4-positiven
Zellen nicht verwunderlich. CD4+ Zellen vermitteln als Th1 Subtyp die zellulare
Immunitat, als Th2 Subtyp die humorale Immunitat (Romagni 1996). In dieser
Funktion als Effektorzellen des Immunsystems sind sie entscheidend an der
Pathogenese der EAE/MS beteiligt, da sie zum einen weitere Effektorzellen
durch Chemotaxis anziehen und zum anderen direkt mit den fur die EAE/MS
spezifischen Antigenen interagieren (Sospedra 2005).

Der Expressionsverteilung nach zu urteilen, sind besonders viele CXCR4+
CD4+, vermutlich auf chemotaktische Reize hin, wahrscheinlich von SDF1, ins
Zielgewebe ZNS migriert und waren dort bei der Entstehung der EAE/MS
mitbeteiligt. Dies deckt sich gut mit der Tatsache, dass bei ACI-Tieren keine
CXCR4+CD4+ im ZNS nachgewiesen werden konnten.

22.1.2 CD8 CXCRA4

Es ist schon lange bekannt, dass CXCR4 ein Korezeptor fur das Eindringen von
T-zelltropen HIV-Viren in die Zielzellen ist. Daher wurde die CXCR4-Produktion
zumeist auf CD4+ T-Zellen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass CXCR4

vor allem auf naiven CD4+-Zellen exprimiert wird (Rabin 1999, Bleul 1997).

CXCR4 kommt aber auch sowohl auf ruhenden als auch auf aktivierten CD8+
T-Zellen vor, wobei es hauptsachlich auf naiven CD8+ T-Zellen exprimiert wird
(Kobayashi 2004). Um CD8+ T-Lymphozyten weiter zu differenzierten, eignet
sich die Analyse folgender Oberflachenmarker: CD27, CD28 und CD45RA. Je
nach Muster lassen sich die CD8+ T-Zellen dann einteilen, und zwar in naive
Zellen (CD27+CD28+CD45RA+), Gedachtniszellen (CD27+CD28+CD45RA-),
Gedachtnis/Effektorzellen (CD27lowCD28-CD45RA+/-) und reine Effektorzellen
(CD27+CD28+CD45RA+/-) (Tomiyama 2002).

75



Kobayashi konnte 2004 zeigen, dass CXCR4 auf CD8+ T-Zellen vor allem auf
naiven und Gedachtniszellen (eingeteilt anhand des CD27CD28CD45RA-
Expressionsmusters, s.0.) vorkommt, wahrend die Expression von CXCR4
wahrend der Entwicklung vom Gedachtniszelltyp zum Effektorzelltyp herab
reguliert wird. Darlber hinaus war die CXCR4-Expression negativ mit der
Perforin-Expression korreliert, was darauf hindeutet, dass die CXCR4-
Expression mit der Differenzierung zu Effektorzellen eingestellt wird (Kobayashi
2004). Neuere Studien konnten nachweisen, dass CXCR4 eventuell eine Rolle
beim Rolling und Sticking von CD8+T-Zellen in peripheren lymphatischen
Organen mit High Endothelian Venules (HEV) spielt (Scimone 2004).

Betrachtet man nun die Verteilung von CD8+ CXCR4 exprimierenden Zellen, so
fallt die gesteigerte Anzahl in Lymphknoten und Milz auf, wahrend die Zahl im
Blut gemaRigt ist. Anhand der oben erwahnten Theorien kann man dies nun so
verstehen, dass in den beiden lymphatischen Organen vermehrt naive CD8+
Zellen vorkommen, die zum Beispiel weiter gepragt werden. Die diffuse und bei
allen Stammen ahnliche Verteilung kénnte darauf schlieRen lassen, dass die
Supressorfunktion von CD8+ Zellen hier erst gepragt werden muss und man
dann erst im weiteren Verlauf der Erkrankung das CD8-Verteilungsmuster findet
wie in der PCR. ES kann sich aber auch um ein leicht erhdhtes
,Grundrauschen® handeln, eben der Basisbestand von naiven CD8+-T-Zellen.
Zu bedenken ist aber auch, dass die Wahrscheinlichkeit, CD8+ Zellen in den
lymphatischen Organen Milz und Lymphknoten anzutreffen, relativ hoher ist als

beispielsweise im Blut.

22.1.3 CD45RA CXCR4

CD45RA+ CD4+ ZNS-infiltrierende Zellen finden sich nur bei DA-Tieren. CD45
wird auf Zellen haematopoetischen Ursprungs mit Ausnahme der Erythrozyten
exprimiert. CD45 ist ein Transmembranrezeptor vom Tyrosinphosphatasetyp;

Es gibt mindestens neun Isoformen dieses Rezeptors. Diese Vielfalt ist auf
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Gewebsspezifisches RNA-Splicing der Exons 4-7 eines einzigen Genes, das fur
verschiedene N-terminale Peptidsegmente codiert, zurickzufihren. Die
CD45RA-Isoform kommt vor allem auf naiven und ruhenden T-Zellen und T-
Zellen aus den medullaren Anteilen des Thymus vor (McMichael 1987, Gaya
1990, Trowbridge 1994, Matsushima 2001).

Geht man auch hier davon aus, dass CXCR4 fir das Migrationsverhalten der
markierten Zellen eine Rolle spielt (Shirozu 1995), stellt sich die Frage nach der
Funktion von CD45RA+ T-Zellen. Es handelt sich vor allem um
Gedachtniszellen und naive Zellen. Dies konnte in Versuchen mit
Knochenmarkstransplantationspatienten 1999 von Arlettaz nachgewiesen
werden (Arlettaz 1999).

Anhand der hier angewandten Nachweismethode lasst sich nicht eindeutig
bestimmen, ob es sich um naive T-Zellen oder Gedachtnisszellen im ZNS von
den DA-Tieren handelt. Aufgrund der deutlich erniedrigten Thymusfunktion bei
erwachsenen Tieren liegt die Vermutung nahe, dass es sich um
Gedachtniszellen handelt.

Allerdings lasst sich ihnen anhand des Verteilungsmusters keine genaue

Funktion bei der EAE-Pathogenese zuweisen.

22.1.4 CD4 SDF1

Die SDF1 Expression auf CD4+ ZNS-infiltrierenden Zellen ist bei LEW.1AV1-
Ratten prominent erhoht, bei den anderen Stammen lasst sich keine SDF1
Expression nachweisen. SDF1 ist ein hochpotentes Lymphozyten anziehendes
Chemokin (Bleul 1996). Es nimmt auch bei der Myelo- und Lymphopoese eine
wichtige Position ein (Nagasawa 1996). Die in vitro offensichtlichen Effekte von
SDF1 auf junge und naive Zellen lassen vermuten, dass SDF1 wichtige
Funktionen bei der Migration und dem homing von Lymphozyten und
haematopoetischen Zellen hat (Aiuti 1996). Aus der Verteilung kdénnte man
schlieen, dass es bei den LEW.1AV1-Tieren CD4+ Zellen autokrin wirkt: Bei

diesen Tieren konnten sowohl eine hohe Zahl von CXCR4+CD4+ als auch
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SDF1-produzierenden CD4+ Zellen nachgewiesen werden. Eventuell locken die

bereits ins ZNS migrierten Zellen weitere Zellen zur Unterstitzung an.

22.1.5CD8 SDF1

Bei den CD8+ ZNS-infiltrierenden Zellen lassen sich bei DA- und LEW.1AV1-
Tieren eine deutliche Erhdhung der SDF1 Expression nachweisen. Wie bereits
oben erwahnt, kann es sich bei CD8+-Zellen sowohl um Supressorzellen als
auch um zytotoxische Zellen handeln (Mason 1992). Das Expressionsmuster
von SDF1 bei ZNS-infiltrierenden CD8+ -Zellen kdnnte einen Hinweis darauf
geben, dass es sich, im Gegensatz zu den beim PCR- und FACS-Analyse
erhobenen Daten, um zytotoxische CD8+-Zellen handelt. Dass diese Zellen
gleichzeitig SDF1 exprimieren, kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass auch sie

weitere Zellen nicht nur der gleichen Gattung anlocken wollen.

22.1.6 CD45RA SDF1

Bei den CD45RA+ ZNS-infiltrierenden Zellen dominieren die aus den
Gewebeproben der DA-Tieren gewonnen Zellen. Mit gegen CD45RA
gerichteten Antikdrpern werden naive und Gedachtnis T-Zellen selektiert
(Arlettaz 1999).

Auch hier liegt die Vermutung nahe, dass es sich wohl eher um Gedachtnis-T-
Zellen handelt. Bei Ihnen koénnte man im Rahmen ihrer regulatorischen
Funktion (Matsushima 2001) vermuten, dass sie zu einem friiheren Zeitpunkt
bereits durch Antigenkontakt insbesondere mit den bei der MOG-Immunisierung
verwendeten Antigenen, gepragt wurden und jetzt mit Hilfe von SDF1, welches
nachgewiesenermallen ein sehr potenter chemotaktischer Faktor ist (Arlettaz
1999), im klinischen Stadium der EAE/MS Immuneffektorzellen anlocken.
Unklar bleibt allerdings, weshalb nur bei DA-Tieren die CD45RA+ Zellen auch

SDF1 exprimieren.
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22.2 Aussichten

Eine weitere Charakterisierung der molekularen Pathogenese der EAE bzw. MS
besonders im Hinblick auf CXCR4 und den noch nicht bekannten Cofaktoren,
wird die Einblicke in die Pathogenese und deren Verstandnis vertiefen, so dass
man, wenn die Mechanismen vollstandig aufgeklart sind, daran denken kann,
aktiv einzugreifen: Vorstellbar ware zum Beispiel eine Blockade von Rezeptoren
wie CXCR4 mit monoklonalen Antikérpern was eine Unterbindung einer

Progression oder gar einer klinischen Manifestation bewirken konnte.

23 Schlussfolgerungen

Als Ergebnis konnten differentielle Genexpressionsprofile fir CXCR4 und
CXCL12 in unterschiedlichen Organen und Zellpopulationen bei der EAE
gefunden werden, die mit der Krankheitsempfanglichkeit tbereinstimmen.

Es besteht eine Korrelation zwischen Immunisierung mit CFA und CFA+MOG
und der Genexpression. Zu beachten ist jedoch die vermehrte Genexpression
von CXCR4 und SDF1 auch bei naiven Tieren. Hier stellt sich die Frage, welche
Rolle CXCR4 und SDF1 bei der Krankheitsentwicklung spielen. Eine reine
Erhdhung der Expression als solche scheint zumindest unter bestimmten

Voraussetzungen nicht krankheitsauslésend zu sein.

Die entscheidende und alleinige Schlusselrolle fur die Entwicklung der EAE
konnte CXCR4 mit Hilfe der Gen-Arrays also nicht sicher nachgewiesen
werden. Zum einen zeigen die enorm erhdhten Werte fur CXCR4 und SDF1 im
peripheren Blut bei naiven Kontrolltieren, dass eine reine Erhdhung der
Expression der beiden Molekule nicht ausreicht, um eine EAE auszuldsen.
Zudem konnen auch bei klinisch gesunden Primaten potentiell enzephalitogene,
gegen Bestandteile der Myelinscheiden gerichtete T-Zellen gefunden werden
(Meinl 1997).

79



Dennoch lasst sich sagen, dass die EAE-Erkrankung in der Regel mit einer
erhohten CXCR4- und SDF1 Expression in den Schlusselgeweben ZNS und
lymphatische Organe einhergeht. Die gleichzeitige Erhohung der Expression
dieser beiden Faktoren auch beim nicht-suszeptiblen Stamm ACI zeigt jedoch,
dass es weitere Faktoren fir die Krankheitsentstehung geben muss, die
unabhangig von CXCR4 und SDF1 fur die Entstehung der EAE bzw. Multiplen

Sklerose verantwortlich sind.

Betrachtet man die Pathogenese der Krankheit, so ist diese Annahme nahe
liegend, da es sich dabei nicht um einen eindimensionalen Prozess handelt,
angefangen von der Proliferation der Immunzellen, der Schrankenstérung der
Bluthirnschranke, Uber die Migration der immunkompetenten Zellen ins ZNS bis
hin zur Entmarkung durch die entzundliche Reaktion. An der molekularen
Vermittlung der Pathogenese sind mehrere Mechanismen beteiligt (Imitola
2005, Stanislaus 2005). Dennoch sollte man den Blick weiterhin auf CXCR4
und seine Liganden richten, da sie, was sich besonders im PCR-Projekt
herauskristallisiert hat, mittelbar mit der Entstehung der EAE im

Zusammenhang stehen.
Diese Ergebnisse bilden einen weiteren Hinweis darauf, welche Faktoren bei

der MS von entscheidender Bedeutung sein konnten und er6ffnen

maoglicherweise Angriffspunkte fur neuartige therapeutische Interventionen.
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24 Zusammenfassung

Die Entstehung der Lasionen im zentralen Nervensystem (ZNS) bei der
Multiplen Sklerose (MS) ist trotz intensiver Untersuchungen immer noch
unvollstandig verstanden. Die MS ist eine Autoimmunerkrankung, bei der
autoreaktive T-Zellen, die gegen Myelinbestandteile des ZNS gerichtet sind,
einen Entzindungsprozess induzieren, der zu einer sekundaren Makrophagen-

Rekrutierung mit daraus folgender Myelindestruktion fuhrt.

In Expressionsanalysen mit Affymetrix® Genarrays im Tiermodell der Multiplen
Sklerose, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), fand sich
eine deutliche Heraufregulation des Chemokinrezeptors CXCR4 im
Lymphknoten und im ZNS bei Ratten. Im Promotionsprojekt wurde die
Expression und Bedeutung von CXCR4 und dessen Liganden CXCL12 (SDF1)

genauer untersucht.

Mittels drei technologischer Ansatze, der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR),
der Durchflusszytometrie und der magnetischen Zellseparation, wurde bei der
EAE und Kontrollen untersucht, welche Zellen die entsprechenden Rezeptoren
und Liganden exprimieren und wie die Expression beeinflusst werden kann.
Untersucht wurde, inwiefern die unterschiedliche Suszeptibilitdt in
Rattenstammen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund mit der
Expression von CXCR4 und seinem Liganden SDF1 korreliert. Im Besonderen
wurde die Expression von CXCR4 und CXCL12 in verschiedenen
Organsystemen (Lymphknoten, ZNS, Milz, Blut, Knochenmark, Ruckenmark)

untersucht.

Nicht nur der Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsgrad und der
Stammzugehorigkeit der verwendeten Ratten wurde dargelegt, sondern auch
die Auswirkung der verschiedenen Immunisierungen auf die Erkrankung in den

einzelnen Stammen.
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Als Ergebnis konnten differentielle Genexpressionsprofile fir CXCR4 und
CXCL12 in unterschiedlichen Organen und Zellpopulationen bei der EAE
gefunden werden, die mit der Krankheitsempfanglichkeit eindrtcklich
korrelieren. Hieraus wird deutlich, dass CXCR4 und CXCL12 eine bedeutende
Rolle in der Krankheitsentstehung der Multiplen Sklerose einnehmen und als
eventuell entscheidende Faktoren neue Ansatze fur Therapiemaoglichkeiten der

Multiplen Sklerose darstellen.
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25 Anhang fur Schaubilder: Anzahl der Tiere, die je Probe untersucht

wurden
DA-
Abb. 7 Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Gehirn
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezlglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Abb. 8 Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: RM
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Abb. 9 Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Gehirn
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
Abb. DA-
10 Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: RM
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
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Abb.

11

Abb.

12

Abb.

13

Abb.

14

Abb.

15

DA-

Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Milz
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: LK
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 2
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Milz
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Blut
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere beziglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
DA-
Untersuchte Tierart: Ratten
Untersuchtes Organ: Blut
Anzahl nichtimmunisierter
Tiere: 3
Immunisierte Tiere bezlglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG
Anzahl der immunisierten
Tiere: 4 4 4 4
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Abb.

16

Abb.

17

Abb.

18

Abb.

19

Abb.

20

ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Gehirn

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: RM

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Blut

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Blut

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere beziglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: LK

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezlglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
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Abb.

21

Abb.

22

Abb.

23

Abb.

24

Abb.

25

ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Gehirn

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: RM

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Blut

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezuglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8

Untersuchte

Rattenart: ACI DA

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 4 3
ACI-

Untersuchte Tierart: Ratten

Untersuchtes Organ: Blut

Anzahl nichtimmunisierter

Tiere: 3

Immunisierte Tiere bezlglich IFA CFA IFA+MOG | CFA+MOG

Anzahl der immunisierten

Tiere: 4 4 4 8
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Abb.

25
bis

Abb.

30

Abb.

31
bis

Abb.

36

Abb.

37
bis

Abb.

42

Anzahl untersuchter Ratten bezlglich des untersuchten

Organs
LEW.
Rattenart: DA 1AV1 LEW. 1N ACI
Untersuchtes Organ: LK 6 6 6 6
Blut 6 6 6 6
ZNS 6 6 6 6
Anzahl untersuchter Ratten bezlglich des untersuchten
Organs
LEW.
Rattenart: ACI DA LEW. 1N 1AV1
Untersuchtes Organ: LK 6 6 5 5
Milz 6 6 5 5
Blut 6 6 5 5
Anzahl untersuchter Ratten beziglich des untersuchten
Organs
LEW.
Rattenart: ACI DA LEW. 1N 1AV1
Untersuchtes Organ: ZNS | 6 6 5 5
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