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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzindliche Autoimmunerkrankung
des Zentralnervensystems, die zu einer Demyelinisierung von Axonen und axonalem
Verlust fiihrt. Fir die in ihrer Klinik sehr heterogene Erkrankung ist die Atiologie
bislang unklar. Man geht davon aus, dass die MS aus einem Zusammenspiel von
multiplen pradisponierenden genetischen Risikofaktoren mit Umweltfaktoren
entsteht. Als Umweltfaktoren kommen aktuell vor allem virale Erreger sowie Vitamin
D in Frage. Die genetischen Risikofaktoren sind hauptsachlich immunologisch

relevante Gene.

1.1.1 Epidemiologie

MS kommt gehauft in der kaukasischen Bevolkerung vor. Eine erhohte Pravalenz ist
in Nordamerika und Nordeuropa zu finden, wahrend sie in Bevodlkerungen in der
Nahe des Aquators besonders niedrig ist. In Europa ist vor allem die skandinavische
Bevolkerung betroffen, wohingegen MS in sudlicheren Landern Europas zunehmend
seltener wird. Aufgrund dieser Verteilung spricht man auch von einem Nord-Sud-
Gefalle. Auf der Sudhalbkugel nimmt die Pravalenz ebenso mit der Entfernung vom
Aquator zu. So ist MS in tropischen und subtropischen Gebieten besonders selten.
Dennoch finden sich auch auf der Sudhalbkugel in Landern wie Australien oder
Neuseeland Nord-Sud-Gefalle in der Pravalenz. Auffallig ist, dass die geographische
Lage auch einen Einfluss auf den Phanotyp der Erkrankung hat. In Japan
manifestiert sich MS besonders haufig im Nervus opticus und im Ruckenmark,
wahrend das Ubrige Zentralnervensystem seltener betroffen ist [Hogancamp et al.
1997]. Unklar ist, ob diese geographische Verteilung mit unterschiedlichen Lebens-
und Ernahrungsweisen oder einem unterschiedlichen Genpool in Zusammenhang
steht. Fur die erste Theorie sprechen Befunde von Migrationsstudien, wonach
Kinder, die vor dem 15. Lebensjahr in eine andere Region ziehen, das

Erkrankungsrisiko ihrer neuen Heimat Ubernehmen [Marrie 2004].

Charakteristisch ist eine erhohte Inzidenz bei Frauen. Die hochste Inzidenz liegt

dabei im mittleren Alter zwischen 20 und 40 Jahren. Dennoch ist eine
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1 Einleitung

Neuerkrankung auch im Kindesalter oder im hoheren Lebensalter (60 Jahre und
alter) maoglich. In Deutschland wird die Zahl der Betroffenen auf 122.000 geschatzt,
was einer Pravalenz von 149,1 Erkrankten auf 100.000 Einwohner entspricht [Hein
und Hopfenmduller 2000]. Die weltweite Pravalenz wird auf circa 2,5 Millionen
Betroffene geschatzt [Compston und Coles 2002].

1.1.2 Atiologie

Die MS ist durch multifaktorielle Ursachen bedingt, wobei eine polygenetische
Disposition und Umweltfaktoren fur eine Erkrankung verantwortlich zu sein scheinen.
Auf einen genetischen Einfluss weisen mehreren Fakten hin: Verwandte eines
Erkrankten haben ein hoheres Erkrankungsrisiko als die Allgemeinbevolkerung. So
erkranken Halbgeschwister eines Betroffenen seltener als Geschwister [Sadovnick et
al. 1996]. Zwillingsstudien ergaben eine Konkordanz von circa 30 % bei
monozygoten und circa 5% bei dizygoten Zwillingen [Sadovnick et al. 1993]. Das am
starksten fur die MS pradisponierende Gen ist HLA-DRB1*15:01. Dieses ist mit
einem jungeren Erkrankungsalter des Gentragers assoziiert. Etwa 90 % der Gene,
die ebenfalls mit MS assoziiert sind, sind Gene des Immunsystems [International
Multiple Sclerosis Genetics Consortium et al. 2011]. Fur viele Jahre war die HLA-
Region der einzige bekannte Genort, der mit einer Pradisposition fur MS assoziiert
war. In jungerer Zeit konnten jedoch weitere Genorte wie IL2-RA aulRerhalb der HLA-
Region erkannt werden. Einige mit MS assoziierte Allelvarianten spielen auch bei
anderen Autoimmunerkrankungen eine Rolle. So steht ein Polymorphismus im Gen
fur IL2-RA in Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wie MS, Diabetes
mellitus Typ 1, Morbus Basedow und rheumatoider Arthritis [Baranzini 2011]. Dabei
ist beispielsweise ein bestimmter [L2-RA-Polymorphismus bei MS mit einer

Autoimmunuveitis assoziiert [Lindner et al. 2011].

Diese vorwiegend immunologischen Risikofaktoren zusammen mit dem Ansprechen
der Krankheitssymptome auf immunsuppressive/ immunmodulatorische Therapien
sprechen dafur, dass MS eine Autoimmunerkrankung ist. Insbesondere die
Ergebnisse der Zwillingsstudien weisen aber daraufhin, dass fur eine Erkrankung
weitere nichtgenetische Faktoren verantwortlich sein mussen. Als Umweltfaktoren
werden Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus oder dem Bakterium Chlamydia
pneumoniae, der Vitamin-D-Status oder der Einfluss von Sonnenlicht diskutiert. Der

2



1 Einleitung

Einfluss von Umweltfaktoren wird durch Migrationsstudien gestutzt, wonach sich das
Erkrankungsrisiko von Migranten verringert, die aus Landern mit haufigem
Vorkommen von MS stammen und in Gebiete mit geringerer Pravalenz einwandern
[Gale und Martyn 1995].

Zur Auslosung einer Autoimmunitat im ZNS werden verschiedene Theorien
diskutiert. Die Theorie der molekularen Mimikry sieht die Ursache in der
Kreuzreaktion des Immunsystems auf virale Antigene, die Peptiden des Myelins
ahneln und je nach HLA-Typ aufgrund einer Infektion prasentiert werden. Im
Tiermodell konnte bereits demonstriert werden, dass T-Zellen im Rahmen einer
Virusinfektion aktiviert werden und durch virale, den Myelinpeptiden ahnlichen
Antigenen Autoimmunitat im ZNS auslosen konnen [Olson et al. 2001]. Eine weitere
Theorie sieht bei der Entstehung die Umwelt im Vordergrund. So wird angenommen,
dass durch die zu geringe Auseinandersetzung mit Erregern der Umwelt in der
Kindheit eine Entstehung von Autoimmunitat begunstigt wird. Die zunehmende
Inzidenz von Autoimmunitatserkrankungen konnte mit den Fortschritten in der

Hygiene erklart werden [Conradi et al. 2011].

1.1.3 Klinik und Verlaufsformen

Der Verlauf der MS ist von groRer Bedeutung, da er fur die Wahl der Therapie und
fur die Prognose entscheidend ist. 1996 definierte die ,United States National

Multiple Sclerosis Society“ vier Verlaufsformen der Erkrankung:

1. schubformig-remittierend (RR-MS): Die haufigste Verlaufsform ist durch in
ihrem zeitlichen Auftreten nicht vorhersagbare Schube gekennzeichnet, die
sich vollstandig oder nur teilweise zuruckbilden konnen. Dazwischen liegen
Perioden ohne Krankheitsprogression, die Monate oder Jahre andauern
konnen. Circa 80 % aller an MS Erkrankten sind von diesem Typ betroffen
[Lublin und Reingold 1996].

2. sekundar progressiv (SP-MS): Dieser Typ beginnt zunachst mit einem
schubformig-remittierenden Verlauf, der sekundar in einen chronischen
Verlauf ohne Schibe und Ruckbildung von Symptomen Ubergeht [Lublin und
Reingold 1996].

3. primar progressiv (PP-MS): Der primar progressive Typ verlauft chronisch
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progredient und zeigt keine Remissionen. Inm gehen keine Schibe voraus.
Circa 20 % der Patienten zeigen diesen Verlauf [Lublin und Reingold 1996].
Charakteristisch ist eine Manifestation um das 40. Lebensjahr und somit
deutlich spater als bei der schubformig-remittierenden Form [Confavreux et al.
1980].

4. progressiv-schubformig (PR-MS): Diese Form ist durch eine initial stetige
Krankheitsprogression charakterisiert, auf die sich im Verlauf Schube
aufsetzen [Lublin und Reingold 1996].

2013 wurden diese Verlaufe durch die Beschreibung zweier weiterer Situationen
erganzt. Das Kklinisch isolierte Syndrom (CIS) bezeichnet die erste klinische
Prasentation einer Erkrankung, die mit einer inflammatorisch-demyelinisierenden
Erkrankung wie MS vereinbar ist, jedoch die diagnostischen Kriterien jener zu
diesem Zeitpunkt noch nicht erfullt. Das radiologisch isolierte Syndrom (RIS)
bezeichnet hingegen den neuroradiologischen Zufallsbefund einer inflammatorisch-

demyelinisierenden Erkrankung ohne klinisches Korrelat [Lublin et al. 2014].

Die klinischen Symptome der Erkrankung entsprechen der Lokalisation des
Entzindungsprozesses im ZNS, wobei vor allem die langen Bahnen (z.B. Tractus
corticospinalis, lemniskale Bahnen) und die Sehnerven betroffen sind. Typisches
Initialsymptom ist haufig eine Verschlechterung des Sehens, die durch eine
Retrobulbarneuritis verursacht wird und ein bleibendes Zentralskotom hinterlassen
kann. Daneben sind in vielen Fallen das motorische und sensorische System
betroffen. Zentrale Paresen verursachen spastische Lahmungen der Extremitaten mit
Betonung der proximalen Muskulatur. Rasche Ermudbarkeit der Motorik und
allgemeine Mattigkeit sind charakteristisch fur eine MS und werden als ,Fatigue®
bezeichnet. Lasionen im vegetativen Nervensystem aufern sich bei Betroffenen in
Blasenstorung mit Harnretention oder Dranginkontinenz und seltener in Storungen
des Mastdarms. Als Schub ist eine Symptomatik definiert, die langer als 24 Stunden
anhalt, einen zeitlichen Abstand zu einem vorangehenden Schub von 30 Tagen
besitzt und sich nicht durch andere Ursachen wie einen Infekt erklaren lasst. Die
Klinik kann durch die EDSS-Skala (Expanded Disability Status Scale) eingestuft
werden. Diese setzt den Schwerpunkt auf das eigenstandige Gehen des Patienten
[Kurtzke 1983].
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1.1.4 Histologie

MS ist histologisch durch fokale entzundliche Lasionen im ZNS mit Demyelinisierung,
den Verlust von Axonen sowie reaktive Gliose gekennzeichnet. Zu den
Pradilektionsstellen zahlen die weille Substanz periventrikular, Nervus opticus,
Hirnstamm und Ruckenmark [Lucchinetti et al. 1998]. Wie das klinische Bild der
Erkrankung, so ist auch das Histopathologische ein heterogenes. So kdnnen in aktiv
entmarkenden MS-Lasionen vier verschiedene Lasionsmuster differenziert werden
[Lucchinetti et al. 2000]:

I. Perivendse Lasionen mit inflammatorischen Infiltraten, die durch T-Zellen und
aktivierte Makrophagen dominiert werden. Es finden sich deutliche
Demyelinisierungen bei eher geringem Oligodendrozytenverlust.

Il. Ahnliche Lasionen wie bei Typ |, jedoch finden sich zusatzliche Ablagerung von
Immunglobulinen und Komplement an Stellen aktiven Myelinabbaus.

[ll. Durch T-Zellen und Makrophagen vermittelte Entzindung. Im Gegensatz zu
Typ | und Il findet sich erhaltenes Myelin in direkter Umgebung entziundeter
Gefalle innerhalb einer demyelinisierten Plaque. Daneben ist dieser Typ durch
Apoptose von Oligodendrozyten und Demyelinisierungen gekennzeichnet.

IV. Es kommt primar zur Oligodendrozytenschadigung mit nachfolgender

Demyelinisierung bei fehlender Remyelinisierung.

Diese histologischen Muster deuten moglicherweise auf unterschiedliche
pathogenetische Prozesse hin. Sofern die Patienten mehrmals biopsiert worden sind,
war der histopathologische Subtyp stabil [Metz et al. 2014]. Andere Autoren
unterstitzen diese Hypothese der intraindividuellen immunpathologischen
Homogenitat und der interindividuellen immunpathologischen Heterogenitat nicht. So
fanden Barnett und Prineas eine intraindividuelle immunpathologische Heterogenitat
in Abhangigkeit von dem Krankheitsstadium [Barnett und Prineas 2004]. Breij et al.
sahen ein homogenes immunpathologisches Bild in Biopsien in aktiv
demyelinisierenden Lasionen bei Patienten mit manifester MS und folgerten daraus,
dass die in der Fruhphase der MS gefundene interindividuelle Heterogenitat auf
verschiedenen Mechanismen beruht, die alle in einem Mechanismus der

Demyelinisierung enden [Breij et al. 2008].
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Einen weiteren Hinweis auf die Existenz unterschiedlicher Pathogenesen ergab die
durchflusszytometrische Untersuchung des Liquors von MS-Patienten. Hierbei
wurden T-Zellen als die grofdte Subpopulation in allen Proben gefunden. Signifikante
Unterschiede zeigten sich hingegen bei B-Zellen und Monozyten, die zu folgender

Einteilung fuhrten:

1. B-Zell-dominierender Typ: hohe Anzahl an B-Zellen und Plasmazellen,
geringe Anzahl an Monozyten und NKT-
Zellen

2. Monozyten-dominierender Typ: hohe Anzahl an Monozyten und NKT-Zellen,
jedoch wenig B-Zellen und Plasmazellen
vorhanden

3. Mischtyp mit B-Zellen und Monozyten zu gleichen Anteilen

Diese Zellkonstellation, die im Blut der Patienten nicht vorhanden ist, bleibt in allen
Phasen der Erkrankung stabil. Eine hohe Anzahl an B-Zellen und geringe
Monozyten-Zahlen korrelieren mit einer starkeren Progression der Erkrankung
[Cepok et al. 2001].

1.1.5 Diagnose

2001 erarbeitete ein internationales Gremium neue Kriterien zur Diagnostik der MS,
die in den Folgejahren unter dem Namen ,McDonald-Kriterien“ vor allem wegen ihrer
im Vergleich zu anderen Kriterien hoheren Sensitivitat und Spezifitat Eingang in die
Arbeit des Neurologen fanden. Diese basieren auf dem Nachweis der Dissemination
von MS-Lasionen in Raum und Zeit durch klinische Befunde, MRT-Diagnostik und
weitere paraklinische Untersuchungen wie Liquoruntersuchung und evozierte
Potentiale. Eine Revision der Kriterien in den Jahren 2005 und 2010 vereinfachte die
Kriterien und sollte eine schnellere und frihere Diagnosestellung bei gleicher

Sensitivitat und Spezifitat ermdglichen [Polman et al. 2005, Polman et al. 2011].

1.1.6 Therapie

Aufgrund einer noch unklaren Atiologie der autoimmunen Erkrankung werden bei der

MS immunsuppressive bzw. immunmodulatorische Medikamente eingesetzt. Die

6



1 Einleitung

Therapie der MS gliedert sich in eine akute Schubtherapie, sowie in eine
immunmodulatorische/ immunsuppressive Therapie mit dem Ziel, Schube zu
verhindern. Die akute Schubtherapie erfolgt in der Regel mit einer hochdosierten
Steroidgabe Uber drei bis funf Tage intravends. Bei schweren Verlaufen oder einem
Nichtansprechen auf Methylprednisolon erfolgt eine Apheresetherapie in Form einer
Plasmapherese oder Immunadsorption [Weinshenker et al. 1999, Koziolek et al.
2013].

Therapieentscheidend sind bei der Langzeittherapie die Entzindungsaktivitat und die
Verlaufsform der Erkrankung. Beim schubformigen Verlauf bestehen die
Therapieziele darin, die Frequenz der Schube zu verringern und die Progression der
Erkrankung hinauszuzogern. Als Basistherapie stehen bei der milden/ moderaten
Verlaufsform der schubformig verlaufenden MS die Substanzen Interferon-beta,
Glatiramerazetat, Dimethylfumarat und Teriflunomid zur Verfugung. FUr die
parenteral zu applizierenden Substanzen Interferon-beta und Glatirameracetat
scheint kein isolierter Wirkungsmechanismus vorzuliegen. Bis 2014 waren vier
Formulierungen des Interferons fur die RR-MS zugelassen, die einmal wochentlich
intramuskular bzw. dreimal wochentlich subkutan (IFN-beta-1a) oder subkutan alle
zwei Tage verabreicht werden (IFN-beta-1b) [Vosoughi und Freedman 2010]. Zuletzt
wurde in der EU mit Peginterferon-beta-1a eine neue Formulierung des Interferons
zugelassen, die lediglich alle zwei Wochen subkutan appliziert werden muss
[Calabresi et al. 2014]. Klinisch relevant ist der Befund, dass nach Applikation von
Interferon beta oder Glatirameracetat neutralisierende Antikorper gegen diese
Medikamente gebildet werden konnen. Fur Interferon-beta ist nachgewiesen, dass
dessen Wirkung durch diese Antikorper reduziert wird [The IFNB Multiple Sclerosis
Study Group, the University of British Columbia MS/MRI Analysis Group 1996]. Im
Jahr 2014 wurde in der EU die im Bereich der Dermatologie seit Jahrzehnten
eingesetzte Fumarsaure (Dimethylfumarat oder BG-12) als neues orales Medikament
zur Schubprophylaxe zugelassen. Zulassungsstudien konnten demonstrieren, dass
Dimethylfumarat die Krankheitsaktivitat verringern kann. Es verlangsamt zudem die
Entwicklung neuer Schube sowie neuer Hirnlasionen und somit die
Krankheitsprogression [Gold et al. 2012]. Bereits im Herbst 2013 wurde in der EU
das immunmodulatorisch wirksame orale Medikament Teriflunomid zugelassen, das

ebenfalls die Schubrate und Krankheitsprogression zu verringern vermag.
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Teriflunomid blockiert die Dihydroorotat-Dehydrogenase, welche ein Schllisselenzym

der De-novo-Pyrimidinsynthese ist [O'Connor et al. 2011].

Fur die (hoch-) aktive Verlaufsform stehen die Substanzen Natalizumab, Fingolimod
und das zuletzt zugelassene Alemtuzumab zur Verfugung. Natalizumab ist ein
monoklonaler, humanisierter Antikorper. Dieser bindet an die alphas-Kette des
alphasbetai-Integrins (VLA-4), das auf allen Leukozyten aufler Neutrophilen
exprimiert wird. Natalizumab verhindert so die Bindung von Leukozyten an das
vaskulare Adhasionsmolekul VCAM-1 und Fibronektin. In Phase-llI-Studien kam es
jedoch zu Fallen von progressiver multifokaler Leukenzephalopathie (PML) durch JC-
Virus-Infektionen. Aufgrund dessen ist Natalizumab in Europa Mittel der zweiten
Wahl und nur noch fur die Behandlung von hochaktiven, schubférmigen und
Interferon-resistenten Verlaufen zugelassen [Vosoughi und Freedman 2010].
Natalizumab vermag die Schubrate, die Krankheitsaktivitat im MRT sowie die
Krankheitsprogression zu verringern [Polman et al. 2006]. 2011 fand in Europa das
immunmodulatorische Fingolimod Eingang in die Therapie der MS. Fingolimod bindet
in phosphorylierter Form an Sphingosinphosphatrezeptoren, von denen der
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptor auf der Oberflache von Lymphozyten exprimiert
wird und fur deren Emigration aus Lymphknoten notwendig ist. Durch
Herunterregulierung dieses Rezeptors bewirkt Fingolimod eine deutliche Reduktion
von Lymphozyten im Blut [Matloubian et al. 2004]. In der Therapie ist es als Second-
Line-Medikament alternativ zu Natalizumab bei Patienten mit hochaktiver RR-MS, die
nicht auf eine Therapie mit Interferon-beta ansprechen, und bei Patienten mit rasch
progredientem Verlauf zugelassen. Zuletzt wurde als dritte Behandlungsoption bei
(hoch-) aktivem Verlauf der monoklonale immunsuppressive anti-CD52-Antikorper
Alemtuzumab in der EU zugelassen, welcher intravends appliziert wird und
zirkulierende B- und T-Zellen im Blut depletiert. Alemtuzumab ist hochwirksam in der
Verringerung der Schubrate und Krankheitsprogression, geht jedoch mit einem
erhohten Nebenwirkungsrisiko wie Infektionen, Autoimmunerkrankungen und

infusionsbedingten Reaktionen einher [Coles et al. 2012].

Bei der sekundar chronisch progredienten Verlaufsform der MS kommen ebenfalls
immunsuppressive bzw. immunmodulatorische Substanzen zum Einsatz. In diese

Gruppe ist das Anthracyclin Mitoxantron einzuordnen. Durch DNA-Interkalation, die
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zu Crosslinks und  Strangbrichen fuhrt, hat Mitoxantron zum einen
immunsuppressive Wirkung, zum anderen zeigt es durch die Senkung der Sekretion
von Interferon-y, TNF-a und IL-2 aber auch immunmodulatorische Wirkung [Vollmer
et al. 2010]. Bei aufgelagerten Schiben kommen weiterhin Interferon-beta-Praparate

zum Einsatz.

Der gro3en Bandbreite an Medikamenten, die fur die schubférmige MS zugelassen
sind oder sich in Entwicklung befinden, steht derzeit kein einziges wirksames
Medikament fur die primar progressive Form gegenuber. So zeigt Interferon-beta bei
Patienten mit PP-MS keine Wirkung. Auch durch die Gabe von Glatirameracetat in
Studien profitierten Patienten mit progressiver Form nicht [Vosoughi und Freedman
2010]. Zuletzt konnte 2014 in einer Phase Il Studie kein Unterschied zwischen
Fingolimod versus Placebo in der Behandlung der primar progressiven Form
gefunden werden [Novartis 01.12.2014; https://www.novartis.com/news/media-
releases/novartis-provides-update-fingolimod-phase-iii-trial-primary-progressive-ms-

ppms]. Positivere Ergebnisse resultierten jedoch aus dem Einsatz bislang nicht in der
MS-Therapie verwendeten Substanzen. So konnte durch die tagliche Einnahme von
80 mg Simvastatin das Fortschreiten der cerebralen Atrophie in Patienten mit
sekundar chronisch progredienter MS signifikant reduziert werden. Erste Ergebnisse
weisen in Korrelation zu diesen kernspintomographischen Befunden auch auf einen

klinischen Benefit der Patienten hin [Chataway et al. 2014].

1.2 Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) als Tiermodell
fur MS

Fur die sehr komplexe Pathogenese der Multiplen Sklerose ist das Tiermodell der
experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) das am besten charakterisierte
Modell. Das Modell geht auf die Beobachtung zurick, dass Extrakte aus humanem
Ruckenmark oder aus Schaf-ZNS injiziert in Hasen eine Paralyse der Extremitaten
verursachten [Koritschoner und Schweinburg 1925, Stuart und Krikorian 1928].
Spater fand man im ZNS von Affen, die mit Extrakten aus Hasen-ZNS immunisiert
wurden, die fur eine EAE typischen Demyelinisierungen und perivaskularen Infiltrate
[Rivers et al. 1933]. Im weiteren Verlauf der Forschung zeigte sich, dass die
Pathogenese und klinische Auspragung der EAE durch den genetischen Hintergrund

des immunisierten Tieres und durch das verwendete Peptid variiert, sodass durch
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das jeweilige Modell immer nur ein Teilaspekt der MS beleuchtet wird. Die am
langsten verwendeten und damit am besten untersuchten Antigene sind die aus dem
Myelin stammenden Proteine Myelin-basisches Protein (MBP), Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und das Proteolipid-Protein (PLP), bei denen
die enzephalitogenen Epitope in Abhangigkeit von dem Tierstamm charakterisiert
wurden. Diese unterscheiden sich je nach verwendetem Maus- oder Rattenstamm in
ihrem immunogenen Potential. So induziert PLP139_151 eine schubformig-
remittierende EAE in der SJL-Maus [Tuohy et al. 1989], wahrend PLP43.64 in der
PL/J-Maus einen chronisch remittierenden Phanotyp pragt [Whitham et al. 1991].
Auch nicht myeline Antigene wie gliale oder neuronale Peptide konnen als
Autoantigene fungieren. Ob auch Lipide, Phospholipide oder Glykolipide

autoimmunes Potential besitzen, ist bislang unklar.

Enzephalitogene Peptide werden in komplettem Freund'schem Adjuvanz (CFA - Ol-
in-Wasser-Emulsion, die avitales Mykobakterium tuberkulosis enthalt) emulgiert und
dem Tier subkutan appliziert. Pertussistoxin wird den Tieren am Tag O und Tag 2
nach Immunisierung zur Boosterung der Immunisierung verabreicht [Bernard und
Carnegie 1975]. Alternativ. kann eine EAE auch durch die Gabe von
myelinspezifischen T-Zellen ausgelost werden (adoptiver Transfer) [Driscoll et al.
1975].

Histologisch ist eine EAE durch perivaskulare und subpiale Infiltrate gekennzeichnet,
die aus Lymphozyten und Monozyten bestehen und vor allem im Ruckenmark und
Nervus opticus lokalisiert sind. Flachige, gut demarkierte Demyelinisierungen, wie sie
typisch fur die MS sind, finden sich vor allem in Ratten EAE Modellen, nicht jedoch in
der Peptid immunisierten C57BL6/J Maus. Der Entzindungsprozess wird ausgelost
durch enzephalitogene T-Zellen, die im ZNS restimuliert werden und Monozyten und
Granulozyten rekrutieren [Fligel et al. 2001]. Dabei infiltrieren T-Zellen mit T-Helfer-
1-Zytokinprofil vorwiegend das Ruckenmark und die Nervi optici, wahrend T-Helfer-
17-Zellen eine Pradilektion fur den Hirnstamm haben [Rothhammer et al. 2011]. Die
EAE-Symptome werden nach dem Ausmal} der Extremitatenparesen von 0 (gesund)

bis 5 (tot) eingeteilt (siehe Material und Methoden).
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1.3 Tiermodelle MOG-spezifischer T- und B-Zellen

Bettelli et al. stellten 2003 eine transgene Maus her, deren T-Zell-Rezeptoren die
variablen Domanen Valpha3.2 und Vbeta11 tragen und spezifisch fur das MOG-
Peptidss.ss sind. Diese transgenen T-Zellen haben eine unauffallige Entwicklung und
unterliegen weder der zentralen Toleranz im Thymus noch einer peripheren Toleranz
und haben die Tendenz, einen TH1-Phanotyp auszupragen. Obwohl in diesen
Mausen uber 95 % der T-Zellen den transgenen T-Zell-Rezeptor exprimieren,
erkranken weniger als 5 % der Tiere spontan an einer EAE. Vielmehr ist dieses
Modell durch die spontane Ausbildung einer klinisch und histologisch nachweisbaren
Opticusneuritis bei bis zu 50 % der transgenen Tiere ohne weitere Merkmale einer
EAE gepragt. Erst die Immunisierung der Mause mit CFA und Pertussistoxin oder mit
Pertussistoxin allein fuhrt zur Entwicklung einer EAE einschliel3lich einer
Opticusneuritis mit schwererer Auspragung als bei immunisierten nicht transgenen
Kontrolltieren. Die Ursache des Pradilektionsortes in diesem Modell lasst sich
moglicherweise auf die hohere Expression des MOG-Proteins im Nervus opticus im

Vergleich zum Ruckenmark zuruckfuhren [Bettelli et al. 2003].

B-Zell-Rezeptor-transgene Tiere, die einen demyelinisierenden MOG-spezifischen
Antikdrper im Serum besitzen, wurden von Litzenburger et al. entwickelt. In diesem
Mausmodell ersetzten Litzenburger et al. 1998 in embryonalen Stammzellen das Ju-
Segment des Immunglobulin-schwere-Ketten-Gens durch ein VDJ-Gensegment, das
von MOG-spezifischen, demyelinisierenden Antikorpern stammt. Die endogene
leichte Kette blieb unverandert. Diese transgenen B-Zellen durchlaufen eine
restriktionslose Entwicklung im Knochenmark und besiedeln dann die lymphatischen
Organe. Nach Antigenkontakt kommt es zu einer normalen Differenzierung zu
Plasmazellen mit einem Immunglobulin-Klassenwechsel zu 1gG4 und IgGz, sowie
somatischer Hypermutation. Dieses fuhrt zu einem hohen Titer an MOG-spezifischen
Immunglobulinen im Serum der Mause. Doch auch in diesem Modell kommt es
aufgrund einer intakten Blut-Hirn-Schranke zu keiner spontanen Erkrankung. Erst die
Immunisierung transgener SJL- und C57Bl/6-Mause mit PLP bzw. MOG fuhrt zu
einer erhohten Inzidenz und fruherem Erkrankungsbeginn einer EAE mit einem
schwereren Krankheitsverlauf als bei immunisierten nicht transgenen Kontrolltieren.
Im Gegensatz zum Modell der transgenen T-Zellen reicht bei diesem Modell die
alleinige Gabe von Pertussistoxin fur eine Krankheitsinduktion nicht aus
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[Litzenburger et al. 1998].

Die Kombination beider zuvor beschriebener Modelle fuhrte nun zu einem neuen
Mausmodell, das erstmals durch eine spontane Erkrankung der Tiere an einer EAE
charakterisiert war. In diesem neuen Modell wurden T-Zell-Rezeptor-transgene
Mause mit B-Zell-Rezeptor-transgenen Mausen gekreuzt, die dann sowohl
heterozygot fur den MOG-spezifischen transgenen T-Zellrezeptor als auch
heterozygot fur transgene MOG-spezifische B-Zellen waren. Es konnte in diesem
Modell gezeigt werden, dass die Anwesenheit von MOG-spezifischen T-Zellen zu
einer erhohten Produktion von MOG-spezifischen IgGi-Antikorper durch die
transgenen B-Zellen fuhrt und jene B-Zellen wiederum die Aktivierung und
Proliferation der MOG-spezifischen T-Zellen verstarkt. MOG-spezifische Antikorper
allein scheinen in diesem Modell nicht fur die Initierung einer Erkrankung
verantwortlich zu sein, wurde doch im Serum gesunder und kranker
doppelttransgener Tiere kein Unterschied in der Titerhdbhe MOG-spezifischer
Antikorper gefunden. Entsprechende Tiere erkranken im Alter von durchschnittlich
vier bis sechs Wochen mit einer Inzidenz von circa 30 — 60 %. Die Klinik der Tiere
zeichnet sich durch eine hohere Inzidenz, einem fruherem und fulminantem Beginn
mit schwererem Krankheitsverlauf (mittlerer klinischer Score von 3) sowie einer
hoheren Mortalitat im Vergleich zu Tieren aus, die nur transgene T-Zellen besitzen.
Das Geschlecht zeigt dabei keinen Einfluss auf die Erkrankung. Histologisch finden
sich bei allen erkrankten doppelttransgenen Tieren eine vermehrte Anzahl
inflammatorischer Herde im Ruckenmark und Nervus opticus. Nur in sehr wenigen
Fallen lassen sich Lasionen auch im Cerebrum nachweisen. Die Lasionen, welche
sich in den Leptomeningen und im Parenchym finden, zeichnen sich durch eine
Infiltration von T-Zellen und Makrophagen/ Mikroglia aus. Im spinalen
Subarachnoidalraum lassen sich bei erkrankten doppelttransgenen Tieren
follikelartige Aggregationen von B-Zellen erkennen [Bettelli et al. 2006,
Krishnamoorthy et al. 2006].

1.4 Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine gehoren zur Familie der Cytokine. Sie wirken bei einer Infektion als
Botenstoffe chemotaktisch auf Zellen des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems, was eine gerichtete Wanderung zum Ort der Schadigung bewirkt.
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Alle Chemokine besitzen ahnliche Primarstrukturen. Sie werden in vier Klassen
eingeteilt, die sich in der Konfiguration ihrer Cysteinreste am Amino-Terminus
unterscheiden. Chemokinrezeptoren sind G-Protein gekoppelte 7-Transmembran-
Rezeptoren, die nach der Klasse ihrer Chemokine benannt werden. CC-Chemokine
besitzen in ihrer Primarstruktur zwei benachbarte Cysteine und binden an CC-
Chemokin-Rezeptoren. Bislang sind neun Rezeptoren aus dieser Gruppe bekannt.
Durch diese Chemokingruppe werden besonders Monozyten angelockt. CXC-
Chemokine weisen eine Aminosauresequenz auf, in der zwei Cysteine durch eine
Aminosaure getrennt sind. Sechs entsprechende CXC-Rezeptoren sind aus dieser
Gruppe derzeit bekannt. CXC-Chemokine locken vor allem neutrophile Granulozyten
an den Ort der Entzindung [Baggiolini et al. 1994]. Diesen beiden Gruppen lassen
sich strukturell zwei Chemokine nicht zuordnen: Zum einen das urspruanglich als
Lymphotactin bezeichnete C-Chemokin, das anders als Chemokine der drei anderen
Klassen, die zwei Disulfidbricken mit vier Cysteinreste aufweisen, nur eine
Disulfidbricke mit zwei Cysteinresten am Amino-Terminus besitzt. Es bindet an den
XC1-Rezeptor [Kelner et al. 1994]. Dieser wird nur auf CD8-dendritischen Zellen
exprimiert, wodurch Lymphotactin chemoattraktiv auf diese Zellen wirkt [Dorner et al.
2009]. Zum anderen das als Fraktalkin bezeichnete Chemokin, welches sich dadurch
auszeichnet, dass es zwischen zwei Cysteinen drei Aminosauren tragt und somit
formal ein CX3C-Chemokin ist. Es existiert in membrangebundener und in I6slicher
Form und unterscheidet sich dadurch von allen anderen Chemokinen, die fast

ausschlieflich sezerniert werden [Bazan et al. 1997].

1.4.1 CX3CL1 und sein Rezeptor CX3CR1

Das Chemokin CX3CL1 (Fraktalkin), der einzige Vertreter der CX3C-Klasse, ist beim
Menschen auf dem Chromosom 16q codiert. Das Gen codiert am N-terminalen Ende
ein 24 Aminosauren langes Signalpeptid, gefolgt von einer 76 Aminosauren langen
Sequenz, die das CXXXC-Motiv enthalt. Im Gegensatz zu allen anderen bekannten
Chemokinen, deren Gene an dieser Stelle enden, schliellen sich bei Fraktalkin an
dieses Stuck weitere Aminosauresequenzen an, die einen Mukopolysaccharidprotein
ahnlichen Stiel (241 Aminosauren), eine hydrophobe transmembrane Domane (18
Aminosauren) und abschlieBend eine intrazellulare Domane (37 Aminosauren)
codieren. Neben dieser membrangebunden Form konnte auch eine I6sliche Form
des Chemokinliganden identifiziert werden. Erstere konnte in humanen
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Endothelzellen nachgewiesen werden, die durch inflammatorische Cytokine wie
TNF-a oder IL-1 aktiviert wurden. In-vitro-Experimente zeigten, dass die
membrangebundene Form auf Endothelzellen von Monozyten und T-Zellen zur
Endotheladhasion genutzt wird, wahrend die I6sliche Form eine Chemotaxis dieser
Zellen bewirkt [Bazan et al. 1997]. Im ZNS wurde CX3CL1 zunachst in Mausen
gefunden, in denen eine EAE ausgeldst wurde oder die mit Lipopolysacchariden
stimuliert wurden. Hier zeigte sich eine erhOhte Proteinexpression vor allem in
aktivierter Mikroglia und Kapillaren [Pan et al. 1997]. Daneben ist eine hohe CX3CL1-
MRNA-Expression vor allem in Neuronen nachzuweisen, die den Liganden
konstitutiv und unabhangig von einer durch eine EAE vermittelten Entzindung
exprimieren. Im Fall einer Entzindung kommt es zu keiner erhohten Expression des
Liganden [Schwaeble et al. 1998]. Auch in Astrozyten lasst sich Fraktalkin
nachweisen. Dessen mRNA-Expression lasst sich im Gegensatz zu Neuronen in
Astrozyten durch TNF- a und IL-1B erhohen. Fraktalkin bewirkt in diesen die
Expression eines bislang nicht identifizierten Faktors, der eine mikrogliale

Zellproliferation bewirkt [Maciejewski-Lenoir et al. 1999].

CX3CR1 — bei der Erstbeschreibung zunachst noch V28 genannt [Raport et al. 1995]
— ist auf dem humanen Chromosom 3 codiert und der einzige derzeit bekannte
Rezeptor, der Fraktalkin in membrangebundener und in I6slicher Form spezifisch
bindet. Hierbei handelt es sich um einen hochaffinen 7-Transmebran-Doman-
Rezeptor, der G-Protein-gekoppelt ist. Dieser vermittelt sowohl die Adhasion als
auch Migration von Leukozyten durch Fraktalkin [Imai et al. 1997]. In der Maus wurde
eine hohe Rezeptorexpression im ZNS und weniger stark auch in Lunge, Leber
sowie im Blut auf Leukozyten gefunden [Combadiere et al. 1998]. Innerhalb des ZNS
wird der Rezeptor vor allem auf Mikroglia, aber auch Neuronen exprimiert [Harrison
et al. 1998, Meucci et al. 2000]. Andere Autoren konnten CX3CR1-mRNA nur in
Mikroglia und teilweise auch in Astrozyten nachweisen [Nishiyori et al. 1998,
Maciejewski-Lenoir et al. 1999]. Im menschlichen Blut ist dieser Rezeptor vor allem
auf CD16"-NK-Zellen und weniger stark auch auf CD3"-T-Zellen, CD14"-Monozyten
und Granulozyten nachweisbar [Imai et al. 1997]. Bei murinen Monozyten lassen sich
zwei Subtypen unterscheiden: CXsCR1°"CCR2*Gr1*-Monozyten, die in entziindetes
Gewebe rekrutiert werden, und CX3;CR1""CCR2 Gr1-Monozyten, die vor allem in

nicht entzindetes Gewebe wandern. Beide Subtypen koénnen sich in vivo zu
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dendritischen Zellen entwickeln [Geissmann et al. 2003]. Aufgrund der
unterschiedlichen  CX3CR1-Expression von  Monozyten-Subtypen ist es
wahrscheinlich, dass periphere Immunreaktionen wie die Monozytenextravasation in
einem Peritonitismodell oder die Migration und Differenzierung dendritischer Zellen
als Antwort auf mikrobielle Antigene von einer CX3CR1-Defizienz unberuhrt bleiben
[Jung et al. 2000].

Im ZNS wird eine Schlusselrolle von CX3CR1 und seinem Liganden in der Interaktion
von Mikroglia mit Neuronen gesehen [Harrison et al. 1998]. So besteht die
Vermutung, dass dieses Chemokin eine Hemmung der Mikroglia in ihrer Aktivitat
bewirkt und eine Defizienz zu mikroglialen neurotoxischen Effekten fuhrt. Cardona et
al. 2006 wiesen in Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen eine erhohte
mikrogliale Neurotoxizitadt und neuronalen Schaden bei CX3CR1-Defizienz nach. In
vitro reduziert Fraktalkin die Produktion inflammatorischer Moleklle durch aktivierte
Mikroglia, verhindert neuronalen Zellschaden durch LPS aktivierte Mikroglia [Mizuno
et al. 2003] und eine FAS-vermittelte mikrogliale Apoptose [Boehme et al. 2000].
Diese Ergebnisse deuten auf eine neuroprotektive Funktion des Chemokin-

Signalweges innerhalb des ZNS hin.

1.4.2 CX3CR1 und seine Bedeutung fur die EAE

Fir den Chemokinrezeptor CCR2 und seinen Liganden CCL-2/ MCP-1 konnte im
Mausmodell EAE Dbereits gezeigt werden, dass der Rezeptor fur eine
Monozytenmigration in das ZNS notwendig ist und eine Defizienz des Rezeptors eine
EAE zu verhindern vermag [lzikson et al. 2000]. Andere Autoren fuhrten diese von
Izikson gefundene Resistenz jedoch auf die Verwendung alterer, fur eine EAE
weniger suszeptible Tiere und auf die Methode der EAE-Induktion zurtck. Vielmehr
fanden sie in ihren Versuchen mit CCR2-Knockout-Tieren eine Kompensation der
fehlenden Monozytenmigration durch die Einwanderung von Neutrophilen
resultierend in einer EAE [Gaupp et al. 2003]. Aufgrund der beschriebenen
Funktionen des Chemokinrezeptors CX3CR1 in der Adhasion und Migration von
Monozyten und Lymphozyten sowie der postulierten neuroprotektiven Wirkung durch
die Interaktion von Neuronen und Mikroglia untersuchten einige Studien dessen
Rolle in einer EAE. Im Gegensatz zu CCR2 entwickeln CX3CR1-Knockout-Mause
eine schwerer verlaufende EAE und haben eine erhohte Mortalitat. Die Rekrutierung
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von Monozyten aus dem Blut ist durch diese Chemokinrezeptordefizienz
unbeeintrachtigt. Uberraschenderweise ist nur die Einwanderung von CX3;CR1-
positiven NK-Zellen in das ZNS wahrend einer EAE gestort [Huang et al. 2006]. Im
naiven und EAE entziundeten ZNS zeigt sich die Mikroglia als
CD45™CD11b™CX3CR1M"CCR2™ exprimierend. Ahnlich wie bereits von Geissmann
et al. 2003 im Blut beschrieben, lassen sich wahrend einer EAE im ZNS bei den
Monozyten/ Makrophagen zwischen den Subtypen Ly6C"¢"CCR2""CX3CR1"°" und
Ly6C'""CCR2"°"CX3CR1"" unterscheiden, wobei erstere wahrend einer EAE in das
ZNS rekrutiert werden [Saederup et al. 2010]. Die Expression von CX3CL1 mRNA
verandert sich mit Ausnahme einer erhohten Expression in Astrozyten im Rahmen
einer EAE nicht. Der Rezeptor Iasst sich wahrend einer Inflammation durch EAE in
mehreren Zellen innerhalb der entzindlichen Lasionen nachweisen, die zum grofdten
Teil der Mikroglia-Makrophagen-Reihe angehoren [Sunnemark et al. 2005]. Garcia et
al. 2013 bestatigten vorherige Studien, wonach eine EAE in CX3CR1-defizienten
Mausen einen schwereren Verlauf nimmt. Sie beobachteten auch in chimaren
Mausen mit CX3CR1-defizientem Knochenmark einen schwereren Krankheitsverlauf.
Dies fuhrten sie auf CD115+Ly6C'°"VCD11c+ exprimierende dendritische Zellen
zuruck, die in Abwesenheit von CX3CR1 in das entziundete ZNS einwandern. Diese
weisen eine erhohte Antigenprasentation auf und fuhren zu vermehrter T-Zell-
Aktivierung. Dabei finden sich im entzundeten ZNS vor allem IL-17 produzierende
Zellen [Garcia et al. 2013]. Zusammenfassend kommt nach bisheriger Studienlage
vor allem dem Chemokinrezeptor CCR2 die Funktion zu, im Rahmen einer EAE
inflammatorische Monozyten in das ZNS zu rekrutieren. Ob auch CX3CR1 eine Rolle
in der Monozytenmigration in das ZNS besitzt, ist unklar. Zentral wird seine Aufgabe
- wie in anderen Tiermodellen fur ZNS-Erkrankungen gezeigt - in einer durch

Neuron-Mikroglia-Interaktion vermittelten neuroprotektiven Funktion gesehen.

1.4.3 Funktionen von CX3CR1 aul3erhalb des ZNS

Aulerhalb des Zentralnervensystems konnte der Rezeptor auf mehreren Zellen des
Blutes nachgewiesen werden. Daneben fand man CX3CR1 auch auf dendritischen
Zellen der intestinalen Mucosa, wo sie chemokinrezeptorabhangig Antigene aus dem
Lumen aufnehmen und enteroinvasive Pathogene abwehren [Niess et al. 2005].
CX3CR1 konnte intestinal auch auf Makrophagen nachgewiesen werden. Im
Tiermodell fur eine Kolitis verlauft diese in CX3CR1-Knockout-Mausen schwerer als

16



1 Einleitung

bei Kontrolltieren. Eine pathogene Schlusselfunktion kommt dabei IL-17a-
produzierenden CD4"-T-Zellen zu [Medina-Contreras et al. 2011]. Diese Daten
weisen auf eine Rolle von CX3CR1 in der peripheren Antigenprasentation und

immunologischen Toleranz hin.

Auch fur andere Erkrankungen werden Effekte von CX3CR1 und seinem Liganden
beschrieben. Bei CX3CR1-defizienten Tieren kommt es zu einer gestorten Funktion
der Betazellen des Pankreas, die zu einer pathologischen Glukosetoleranz fuhrt [Lee
et al. 2013]. In einem Tiermodell fur allergisches Asthma bewirkt eine
Rezeptordefizienz eine geringere Entzindung der Lunge. Dabei ist CX3CR1 fur das
Uberleben und die Migration der pathogenen TH2-Zellen verantwortlich [Mionnet et
al. 2010]. Diese antiapoptotische Wirkung wurde fur weitere Zellen und Situationen
beschrieben. So bewirkt CX3CR1 eine normale Entwicklung myeloischer Vorlaufer zu
dendritischen Zellen und Makrophagen im Knochenmark [Lyszkiewicz et al. 2011].
Im Tiermodell fiir eine Leberfibrose ist CX3CR1 ein Uberlebenssignal fiir hepatische
Makrophagen, die im Fall einer Chemokinrezeptordefizienz einem vermehrten Zelltod

unterliegen und dadurch eine Entzindung unterhalten [Karimark et al. 2010].

1.4.4 CX3CR1-Polymorphismen im Menschen

In der fur die Transmembrandomane kodierenden Sequenz des Fraktalkinrezeptors
wurden mehrere Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) gefunden. Dabei handelt es
sich unter anderem um einen Austausch von Valin durch Isoleucin (V249l) und von
Threonin durch Methionin (T280M) [Faure et al. 2000]. Die Haplotypen 1249/M280
und 1249/T280 kommen mit einer Frequenz von circa 16 % und 12,5 % nach dem
Haplotyp V249/T280, der als die Wildtyp-Form betrachtet wird, gehauft in der
kaukasischen Bevolkerung vor [Liu et al. 2003]. Eine Assoziation mit entzindlichen
Erkrankungen wie Morbus Crohn oder Koronararterienerkrankungen konnte bereits
nachgewiesen werden [Sabate et al. 2008, Moatti et al. 2001]. Erste Studien mit MS-
Patienten weisen auf einen Effekt dieser Rezeptor-Polymorphismen auf die
Verlaufsform der Erkrankung hin [Arli et al. 2013, Stojkovi¢ et al. 2012].

1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Eine wesentliche Rolle des Chemokinrezeptors CX3CR1 und seines Liganden
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Fraktalkin wird in der Adhasion und Migration myeloider Zellen sowie in der
Interaktion von Neuronen mit Mikroglia gesehen. Aufgrund seiner postulierten
Funktion und Expression auf Monozyten erscheint CX3CR1 als ein potentieller
Kandidat, die Monozytenmigration in das ZNS zu beeinflussen. Die vorliegende
Arbeit untersucht die Bedeutung des CX3;CR1 Rezeptors fur die Entstehung, den

Erkrankungsverlauf und die Lasionspathologie in einem spontanen EAE-Modell.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

CX3CR:®FPCFP_Mause (Jung et al. 2000) wurden (iber den kommerziellen Anbieter
»1he Jackson Laboratory” (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. In diesen Mausen ist
ein Teil des zweiten Exons des Gens fur CX3CR1 durch ein Reportergen fur ein grun
fluoreszierendes Protein (enhanced GFP) ersetzt worden. Dieser Teil codiert den N-
Terminus des Sieben-Transmembran-Rezeptors, der fur die Interaktion mit Fraktalkin
verantwortlich ist [Jung et al. 2000]. Heterozygote CX3sCR1"¢FP-Mause besitzen eine
normale Rezeptorfunktion. CXsCR1°"""¢FP_Tiere wurden mit MOG-T-Zell-Rezeptor-
transgenen 2D2 Tieren (Bettelli et al. 2003) und mit IgH"®-Th-Tieren (Litzenburger et
al. 1998) verpaart. Th-Tiere haben die Immunglobulin-schwere Kette des
demyelinisierenden Antikorper 8-18C5 als knockin. Daraus entstanden 2D2
CX3CR1FP6FP_ und Th/Th CX3CR16FPCFP Mause, die miteinander gekreuzt wurden,
um spontan erkrankende T- und B-Zell-Rezeptor transgene OSE-Mause (Referenz
Krishnamoorthy et al. 2006 und Bettelli et al. 2006) zu erhalten, die CX3CR1 defizient

waren.

Die gesamte Zucht sowie die Durchfuhrung der Experimente wurden in S1-Raumen
der Zentralen Tiereinrichtung unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF)
durchgefuhrt. Die Experimentaltiere wurden in konventionellen Kafigen gehalten und
erhielten Wasser und Pressfutter ad libitum, das bei sich verschlechternder Klinik der

Experimentaltiere durch leicht zu erreichendes Breifutter ersetzt wurde.

2.2 Klinische Einteilung der EAE

Die Experimentaltiere wurden Uber einen Zeitraum von 100 Tagen nach Geburt alle
zwei Tage und bei Erkrankung taglich aufgesucht. Spontan erkrankte Tiere wurden
anhand der unten aufgefuhrten klinischen Skala entsprechend dem Ausmal} der
aufgetretenen Lahmungen beurteilt. Die Tiere wurden fur 5 (peak of disease) und 30
Tage (chronisches Erkrankungsstadium) verlaufsbeobachtet und anschliefend zur
histologischen Beurteilung perfundiert. Als Abbruchkriterien waren ein Kklinischer
Score 2 3,5 und eine Gewichtsabnahme von = 25 % definiert, bei welchen die Tiere

schmerzlos getotet wurden.
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Score Klinik

0 gesund

0,5 Schwanzspitze paretisch

1 gesamter Schwanz paretisch

1,5 Schwanzlahmung und milde Hinterbeinschwache

2 deutliche Hinterbeinschwache

2,5 Tier kann sich aus der Seitenlage nicht mehr aufrichten
3 deutliche Paresen der Hinterbeine und Bauchmuskelschwache
3,5 Paraplegie der Hinterbeine und Vorderbeinschwache

4 Tetraplegie

4,5 Inkontinenz

5 Tod durch EAE

Tabelle 1: Klinische Beurteilung der Versuchstiere

2.3 Genotypisierung

Der Genotyp der verwendeten Mause wurde aus isolierter DNA durch eine
konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bestimmt. Zur DNA-Gewinnung
wurden die Tiere im Alter von zwei bis drei Wochen an der Ohrmuschel oder der
Schwanzspitze biopsiert. Zur Aufldsung des Gewebes folgte nun eine Inkubation der
Biopsate mit 20 pl Proteinase K in 350 pl Lyse-Puffer uber Nacht bei 56 °C. Nach
Zentrifugation der Proben bei 13200 rpm (revolutions per minute) fur finf Minuten
wurde dem gewonnenen Uberstand 350 pl Isopropanol zugegeben, in dem die DNA
prazipitierte und durch weitere Zentrifugation fur funf Minuten am Boden ein Pellet
bildete. Der Uberstand wurde verworfen. Zur weiteren Aufreinigung wurden dem
Pellet dann 500 pl Ethanol (70 %) zugegeben und erneut zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet zur vollstandigen Entfernung des
Alkohols fur 20 Minuten bei 45 °C getrocknet. Zum Abschluss der DNA-Isolation
erfolgte eine Resuspension der DNA in 100 ul H20.

Im nachsten Schritt wurde flr alle Proben ein dem Gen entsprechender Master-Mix
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angesetzt. Die Zusammensetzung jenes Master-Mix ist unten angefuhrter Tabelle zu
entnehmen. Nach Aufteilung des Master-Mix auf die Proben erfolgte eine
Amplifikation im Thermocycler T3 der Firma Biometra nach unten angefuhrtem
Schema. Die amplifizierten DNA-Proben wurden dann auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen, welches ein in die DNA interkalierendes Ethidiumbromid enthielt. Es
wurde eine Spannung von 90 Volt bei einer Stromstarke von 400 mA fur 60 Minuten
angelegt. In diesem elektrischen Feld wanderten die amplifizierten DNA-Strange
aufgrund ihrer negativen Eigenladung und entsprechend ihrer BasenpaargrofRe in
unterschiedlicher Geschwindigkeit in Richtung der Anode. Durch Vergleich der Hohe
der Banden mit einer in ihrer Basenpaaranzahl bekannten Leiter konnten die Banden

unter UV-Licht hinsichtlich ihrer Basenpaargrof3e naherungsweise bestimmt werden.

Bezeichnung Volumen Hersteller
5x Puffer 2,50 pl Promega’
10 mM dNTPs 2,50 pl Fermentas?
50 yM Forward-Primer 0,50 pl MPI Géttingen®
50 yM Reverse-Primer Knockout 0,50 pl MPI Gottingen
50 uM Reverse-Primer Wildtyp 0,50 pl MPI1 Géttingen
5 U /ul Taq Polymerase 0,10 pl Promega
DMSO 1,25 ul ICN Biomedicals*
H>O 15,15
DNA 2,00 pl

Tabelle 2: PCR-Mastermix zur CX3CR1-Genotypisierung
1. Promega, Madison, USA

2. Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
3. Max-Planck-Institut fir Experimentelle Medizin, Géttingen, Deutschland
4. ICN Biomedicals, Aurora, USA
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Konstrukt Primer Grofle  Nukleotid-Sequenz

Richtung Nummer [bp]

CX3;CR1  Antisense 5929 407 bp 5CAGTGATGCTCTTG Reverse-
=WT GGCTTCCZ primer fur
CX3CR1-WT
CX3CR1 Antisense 5928 825 bp 5'GTAGTGGTTGTCGG Reverse-
=Kl GCAGCAGY primer fur
CX;3CR1-Kl
CX3CR1 Sense 5927 5TCAGTGTTTTCTCC  Forward
CGCTTGC3’ primer

Tabelle 3: CX3CR1-Primersequenzen

Bezeichnung Volumen Hersteller
5x Puffer 4,00 pl Promega
10 mM dNTPs 0,40 pl Fermentas
10 uM Forward-Primer 0,50 pl Mic:rosynth1
10 uM Reverse-Primer 0,50 pl Microsynth
5 U /ul Taq Polymerase 0,10 pl Promega
H>O 9,50 pl
DNA 5,00 pl

Tabelle 4: PCR-Mastermix zur 2D2-Genotypisierung
1. Microsynth, Balgach, Schweiz

Name Gen GrolRe [bp] Nukleotid-Sequenz
675
Va3.2-2D2-M Valpha 3.2 TCR 5'CCCGGGCAAGGCTCAGCCAT
GCTCCTGY?
Ja18-2D2-M  Valpha 3.2 TCR 5GCGGCCGCAATTCCCAGAGA
CATCCCTCC?

Tabelle 5: 2D2-Primersequenzen
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Bezeichnung Volumen Hersteller
5x Puffer 4,00 pl Promega
10 mM dNTPs 0,40 pl Fermentas
10 uM Forward-Primer wt 0,50 pl Microsynth
10 uM Reverse-Primer wt 0,50 pl Microsynth
10 M Forward-Primer tg 0,50 pl Microsynth
10 uM Reverse-Primer tg 0,50 pl Microsynth
5 U /ul Taq Polymerase 0,10 pl Promega
H>O 8,50 pl
DNA 5,00 pl

Tabelle 6: PCR-Mastermix zur MOG-lgG-Genotypisierung

Name Gen Nukleotid-Sequenz

8.18C5-sense #1  anti-MOG IgH 5TGAGGACTCTGCCGTCTATTA CTGT3
(8.18C5)

8.18C5-AS #2 anti-MOG IgH 5GGAGACTGTGAGAGTGGTGCCT3
(8.18C5)

mligH-sense #1

lg heavy chain

SATTGGTCCCTGACTCAAGAGA TG3’

mIgH-AS #2

lg heavy chain

5TGGTGCTCCGCTTAGTCAAAZ’

Tabelle 7: MOG-IgG-Primersequenzen

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Minuten) Bemerkung

1. 94 3

2. 94 0,5

3. 60 0,5

4. 72 1 nach 4. zuriick zu 2. 40x
5. 72 10

6. 10 unendlich

Tabelle 8: Thermocyclerprogramm der CX3;CR1-PCR
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Schritt Temperatur (°C) Dauer (Minuten) Bemerkung

1. 95 2

2. 95 1

3 58 1

4. 72 1 nach 4. zuriick zu 2. 30x
5. 72 10

6. 14 unendlich

Tabelle 9: Thermocyclerprogramm der 2D2-PCR

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Minuten) Bemerkung

1. 95 2

2. 95 1

3. 61 1

4. 72 1 nach 4. zuriick zu 2. 30x
5. 72 10

6. 14 unendlich

Tabelle 10: Thermocyclerprogramm der MOG-IgG-PCR

2.3.1 Materialien

Bezeichnung Hersteller
Agarose Starlab’
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich?

Lyse-Puffer
100 mM TrisHcl, pH 8,5

Carl Roth®

5 mM EDTA Life Technologies®
200 mM NaCl Merck®
0,2 % SDS Sigma-Aldrich
Proteinase K Roche®

Tabelle 11: Verwendete Materialien zur Genotypisierung
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1. Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

2. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
3. Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

4. Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

5. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

6. Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

2.4 Quantitative PCR aus Gewebe

Die Tiere erhielten zunachst eine letale Uberdosis von 300 ul 14 % Chloralhydrat
intraperitoneal. Nach Einsetzen der Schnappatmung und Ausfall des Kornealreflexes
sowie fehlender Reaktion auf Schmerzreize erfolgte die Eroffnung des Thorax. Das
Herz wurde freiprapariert und eine Eroffnung des Blutkreislaufes durch Inzision des
rechten Herzohres vorgenommen. Durch Punktion erfolgte nun eine langsame
Infusion von 20 ml eiskaltem PBS in den linken Ventrikel. Nach Applikation des PBS
wurde die Haut des Tieres Uber dem Rucken und dem Kopf abprapariert, die
Wirbelsaule kranial des Beckens durchtrennt und bis zum Cranium vom
umgebenden Gewebe frei prapariert. Nun wurde die Wirbelsdule kaudal vom
Cranium mit einer Rasierklinge abgetrennt. Es folgte die schnelle Eréffnung des
gesamten Ruckenmarkkanals mit einer feinen Schere und die Entnahme des
Ruckenmarks. AnschlieBend wurde zur Freilegung des Gehirns die Schadeldeckel
jeweils seitlich inzidiert und mit einer Pinzette abgehebelt. Nun konnte das Gehirn
entnommen werden. Sowohl Gehirn als auch Rickenmark wurden nach Entnahme

sofort getrennt in eisgekuhltes PBS gegeben.

Zur Lyse der Zellen wurden Gehirn und Ruckenmark zunachst mit einer
Pipettenspitze mechanisch zerkleinert. Dem Homogenisat wurde dann 900 ul Qiazol-
Lyse-Reagenz zugegeben und gut vermischt. Die anschlieRende Zugabe von 180 pl
Chloroform diente der Phasentrennung. Nach Zentrifugation bei 13200 rpm fur 15
Minuten erhielt man eine obere wassrige Phase, die nun die RNA enthielt. Diese
wurde nach vorsichtiger Abpipiettierung mit einem 1,5 fachen Anteil an 96 % Ethanol
prazipitiert. Zur Fixierung der RNA auf einer Membran folgte die Beladung einer
Quiagen-Saule mit prazipitierter RNA durch Zentrifugation bei 13200 rpm fur 15
Sekunden. Es folgten drei Waschschritte mit 700 yl RW1- und zweimalig mit jeweils
500 pl RPE-Puffer und anschlielender Zentrifugation mit 13200 rpm fur 15
Sekunden. Zur vollstandigen Trocknung wurde fur zwei Minuten bei 13200 rpm
erneut zentrifugiert. Zur Elution der RNA erfolgte die Zugabe von 35 pl RNAse-freiem
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Wasser, welches die RNA wahrend einer kurzen Inkubation und einmutigen

Zentrifugation bei 13200 rpm aus der Membran Ioste.

Die folgenden Schritte dienten der Umschreibung der gewonnenen RNA in
einzelstrangige cDNA. Zunachst erfolgte eine photometrische Bestimmung der RNA-
Konzentration jeder einzelnen Probe. Fur jede Probe wurde eine Umschreibung von
200 ng RNA angestrebt und entsprechend in die folgende Reverse-Transkriptase-
Reaktion (RT-Reaktion) eingesetzt. Der entsprechende Master-Mix fur diese

Reaktion setzte sich nach unten angefuhrtem Schema zusammen.

Bezeichnung Volumen Hersteller
10x RT Puffer 2,00 pl Applied Biosystems'
100 mM dNTPs 0,80 pl Applied Biosystems
10x RT Random Primer 2,00 pl Applied Biosystems
50 U /ul Multiscribe RT-Enzym 1,00 pl Applied Biosystems
RNAse freies H,0 4,20 pl Qiagen?
RNA Entsprechend der RNA-

Konzentration der jeweiligen Probe
mit dem Ziel, 200 ng RNA in die

Reaktion einzusetzen

Tabelle 12: RT-Mastermix zur Umschreibung von RNA in cDNA

1. Applied Biosystems, Foster City, USA

2. Qiagen, Hilden, Deutschland

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Minuten) Bemerkung
1. 16 30

2. 42 30

3. 85 5

4. 4 Unendlich

Tabelle 13: Thermocyclerprogramm fur RT-Reaktion

Die RT-Reaktion erfolgte im Thermocycler T3 der Firma Biometra gemal® oben
angefuhrtem Standardprotokoll. Nach erfolgreicher Umschreibung in cDNA stellte die
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quantitative PCR (qPCR) den nachsten Schritt dar. Fur die qPCR kam die Methode
der ,Tagman-Sonde“ zur Anwendung. Diese bietet die Moglichkeit, ein gewunschtes
DNA-Produkt wahrend einer PCR nachzuweisen und zu quantifizieren. Bei Tagman-
Sonden handelt es sich um Oligonukleotide, die zwischen den Primern der jeweiligen
cDNA-Sequenz binden. Diese Sonden sind mit einem Fluorchrom als Reporter und
einem Quencher gekoppelt, der im intakten Zustand die Fluoreszenz des
Fluorchroms unterdrickt. Die in diesem Verfahren eingesetzte Tag-Polymerase
besitzt eine zusatzliche Exonuklease-Aktivitat, welche zur Folge hat, dass bei
Synthese des komplementaren Stranges der Zielsequenz die Sonde abgebaut wird.
Dadurch kommt es zur Trennung von Quencher und Fluorchrom, dessen frei
werdende Fluoreszenz am Ende eines Zyklus gemessen werden kann. In der frihen
Phase der PCR-Reaktion ist zunachst die geringe Menge an cDNA der limitierende
Faktor. Mit der weiteren Amplifikation der DNA-Fragmente kommt es zu einer
exponentiellen Vermehrung. Diese nimmt zu einem spateren Zeitpunkt der Reaktion
durch Mangel an Reagenzien, Inaktivierung der Polymerase durch andauernde
Hitzeeinwirkung oder Hemmung der Reaktion durch sich anhaufende Produkte nur
noch einen linearen Verlauf und kommt schlieBlich zum Stehen. Fir die
Quantifizierung ist der Ct-Wert mal3gebend. Dieser gibt die Zyklusanzahl an, bei der

die Fluoreszenz erstmals exponentiell Uber den Hintergrundwert ansteigt.

Fir die quantitative PCR wurde zunachst ein Mastermix nach unten genanntem
Schema angesetzt und anschlieend auf die Proben verteilt. Nach kurzer
Zentrifugation erfolgte die PCR-Reaktion im Thermocycler iQ5 der Firma Bio-Rad

gemal unten angefuhrtem Standardprotokoll.

Bezeichnung Volumen Hersteller
10x Puffer 2,50 pl Eurogentec’
50 mM MgCl; 2,50 pl Eurogentec
5 mM dNTP 1,00 pl Eurogentec
5 U /ul TagPolymerase 0,10 pl Eurogentec
1 U /pl Uracil N-Glycosylase 0,20 pl Eurogentec
20x Primer 1,00 pl Applied Biosystems
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RNase-freies H,O 8,50 pl Qiagen

RNA 5,00 pl

Tabelle 14: Mastermix zur quantitativen PCR

1. Eurogentec, Seraing, Belgien

Cycle Schritt ~ Temperatur (°C)  Dauer (Minuten)  Bemerkung

1. 1 50 2
2. 1 95 10
3. 1 95 0,25
2 60 1 Wiederholung 3.Cycle 40x

Tabelle 15: Thermocyclerprogramm fur eine gPCR

2.4.1 Materialien

Bezeichnung Hersteller
Chloralhydrat 14 % Merck
Ethanol 70 % Merck
PBS DULBECCO Biochrom'
Qiazol-Lyse-Reagenz Qiagen
RPE-Puffer Qiagen
RW1-Puffer Qiagen
RNeasy Mini Spin Column Qiagen
Wasser, RNAse-frei Qiagen

Tabelle 16: Verwendete Materialien zur g°PCR aus Gewebe

1. Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2.5 Perfusion und Praparation der Versuchstiere

Zur histologischen Auswertung der Versuche erfolgte die Entnahme von Gehirn und
Ruckenmark der Mause. Zur Beurteilung des akuten Stadiums wurden Tiere am

Hohepunkt ihrer Erkrankung verwendet, der durchschnittlich am funften Tag nach
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Erkrankungsbeginn erreicht wurde. Fur die histologische Auswertung des
chronischen Stadiums wurden Tiere zum Zeitpunkt der vierten bis funften Woche
nach Erkrankungsbeginn untersucht. Die Mause erhielten 300 pl 14%igen
Chloralhydrats intraperitoneal. Nach Einsetzen der Schnappatmung und Ausfall des
Kornealreflexes sowie fehlender Reaktion auf Schmerzreize erfolgte die Erdffnung
des Thorax. Nach Freilegung des Herzens erfolgte zur Eréffnung des Blutkreislaufes
die Inzision des rechten Herzohres. In den linken Ventrikel wurde eine Kanile
appliziert, Uber die 20 ml eiskaltes PBS langsam antegrad in den Kreislauf infundiert
wurde. Zur Fixierung erfolgte dann die Infusion von in PBS geldstem 4%igem PFA.
Es folgte die vorsichtige Praparation von Gehirn und Ruckenmark aus den Mausen
und die Zerteilung des Ruckenmarks in 3 mm dicke Schnitte. Das gewonnene
Gewebe wurde dann in einer in ihrer Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden mittels

Mikrotom 2-5 ym dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttrager aufgebracht.

2.5.1 Materialien

Bezeichnung Hersteller
Chloralhydrat 14 % Merck

Ethanol absolut Merck

PBS DULBECCO Biochrom
Paraffin, Paraplast Plus Tyco Healthcare'

Paraformaldehyd (PFA) 4 %, geldst in aqua bidest. Merck

Tabelle 17: Verwendete Chemikalien zur Perfusion der Tiere und Fixierung des

Gewebes

1. Tyco Healthcare GmbH, Neustadt an der Donau, Deutschland

2.6 Grundlagen und Durchfihrung einer Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung ist eine Routinefarbung und beruht auf zwei
gegensatzlich geladenen Komponenten. Das basische Hamatoxylin farbt alle sauren
Zellbestandteile blau. Dazu zahlen der Zellkern, welcher die negativ geladene

Desoxyribonukleinsdure enthalt, und das raue endoplasmatische Retikulum. Der
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saure Farbstoff Eosin farbt hingegen basische Strukturen rot, wozu vor allem das

Zellplasma und Kollagenfasern gehoren.

Durchfiihrung:

Die Ruckenmarksquerschnitte wurden zunachst nach Aufbringung auf einen
Objekttrager mit Xylol entparaffiniert und anschliel3end in einer in ihrer Konzentration
absteigenden Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 %, 50 %) rehydriert. Es folgte die
Farbung der Schnitte in Mayers Hamalaun-Losung fur sechs Minuten. Nach einer
Spulung in Aqua bidest. wurden diese zur Differenzierung in Chlorwasserstoff-
Alkohol inkubiert. Der nachste Schritt beinhaltete das Blauen in Leitungswasser.
Nachfolgend wurde eine 0,1%ige Eosin-Losung (in 95 % Ethanol) fur vier Minuten
aufgebracht. Es erfolgte dann eine Dehydrierung in einer in ihrer Konzentration
aufsteigenden Alkoholreihe, eine Inkubation in Xylol und abschlieRend eine

Eindeckelung der Schnitte auf dem Objekttrager.

2.7 Grundlagen und Durchfuhrung einer LFB/ PAS-Farbung (Luxol-
Fast-Blue/ Perjodsaure-Schiff-Reaktion)

Die LFB/ PAS-Farbung setzt sich aus zwei Reaktionen zusammen. Die Luxol-Fast-
Blue-Losung zeigt hohe Affinitat zu Phospholipiden, weshalb hier besonders Myelin
zur Darstellung kommt. Perjodsaure bildet Aldehydgruppen an Glykogen und an
Zuckerkomponenten von Glykoproteinen. Das Schiff-Reagens farbt diese rot-violett.

Durchfiihrung:

Nach Aufbringung der hergestellten RiUckenmarksquerschnitte auf einem
Objekttrager wurden diese im ersten Schritt mit Xylol entparaffiniert und
anschliefend in einer in ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe (100 %, 90
%) rehydriert. Diese wurden nun in einer 60 °C heiRen Luxol-Fast-Blue-Losung (1 g
Luxol-Fast-Blue, 1000 ml 95%iges Ethanol, 5 ml 10%ige Essigsaure) fur einen Tag
inkubiert. Es schloss sich daran die Fortsetzung der Alkoholreihe an (bis 70 %). Zur
Differenzierung wurde den Schnitten eine 0,05%ige Lithiumcarbonatlésung (in Aqua
bidest.) sowie eine 70%ige Ethanol Losung zugegeben. Es folgte die Farbung in
1%iger Perjodsaure und nach funf Minuten die Spulung jener in Leitungswasser fur

weitere funf Minuten. Nach kurzer Spulung in Aqua bidest. wurde das Schiff'sche
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Reagenz auf die Schnitte gegeben (20 Minuten). Diese Reaktion wurde durch
funfminutige Spulung in Leitungswasser beendet und Mayers-Hamalaun-Losung zur
Farbung fur 2zwei Minuten zugegeben. Nach kurzer Differenzierung in
Chlorwasserstoff-Alkohol-Losung wurden die Schnitte in Leitungswasser geblaut. Zur
Dehydrierung folgte nun das Einstellen der Schnitte in einer in ihrer Konzentration
aufsteigenden Alkoholreihe und die Inkubation in Xylol. Der letzte Schritt beinhaltete
die Eindeckelung der Schnitte auf dem Objekttrager.

2.8 Grundlagen und Durchfuhrung einer Bielschowsky-Farbung

Die Darstellung von Axonen hat die Versilberung nach Bielschowsky zum Ziel. Sie

farbt Axone, Neurofibrillen und Dendriten schwarz.

Durchfiihrung:

Nach Herstellung der Ruckenmarksquerschnitte wurden diese auf Objekttrager
aufgebracht. Es folgte die Entparaffinierung in Xylol und die Rehydrierung in einer in
ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe. Den Schnitten wurde nun far 20
Minuten eine 20%ige Silbernitratlosung (in Wasser) zugegeben. Nach Spulung mit
Aqua bidest. erfolgte eine 15minutige Inkubation der Schnitte im Dunkeln mit einer
klaren Losung, die aus Silbernitrat- und 32%iger Ammoniaklosung (in Aqua bidest.)
bestand. Diese wurde durch Spulung mit Aqua bidest. beendet und es folgte die
Zugabe von zehn Tropfen einer Entwicklerlosung (20 mg Formalin, 100 ml Aqua
bidest., 0,5 g Citronensaure, 0,1 ml 65%ige Salpetersaure). Im nachsten Schritt
wurden die Schnitte fur eine Minute in einer Losung inkubiert, die sich aus der bereits
verwendeten Silbernitrat-/ Ammoniaklosung und 13 Tropfen der Entwicklerlosung
zusammensetzte. Nach Spulung in Aqua bidest. wurde 2%iges Natriumthiosulfat zur
Fixierung zugegeben, in einer in ihrer Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert, mit Xylol inkubiert und die Schnitte abschlieRend auf einem Objekttrager

eingedeckelt.

2.9 Durchfuhrung einer immmunhistochemischen Farbung

Im ersten Schritt wurden zunachst Ruckenmarksquerschnitte angefertigt und auf
Objekttrager aufgebracht. Diese wurden nun in Xylol entparaffiniert und in einer in

ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Zur Antigendemaskierung
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wurden die Schnitte in kochendem 10 mM Citratpuffer fur funfmal drei Minuten
inkubiert und anschlieBend mit PBS gespult. Im nachsten Schritt erfolgte zur
Blockierung der endogenen Peroxidase die Zugabe von H,O,-Losung fur 20 Minuten
(45 ml PBS und 5 ml H,O, 30%). Es erfolgte eine weitere Spulung mit PBS. Bei der
CD3-Farbung folgte nun eine zusatzliche Inkubation in einer 1%igen Triton-Losung
fur eine Stunde. Die Schnitte wurden dann zur Blockierung unspezifischer Bindungen
fur 20 Minuten in 10 % FCS (in PBS) und einer feuchten Kammer inkubiert. Auf die
Schnitte wurde der verdinnte primare Antikorper aufgebracht (Uber Nacht bei 4 °C).
Nach Entfernung des nicht gebundenen Anteils des primaren Antikorpers durch PBS-
Spllung erfolgte die Applikation des biotinylierten und verdiunnten sekundaren
Antikorpers fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Auch hier wurde der nicht
gebundene Anteil anschlieBend durch PBS-Spulung entfernt. Im nachsten Schritt
wurde Extravidin-Peroxidase, die an den biotinylierten Anteil des sekundaren
Antikorpers bindet, auf die Schnitte gegeben und nach einer Stunde mit PBS gespuilt.
Es erfolgte dann die Inkubation mit dem Substrat der Peroxidase 3-3-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) unter Zugabe von 30%igem H20O,. Bei der
CD3-Farbung erfolgte an dieser Stelle eine Verstarkung durch Kupfersulfat fur zehn
Minuten und anschlieRender Spulung mit Aqua bidest. Nach einer Gegenfarbung in
Mayers Hamalaun-Losung fur 30 Sekunden wurden die Schnitte in einer in ihrer
Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und abschlielend in Xylol
inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte die Eindeckelung der Schnitte auf dem
Objekttrager.

Von diesem Vorgehen wich die APP-Farbung ab, bei welcher der

Sekundarantikdrper als Primarantikorper verwendet wurde und aufgrund seiner

Biotinylierung auf einen Sekundarantikorper verzichtet werden konnte.

2.9.1 Materialien

Bezeichnung Hersteller
Ammoniaklosung 32 % in Aqua bidest. Merck
Aqua bidest. -
Chlorwasserstoff 1 mol/l Merck
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Citrat-Puffer Merck
Citronensaure Merck
3-3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol absolut Merck
Eosin-G Certistain 1 % Merck
Extravidin-Peroxidase Sigma-Aldrich
Fetales Kalberserum (FCS) 10 % in PBS Biochrom
Formalin Merck
Kupfersulfat Merck
Lithiumcarbonat Merck

Luxol-fast-blue

VWR International Ltd."

Mayers Hamalaun-Ldsung Merck
Natriumthiosulfat Merck
PBS DULBECCO Biochrom
Perjodsaure Merck
Salpetersaure Merck
Schiff'sches Reagenz Merck
Silbernitrat Carl Roth
Triton-Lésung Merck
Wasserstoffperoxid 30 % in Aqua bidest. Merck
Xylol Merck

Tabelle 18: Verwendete Materialien zur Farbung der Schnitte

1. VWR International Ltd., Poole, GroRbritannien
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2.9.2 Verwendete Antikorper

Antigen Spezies  Klon Hersteller Katalog-Nr.  Verdinnung  mit
10 % FCS/ PBS

APP Maus 22C1 Merck Millipore' MAB 348 1:2000

B220 Ratte RA3-6B2 BD Pharmingen’ 557390 1:200

CD3 Hase SP7 DCS® C15971001 1:150

c-Jun Hase H79 Santa Cruz sc-1694 1:200

Biotechnology”

Mac3 Ratte M3/84 BD Pharmingen 553322 1:200

Tabelle 19: Primarantikorper

1. Merck Millipore, Billerica, USA

2. BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

3. DCS, Hamburg, Deutschland

4. Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Bezeichnung konjungiert  Hersteller Katalog-Nr. ~ Verdinnung mit
mit 10 % FCS/ PBS

Schaf-anti-Maus-lg  Biotin GE Healthcare' RPN1001 1:200

Ziege-anti-Ratte-lg  Biotin GE Healthcare RPN1005 1:200

Esel-anti-Hase-Ig Biotin GE Healthcare RPN1004 1:200

Anti-Maus-1gG Biotin Vector? BA2000 1:200

(Plasmazelle)

Tabelle 20: Sekundarantikdrper
1. GE Healthcare, Solingen, Deutschland

2. Vector Laboratories, Burlingame, USA

2.10Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte lichtmikroskopisch
(Firma Olympus, Hamburg, Deutschland). Dabei wurden Okulare mit 10facher

VergroRerung verwendet, die standardisierte Zahlgitter enthielten. Diese

ermoglichten sowohl das Auszahlen von Zellen in einem Gesichtsfeld als auch die
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Bestimmung von Axonzahlen. Daneben wurden Objektive mit einer minimalen
VergrofRerung von 2x und einer maximalen Vergrof3erung von 1000x verwendet. Im

Einzelnen wurden die Farbungen folgendermal3en ausgewertet:

LFB/ PAS-Farbung: In LFB/ PAS-gefarbten Schnitten kamen Lasionen der weil3en
Substanz zur Darstellung. Diese waren aufgrund der Demyelinisierung durch den
Verlust der blauen Myelinfarbung gekennzeichnet. Um den Grad der Entmarkung zu
quantifizieren, wurde die Lasionsflache in Verhaltnis zur Gesamtflache der weilten
Substanz gesetzt (Lasionsindex). Dazu wurden die Schnitte zunachst unter
200facher VergroRRerung digital fotografiert und anschlieBend mit der Software

»LAnalysis® (Firma Olympus, Hamburg, Deutschland) vermessen.

Bielschowsky-Farbung: In der Farbung nach Bielschowsky lieR sich das Ausmal} des
Axonverlustes in Lasionen quantifizieren, die zunachst in der LFB/ PAS-Farbung
identifiziert wurden. Dazu wurden die Schnitte unter einer 1000fachen Vergrof3erung
und Ol eingestellt. 25 Kreuzungspunkte eines Axonzahlgitters wurden in eine L&sion
gelegt. Die Anzahl der mit den Kreuzungspunkten des Zahlgitters getroffenen Axone
diente als Mal} fur den Axonverlust in den Lasionen. Diese Zahl wurde dann ins
Verhaltnis zur ermittelten Axonanzahl in nicht betroffener weiRer Substanz gesetzt.
Die Quantifizierung des Axonverlustes wurde an drei bis funf Tieren der drei

Genotypen vorgenommen.

Immunhistochemische Farbungen: Zur Bestimmung der Entzindungsaktivitat dienten
die Anzahl an T-, B- und Plasmazellen sowie Makrophagen in Schnitten der Tiere der

drei Genotypen Wildtyp, Heterozygot und Knockout.

CD 3: In der immunhistochemischen Farbung der T-Zellen diente CD3 als Antigen.
Die Anzahl der T-Zellen wurde lichtmikroskopisch in Tieren der akuten und
chronischen Krankheitsphase sowohl in Lasionen der weillen Substanz als auch im

Bereich der Meningen semiquantitativ bestimmt.

B 220: B-Zellen wurden immunhistochemisch durch das Antigen B220 angefarbt.
Deren Anzahl wurde in der akuten und chronischen Krankheitsphase semiquantitativ

bestimmt. Es erfolgte eine Auszahlung in Lasionen und in den Meningen.
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Plasmazellen: Plasmazellen wurden immunhistochemisch mittels eines biotinylierten
Sekundarantikorpers gegen zellgebundenes Maus-Immunglobulin G, der als
Primarantikorper verwendet wurde, angefarbt. Die Zahl der Plasmazellen wurde
semiquantitativ in akuter und chronischer Krankheitsphase im Bereich der Meningen

bestimmt.

Makrophagen: Makrophagen wurden immunhistochemisch durch Antikdrper gegen
Mac 3 dargestellt. Jene wurden in dem am starksten betroffenen Schnitt eines Tieres
mittels eines Zahlgitters ausgezahlt (Makrophagen pro Schnitt). Dieses erfolgte in

Tieren der akuten und chronischen Krankheitsphase.

APP: Neben der Auszahlung noch vorhandener Axone im Bereich von L&sionen
diente die immunhistochemische Farbung APP-positiver Spharoide als Parameter fur
einen axonalen Schaden. Diese wurden in Tieren der akuten Krankheitsphase pro

Flache ausgezahlt (APP-positive Spharoide pro mm?).

c-Jun:  Zur Quantifizierung eines neuronalen Schadens diente die
immunhistochemische Farbung des Antigens c-Jun. Dieses wurde im Bereich der
grauen Substanz des Ruckenmarks in Tieren der akuten und chronischen

Krankheitsphase semiquantitativ bestimmt.
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Ich habe in der vorliegenden Arbeit die Funktion des Chemokin-Rezeptors CX;CR1
in einem spontanen EAE-Modell der Maus untersucht. Alle Mause waren transgen
fur einen T-Zell-Rezeptor gegen MOG und transgen fur eine MOG-spezifische
Immunglobulin-schwere Kette, unterschieden sich jedoch in ihrem CX3CR1-Genotyp.

3.1 CX;3CR1-defiziente OSE-Mause erkranken signifikant haufiger
spontan an EAE

OSE-Mause, die entweder CXsCR1** (n = 116 Tiere), CXsCR17®"F (n = 84 Tiere)
oder CX3sCR1° PP (n = 81 Tiere) waren, wurden fiir 100 Tage verlaufsbeobachtet.
31,9 Prozent (37 Tiere) der OSE CXsCR1**, 44 Prozent (37 Tiere) der OSE
CXsCR1"6FP und 54,3 Prozent (44 Tiere) der OSE CXs;CR1%FPCFP Mause
entwickelten in diesem Zeitraum eine spontane EAE. OSE CXsCR1%F7¢FP Mause
erkrankten haufiger spontan an EAE als OSE CX3CR1"* Tiere und CX;CR1*¢F?
Tiere. Dieser Unterschied war in der globalen Varianzanalyse mit einem p-Wert von
unter 0,0001 signifikant. Interessanterweise war die EAE-Inzidenz von OSE
CX3CR1*6FP. gegeniiber OSE CX3CR1"*-Mausen ebenfalls signifikant erhéht. Der
mittlere Erkrankungsbeginn der Tiere lag bei 45 Tagen (SD + 14 Tage) fur OSE
CX3sCR1** und bei 47 Tagen fiir OSE CX3;CR1"°"" (SD + 18 Tage) und OSE
CX3sCR16FP/6FP (SD + 18 Tage). In der globalen Varianzanalyse gab es in diesem

Punkt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p-Wert von 0,9125).
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Abbildung 1: Vergleich der Inzidenz einer spontanen EAE in einem Beobachtungszeitraum
von 100 Tagen in Abhangigkeit vom CX3;CR1-Genotyp. Am haufigsten erkrankten OSE-Tiere
des Genotyps CX;CR1°FP6FP mit einer Rate von 54 %. Deutlich seltener waren OSE
CX3CR1"*-Mause mit circa 32 % betroffen. Dazwischen lagen OSE-Tiere des CX3;CR1"¢"P-
Genotyps. Mit einem p-Wert von 0,0001 bestand in der globalen Varianzanalyse Signifikanz.
Im multiplen Mittelwertsvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich von
OSE CX3;CR1"" und CX;CR1%"”°F sowie von OSE CX;CR1"* und CX;CR17°F. Ein
Unterschied hinsichtlich des Erkrankungszeitpunktes bestand nicht (p-Wert von 0,9125).

3.2 CX;3CR1-defiziente OSE-Mause erkranken signifikant weniger
schwer an EAE

Der Erkrankungsverlauf der Mause in Abhangigkeit von ihrem CX3CR1 Genotyp ist in
Abbildung 2 dargestellt. Der mittlere klinische Score betrug bei OSE-Mausen des
Genotyps CX3CR1** 2,93 (SD + 0,5), bei OSE CX3CR1"°"" 2,91 (SD + 0,63) und bei
OSE CX3CR1°FP'SFP 2 19 (SD + 0,87). CX3CR1-defiziente Tiere erkrankten somit
weniger schwer an EAE als OSE CX3CR1"* und CX3CR1*®FP. Dieser Unterschied
war in der globalen Varianzanalyse signifikant (p-Wert 0,0242). Beim kumulativen
Score erreichten OSE CX3CR1** Tiere einen mittleren Wert von 98,75 (SD + 15,54),
OSE CX3CR1*¢FP Tiere 90,28 (SD + 19,15) und OSE CX3CR1° 7P Mause 68 (SD
+ 26,94). Auch dieser Unterschied war in der globalen Varianzanalyse signifikant (p-
Wert 0,0242). Obwohl CX3CR1-defiziente Mause haufiger an einer EAE erkrankten,
war deren Krankheitsverlauf signifikant milder als bei OSE CX3CR1*¢F"- und OSE-
CX3CR1**-Mausen.

5-
— CX3CR1" n=10

o 4- CX4CR1"6FP n=g
8 CX5CR1GFPGFP n=14
n 3- / — A~
(]
<
} 24
£
X,

0~ v T T v T v T v 1

0 5 10 15 20 25 30
Tage nach Erkrankungsbeginn

38



3 Ergebnisse

Abbildung 2: Vergleich des Krankheitsverlaufes von OSE-Mausen mit den drei CX3CR1-
Genotypen CX3;CR1** (n=10), CX3CR1"®" (n=9) und CX3;CR1°""°F" (n=14). CX5;CR1-
defiziente OSE-Mé&use erkrankten signifikant weniger schwer an EAE. OSE CX3CR1¢ /6P,
Tiere erreichten einen signifikant geringeren mittleren klinischen und kumulativen Score als

OSE CX3CR1"®fP-und OSE CX3CR1"*-Méause (p-Wert jeweils von 0,0242).

Genotyp Inzidenz (%) Mittlerer Mittlerer Mittlerer
klinischer kumulativer Erkrankungs-
Score £ SD Score £ SD beginn £ SD (T)

OSE CX5sCR1™" 37/116 (31,9) 2,93 +0,5 98,75+ 15,54 45+ 14

OSE CX;CR1"°FF  37/84 (44) 2,91 +0,63 90,28 £19,15 47 +18

OSE CXsCR1°7"°™" 44/81 (54,3) 2,19 +0,87 68 + 26,94 47 + 18

Tabelle 21: Klinische Daten von OSE-Tieren mit den drei Genotypen CX;CR1"",
CX3CR17®FP und CX3CR1CFP/CFP

3.3 CX;3CR1-defiziente OSE-Mause zeigen in der akuten
Krankheitsphase meningeal und intralasional geringere entzundliche
Infiltrate

Zur Charakterisierung entzundlicher Infiltrate im akuten Stadium wurden Lasionen im
Bereich des Ruckenmarks hinsichtlich des Vorkommens von B-Zellen, Plasmazellen,
T-Zellen und Makrophagen untersucht. Die semiquantitative Bestimmung der B-
Zellen zeigte ein haufiges Vorkommen dieser Zellen im Bereich der Meningen von
Tieren des Typs OSE CX3;CR1"*. Etwas weniger haufig fanden sich B-Zellen
meningeal in Tieren der OSE CX3;CR17°"P- und OSE CXs;CR1°P®F" _Gruppe.
Vereinzelt waren diese bei allen drei Genotypen auch im Bereich der Lasionen zu
sehen. Ein Unterschied bestand dort jedoch nicht. Plasmazellen waren bei OSE
CX3CR1** und OSE CX3CR1*®F” nur wenige in den Meningen nachweisbar. In OSE
CX3CR1CFPCFP_Tieren waren sie nur vereinzelt sichtbar (keine Abbildung).
Hinsichtlich der T-Zellen war zwischen den drei Genotypen kein Unterschied
feststellbar. Diese fanden sich in gleicher Haufigkeit sowohl meningeal als auch im
Bereich der Lasionen. Zur Analyse der Makrophagen wurde pro Tier der am
starksten betroffene Schnitt ausgewahlt und die Zahl der Makrophagen pro Schnitt
im Zahlgitter bestimmt. Hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen OSE
CX3CR1"* und OSE CX3;CR1°FP¢*P Beim Wildtyp fanden sich im Mittel 2063
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Makrophagen pro Schnitt, wahrend sich bei Knockout-Tieren lediglich 633
Makrophagen nachweisen lieRen. Zwischen diesen beiden lagen OSE CX3CR1*/¢FP-
Mause mit 1669 Makropagen pro Schnitt. Mit einem p-Wert von weniger als 0,001 in
der globalen Varianzanalyse bestand Signifikanz. Im Mittelwertsvergleich nach Tukey
fand sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich von Wildtypen und Knockout-

Tieren einerseits sowie Heterozygoten und Knockout-Tieren andererseits.

OSE CX3;CR1™* OSE CX3CR1*/¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP
f@ —
. : i 5

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung der B-Zellen in der akuten Krankheitsphase
(B220-Farbung). B-Zellen sind in dieser Farbung braun gefarbt. Es erfolgte eine
semiquantitative Bestimmung in den drei Genotypen (OSE CXs;CR1** n=6, OSE
CX3CR1"6"P n=6, OSE CX3CR1°%""®F" n=7). Besonders haufig waren B-Zellen meningeal in
Tieren des Wildtyps zu finden. Weniger haufig waren sie auch im Bereich der Lasionen zu
finden. Hier fand sich jedoch kein Unterschied zwischen den drei Genotypen. Schwarzer
Balken der oberen Reihe entspricht 200 um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht

20 um.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung der T-Zellen in der akuten Krankheitsphase
(CD3-Farbung). T-Zellen sind hier braun gefarbt. Die Bestimmung der Anzahl der T-Zellen
erfolgte  semiquantitativ fiir jeden der drei Genotypen (OSE CX;CR1"" n=6, OSE
CX3CR17®F? n=6, OSE CX3CR1°F”®*P n=7). Diese fanden sich sowohl meningeal als auch
weniger haufig im Bereich der L&sionen. Ein Unterschied zwischen den drei Genotypen

bestand nicht. Schwarzer Balken entspricht 20 um.

OSE CX3CR1** OSE CX3CR1*/¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP

Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung der Makrophagen in der akuten

Krankheitsphase (Mac3-Farbung). In dieser Farbung sind Makrophagen braun angefarbt. Die
obere Bildreihe zeigt Riickenmarksschnitte der drei Genotypen im Uberblick, die untere
Reihe stellt Makrophagen vergroRert dar. Schwarzer Balken der oberen Reihe entspricht 200

um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 20 um (Insets: Vergré3erung um 200 %).
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Abbildung 15: Makrophagen pro Schnitt zum Zeitpunkt der akuten Krankheitsphase.
Makrophagen wurden im am starksten betroffenen Ruckenmarksquerschnitt eines Tieres
ausgezahlt. Aus den Tieren wurde ein Mittelwert fiir jeden Genotyp gebildet (OSE CX;CR1*"
n=6, OSE CX3CR1"°F n=6, OSE CX3;CR1°"7®F" n=7). Mit im Mittel 2063 Makrophagen pro
Schnitt waren die meisten Makrophagen in Wildtypen zu finden. Die Mittelwerte der
Heterozygoten und Knockouts lagen bei 1669 und 633 Makrophagen pro Schnitt. Eine
deutliche Signifikanz zeigte sich in der globalen Varianzanalyse (ANOVA) mit einem p-Wert
von <0,001. Im multiplen Mittelwertsvergleich nach Tukey war ein signifikanter Unterschied
zwischen Wildtypen und Knockouts (* p < 0,05), sowie zwischen Heterozygoten und

Knockouts festzustellen (* p < 0,05).

3.4 Reduzierte entzundliche Infiltrate in der chronischen
Krankheitsphase ohne signifikanten Unterschied zwischen den
CX3CR1-Genotypen

Die semiquantitative Bestimmung der B-Zellen, Plasmazellen, T-Zellen und
Makrophagen zeigte ein reduziertes Vorkommen aller Zellen in der chronischen
Phase mit Ausnahme der Plasmazellen. B-Zellen fanden sich in der OSE CX3CR1**-
und OSE CX3CR1*¢FP-Gruppe vor allem meningeal und vereinzelt auch im Bereich
der Lasionen. Etwas weniger haufig waren B-Zellen bei OSE CX3;CR1° 7°FP_Tieren
in den Meningen zu sehen. Auch Plasmazellen waren etwas haufiger bei OSE
CXsCR1"*- und OSE CX3;CR1"°-Tieren nachweisbar. Sie fanden sich
ausschlieBlich meningeal. Auch in der chronischen Phase war hinsichtlich des

Vorkommens von T-Zellen kein wesentlicher Unterschied erkennbar. Im Vergleich
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zur akuten Krankheitsphase war in der chronischen Phase eine deutlich reduzierte
Anzahl an Makrophagen nachweisbar. Bei Mausen des OSE CX3CR1"*-Typs lieRen
sich im Mittel 52 Makrophagen pro Schnitt zahlen. Bei OSE CX3CR1"°"" waren es
durchschnittlich 42 mehr. In OSE CX3CR1® P®"P_Tieren fanden sich lediglich 10
Makrophagen pro Schnitt. Mit einem p-Wert von 0,3635 in der globalen

Varianzanalyse bestand jedoch keine Signifikanz.

OSE CX3;CR1™* OSE CX3CR1*/¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP
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Abbildung 16: Immunhistochemische Farbung der B-Zellen in der chronischen
Krankheitsphase (B220-Farbung). B-Zellen stellen sich hier braun gefarbt dar. Die
Bestimmung der B-Zell-Anzahl erfolgte semiquantitativ fiir jeden Genotyp (OSE CXsCR1**
n=5, OSE CX3CR1"®"" n=7, OSE CX3CR1°"®*F n=7). B-Zellen fanden sich im Vergleich
weniger haufig meningeal in Knockout-Tieren. Zwischen Wildtypen und Heterozygoten
bestand kein Unterschied. Nur vereinzelt waren B-Zellen bei diesen Genotypen auch im

Bereich der Lasionen zu finden.
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OSE CX3CR1**

Abbildung 17:

Krankheitsphase. Plasmazellen sind in dieser Farbung braun angefarbt. Es erfolgte eine
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Immunhistochemische Farbung von Plasmazellen in der chronischen

semiquantitative Bestimmung der Plasmazellanzahlen fiir jeden Genotyp (OSE CX;CR1""
n=5, OSE CXsCR1"¢"" n=7, OSE CX3CR1°"®*F n=7). Im Vergleich waren Plasmazellen

weniger haufig meningeal bei Knockout-Tieren zu finden. Im Bereich der Lasionen waren

diese bei keinem Genotyp nachweisbar.
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Abbildung 18:

Schwarzer Balken entspricht 20 um (Insets:
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Immunhistochemische Farbung der T-Zellen in der chronischen

Krankheitsphase (CD3-Farbung). T-Zellen sind auf den Bildern braun angefarbt. Die T-
Zellanzahl wurde fiir jeden Genotyp semiquantitativ bestimmt (OSE CX3CR1"* n=5, OSE
CX3CR17CFP n=7, OSE CX3CR1%7¢*P n=7). T-Zellen fanden sich haufiger meningeal als im

Bereich von Lasionen. Ein Unterschied bestand zwischen den drei Genotypen nicht.

Schwarzer Balken entspricht 20 um.
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Abbildung 19: Immunhistochemische Farbung von Makrophagen zum Zeitpunkt der
chronischen Krankheitsphase (Mac3-Farbung). Makrophagen stellen sich hier braun gefarbt
dar. Die obere Bildreihe zeigt Riickenmarksschnitte der drei Genotypen im Uberblick, die
untere Reihe stellt Makrophagen vergroRert dar. Schwarzer Balken der oberen Reihe
entspricht 200 um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 20 um (Insets:

VergréBerung um 200 %).
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Abbildung 20: Makrophagen pro Schnitt in der chronischen Krankheitsphase. Diese wurden
in dem am starksten betroffenen Riickenmarksquerschnitt eines Tieres ausgezahlt und aus
diesen Werten ein Mittelwert fir jeden Genotyp gebildet (OSE CXsCR1"* n=5, OSE
CX3CR176FP n=7, OSE CX3CR1°F”®*P h=7). In der chronischen Erkrankungsphase kamen

Makrophagen deutlich reduziert vor. Mit einem Mittelwert von 94 pro Schnitt waren diesen in
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Heterozygoten am haufigsten. Die Mittelwerte fir Wildtypen und Knockouts lagen bei 52 und
10 Makrophagen pro Schnitt. In der globalen Varianzanalyse (ANOVA) bestand mit einem p-
Wert von 0,3635 keine Signifikanz.

3.5 CX3;CR1-Wildtyp-OSE-Mause weisen in der akuten
Krankheitsphase signifikant ausgepragtere spinale
Demyelinisierungen auf

In der akuten Krankheitsphase betrug der Lasionsindex bei OSE CX3CR1**im Mittel
38,3 %. Dieser war in der OSE CX3CR17°"P-Gruppe mit 23,9 % und bei den OSE
CX3CR1CFPCFP_Tieren mit 14,4 % deutlich geringer ausgepragt. Mit einem p-Wert
von 0,0042 Dbestand in der globalen Varianzanalyse Signifikanz. Im
Mittelwertsvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtypen und
Knockout-Tieren.

OSE CX3;CR1™* OSE CX3CR1*¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP

Abbildung 5: Histologische Farbung (LFB/ PAS) demyelinisierter Areale im Bereich der
weilen Substanz des Rickenmarks in der akuten Krankheitsphase (circa flnfter
Erkrankungstag). Die obere Bildreihe zeigt Rickenmarksschnitte der drei Genotypen im
Uberblick, die untere Reihe stellt demyelinisierte Areale vergroRert dar. Schwarzer Balken

der oberen Reihe entspricht 200 um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 50 um.
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Abbildung 6: Anteil der Lasionsflache an der weiflen Substanz des Ruckenmarks bei den
drei Genotypen zum Zeitpunkt der akuten Krankheitsphase. Die in der LFB-PAS-Farbung zur
Darstellung gekommenen demyelinisierten Areale wurden vermessen und ins Verhaltnis zur
gesamten Fliache der weiRen Substanz gesetzt (OSE CX3;CR1** n=6, OSE CX;CR1"¢"F
n=6, OSE CXsCR1°7®"P n=7). Die Mittelwerte lagen in der OSE CX3sCR1**-Gruppe bei 38,3
%, in der OSE CX3;CR1"¢F” _Gruppe bei 23,9 % und bei OSE CX3;CR1°F"¢ P Tieren mit 14,4
% am niedrigsten. Die globale Varianzanalyse (ANOVA) zeigte mit einem p-Wert von 0,0042
einen signifikanten Unterschied. Dieser bestand im Mittelwertsvergleich nach Tukey

zwischen Wildtypen und Knockouts (* p < 0,05).

3.6 CX3CR1-heterozygote OSE-Mause zeigen in der chronischen
Krankheitsphase signifikant ausgepragtere spinale
Demyelinisierungen

Der Anteil der Lasionsfliche an der weien Substanz betrug bei OSE CX3;CR1**-
Mausen in der chronischen Krankheitsphase im Mittel 15,4 %. Dieser lag bei OSE
CX3CR1FP6FP um 9,5 % niedriger. Bei OSE CX3CR1*/®"F war der Mittelwert mit 23,7
% am grofdten. Die globale Varianzanalyse (einfaktorielle Varianzanalyse) ergab eine
Signifikanz mit einem p-Wert von 0,0142. Im multiplen Mittelwertsvergleich nach
Tukey bestand ein signifikanter Unterschied zwischen OSE CX3CR1"°*P- und OSE

CX3CR1CFPCFP _Mausen.
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OSE CX3CR1** OSE CX3CR1*¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP

Abbildung 3: Histologische Farbung (LFB/ PAS) demyelinisierter Areale im Bereich der
weillen Substanz des Ruckenmarks in der chronischen Krankheitsphase (vierte bis funfte
Erkrankungswoche). Das Myelin kommt in blauer Farbung zur Darstellung, graue Substanz
und demyelinisierte Areale sind violett gefarbt. Die obere Bildreihe zeigt
Riickenmarksschnitte der drei Genotypen im Uberblick, die untere Reihe stellt
demyelinisierte Areale vergroRert dar. Schwarzer Balken der oberen Reihe entspricht 200

um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 50 um.
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Abbildung 4: Anteil der Lasionsflache an der weiflen Substanz des Ruckenmarks bei den
drei CX3CR1-Genotypen zum Zeitpunkt der chronischen Krankheitsphase. Die in der LFB-

PAS-Farbung zur Darstellung gekommenen demyelinisierten Areale wurden vermessen und

48



3 Ergebnisse

ins Verhaltnis zur gesamten Flache der weilRen Substanz gesetzt (OSE CX;CR1** n=5, OSE
CX3sCR1"6FP n=7, OSE CX3;CR1°7®*P n=7). Bei OSE CXsCR1** und OSE CX;CR1"¢"
Tieren lagen die Mittelwerte bei 15,4 % und 23,7 %. Bei den OSE CX3sCR1%77°"F Tieren war
dieser mit 6,1 % am niedrigsten. Es ergab sich bei einem p-Wert von 0,0142 Signifikanz in
der globalen Varianzanalyse (ANOVA). Im multiplen Mittelwertsvergleich nach Tukey zeigte

sich ein signifikanter Unterschied zwischen heterozygoten und Knockout-Tieren (* p < 0,05).

3.7 Kein signifikanter Unterschied hinsichtlich spinaler axonaler
Schadigung in akuter und chronischer Krankheitsphase

Zur Quantifizierung des axonalen Schadens in der chronischen Krankheitsphase
wurde das Verhaltnis der Quotienten aus Axonen pro Kreuzungspunkte des
Zahlgitters in Lasionen und nicht betroffener weiller Substanz gebildet. Dieses betrug
in der OSE CX3CR1"*-Gruppe 24,3 %. Bei OSE CX3CR1*®FP-Tieren lag es bei 7,5
% und bei den OSE CX3CR1°77°F” _M&usen bei 13 %. Diese Werte erreichten in der

globalen Varianzanalyse mit einem p-Wert von 0,723 nicht das Signifikanzniveau.

OSE CX3CR1** OSE CX3CR1*/¢FP OSE CX3CR1CFP/CFP

Abbildung 7: Histologische Farbung einer axonalen Schadigung (Bielschowsky-Farbung) in
der chronischen Krankheitsphase. Axone stellen sich schwarz und Myelin hellbraun dar. Die
obere Bildreihe zeigt Riickenmarksschnitte der drei CX3;CR1-Genotypen im Uberblick, die
untere Reihe stellt Lasionen mit Axonverlusten vergroRert dar. Schwarzer Balken der oberen

Reihe entspricht 200 um, schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 20 um.
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Abbildung 8: Axondichte in Lasionen im Verhaltnis zur Axondichte in gesunder weiler
Substanz. Die in der LFP-PAS-Farbung identifizierten entzindlichen Areale wurden in der
Bielschowsky-Farbung erneut aufgesucht. Mithilfe eines Axonzahlgitters wurde die
Axondichte in diesen Arealen bestimmt. Gleiches erfolgte fir die Axondichte in gesunder
weiler Substanz (OSE CX3CR1"* n=3, OSE CX3CR1"°"F n=6, OSE CX3CR1**"¢F" h=4). In
den drei Gruppen Wildtyp, Heterozygot und Knockout lagen die Mittelwerte bei 7,5 %, 10,7
% und 13 %. In der globalen Varianzanalyse (ANOVA) ergab sich mit einem p-Wert von
0,723 keine Signifikanz.

Als Parameter fur eine axonale Schadigung in der akuten Krankheitsphase diente die
Anzahl APP-positiver Sphéaroide. Der Mittelwert lag in der OSE CX3CR1"*-Gruppe
bei 2211 /mm?. Dieser war bei den OSE CX;CR1"/°FP-M&usen mit 1348 /mm? kleiner
und in der OSE CXs;CR1°"P°FP_Gruppe mit einem Mittelwert von 2283 /mm?
geringfugig groRer. Mit einem p-Wert 0,1194 war dieser Unterschied jedoch nicht

signifikant.
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung APP-positiver Spharoide (APP-Farbung) in

der akuten Krankheitsphasen. APP ist ein Protein, das in Axonen antegrad transportiert wird,

und im Fall einer axonalen Schadigung zu Sphéaroiden aufstaut. Diese kommen in der

immunhistochemischen Farbung dunkelbraun gefarbt zur Darstellung. Die obere Bildreihe

zeigt Riickenmarksschnitte der drei Genotypen im Uberblick, die untere Reihe stellt

entzindliche Areale vergroliert dar. Schwarzer Balken der oberen Reihe entspricht 50 um,

schwarzer Balken der unteren Reihe entspricht 20 um (Insets: VergréBerung um 200 %).
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Abbildung 10: APP-positive Spharoide pro mm? als Hinweis auf einen axonalen Schaden in

den drei Genotypen zum Zeitpunkt der akuten Krankheitsphase. APP-positive Spharoide

wurden in entzindlichen L&sionen des Ruckenmarks aufgesucht und deren Anzahl im
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Zahlgitter bestimmt (OSE CXsCR1** n=6, OSE CX3sCR1"°"" n=6, OSE CX3CR1°7¢FP n=7).
Der ermittelte Mittelwert lag mit 1348 /mm? bei den Heterozygoten am niedrigsten. Bei den
Wildtypen und Knockouts lagen diese bei 2211 /mm? und 2283 /mm? In der globalen
Varianzanalyse (ANOVA) bestand mit einem p-Wert von 0,1194 keine Signifikanz.

3.8 CX3;CR1-defiziente OSE-Mause weisen in der akuten
Krankheitsphase spinal eine geringere neuronale Schadigung auf

Eine neuronale Schadigung in Form c-Jun-positiver Neurone liel3 sich bei allen drei
Genotypen vor allem in der akuten und weniger deutlich auch in der chronischen
Krankheitsphase nachweisen. In der akuten Phase war die neuronale Schadigung
ausgepragter in Mausen der OSE CX3CR1**- und der OSE CX3;CR1*¢FP-Gruppe.
Dabei konzentrierte sich die Schadigung auf die Laminae drei bis neun nach Rexed
der grauen Substanz. Dieser Unterschied zwischen den Genotypen zeigte sich in

geringerer Auspragung auch in Tieren der chronischen Krankheitsphase.
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Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung c-Jun-positiver Neurone im Bereich der
grauen Substanz des Rickenmarks in der akuten Krankheitsphase (c-Jun-Féarbung). In
dieser Farbung kommen geschadigte Neurone durch eine braune Farbung des Zellkerns zur
Darstellung. Diese wurde fur jeden Genotyp semiquantitativ bestimmt (Wildtyp n=6,
Heterozygot n=6, Knockout n=7). In der akuten Krankheitsphase liel3 sich im Vergleich eine
erhéhte neuronale Schadigung in Mausen des OSE CX3CR1"*- und OSE CX3CR1"°"P-Typs
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nachweisen. Schwarzer Balken der oberen Reihe entspricht 50 um, schwarzer Balken der

unteren Reihe entspricht 20 um.

3.9 Heterogene Expression inflammatorischer Molekule in den CX;CR1-
Genotypen

Zur Untersuchung der Entzindung auf molekularer Ebene wurde die RNA-
Expression inflammatorischer Molekule in Tieren der drei CX3CR1-Genotypen zum
Zeitpunkt der akuten Krankheitsphase untersucht. Dabei wurde jeder CT-Wert pro
Tier und Molekul zweifach bestimmt und der Mittelwert gebildet. Aus diesem wurde
der Delta-CT-Wert ermittelt, der sich aus einer Subtraktion des CT-Wertes des
House-Keeping-Gens GAPDH vom genannten Mittelwert errechnete. Der Delta-
delta-CT-Wert wurde durch Subtraktion des Delta-CT-Wertes eines gesunden Tieres
vom Delta-CT-Wert eines kranken Tieres desselben Genotyps gebildet. Die unten
angefuhrten Werte geben die HOhe der Gen-Expression der erkrankten Tiere
gegeniiber einem gesunden Tier wieder (n-fache Expression = 2%2°T). Die
angegebenen Expressionswerte wurden aus den Delta-delta-CT-Mittelwerten von

funf bis sechs erkrankten Tieren eines Genotyps errechnet.

Mittelwert OSE CX3CR1** OSE CX3CR1*°FF OSE CX3CR1°FF¢FF
IL-1b 19,7 55,72 35,75
IL-4 8,69 19,03 6,28
IL-6 5,13 4,35 13,27
IL-10 52,34 25,63 9,25
IL-17a 14,93 19,16 26,54
Ifn-y 20,39 16,22 32,22
TNFa 48,5 32,9 24,42
TGFB 4,17 4,41 3,76
CCL5 (Rantes) 52,71 66,26 22,47
CX3CL; 13,55 18,51 27,86

Tabelle 22: Hohe der Expression inflammatorischer Molekiile bei OSE CX;CR1**-, OSE
CX3sCR1"°"P- und OSE CXs;CR1°""°*P_Mausen. Die angegebenen Werte beziffern die n-

fache Genexpression kranker Tiere gegeniber einem gesunden Tieres.

Der Vergleich der drei Genotypen zeigte eine erhOhte Expression fraher
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inflammatorischer Botenstoffe wie IL-1b und IL-6 in OSE CX3CR1° ¢ Tieren
gegenuber Wildtypen. Auch IL-17a wurde durch Knockout-Tiere vermehrt exprimiert.
Dieser Unterschied fand sich jedoch nicht bei TNF-a wieder, das ebenfalls der Akut-
Phasereaktion zugerechnet wird. Ifn-y wird von TH1-Zellen gebildet und aktiviert im
Rahmen einer Entzindung Makrophagen. Dessen RNA wurde in OSE
CX3CR1°™PSFP_Tieren hoher exprimiert als in Mausen der beiden anderen
Genotypen. Im Gegensatz dazu fand sich eine geringere Expression von CCL5
(Rantes) in OSE CX3;CR1°FP°FP_Tieren, welches unter anderem seine Aufgabe in
der Rekrutierung von Leukozyten zum Ort der Entzindung besitzt. Auch eine
deutlich geringere Expression des antiinflammatorischen IL-10, das verschiedene
Effekte wahrend einer Entziindung besitzt, konnte in OSE CX3CR1°F™¢FP_Tieren
nachgewiesen werden. Hinsichtlich des ebenfalls antiinflammatorisch wirkenden

TGFB  bestand kein  Unterschied zwischen den drei  Genotypen.
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4 Diskussion

Durch die bei der Erstbeschreibung von CX3CR1 erwahnte Funktion in der Adhasion
und Migration von Leukozyten ruckte zunachst die Rolle des Chemokinrezeptors in
der Chemotaxis inflammatorischer Zellen an den Ort einer Entzindung in den Fokus
des Interesses [Imai et al. 1997]. Tatsachlich konnte dieser Mechanismus in
Tiermodellen wie dem fur eine Glomerulonephritis demonstriert werden [Feng et al.
1999]. Andere Studien konnten diesen Effekt nicht beobachten und sahen
beispielweise  eine  unbeeintrachtigte = Monozytenextravasation in  einem
Peritonitismodell im Falle einer CX3CR1-Defizienz [Jung et al. 2000]. Welche Rolle
CX3CR1 und sein Ligand Fraktalkin als chemoattraktives Molekul spielen, ist nicht
eindeutig geklart. Eine zweite wichtige Funktion von CX3CR1 wurde nach Analyse
der rezeptorexprimierenden Zellen in der Interaktion von Neuronen mit Mikroglia
innerhalb des ZNS gesehen. Neurone exprimieren den Liganden konstitutiv und
unabhangig von einer Entzindung, wahrend sich der Rezeptor auf Mikroglia
nachweisen lasst [Schwaeble et al. 1998, Harrison et al. 1998]. In mehreren
Tiermodellen neurologischer Erkrankungen zeigten sich eine erhohte mikrogliale
Neurotoxizitat und neuronaler Schaden bei CX3CR1-Defizienz hinweisend auf eine
neuroprotektive Wirkung des Chemokins [Cardona et al. 2006], andere wiesen
gegenteilige Effekte nach [Dénes et al. 2008]. Zuletzt lenkte der Nachweis des
Chemokinrezeptors auf intestinalen Makrophagen und dendritischen Zellen die
Aufmerksamkeit auf den Darm, wo CX3CR1 eine Funktion in der Antigenprasentation
besitzt und eine Rezeptordefizienz einen vermehrten pathogenen Transfer
intestinaler Bakterien in mesenteriale Lymphknoten bewirkt [Niess et al. 2005,
Medina-Contreras et al. 2011].

4.1 Erhohte Inzidenz einer spontanen EAE bei CX3CR1-Defizienz

Die Funktion von CX3CR1 in der Adhasion und Migration von Leukozyten wird
kontrovers diskutiert. Fir den Chemokinrezeptor CCR2 konnte demonstriert werden,
dass dieser im Rahmen einer EAE fur die Monozytenmigration in das ZNS essentiell
ist [Izikson et al. 2000]. Eine CCR2-Defizienz fuhrt zu einer erhdhten Anzahl von
Monozyten im Knochenmark und einer verringerten Anzahl von zirkulierenden

Monozyten, was auf eine Funktion von CCR2 in der Monozytenmobilisation aus dem
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Knochenmark hinweist [Tsou et al. 2007]. Im Falle einer EAE kommt es im Rahmen
einer CCR2-Defizienz zu einem verzdgerten Erkrankungsbeginn und aufgrund der
fehlenden Monozytenmigration zu kompensatorischen Mechanismen wie der
vermehrten Einwanderung von Neutrophilen in das ZNS [Gaupp et al. 2003]. Sofern
CCR2-defiziente Mause und Wildtypkontrollen mit geringen Antigenmengen
immunisiert werden, sind CCR2-defiziente Mause EAE resistent. In einem spontanen
Modell einer EAE konnten wir nun demonstrieren, dass CX3;CR1-defiziente Mause
mit einer Inzidenz von rund 54 % deutlich haufiger erkrankten als Tiere, die
heterozygot oder wildtyp (Inzidenz von circa 32 %) fur den Rezeptor waren. Diese
Ergebnisse stehen einer Studie von Huang et al. 2006 gegenuber. Sie induzierten
eine aktive EAE durch Immunisierung mit dem Peptid MOGa3s_55. Es wurde in diesem
Modell unabhangig vom Genotyp eine Inzidenz von 100 % beobachtet. Berer et al.
2011 konnten demonstrieren, dass im spontanen EAE-Modell MOG-spezifische
autoreaktive CD4"-T-Zellen durch die kommensale Darmflora im Bereich der Lamina
propria aktiviert werden und Autoantikorper produzierende B-Zellen rekrutieren.
CX3CR1 ist wichtig fur den Erhalt der rezeptortragenden Makrophagen in der Lamina
propria. Im Falle einer CX3CR1-Defizienz kommt es zu einem vermehrten Transfer
intestinaler Bakterien in mesenteriale Lymphknoten und fuhrt dort zu vermehrter
Th17-Antwort [Medina-Contreras et al. 2011]. Ein Erklarungsansatz fur die von uns
gefundene erhdhte Inzidenz in CX3CR1° 7°FP_.OSE-Mausen besteht daher darin,
dass durch eine CX3CR1-Defizienz, die im Darm vor allem die Funktion der
Makrophagen in der Lamina propria betrifft, Darmbakterien vermehrt in die Lamina
propria gelangen und autoreaktive MOG-spezifische enzephalitogene T-Zellen
aktivieren. Im Gegensatz zum CX3;CR1-abhangigen Priming von enzephalitogenen
T-Zellen im Darm werden myelinspezifische T-Zellen nach aktiver Immunisierung
zunachst in den regionalen Lymphknoten aktiviert und wandern dann nach weiteren

Reifungsprozessen ins ZNS ein [Targoni et al. 2001].

4.2 Die CX3CR1-Defizienz reduziert die Erkrankungsschwere im
spontanen EAE-Modell

Klinisch zeigten in unserem Modell OSE CXs;CR1**-Mause im Falle einer
Erkrankung ausgepragtere Paresen als OSE CX3;CR1°7P¢FP_Mause (Abbildung 2).
Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Erkrankungsbeginns und der Art der
Klinik (Entwicklung atypischer EAE-Symptome) bestand zwischen den drei
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Genotypen nicht. Im Modell der aktiven Immunisierung erkrankten dagegen
CX3CR1°7PSFP Mause mit spastischen Paresen frither und schwerer und hatten eine
erhohte Letalitat gegenuber Wildtypen, die lediglich voribergehende schlaffe
Paresen entwickelten [Huang et al. 2006]. Vergleichbare Ergebnisse lieferten auch
Versuche von Garcia et al. 2013 mit MOGgs_ss-induzierter EAE in CX3CR1°7F/CFP.
Mausen (C57BL/6J), wobei Unterschiede in der Art der Klinik von diesen nicht
beschrieben wurden. Daruber hinaus konnten sie einen schwereren
Krankheitsverlauf auch durch adoptiven Transfer von MOG3s_s5 spezifischen T-Zellen
in CXsCR1°"P®*P_Mausen beobachten. Histopathologisch fanden wir der Klinik
entsprechend in der akuten Krankheitsphase weniger entzundliche Infiltrate in
CX3CR1°FPCFP_OSE-Mausen. So waren in den Lasionen und meningeal vor allem
Makrophagen und B-Zellen signifikant weniger vertreten. Passend zum geringeren
entziindlichen  Infiltrat ~ wiesen =~ CX;CR1°F°"P.OSE-Miuse im  akuten

Krankheitsstadium auch eine signifikant geringere Demyelinisierung auf.

Bei der histopathologischen Untersuchung aktivimmunisierter Tiere fanden Huang et
al. 2006 im chronischen Stadium (Tag 65 nach Immunisierung) eine vermehrte
Demyelinisierung in CXsCR1%"7°*F_Tieren ohne Angabe einer Lokalisation. Daneben
waren spinale Hamorrhagien signifikant haufiger zum Zeitpunkt einer akuten mit
MOG-induzierten EAE in CX;CR1°F”® ".Tieren nachweisbar. In einem Fall konnten
diese auch im Bereich des Hirnstamms beobachtet werden. Garcia et al. 2013
wiesen immunhistochemisch einen vermehrte cerebralen Verlust von Myelin und
Neuronen im akuten Stadium einer EAE bei CX3CR1°"7*""-Tieren nach, wobei eine
neuronale Schadigung im Cerebrum im Rahmen einer EAE in C57BL/6-Mausen
untypisch ist. Ein Unterschied zur EAE nach aktiver Immunisierung mit MOG besteht
daher in der Lokalisation der Entzundung, finden sich entzindliche Lasionen im
spontanen Modell doch hauptsachlich im Nervus opticus und Ruckenmark unter
Aussparung des Cerebrums. Im akuten Erkrankungsstadium waren die spinalen
Lasionen mit Verlust des Myelins im Bereich der wei3en Substanz signifikant kleiner
in Knockout-Tieren im Vergleich zu Wildtypen. Der von Krishnamoorthy et al. 2006
beschriebene milde axonale Schaden in doppeltransgenen CX3;CR1-Wildtypen liefl3
sich durch immunhistochemische Farbung APP-positiver Spharoide als Hinweis auf
axonale Schadigung nachvollziehen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den drei

Genotypen ergab sich jedoch nicht. Dagegen war durch Farbung cJun-positiver
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Neurone eine vermehrte neuronale Schadigung in Wildtypen und Heterozygoten
nachweisbar. Hinsichtlich des Vorkommens inflammatorischer Zellen fanden sich bei
allen Genotypen B-, T-Zellen und Plasmazellen mehrheitlich im Bereich der
Meningen und weniger haufig auch innerhalb der Lasionen, in denen Makrophagen
der dominierende Zelltyp waren. Die von Huang et al. 2006 beschriebenen spinalen
Hamorrhagien lieRen sich nicht nachweisen. Zusammenfassend ist fur das akute
Stadium festzustellen, dass die histopathologischen Befunde mit einer geringeren
Entziindungsaktivitat in OSE CX3CR1% 7P _Tieren ein entsprechendes Korrelat fiir
die klinischen Befunde liefern. Unsere histopathologischen Befunde bestatigen die
vorheriger Studien in CX3;CR1-Wildtypen mit spontaner Entwicklung einer EAE
[Bettelli et al. 2006, Krishnamoorthy et al. 2006]. In der chronischen Krankheitsphase
war in allen Genotypen eine rucklaufige Gro3e demyelinisierter Lasionen im Bereich
der weillen Substanz sichtbar. Ein signifikanter Unterschied bestand hier nur noch
zwischen OSE CX3;CR1°F"*-Mausen, die starker als OSE CX;CR1°F7°FP.Tiere
betroffen waren. Der ebenfalls in allen Genotypen nachweisbare axonale Schaden
lieferte keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich seiner Auspragung. Bezuglich
der entzundlichen Infiltrate zeigte sich das fur die akute Phase beschriebene Muster
in der chronischen Phase in reduzierter Auspragung: Lymphozytare Infiltrate vor
allem meningeal und starker vorhanden in Wildtypen und Heterozygoten. Eine
Ausnahme Dbildeten Plasmazellen, die in der chronischen Phase haufiger
nachweisbar waren und sich vor allem bei Wildtypen und Heterozygoten fanden.
Auch in der chronischen Krankheitsphase hatten Makrophagen in den Lasionen eine
dominierende Rolle. Sie kamen jedoch in deutlich reduzierter Anzahl vor ohne

signifikanten Unterschied zwischen den drei Genotypen.

Die histologischen Ergebnisse weisen darauf hin, dass der mildere Krankheitsverlauf
im spontanen Modell einer EAE unter anderem auf das deutlich reduzierte
Vorkommen Mac3-positiver Makrophagen in der akuten Phase zurlckzufuhren ist.
Dieser Befund wuirde die These unterstutzen, dass auch CX3;CR1 fur das
Einwandern von Monozyten aus dem Blut in das entzindete ZNS verantwortlich ist.
Tatsachlich wurde der Rezeptor auch auf murinen Monozyten des Blutes gefunden.
Die pharmakologische Blockierung des Chemokinrezeptors auRerhalb des ZNS in
MOG-induzierter EAE in Ratten bewirkte einen milderen Krankheitsverlauf und eine

geringere Entzindung des ZNS hinweisend auf eine chemoattraktive Wirkung von
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CX3CR1 auf Leukozyten. Insbesondere konnte die Fraktalkin-induzierte Aktivierung
von Monozyten des Blutes blockiert werden [Ridderstad Wollberg et al. 2014]. Es
konnte ein Subtyp unter den Monozyten definiert werden, der entlang der luminalen
Endothelseite von GefalRen in gesundem Gewebe patrouilliert und eine hohe
CX3CR1-Expression aufweist (Ly6c'CCR2°"CX3CR1""). In einem Peritonitismodell
verursacht durch Listeria monozytogenes konnte gezeigt werden, dass diese
residente Monozytenpopulation als Antwort auf einen Gewebeschaden innerhalb
einer Stunde in das umliegende Gewebe einwandert und damit eine frahe
Immunantwort bildet [Auffray et al. 2007]. Daneben wird diskutiert, ob diese
residenten Monozyten eine Funktion in der Gewebeheilung besitzen. Nahrendorf et
al. konnten demonstrieren, dass diese Monozyten nach einem Myokardinfarkt die
Entzindung mildern und eine Heilung uber die Akkumulation von Myofibroblasten,
Angioneogenese und Ablagerung von Kollagen bewirken [Nahrendorf et al. 2007].
Als zweite Monozytenpopulation wurde ein Subtyp definiert, der eine geringe
CX3CR1-Expression aufweist und einen entzindlichen Herd erst spater erreicht
(Ly6c*CCR2""CX3CR1"°Y) [Geissmann et al. 2003, Auffray et al. 2007]. Diese
konnen sich zu verschiedenen Subtypen von Makrophagen und dendritischen Zellen
entwickeln. Sie sind in der Lage, je nach Art des Reizes und des Pathogens eine

Immunantwort zu aktivieren oder zu verhindern [Geissmann et al. 2010].

Die durchflusszytometrische Untersuchung kleiner Gruppen von heterozygoten und
Knockout-OSE-Mausen unterstutzten im Wesentlichen die Ergebnisse der
histopathologischen Untersuchung (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt). Hier fanden
sich an Tag zwei der Erkrankung in OSE CX3CR1¢F"¢FP_Tieren signifikant weniger
CDA45"-Leukozyten pro Tier als in OSE CX3CR1°""*-Tieren im ZNS. Es lieRen sich
bei OSE CXsCR1°"P°*P_Tieren weniger NK-Zellen, Granulozyten und
inflammatorische  Monozyten pro Tier nachweisen. Im Gegensatz zur
histopathologischen Untersuchung fanden sich durchflusszytometrisch auch weniger
T- Zellen, was moglicherweise durch den Untersuchungszeitpunkt bedingt ist, da die
histopathologische Untersuchung erst an Tag vier erfolgte. Die inflammatorischen
Monozyten wiesen eine intermedidre CX;CR1-Expression auf (CD45" CD11b"
Ly6c"9" CX3CR1™ CCR2"). Fiir die in Mausen entdeckten Monozytenpopulationen
konnten entsprechende Zellen auch im Menschen gefunden wurden. So ahneln

CD14"CD16 -Monozyten des Menschen in Morphologie und Rezeptorexpression
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den inflammatorischen Gr1+ (Ly6c*) Monozyten der Maus. Humane CD16*CD14""-
Monozyten (CX3CR1"") kénnen den residenten Gr1- (Ly6c’) Monozyten der Maus
zugeordnet werden [Geissmann et al. 2003]. Makrophagen spielen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der MS und finden sich auch in demyelinisierenden
Lasionen von MS-Patienten [Bruck et al. 1995]. Im Blut von MS-Patienten konnte
beispielsweise eine signifikant geringere Expression von CCR2 und CD14 auf
Monozyten nachgewiesen werden [Nakajima et al. 2004]. Eine genaue Beschreibung
der Funktion von Monozytensubtypen und von CX3;CR1 auf Monozyten in MS-
Patienten ist jedoch Aufgabe der Zukunft.

4.3 Regulation von Th17-Zellen durch CX3CR1

Garcia et al. 2013 wiesen zu Erkrankungsbeginn bei MOG-induzierter EAE erhohte
Zahlen von IL-17-produzierenden T-Zellen in Milz und Lymphknoten von
CX3CR1°FPFP_Mausen nach. Bereits zuvor wurde eine Verbindung zwischen
CX3CR1-exprimierenden Zellen und einer IL-17-Produktion in einem Kolitis-Modell
beschrieben. CX3CR1 ist auf dendritischen Zellen und Makrophagen der Lamina
propria (LP) nachweisbar. Im Falle einer CX3CR1-Defizienz kommt es zu einem
vermehrten Transfer intestinaler Bakterien in mesenteriale Lymphknoten durch
dendritische Zellen und in einem Kolitismodell zu einer verstarkten Th17-Anwort mit
einem schwereren Krankheitsverlauf als bei Wildtypen [Medina-Contreras et al.
2011]. Moglicherweise bewirkt daher eine vermehrte Aktivierung von T-Zellen mit
Th17-Profil im Darm von OSE CX3;CR1°F”°"P-M&usen eine erhéhte Inzidenz einer
spontanen EAE. Huber et al. 2013 vermuten eine Bedeutung von |L17-
produzierenden CD8'-T-Zellen fiir den Beginn einer EAE. Diese bewirken eine
Differenzierung von CD4'-T-Zellen in einen pathogenen Th17-Phénotyp. Der
Transfer von in vitro differenzierten, myelinspezifischen Th17-Zellen fuhrt zu einer
atypischen Klinik (Hemiparese, ataktisches Gangbild), da diese Zellen bevorzugt in
Hirnstamm, Cerebellum und Cerebrum einwandern [Rothhammer et al. 2011].
Dementsprechend weisen die in unserem Experiment verwendeten CX3;CR1-
defizienten Mause eine erhdohte Expression von Interleukin 17a im ZNS im Vergleich
zu Wildtypen auf, wobei aufgrund der von uns beobachteten Klinik der Tiere und der
histopathologischen Befunde Th17-Zellen nicht der dominierende Zelltyp zu sein
scheinen. Dennoch gehen wir aufgrund unserer Befunde davon aus, dass sich im
spontanen EAE-Modell die MOG-spezifischen transgenen T-Zellen im Darmtrakt bei
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Vorliegen einer CX3CR1-Defizienz aufgrund der erhohten Permeabilitat fur intestinale
Bakterien verstarkt in Th17-Zellen differenzieren und zur erhdhten spontanen EAE-

Inzidenz fUhren.

4.4 Ausblick und mogliche Relevanz fur die Multiple Sklerose

Im spontanen EAE-Modell erfolgt das Priming enzephalitogener T-Zellen CX3CR1-
abhanging im Darm der Mause (Berer et al. 2011). Eine CX3CR1-Defizienz auf den
rezeptortragenden Makrophagen der Lamina propria bewirkt einen vermehrten
Transfer intestinaler Bakterien in mesenteriale Lymphknoten und bewirkt dort eine
vermehrte kolitogene Th17-Antwort [Medina-Contreras et al. 2011]. Der Nachweis
einer Entstehung von enzephalitogenen T-Zellen mit Th17-Profil im Darm CX;CR1-
defizienter Tiere aus naiven T-Zellen steht fir das spontane Modell noch aus. Um
dies zu demonstrieren, ware ein weitergehendes Experiment die Kennzeichnung
naiver 2D2-transgener T-Zellen mit einem Reporter bspw. mit einem Tandem-Dimer
rot fluoreszierenden Protein (tdRFP, Luche et al. 2007). Durch den Transfer dieser
gelabelten naiven transgenen 2D2-T-Zellen in OSE CX3CR1°77°fP_Mause kénnte

die Entstehung enzephalitogener T-Zellen mit Th17-Profil demonstriert werden.

Multiple Sklerose ist durch disseminierte Lasionen der weilen Substanz des ZNS
gekennzeichnet. Mehrere Studien wiesen aber auch auf eine Beteiligung des
cerebralen Kortex hin. Die haufigste kortikale Lasionspathologie stellt dabei die
flachige subpiale Demyelinisierung dar [Bo et al. 2007]. Demgegenuber zeigen
sowohl die experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) als auch das von uns
verwendete spontane Modell keine kortikale Beteiligung. Im ZNS scheint eine
Schlusselrolle von CX3CR1 und seinem Liganden jedoch in der Interaktion von
Mikroglia mit Neuronen zu bestehen [Harrison et al. 1998]. Zur Uberprifung der Rolle
von CX3CR1 in der Interaktion von Neuronen mit Mikroglia bedarf es daher eines
weiteren Modells mit kortikaler Beteiligung. In einem Ratten-Modell einer kortikalen
Multiplen Sklerose konnten bereits durch stereotaktische Injektion inflammatorischer
Botenstoffe in den Kortex MOG-immunisierter Tiere demyelinisierende Lasionen im
Neokortex hervorgerufen werden [Merkler et al. 2006]. Durch diese Methode konnte
in MOG-immunisierten CX;CR1°F”°"P-Mausen die Funktion von CX3CR1 in der
Neuronen-Mikroglia-Interaktion im Rahmen einer cerebralen Inflammation
charakterisiert werden.
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Eine klinische Bedeutung kommt der Erforschung einer CX3CR1-Funktion in der
Pathogenese der EAE durch die Tatsache zu, dass im menschlichen Genom bislang
zwei relevante Polymorphismen des Chemokinrezeptors gefunden wurden. Eine
serbische Studie an MS-Patienten konnte bereits zeigen, dass der Haplotyp
1249/T280 signifikant seltener in Patienten mit sekundar progredientem Verlauf
vorkommt und méglicherweise vor dem Ubergang eines schubférmig-remittierenden
in einen sekundar progredienten Verlauf schutzt. Bezuglich einer Suszeptibilitat fur
eine MS konnte kein Zusammenhang gezeigt werden [Stojkovi¢ et al. 2012]. Auch in
einer turkischen Studie konnten Assoziationen von CX3;CR1-Polymorphismen mit
unterschiedlichen Krankheitsverlaufen einer MS gefunden werden [Arli et al. 2013].
Fur die Zukunft waren gro3er angelegte Studien wunschenswert, um die Bedeutung

der geschilderten Polymorphismen fur die MS besser einschatzen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzundliche Autoimmunerkrankung des
Zentralnervensystems. Die klinisch und pathologisch heterogene Erkrankung wird im
Tiermodell am besten durch eine experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE)
abgebildet. Entzundliche Lasionen einer EAE sind neben Lymphozyten durch
Monozyten/ Makrophagen gekennzeichnet. Der in dieser Arbeit untersuchte
Chemokinrezeptor CX3CR1 findet sich auf murinen Monozyten des Blutes und wird
dort unterschiedlich hoch exprimiert. Im ZNS werden der Rezeptor auf Mikroglia und
der Ligand Fraktalkin (CX3CL1) konstitutiv und somit entzindungsunabhangig auf
Neuronen exprimiert. In verschiedenen Tiermodellen neurologischer Erkrankungen

wurden unterschiedliche Auswirkungen dieser Interaktion beschrieben.

Die vorliegende Studie untersucht die Fragestellung, ob sich in einem spontanen
EAE-Modell CX3;CR1-defiziente OSE-Mause von CX3;CR1-kompetenten OSE-
Mausen  hinsichtlich  spontaner = EAE-Inzidenz,  Erkrankungsverlauf  und
Lasionspathologie unterscheiden. CX3CR1-defiziente OSE-Mause zeigen in diesem
Modell eine erhohte Inzidenz (54% vs. 32%), aber einen milderen Krankheitsverlauf
gegenuber Rezeptor-Wildtypen. Dem milderen Krankheitsverlauf entsprechend
weisen OSE CX3;CR1-defiziente Mause histopathologisch in der akuten Phase
kleinere demyelinisierte Lasionen der spinalen weillen Substanz und geringere
meningeale spinale entzindliche Infiltrate auf mit einer signifikant geringeren
Makrophageninfiltration in den Lasionen. In der spinalen grauen Substanz zeigen sie
eine mildere neuronale Schadigung. In der chronischen Krankheitsphase findet sich
eine reduzierte Infiltration von Entzindungszellen ohne signifikanten Unterschied
zwischen OSE CX3CR1-defizienten Mausen und Rezeptorwildtypen.
Molekularbiologisch zeigen OSE CX3;CR1-defiziente Mause eine verstarkte

Expression von IL-17a in der akuten Krankheitsphase.

Die erhdhte EAE-Inzidenz in CX3CR1-defizienten OSE-Mausen ist am ehesten auf
ein vermehrte Generierung von enzephalitogenen 2D2 T-Zellen im Darm in diesem
spontanen EAE-Modell zurtickzufuhren. Der mildere Krankheitsverlauf bei CX3;CR1-
defizienten Mausen weist auf eine Bedeutung von CX3CR1 in der Migration von

Monozyten in das entzundete ZNS hin. Die vorliegende Arbeit ist die Grundlage fur
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weiterfUhrende Studien, in welchen die Bedeutung der Fraktalkin-CX3CR1-Interaktion

fur kortikale Pathologie bei der EAE untersucht werden wird.
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