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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Makrophagen

1.1.1 Das mononukledre Phagozytensystem

Das mononukledre Phagozytensystem (MPS) ist Bestandteil des Immunsystems. Die Zellen
des MPS sind mesodermaler Herkunft und entstammen dem Knochenmark. Aus den
pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks gehen Zellen der myeloischen Stammzellreihe
hervor. Daraus entwickeln sich zunidchst Monoblasten, dann Promonoblasten und spéter
Monozyten. Die Differenzierung aus der Vorlduferzelle geschieht durch Einwirken
verschiedener Wachstumsfaktoren. Hierzu zdhlen zunichst Granulozyten-Monozyten colony
stimulating factor (GM-CSF) und spiter vor allem Monozyten colony stimulating factor
(M-CSF). Die gereiften Monozyten migrieren aus dem Knochenmark ins Blut. Induziert
durch Wachstumsfaktoren differenzieren sie zu Makrophagen. Nur ca. 8% der Makrophagen
zirkulieren weiterhin im Blut. Die Mehrheit wandert nach bis zu 70 Stunden in verschiedene
Zielgewebe ein, um dort als residente Makrophagen zu verbleiben. Typische Beispiele fiir
Gewebsmakrophagen sind die Kupffer’schen Sternzellen in der Leber, die Langerhans-Zellen
in der Haut oder die Alveolarmakrophagen der Lunge. Zellen des MPS im ZNS sind die
Mikroglia (Ziegler-Heitbrock 1989). Im PNS sind residente Makrophagen lokalisiert
(Arvidson 1977). Blutmakrophagen erreichen das ZNS nur im Falle einer geschidigten,
offenen Blut-Hirn-Schranke.

Die Makrophagen sind die Zellen des MPS, deren Eigenschaften am besten erforscht sind.
Die grundlegendste Funktion dieser Zellen ist die Phagozytose (Coleman 1986). Sie
phagozytieren Fremdmaterial und Krankheitserreger, deren Antigene nach der Phagozytose
auf der Zelloberfliche fiir die CD4" und CD§" T-Lymphozyten prasentiert werden. So fiihren
siec dem spezifischen Immunsystem Informationen iiber die Pathogenstruktur zu.
Makrophagen produzieren Interleukine (IL), wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 (Janeway 2002),

Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a) sowie Stickstoffmonoxid und Arachidonséurederivate.
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Dank der Fortschritte auf dem Gebiet der Immunzytologie gelang es, die myelin-
phagozytierenden Zellen besser zu klassifizieren. Die Myelinophagen konnten
immunhistochemisch dem MPS zugeordnet werden. Auf der Oberfliche der Makrophagen
sind zahlreiche Rezeptoren lokalisiert, die Informationen iiber Aktivierung, Differenzierung,
Migration, Phagozytose und weitere Funktionen der Makrophagen vermitteln. Myelinophagen
weisen den Komplementrezeptor des Typs 3 (CR3/Mac-1) auf (Ross 1980) bzw.
Komplementrezeptoren (C3b, C3bi) (Newman et al. 1985) sowie MPS-spezifische Marker
wie zum Beispiel F4/80 bei der Maus (Perry et al. 1987). Makrophagen exprimieren weiterhin
folgende Oberflichenproteine: Fc-Rezeptoren (IgG2a, 2b), Rezeptoren fiir Zytokine (IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, Interferon-o (IFN-a), IFN-B), MHC-II-Molekiile (Bo et al. 1994),
Integrine (Mac-1, Mac-3), Lipoproteinrezeptoren sowie Hormonrezeptoren fiir Insulin,
Angiotensin, Glukokortikoide und Wachstumsfaktoren. Der CR3/Mac-1-Rezeptor und der
scavenger-Rezeptor AI/Il (SRAI/Il) iibernehmen beide Schliisselfunktionen bei der
Vermittlung der Myelinphagozytose (Briick und Friede 1990, Reichert und Rotshenker 2003).

1.1.2 ldentifikation der myelinphagozytierenden Zellen im PNS

Die Identitdt der myelinphagozytierenden Zelle war lange Zeit ungeklirt. Verschiedene
Zellen, wie die Schwann-Zellen, endoneurale Fibroblasten, Zellen mesenchymalen Ursprungs
sowie hdmatogene und ortsstindige Makrophagen wurden diskutiert. In ihrer Arbeit wiesen
BEUCHE und FRIEDE die Beteiligung nicht ortsstindiger Makropagen an diesem Prozess
nach (Beuche und Friede 1984). Da zur Identifikation der phagozytierenden Zellen damals
noch keine spezifischen Zellmarker zur Verfiigung standen, wihlten sie folgende Methode:
Diffusionskammern mit unterschiedlich groBen Offnungen im Mikrometerbereich enthielten
den Nervus ischiadicus oder phrenicus und wurden in die Bauchhohle anderer Méuse
implantiert. Bei den Diffusionskammern mit Kammerdéffnungen von 0,22 um war die
Einwanderung von Zellen unmoglich. In diesen Kammern dauerte die Degeneration des
Nervens wochenlang. Dafiir konnten nur residente Makrophagen und Schwann-Zellen
verantwortlich sein. Im Gegensatz dazu lieBen die Kammern mit 5 um groBen Offnungen die
Migration nicht ortsstindiger Makrophagen zu. Der hier festgestellte Myelinabbau verlief
schneller. Er glich den Verhéltnissen der Wallerschen Degeneration in situ. Die Wallersche
Degeneration ist die elementare Reaktion des Nervens am distalen Nervenabschnitt, wenn die

Kontinuitit der Nervenfaser unterbrochen wird. Dieses Phdnomen wurde erstmals 1850 durch
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Augustus WALLER beschrieben (Waller 1850). Auler Makrophagen wurden in den 5 pm —
Diffusionskammern Mastzellen und Neutrophile gefunden, aber sie waren nachweislich

unbeteiligt an der Myelinphagozytose (Beuche und Friede 1984).

Diese vorangegangenen Versuche gaben Anlass dazu, den Prozess der monozytischen
Myelinphagozytose detaillierter zu studieren. Der Nachteil des Versuchsmodells mit den
Diffusionskammern lag in der Millipore-Membran selbst. Sie war Ziel der Chemotaxis der
einwandernden Zellpopulationen. Es erforderte ein spezialisiertes Versuchmodell, um
zusitzliche Erkenntnisse iiber die Regulation der Myelinphagozytose zu gewinnen.
BONNEKOH, SCHEIDT und FRIEDE etablierten 1989 dieses Versuchsmodell (Bonnekoh et al.
1989). Es ldsst detaillierte Informationen zu iiber chemotaktische und aktivierende Signale,
die Makrophagen zur Myelinerkennung und Phagozytose veranlassen. Hiermit kann die
Myelinphagozytose experimentell gezielt manipuliert werden. Exzidierte Nervenfasern von
Maiusen werden zusammen mit durch Thioglycollat stimulierten Makrophagen, die durch
Peritoneallavage gewonnen wurden, in vitro kokultiviert. 1990 gelang es BRUCK und
FRIEDE, die Myelinphagozytose in vitro durch einen Antikdrper gegen den
Komplementrezeptor 3 (CR3) zu blockieren (Briick und Friede 1990). Diese Arbeit bewies
gleichermalflen, dass der Komplementfaktor 3 auf degenerierten Myelinscheiden lokalisiert ist.

Opsonisiertes Myelin wird so von Makrophagen phagozytiert, die den CR3 exprimieren.

1.2 Interleukin-6

Die Interleukine zihlen zu den Zytokinen. Sie sind kdrpereigene Botenstoffe, die eine Vielfalt
biologischer  Funktionen regulieren. Interleukin-6  (IL-6) ist malgeblich an
Inflammationsprozessen und an der Immunantwort beteiligt. IL-6 wirkt als endogenes
Pyrogen, 16st die Akute-Phase-Reaktion aus und fiihrt zur Leukozytose. IL-6 selbst reguliert
eine Vielzahl biologischer Funktionen verschiedenster Zellen. Als Mediator der akuten
Inflammation fordert IL-6 auch die Proliferation und Aktivierung der T-Zellen und
Differenzierung und Immunglobulinproduktion der B-Lymphozyten (Akira et al. 1993).
Fieber, Lethargie und Inappetenz als Symptome einer Entziindung sind IL-6 vermittelt
(Gabay und Kushner 1999). Es stimuliert die Differenzierung von Makrophagen (Nicola et al.
1983), Megakaryozyten (Ishibashi et al. 1989, Koike et al. 1990) und Osteoklasten (Tamura et

3
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al. 1993). Daneben reguliert es die Hamatopoese sowie die Regeneration von Nerven- und
Lebergewebe. Die Dysregulation der IL-6-Signale tridgt zur Pathogenese vieler chronischer
Krankheiten bei, wie Rheumatoider Arthritis, Osteoporose, Morbus Crohn, Systemischer
Lupus Erythematosus, neoplastischer und hyperproliferativer Krankheiten und Multipler
Sklerose (MS).

I[L-6 wurde wurspriinglich 1981 identifiziert als ein antigenunspezifischer B-Zell-
Differenzierungsfaktor, der B-Zellen dazu veranlasst, Immunglobuline zu produzieren
(Muraguchi et al. 1981, Yoshizaki et al. 1982). IL-6 wurde damals noch als B-Zell-
stimulierender Faktor 2 (BSF-2) bezeichnet. 1986 gelang erstmalig die Reproduktion
komplementidrer DNA (cDNA) von humanem Interleukin-6 (Hirano et al. 1986, Kinashi et al.
1986).

IL-6 wird von vielen Zellen produziert: B-Zellen, T-Zellen, Monozyten, Fibroblasten,
Keratinozyten, Endothelzellen, Tumorzellen, Makrophagen, Mesangialzellen (Kishimoto et
al. 1995), Skelettmuskelzellen bei korperlicher Anstrengung (Weigert et al. 2005) und
Osteoblasten (Ishimi et al. 1990). IL-1, TNF, bakterielle und virale Infektionen und deren
Bestandteile (Lipopolysaccharide (LPS)) stimulieren die IL-6-Expression. Fiir die Expression
von IL-6 ist der nuclear factor kappa B (NF-kB) verantwortlich. NF-kB liegt im Zytoplasma
inaktiviert als Komplex mit inhibitorischen Kappa-B-Proteinen (IKB) vor (Ghosh et al. 1998).
Die Aktivierung des NF-kB verlduft iiber eine Phosphorylierung mit anschlieBender
Ubiquitinierung des IKB. Diese Konformationsinderung am IKB ermdglicht es dem NF-xB
sich vom IKB zu 16sen und in den Zellkern einzudringen (Karin und Ben Neriah 2000). Dort
bindet NF-kB an die jeweilige DNA-Sequenz und reguliert die Transkription seiner Zielgene;
zu denen auch das des IL-6 gehort (Li und Verma 2002).

1.2.1 IL-6-Rezeptor und Transduktionssignale

Der Aufbau des IL-6-Rezeptors wurde 1988 und 1990 von HIBI und YAMASAKI
beschrieben. Er besteht aus zwei Glykoproteinuntereinheiten. Die eine Untereinheit ist der
80 kDa schwere IL-6R, auch als Cluster of Differentiation 126 (CD126) bezeichnet. IL-6R ist

extramembranstindig und dient der spezifischen Erkennung des IL-6. Die 130 kDa schwere



EINLEITUNG

Untereinheit, das gp130, ist fiir die Signaltransduktion zustindig (Hibi et al. 1990, Yamasaki
et al. 1988). Die Bindung von IL-6 an den IL-6R bewirkt eine Homodimerisierung von gp130,
die in zwei unterschiedliche Wege der Signaltransduktion resultiert. Weg 1: Die
Phosphorylierung der Janus-Kinase 2 (JAK2) fiihrt zur Phosphorylierung mit Dimerisierung
des signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). STAT3 ist es so moglich in
den Zellkern zu translozieren, um dort die Zielgene zu aktivieren. Weg 2: Phosphorylierte
JAK2 aktiviert iiber die Src homology 2-containing tyrosine phosphatase (SHP-2) den
Ras/Raf Weg, der die Tétigkeit der mitogen-activated protein kinase (MAPK) reguliert
(Heinrich et al. 2003). Am Ende der MAPK-Kaskade steht nuclear factor 1L-6 (NF-IL-6).
STAT3 und NF-IL-6 binden an unterschiedliche korrespondierende Promotorregionen ihrer

Zielgene und ermdglichen so deren Transkription (Heinrich et al. 1998, Nakajima et al. 1993).

Der Rezeptor IL-6R befindet sich auf Hepatozyten, spezifischen Lymphozytenpopulationen,
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und auf Makrophagen (Bauer et al. 1989). Trotzdem
interagiert IL-6 mit vielen anderen Zellen. Dies ist aufgrund einer 16slichen Form des IL-6-
Rezeptors (soluble = sIL-6r) moglich. IL-6 und sIL-6r bilden einen Komplex, der an gp130
binden kann. Das gp130 ist auf nahezu allen Zellen des menschlichen Korpers lokalisiert. Das
erklart die Pleiotropie des IL-6. Der Prozess der IL-6-Signaliibermittlung iiber den
IL-6/sIL-6r Komplex wird als ,,trans-signaling* bezeichnet (Scheller und Rose-John 2006).

1.2.2 Therapeutische Effekte von IL-6

Seit den erstmaligen Veroffentlichungen tiber IL-6 wéchst das Wissen um Beteiligungen des
IL-6 an Immunprozessen. Eine Dysregulation des IL-6 verursacht die Entstehung
verschiedenster Krankheiten (Kishimoto 2005). Zusitzliches Wissen um diese regulatorischen
Funktionen des IL-6 und Wege seiner Signaliibermittlung werden umso bedeutender, weil
daraus gezielte Moglichkeiten der Therapie vieler Krankheiten resultieren. Das Ziel

therapeutischer Strategie ist deshalb die IL-6-Signaliibertragung.

Ansatz am IL-6: Die Auswirkungen der Neutralisierung des IL-6 durch die Gabe von
Antikdrpern wurden in klinischen Studien getestet bei Patienten mit Nierenzellkarzinomen,
multiplen Myelomen und cerebralen Lymphomen. Es flihrt zur Besserung der

krebsassoziierten Symptome Fieber, Kachexie und Schmerz (Barton 2005).
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Ansatz am IL-6R: Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis besteht eine iiberhohte IL-6-
Produktion durch Synovialgewebe (Hirano et al. 1989). Im Tierversuch ldsst sich zeigen, dass
im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen die IL-6-Knockout-Méuse nach antigeninduzierter Arthritis
(Ohshima et al. 1998) eine geringfiigige bis keine Arthritis entwickeln (Hata et al. 2004).
Klinische Doppelblindversuche mit 523 Patienten ergeben Gleichwertigkeit der anti-IL-6-
Therapie mit der anti-TNF-Therapie (Nishimoto et al. 2004). Die Effizienz des humanisierten
anti-IL-6R-Antikorpers (Altizumab) in der Behandlung von rheumatoider Arthritis ist durch
klinische Phase-I- und -II-Studien bewiesen (Choy et al. 2002).

1.2.3 IL-6 im Nervensystem

Die Hauptquelle von IL-6 im Gehirn sind aktivierte Mikroglia und Astrozyten. Im zentralen
Nervensystem (ZNS) produzieren humane Mikroglia IL-6 als Antwort auf LPS und TNF-o.
Astrozyten produzieren IL-6, stimuliert durch IL-1, TNF-a, TNF-B, Prostaglandin 2 (PGE2)
und traumatische Nervenverletzung (Hariri et al. 1994). Diese Schiden des ZNS verursachen,
ungeachtet ob durch mechanische Verletzung, Inflammation, Neurotoxine oder ob ischdmisch
sowie infektids bedingt, einen Anstieg der Konzentration von IL-6 in der cerebrospinalen
Fliissigkeit (CSF) durch die Freisetzung von IL-6 aus Astrozyten und Mikroglia (Arvin et al.
1996). Aber auch Neuronen (Schobitz et al. 1992) und cerebrales Endothel (Fabry et al. 1993,
Jirik et al. 1989) produzieren eine geringe Menge an IL-6. Im peripheren Nervensystem
(PNS) wird IL-6 von Schwann-Zellen als Folge einer Nervenverletzung (Bolin et al. 1995)
produziert. Neben den hauptsdchlich proinflammatorischen Eigenschaften des IL-6 bestehen
auch antiinflammatorische Effekte. IL-6 sorgt fiir die Entwicklung und das Uberleben von
Neuronen. Seine neuroprotektiven Effekte liegen beispielsweise in der Eigenschaft, die TNF-

und IL-1-Synthese zu unterdriicken (Notris et al. 1994).
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1.2.4 1L-6 und Multiple Sklerose

Bisherige Untersuchungen werfen die Frage nach einer potentiellen Beteiligung des IL-6 an
Multipler Sklerose auf. In akuten und chronischen Plaques aus dem Gehirn von MS-Patienten
wurde IL-6 nachgewiesen. IL-6 ist besonders an den Stellen fortschreitender
Demyelinisierung lokalisiert (Maimone et al. 1997). Es wurden Forschungsergebnisse iiber
erhoht gemessene IL-6 Konzentrationen bei MS-Patienten publiziert (Frei et al. 1991).
Andererseits konnte dieses nicht bestitigt werden (Hampel et al. 1997). BRUCK und Kollegen
konnten in ihrer Studie mit 36 MS-Fillen die Beteiligung von IL-6 an der MS nachweisen
(Briick et al. 1995b). Die hochste Anzahl IL-6 exprimierender Zellen wurde in inaktiven
demyelinisierenden Lésionen gefunden. Die Konzentrationen von IL-6 schienen mit
Oligodendrozyten-protektiven Effekten einherzugehen und wichtig zu sein fiir das Uberleben
in MS- Lasionen (Schonrock et al. 2000). Die Rolle des IL-6 bei der Multiplen Sklerose bleibt
bis heute jedoch ungeklért.

1.3  Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll durch zellbiologische und immunhistochemische Methoden die

Rolle des Interleukin-6 bei der Myelinphagozytose im PNS kléren.



MATERIAL UND METHODEN

2. Material und Methoden

2.1  Versuchsmodell

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein spezielles in-vitro-Modell verwendet, das der in-vivo-
Situation sehr nahe kommt. Dieses Zellkulturmodell basiert auf dem Modell von FRIEDE und
BONNEKOH (Bonnekoh et al. 1989). Die dafiir notwendigen Techniken wurden in dem
Labor der Neuropathologie Gottingen weiterentwickelt (Briick und Friede 1990, Briick und
Friede 1991, Briick et al. 1996, da Costa et al. 1997, Kuhlmann und Briick 1999, Vougioukas
et al. 2000, Siebert et al. 2001, Kuhlmann et al. 2002).

Ischiasnerven von Médusen wurden prépariert, von den umhiillenden Nervenscheiden - dem
Perineurium - befreit und in mehrere gleich groe Fragmente geteilt. Diese Nervenfragmente
wurden entweder mit oder ohne Peritonealmakrophagen, die zuvor mit Thioglycollat aktiviert
wurden, fiir 2, 5, oder 10 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die Nerven als Kryomaterial
aufgearbeitet oder in Araldit eingebettet. Innerhalb des Nervengewebes konnte
immunhistochemisch die Expression verschiedener Proteine untersucht werden. Dieses diente
zur Charakterisierung der Makrophagenaktivitit im Nervengewebe. Sie ldsst sich durch die
Anzahl der Makrophagen pro Quadratmillimeter sowie deren Myelingehalt bestimmen. Die
Uberstinde der Nihrmedien, in denen die Nerven wihrend der Kultivierung lagen, wurden
mittels ELISA auf produzierte Chemokine und Zytokine hin untersucht. Zuerst wurde das
System charakterisiert durch Identifizierung der molekularen Komponenten, die exprimiert
wurden. Als zweites folgte die Untersuchung des Effekts einzelner Komponenten durch deren
Manipulation. In dieser zweiten Versuchsreihe wurde das Zytokinsignal manipuliert durch
Applikation von a) direkten Zytokinantikorpern und b) Antikérpern gegen den
Zytokinrezeptor auf der Makrophagenmembran. Erneut wurden immunhistochemische
Untersuchungen zur Makrophagenaktivitit durchgefiihrt. Es galt, die Frage nach

Unterschieden in der Makrophagenaktivitit vor und nach der Signalmodulation zu klaren.
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2.2 Kultur der Peritonealmakrophagen mit den Nervensegmenten

Alle Tiere wurden in Ubereinstimmung mit den Vorschriften zur Behandlung von
Versuchstieren auf Basis der Tierschutzgesetze behandelt. Die Ischiasnerven von 8 bis 10
Wochen alten weiblichen C57BL/6-Méusen wurden prépariert. Zuvor wurden die Miuse in
tiefer Ethernarkose dekapitiert. Das Perineurium wurde entfernt und die Nerven in 3-4 mm
lange Segmente geteilt. Die Segmente wurden einzeln in hydrophoben - durch Silikon-
Vierringe gekammerten - Petrischalen in Dulbecco’s MEM (DMEM) unter 10 % CO, bei
37°C kultiviert. Das Medium wurde am Ende der Kulturdauer nach 2, 5 oder 10 Tagen
gesammelt bzw. alle 3 Tage ausgetauscht. Alle diese Uberstiinde wurden bei -20°C fiir spitere
Untersuchungen gelagert. Jeder Zeitpunkt des Experiments beinhaltete 9 bis 40
Nervensegmente von 3 bis 10 verschiedenen Méusen.

Die peritonealen Makrophagen wurden durch Ausspiilung der Bauchhohle gewonnen,
nachdem den Maiusen 4 Tage zuvor intraperitoneal 0,5 ml Thioglycollat-Losung (29g
Thioglycollat pro Liter Dulbecco’s PBS, phosphate buffered saline) injiziert wurde. Die
Makrophagen wurden mittels intraperitonealer Injektion von jeweils 2 ml eiskaltem PBS
ausgewaschen, zentrifugiert (mit 1000 U/min bei 4°C fiir 10 Minuten), in DMEM (enthilt 5%
fetal calf serum (FCS)) auf eine Konzentration von 1x10° pro ml verdiinnt und zu den

Nervensegmenten zur Kokultivierung dazugegeben.

2.3  Immunhistochemie

Ausgewidhlte Makrophagenmarker wurden verwendet, um in den Nervenschnitten die
Makrophagen identifizieren und charakterisieren zu  konnen. Der  benutzte
immunhistochemische Marker fiir Makrophagen generell ist F4/80 (Ratte anti-Maus F4/80;
Firma Serotec, United Kingdom). Um aktivierte Makrophagen zu kennzeichnen, wurden
CD11b (Ratte anti-Maus CR3 Rezeptor, Mac-1; Firma Serotec, UK), CD16/CD32 (Ratte anti-
Maus, Fc-Rezeptor, FcyIl/III Rezeptor; Firma BD Biosciences Pharmigen, Deutschland) und
CD204 (Ratte anti-Maus Scavenger Rezeptor, 2F8; Serotec, UK) verwendet. Antigen
prasentierende Zellen wurden markiert mit MHC-II (Ratte anti-Maus; Serotec, UK), CD80
(Hamster anti-Maus B7-1; BD Biosciences Pharmigen, Deutschland) und CD86 (Ratte anti-
Maus B7-2; BD Biosciences Pharmigen, Deutschland). Zellen, die Zelladhidsionsmolekiile
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exprimieren, wurden mit CD54 (Ratte anti-Maus ICAM, intrazelluldres Adhéisionsmolekiil;

Serotec, UK) markiert.

Nach Kulturende wurden die Nervensegmente in stickstoffgekiihltem Isopentan in Tissue Tek
(Sakura Finetek, Holland) auf Korkplatten schockgefroren. Am Kryostat (2800 Frigocut,
Reichert-Jung) wurden 5Sum dinne Schnitte des Nervens angefertigt und auf

Superfrostobjekttrager (Menzel-Gléser, Braunschweig) appliziert.

2.3.1 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

1 Die Schnitte auf den Objekttrigern (OT) werden fiir 10 Minuten in eiskaltem Aceton
in der Standkiivette unter der Abzugshaube fixiert.

2 Dann trocknen die Schnitte auf Objekttragern fiir 30 Minuten.

3 Zur Blockade der endogenen Peroxidase verbringen die OT 10 Minuten bei 4°C in
0,3%igem H0, (0,5ml 30%iges H,O, in 49,5ml PBS aufgrund des 50-ml-
Fiillvolumens der Standkiivette)

4 Die OT werden mit einem Tropfen PBS auf das Firbekammergegenstiick in die

Férbebox gestellt.

1x mit PBS spiilen.

Zugabe von 120 ul FCS pro Kammer.

10-20 Minuten einwirken lassen.

(e BEEES BN e Y |

Der primire Antikdrper wird in die Farbekammern pipettiert.
Jeweils 150 pl pro Kammer in verschieden Konzentrationen (siche Verdiinnungsreihe)
Verdiinnungsreihen:

CD86 1:15 10pul AK + 140 ul 10%FCS in PBS

F4/80 1:50 3ul AK + 147 ul 10%FCS in PBS

Macl 1:50 3ul AK + 147 ul 10%FCS in PBS

CD80 1:50 3ul AK + 147 pl 10%FCS in PBS

2F8 1:75 2ul AK + 148 ul 10%FCS in PBS

CD16/32 1:100 1,5ul AK + 148,5 pl 10%FCS in PBS
ICAM 1:200 0,75 pl AK + 149,3 ul 10%FCS in PBS
MHCII  unverdiinnt

9 Die Inkubationszeit betrdgt 90 Minuten bei Raumtemperatur (RT).

10
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10 2x mit PBS spiilen.
11 Speziesspezifischen sekundédren Antikdrper applizieren.
- anti-hamster fiir B7-1 1:50 3 pl anti-hamster + 147 ul 10% FCS in PBS
- IgM anti-rat fir MHC II 1:100 1,5 pl anti-rat + 148,5 pl 10% FCS in PBS
- IgG anti-rat 1:200 8ul anti-rat+792 ul 10% FCS in PBS
fiir die 6 restlichen Rezeptoren: B7-2, F4/80, Macl, 2F8, CD16/32, ICAM

12 Die Inkubationszeit des sekundiren Antikorpers betrdgt 45-60 Minuten.

13 2x mit PBS spiilen.

14 120 pl Extravidin Peroxidase Konjugat (1:1000 in PBS, d.h.: 2x 749 ul PBS + 1,5 ul
Extravidin) werden pro Kammer pipettiert und fiir 45-60 Minuten inkubiert.

15 2x mit PBS spiilen.

16 Die Schnitte werden nun in 1ml Diaminobenzidin Tetrachlorid (DAB) mit 50ml PBS
und 16ul 30%igem H,O; in der Standkiivette fiir 10 bis 20 Minuten entwickelt.

17 Entwicklung mit PBS stoppen.

18 Es folgt die Gegenfarbung in Mayers Himalaun (Merck, Darmstadt) fiir 15 Sekunden.

19 OT fiir 2 Minuten in flieBendem Leitungswasser spiilen.

20 Eindeckeln der Schnitte mit Thermo Shandon (Immu-Mount, USA).

2.3.2 Makrophagendichte

Die Anzahl der Makrophagen, die positiv in der Fiarbung (d.h. braun umrandet waren) auf
F4/80, CD11b (Mac-1), CD204 (2F8) und CD16/CD32 reagierten, wurde mit Hilfe eines
Mikroskops (BX51, Olympus, Hamburg) bestimmt. Das Mikroskop war mit einem Computer
iiber die Analysis Software (analySIS Soft Imaging System, Deutschland) verbunden, deren
graphische Oberflidche die Bestimmung der Fliache des Nervenquerschnitts ermdglichte. Die
Makrophagendichte ergibt sich aus dem Quotienten aus Anzahl und Flache, sodass die
Angabe der Makrophagendichte in Zellen'mm® erfolgte. Insgesamt wurden iiber 10.000

Schnitte untersucht.

11
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2.4  Myelinbeladung und Makrophagengroéfie

2.4.1 Herstellung der Semi-Dinn-Schnitte

Nach Kulturende wurden die Nervensegmente zweimalig in PBS gewaschen, um dann fiir
eine Stunde in 3%igem Glutaraldehyd in PBS bei 4°C fixiert zu werden. Danach verbrachten
sie eine Stunde in gepuffertem 1%igem Osmiumtetroxid. Daraufhin wurden sie fiir 2 mal 5
Minuten in PBS gewaschen. Es schloss sich die Dehydratation in Alkoholbddern
aufsteigender Konzentration an (50%, 60%, 70%, 80%, 96% und 100%). Als nichstes wurden
die Nervensegmente fiir 2 mal 20 Minuten in Propylenoxid inkubiert. Im Anschluss wurden
sie 35 Minuten in Propylenoxid/Araldit im Verhiltnis von 1:2 gelagert, gefolgt von weiteren
35 Minuten in 1:3 Propylenoxid/Araldit. Schlussendlich wurden die Nervensegmente in
Araldit eingebettet, um fiir 20 Minuten bei RT und danach 40 Minuten bei 37°C auf einer
Wirmeplatte (Schiitt, Gottingen) trockengehartet zu werden.

Nach dieser Behandlung wurden von den Nervensegmenten am Ultracut UCT (Leica,
Wetzlar) 1 pm diinne Semi-Diinn-Schnitte angefertigt, auf OT (Knittel Glasbearbeitung,
Braunschweig) aufgetrocknet, mit Toloudin Blau gefarbt und mit Araldit eingedeckelt.

2.4.2 Quantifizierung der Myelinbeladung und Makrophagengrofie

Die Myelinbeladung wurde in Semi-Diinn-Schnitten von 1 pm bestimmt. Bei 1000facher
Vergroflerung am Mikroskop (BX51, Olympus, Hamburg) wurde mit Hilfe der Analysis
Software (analySIS Soft Imaging System, Deutschland) ein virtuelles morphometrisches
Gitter von 3x3 pm iiber den Makrophagenquerschnitt projiziert. Die Anzahl der
Gitterschnittpunkte liber zytoplasmatischem Myelindebris innerhalb des Makrophagen wurde
durch die Anzahl an Gitterschnittpunkten auf dem gesamten Makrophagen geteilt. Dieser
Quotient ergab die prozentuale Myelinbeladung des einzelnen Makrophagen. Mindestens 6
Schnitte wurden pro Zeitpunkt untersucht. Jeder Schnitt beinhaltete 20 Makrophagen. Die
Anzahl an Gitterschnittpunkten liber der Gesamtfliche des Makrophagen ergab die relative

Makrophagengrofle. Eine Einheit entspricht einem Schnittpunkt.
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2.5 ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay)

Die Segmente der Ischiasnerven wurden mit oder ohne Peritonealmakrophagen, die zuvor mit
Thioglycollat aktiviert wurden, fiir 2, 5 oder 10 Tage in Ndhrmedien kultiviert. Mit Hilfe einer
Abwandlung des ELISA, dem Sandwich- oder capture-ELISA, lassen sich in den
Uberstinden sezernierte Zytokine in Art und Konzentration nachweisen. Folgende Zytokine
wurden in der vorliegenden Arbeit gemessen: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70,
I[FNy, M-CSF, TGFB:, TNF-o, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ciliary
neurotrophic factor (CNTF) und Neurotrophin-3 (NT-3) sowie CCL2 (MCP-1/JE), CCL3
(MIP-1a), CCL5 (RANTES), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC), CCL22 (MDC), CXCL1
(KC/GROw). Die Funktionsweise des capture-ELISA setzt voraus, dass man vorher wissen

muss, nach welchem Antigen man sucht. Der capture-ELISA basiert auf folgendem Prinzip:

Zu dem Antigen, das nachgewiesen werden soll, werden spezifische Antikérper am Boden
einer Tréagerplatte gebunden. Diese antigenspezifischen monoklonalen capture-Antikorper
binden mit hoher Affinitit an ein Epitop des Antigens und konzentrieren das Antigen auf der
Trageroberfliche. Nach Auswaschen allen ungebundenen Antigens wird biotinylierter
Detektions-Antikorper hinzugefiigt. Dieser ebenfalls monoklonale Antikdrper bindet an ein
weiteres bestimmtes Epitop des zu untersuchenden Molekiils. So entsteht eine
Sandwichstruktur. Eine anschlieBende Auswaschung entfernt die ungebundenen Detektions-
Antikorper. Ein Detektions-Reagenz wird hinzugefiigt (z.B.: Horseardish Peroxidase
gebundenes Streptavidin, Streptavidin-HRP). Das Streptavidin des Detektions-Reagenz bindet
an das Biotin. Die Tréigerplatte wird erneut gewaschen, um ungebundene Streptavidin-HRP zu
entfernen. Die hinzugegebene Substrat-Losung (z.B.: Tetramethylbenzidinperoxidase)
verursacht eine Bliufarbung, deren Intensitit von der Menge des gebundenen Antigens
abhingt. Eine saure Stop-Losung beendet die Reaktion. Die Farbe der Losung dndert sich
dabei von blau zu gelb. Die optische Dichte der Gelbfarbung wird jetzt in einem Microtiter-
Lesegerdt bei einer Wellenlinge von 450 nm gemessen. Mitgemessen werden miissen
Kontrollproben, die bereits das zu untersuchende Antigen in verschiedenen bekannten
Konzentrationen enthalten. Anhand der ermittelten optischen Dichten der bekannten
Konzentrationen erstellt man Standardkurven. Im Folgenden ldsst sich aus diesen
Standardkurven ablesen, welchen Konzentrationen die ermittelten optischen Dichten der
unbekannten Proben entsprechen. Diese Standardkontrollproben werden auf jeder Platte

vorgenommen. Jede Platte enthélt 96 kleine Reaktionskammern, sogenannte wells. In jeder
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Reaktionskammer kann eine Probe untersucht werden. Insgesamt wurden iiber 250 ELISA

Platten ausgemessen.

25.1 ELISA-Protokoll

Die ELISA wurden entsprechend der Herstelleranweisungen durchgefiihrt (DuoSet, ELISA

Development System, R&D Systems, Wiesbaden).

Vorbereitung der Platte:

1 Der capture-Antikorper wird auf Arbeitskonzentration in PBS verdiinnt.

2 100ul capture-Antikorper pro Reaktionskammer pipettieren.

3 Die Platte wird mit Parafilm abgedeckt und iiber Nacht bei RT inkubiert.

4 Es folgt ein dreimaliges Auswaschen jeder Reaktionskammer mit jeweils 400 ul
Waschpuffer.

5 300 pl Blockpuffer pro Reaktionskammer werden hinzugefiigt und fiir 1 Stunde
inkubiert.

6 3x Auswaschen mit 400 pul Waschpufferlosung.

Durchfiihrung des ELISA:

1 Applikation von 100 pl/Reaktionskammer der zu  untersuchenden
Mediumiiberstinde aus den Nervenkulturen. Sie werden mit dem
zytokinspezifischen Reagenzverdiinner auf die entsprechende Konzentration
verdiinnt, damit die zu messenden Werte innerhalb der Standardwerte bleiben.

2 Inkubation fiir 2 Stunden bei RT auf dem Schiittler (E. Biihler, Hechingen).

3 3x Auswaschen mit 400 pul Waschpufferlosung.

4 Applikation von 100 pl/Reaktionskammer  Detektions-Antikérper  (in
Detektionsverdiinner verdiinnt).

5 Inkubation fiir 2 Stunden bei RT auf dem Schiittler (E. Biihler, Hechingen).

6 3x Auswaschen mit 400 pul Waschpufferlosung.

7 100 pl Streptavidin HRP werden pro Reaktionskammer hinzugefiigt.

8 Es schlief3t sich eine 20miniitige Inkubation im Dunkeln an.

9 3x Auswaschen mit 400 pul Waschpufferlosung.

10 100 pl/Reaktionskammer Substrat-Losung werden hinzugefiigt,

11 gefolgt von 20 Minuten Inkubation im Dunkeln.

14
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12 Applikation von 50 ul Stop-Losung pro Reaktionskammer.
13 Messung der optischen Dichte im Microtiter-Lesegeridt (680 XR, Bio-Rad, USA)
bei 450 nm.

2.6  Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, USA) mittels
ungepaarten T-Tests und p-Werts durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte
von p< 0,05 angenommen. Die graphische Darstellung aller Ergebnisse wurde ebenfalls mit

GraphPad Prism 4 vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifikation der Makrophagen

Die préiparierten Segmente der Nn. ischiadici von Méusen wurden wahlweise mit oder ohne
Peritonealmakrophagen fiir eine Dauer von 2, 5 oder 10 Tagen kultiviert. Die Gefrierschnitte
der Nervensegmente wurden nach Kulturende immunhistochemisch mit spezifischen
Antikorpern gegen Makrophagenoberfldchenproteine gefarbt, um die Makrophagen (M®) im

Gewebe identifizieren, charakterisieren und quantifizieren zu konnen.

F4/80 ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch Makrophagen der Maus markiert
(Austyn und Gordon 1981). Als wichtige an der Myelinphagozytose beteiligte Rezeptoren
wurden die Fc-Rezeptoren (CD16/32), der Komplementrezeptor CR3/Mac-1 (CD11b) und der
scavenger-Rezeptor (CD204) untersucht (Kuhlmann und Briick 1999, Briick und Friede 1990,
da Costa et al. 1997). Diese Marker wurden ausgewdhlt, weil ihre Eigenschaften vielfach
beschrieben sind. Thre besonders hoch regulierte Expression in aktivierten Makrophagen ist
bestens bekannt. In unserem Modell exprimierten die Makrophagen tatsdchlich wihrend der

gesamten Kulturdauer eine hohe Anzahl dieser vier Marker.

Abbildung 1:

Positiv markierte Makrophagen

Die Abbildung 1 zeigt einen reprasentativen Schnitt
mit auf F4/80 positiv gefarbten Makrophagen. Es

handelt sich um Peritonealmakrophagen und

residente Makrophagen im N. ischiadicus nach 10

Tagen. Aufnahme bei 200facher VergroRerung.
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3.2 Makrophageninvasion in den N. ischiadicus

Die mit den Nervensegmenten kokultivierten Makrophagen wandern in das Nervengewebe
ein. Bei den wenigen nachgewiesen Makrophagen in den reinen Nervenkulturen ohne
zusétzliche peritoneale Makrophagen handelt es sich um residente Makrophagen. Nach
2 Tagen betrug die Anzahl F4/80-positiver Makrophagen/mm? in dem Nervengewebe mit
Peritonealmakrophagen 120 +19 und war damit signifikant hoher (p=0,0005) als 10 +2
M®/mm? in der reinen Nervenkultur (Abb.3). Zum gleichen Zeitpunkt befanden sich
137 £19 zu 10 +4 (p=0,0001) CD11b-positive Zellen /mm? in den Nerven. Ahnliche
Differenzen waren auch bei den Farbungen fiir CD204 zu sehen mit 111 +15 M®/mm? im
Vergleich zu 7 £2 (p<0,0001) nach ebenfalls 2 Tagen. Dieselben signifikanten Unterschiede
ergaben sich nach 5 und 10 Tagen fiir alle F4/80-, CD 11b-, CD204- und CD16/32-positiven
Zellen. Immer war die Makrophagendichte in den mit Peritonealmakrophagen kultivierten
Nervensegmenten signifikant hoher als in den Nervenkulturen ohne Peritonealmakrophagen
(vgl. Abb.3 und Tabelle 1). Der Anteil von residenten Makrophagen an den positiv markierten
Makrophagen in den Nerv-Peritonealmakrophagen-Kokulturen lag bei 10 % nach 2 Tagen
und 15 % nach 10 Tagen.

- Abbildung  2:  Deutliche

A‘

2,

Farbung positiv markierter

Makrophagen

N. ischiadicus mit  Peritoneal-
makrophagen nach 10 Tagen. Zu
: sehen sind positive Makrophagen die
b Al 2T _‘ F4/80, CD11b, CD204 bzw. CD16-32
exprimieren. Aufnahme bei 400facher

VergroRerung.
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Abbildung 3: Makrophageninvasion in den N. ischiadicus

Bestimmung der eingewanderten Makrophagen in M® /mm? anhand der Marker F4/80, CD11b, CD204 und CD16/32 nach 2, 5
und 10 Tagen. Die Peritonealmakrophagen migrieren in das Nervengewebe und fuhren dort zur signifikant hoéheren
Makrophagendichte als in reinen Nervenkulturen, wo ausschlieflich residente M® lokalisiert sind. Die Makrophageninvasion
beginnt ab dem 2. Tag und nimmt Uber die 10 Tage zu.
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Horizontale Balken geben das arithmetische Mittel an; *= statistisch signifikant (p < 0,05).

Jeder Punktwert ist das arithmetische Mittel aus bis zu 8 Schnitten.

Bei Vergleichen der Marker F4/80, CD11b, CD204 und CD16/32 miteinander entsteht der
Eindruck eines harmonischen Profils der Makrophagendichten. Die Harmonie ist auch in der
Féarbung zu erkennen (vgl. Abb.2). Auffillig war, dass andere Marker wie MHC-II, CD80,
CD86 und CD54 weniger zahlreiche Makrophagen/mm? oder eine geringer intensive Farbung

der Makrophagen zeigten (vgl. Abb.4).

MHC-II-Molekiile werden auf der Makrophagenmembran exprimiert (Stevens et al. 1989).
Die fiir die Auslosung einer Immunantwort notwendigen kostimulatorischen Molekiile sind
CD80 und CD86 (Greenfield et al. 1998). Das CD54 (intrazellulires Adhésionsmolekiil 1,
ICAM-1) ist ebenfalls auf der Oberfliche der Makrophagen lokalisiert (Patarroyo 1994) und
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an der Antigenprisentation und der Interaktion zwischen Makrophagen und T-Zellen beteiligt

(Springer 1990).

Folgende Werte beziehen sich auf die mit Peritonealmakrophagen kokultivierten
Nervensegmente. CD54 positiv waren nur 56 =11, 71 £15 und 66 £12 Zellen/mm? fiir die
Dauer von 2, 5 und 10 Tagen. Diese Werte waren 2-3mal kleiner als die von F4/80 oder
CDI11b. Das deutet darauf hin, dass nur Subpopulationen der Makrophagen das
Adhésionsmolekiil CD54 exprimieren. MHC-II-Strukturen wurden mit 17 +5 Zellen/mm?
noch seltener prisentiert und dies auch nur nach 2 Tagen. Die schwache MHC-II-
Immunreaktivitit blieb nach 5 und 10 Tagen ginzlich aus. Ahnlich niedrige Anzahlen der
CD86" Zellen/'mm? mit 20 +3, 22 +5 und 19 +6 waren iiber einen Verlauf von 2, 5 und 10
Tagen feststellbar. Die Quantifizierung des exprimierten CD80 lieferte vergleichbar niedrige
Werte, die bei 34 +7 Zellen/mm? nach 2 Tagen begannen und nach 10 Tagen mit 20 +6 auf
knapp mehr als die Hélfte vom Anfangswert CD80-positiver Zellen/mm? gesunken waren.

Abbildung 4: Schwach
positiv markierte

Makrophagen

N. ischiadicus mit  Peritoneal-
makrophagen nach 10 Tagen. Zu
sehen ist die deutlich schwéachere
Farbung der Makrophagen mit CD54,
MHC-II, CD80 und CD86 im Vergleich
zu  den Markern  in  Abb.2.
VergréRerung: 400fach.
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3.2.1 Die Entwicklung der Makrophageninvasion

Wie sich die Makrophageninvasion im Verlauf von 2, 5 und 10 Tagen entwickelt, wird durch

die graphische Darstellung der Ergebnisse in Abb.3 besonders deutlich. Die Invasion der

peritonealen Makrophagen in das Nervengewebe ist ab dem zweiten Tag nachweisbar und

verstirkt sich bis zu Tag 10. Fiir CD204 beispielsweise ergeben sich fiir den Verlauf von 2, 5

und 10 Tagen ansteigende Werte von 111 £50, 163 £19 und 236 +40 Makrophagen/mm? zu

den gleichen Zeitpunkten. Fir CD16/32 wurden 99 =12,

Makrophagen/mm? gemessen (vgl. Tab.1).

Tabelle 1: Makrophageninvasion in den N. ischiadicus

170 £15 und 217 +£27

Marker Makrophagen /mm?

2 Tage +M® 2Tage 5 Tage +M® 5Tage 10 Tage +M® 10 Tage
F4-80 N L N o5 s e
cD11b 219 L4 219 o5 s s0
CD204 £15 2 <16 oA r40 oo
CD16/32 o1 o5 £ o 2 ss
CD80 13‘7‘ + f 4_-11 + ‘11 izg t ?
CD86 fg + g 122 + :f 112 E= g
CD54 £ 14 £ 15 L4 £12 i
MHC Il 1_.1 ; + g + g + 1 t g t ?

Angegeben sind die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe * Standardabweichung (SEM).
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3.3 Myelinbeladung und Makrophagengroéfie

Die Myelinbeladung der Makrophagen liefert auch Informationen iiber ihre Aktivitdt. Im
vorangegangenen Kapitel 3.2 wurden der generelle Aktivierungszustand anhand der
Expression von Makrophagenoberfldchenproteinen und die migratorische Aktivitdt durch die
Makrophageninvasion beschrieben. Die folgenden Betrachtungen gelten der spezifischen
Aufnahme von Myelin in die Makrophagen. Es handelt sich um morphologische Analysen zur
prozentualen Beladung der Fldche mit Myelin innerhalb eines Makrophagenquerschnitts.
Daher sei darauf hingewiesen, dass es sich pro Wert nur um den Zustand einer geschnittenen
Ebene pro Makrophagen handelt. Dieser Zustand entspricht nicht zwingend der rdumlichen

Fiillung des Makrophagen mit Myelin.

? r O : Abbildung 5: Makrophage im
' - Semi-Dinn-Schnitt

Die Abbildung zeigt einen Makrophagen

im 1um dinnen Semi-Diinn-Schnitt bei

e z ' ~ | 1000facher VergroRerung. Die
» / schwarzen Pfeile zeigen auf das vom

. r/, ’ | Makrophagen internalisierte Myelin. Die
graue Kornung im Zytoplasma entsteht
- - v 20um o,

durch Lipide. Sie sind Produkte der
Verdauung von Myelin.
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Im Verlauf liber 2, 5 und 10 Tage dndert sich die Myelinbeladung der Makrophagen (vgl.

Abb.6). In den Nn. ischiadici mit kokultivierten Makrophagen beginnt sie mit 24 +3% nach 2

Tagen. Nach 5 Tagen sind 42 +2% der Fliche des Zytoplasmas der Makrophagen mit Myelin

beladen und nach 10 Tagen 37 +£2%. Gleichwertig dazu ist die Myelinbeladung der residenten

Makrophagen fiir den Zeitpunkt nach 2 und 10 Tagen mit 21 +3% und 37 £2%. Allein nach 5

Tagen ist die Myelinbeladung residenter Makrophagen mit 25 +4% signifikant geringer

(p<0,0001) im Vergleich zu den 42 £2% der Peritonealmakrophagen. Die Myelinbeladung der

residenten Makrophagen steigt ebenfalls im Verlauf der Zeit an. Die Myelinbeladung nach 2

und 5 Tagen (21 £3% und 25 £4%) ist vergleichbar aber signifikant geringer (p=0,0072) als
nach 10 Tagen (37 £2%).

Relative Myelinbeladung der M @

* *
r LI 1
o\°60 T T * 1
* *
£ T ] |
5]
=
g40 1 -
()]
c
2 T
> T
820 1
£
)
>
=
[ 0 - T T T
2T+M® 2T 5T+M® 5T 10T+M® 10T

Abbildung 6: Relative Myelinbeladung der
Makrophagen

Zu sehen ist die prozentuale Myelinbeladung nicht-residenter
Makrophagen (schwarze Saulen) oder residenter Makrophagen
(graue Saulen) an verschiedenen Tagen. Die Myelinbeladung
Anzahl  der

Gitterschnittpunkte Uber Myelindebris und der Gesamtanzahl an

wurde ermittelt als Quotient aus der

Gitterschnittpunkten auf der Makrophagenflache (Gitter von 3x3
pum).

Balken geben das arithmetische Mittel an, die T-Linien den SEM.
*= statistisch signifikant (p < 0,05).
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Im Verlauf der Zeit nimmt die relative GroBe der mit Thioglycollat stimulierten Makrophagen
stetig zu (vgl. Abb.7). Sie betrdgt nach 2 Tagen 10 =1 Einheiten, erhoht sich nach 5 Tagen
signifikant (p<0,0001) auf 25 +2 und steigt nach 10 Tagen nochmals signifikant an
(p<0,0001) auf 40 +3 Einheiten. Die relative Grofle der residenten Makrophagen dndert sich
wiahrend der 2, 5 und 10 Tage nicht signifikant (8 +1, 11 £2, 14+1 Einheiten). Die
Peritonealmakrophagen waren zu jedem Zeitpunkt signifikant gréBer als die residenten
Makrophagen. Vergleiche 10 =1 mit 7 £1 (p=0,0276) nach 2 Tagen. 25 +2 und 11 +2
(p<0,0001) nach 5 Tagen. 40 £3 mit 14 +1 (p<0,0001) nach 10 Tagen.

Relative MakrophagengroBe Abbildung 7: Relative Makrophagengrolie

Die Abbildung zeigt die relative Makrophagengréfle an

50+ : * ; * : verschiedenen Tagen mit nicht-residenten Makrophagen
—— —— — (schwarze Saulen) oder mit residenten Makrophagen (graue
40- Saulen). Die GréRe wurde ermittelt als Anzahl der
3 Gitterschnittpunkte auf der Makrophagenflache (Gitter von 3x3
:8 30+ um). Eine Einheit entspricht einem Schnittpunkt. Deutlich zu
g 204 erkennen ist die steigende GroRe der Peritonealmakrophagen im
@- _ Laufe der Zeit und deren signifikanter GréRenunterschied zu den
104 _ T residenten Makrophagen.

0_ T T T . . . . ..

2T+Mo 2T 5T+Meo 5T 10T+Mo 10T Balken geben das arithmetische Mittel an, die T-Linien den SEM.

*= statistisch signifikant (p < 0,05).

Kombiniert man die Aussagen aus Abb.6 mit denen aus Abb.7, so lésst sich folgende Aussage
treffen, die fiir die migrierten Peritonealmakrophagen gilt: Sowohl deren relative GroRe, als
auch deren Myelinbeladung nehmen zu. Das bedeutet eine doppelte Beeinflussung der

Steigerung der Myelinaufnahme.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Peritonealmakrophagen das Vierfache an Myelin

phagozytierten im Vergleich zu den residenten Makrophagen.
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3.4 Produzierte Zytokine

Die gesammelten Uberstinde des Mediums aus den Nervenkulturen wurden mittels ELISA
auf produzierte Zytokine und Chemokine untersucht. Die Zytokine IL-6, IL-10, IL-12p40,
IL-12p70, CCL2, CCLI11, CCL22, CXCL1, TGF-B wurden in den Medien nachgewiesen.
Hierbei fielen IL-6 und CXCLI1 durch ihre besonders hohen Konzentrationen bereits nach 2
Tagen auf. In den Kulturen von N. ischiadicus mit Peritonealmakrophagen betrugen die
messbaren Konzentrationen fiir [L-6 2148 £337 pg/ml und fiir CXCL1 2720 +£392 pg/ml
jeweils an den ersten beiden Tagen. Nicht nachzuweisen waren die Zytokine 1L-2, IL-4, IFN-

¥, TNF-a, M-CDF, CCL3, CCl15, CCL17, BDNF, CNTF und NT-3 (vgl. Abb.g).

Abbildung 8: Freigesetzte Zytokine
Die Abbildung beschreibt die Entwicklung der Konzentrationen der Zytokine in [pg/ml] in den Nervenmedien Uber die Dauer der
Nervenkultur. Die Kurve mit den ungefillten Kreisen beschreibt den Verlauf fir den N. ischiadicus mit Kokultur von

Peritonealmakrophagen. Die Kurve mit den gefiillten Kreisen beschreibt die Entwicklung in reiner N. ischiadicus-Kultur.
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IL-10 und CCL22 wurden ausschlieBlich in den Medien gemessen, die Nerv und
Peritonealmakrophagen enthielten. Daher kommen nur diese Zellen als deren Produzenten in
Frage. In den Kulturen ohne Makrophagenzugabe wurden die Zytokine von den residenten
Gewebszellen wie Schwann-Zellen, residenten Makrophagen und Fibroblasten produziert.
Die Identifikation der Zellen, die an der Freisetzung der hier beschriebenen Zytokine beteiligt

sind, lag auBBerhalb der Betrachtungen unserer Untersuchungen.

3.5 Makrophageninvasion nach Manipulation des IL-6-Signals

Aufgrund der frithen hohen Konzentration von IL-6 in den Medien und seiner bedeutenden
sowie umfangreich dokumentierten Einfliisse auf Nervengewebe (Hirota et al. 1996, Bolin et
al. 1995, Reichert et al. 1996, Gadient und Otten 1997, Bourde et al. 1996, Rodriguez et al.
1994, Tilg et al. 1994) wurde IL-6 ausgewéhlt, um blockiert zu werden.

Das IL-6 Signal wurde manipuliert, um dessen Effekt auf die Makrophagenaktivitit
untersuchen zu konnen. Die Konzentrationen der IL-6-Antikoérper (alL-6) in den
Nervenmedien betrugen 0,01 , 0,1 und 1 pg/ml. Es wurden auch Versuche durchgefiihrt, in
denen Antikorper gegen den auf der Makrophagenmembran lokalisierten IL-6-Rezeptor
(alL-6R) appliziert wurden, um so das IL-6-Signal zu storen. Dieser Versuch wurde mit einer
Konzentration von 1 pg/ml alL-6R vorgenommen. In selbiger Versuchsreihe wurde eine
Isotypkontrolle durchgefiihrt. Die Konzentration des Isotypantikdrpers im Medium betrug 1
pg/ml. Bei der Isotypkontrolle sind alle Versuchsbedingungen identisch, nur der ganz
entscheidende Parameter dndert sich: Das bindende Epitop des alL-6R ist beim Antikorper
gleichen Isotyps anders. Es vermag nicht, an den IL-6-Rezeptor zu binden. Die Isotypkontrolle
beweist, dass Verdnderungen in der Makrophagenaktivitédt ausschlieBlich aufgrund des IL-6R-
spezifischen alL-6R-Antikorpers resultieren. Die hier angewandte Isotypkontrolle ergab in

keinem Fall signifikante Abweichungen vom unverdnderten System.
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Freies IL-6 im Medium lieB sich erfolgreich neutralisieren (vgl. Abb.9). Zur Kontrolle wurden
ELISA-Untersuchungen auf IL-6 in den Ndhrmedien der Nerven durchgefiihrt. Signifikante
Mengen von IL-6 konnten nach Applikation von IL-6-Antikérpern nicht mehr nachgewiesen
werden. Werte von 1,1 0,7 , 7 £3,4 und 0 £0 pg/ml nach 2, 3 und 5 Tagen sind der Beweis
fiir die Neutralisierung und Ausfillung des IL-6 durch die IL-6-Antikorper. Im Gegensatz
dazu konnte beim Block des IL-6 Rezeptors auf der Makrophagenmembran mit alL-6R freies
IL-6 in den Néhrmedien gemessen werden bei niedrigerer Gesamtkonzentration in
Nervenkulturen mit ausschlieBlich residenten Makrophagen. Auch in den erprobten
Isotypkontrollen der IL-6-Rezeptor-Manipulation wurde freies IL-6 gemessen. Auffillig ist
der quantitative Vergleich der IL-6-Produktion von Peritonealmakrophagen auf der einen
Seite und residenten Makrophagen auf der anderen Seite. Letztere produzierten an Tag 2 und
3 nur halb so viel IL-6 wie die eingewanderten Peritonealmakrophagen im selben Zeitraum.
Interessanterweise produzierten beide Makrophagenpopulationen vergleichbare Mengen IL-6

nach 5 Tagen in Kultur.

Abbildung 9: IL-6-Freisetzung

Die Abbildung zeigt die IL-6-Konzentration im Medium in [pg/ml] nach 2, 3 und 5 Tagen.
Die Neutralisierung des IL-6 verlief erfolgreich, wie an der Gerade mit dem Symbol des ungefiillten Kreises zu sehen ist.
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Fir die Darstellung der Makrophagendichten bei unterschiedlichen IL-6-Block-
Konzentrationen wurden nur die Marker F4/80, CD11b, CD204 und CD16/32 ausgewdhlt.
CD54 eignete sich nicht dafiir, weil nur eine Subpopulation der aktivierten Makrophagen
CD54 auf der Oberfliche présentiert. Die Antigen préisentierenden MHC-II-positiven
Makrophagen waren zu wenige, als dass sie einem Vergleich der Makrophagendichte bei
unterschiedlichen Konzentrationen von IL-6-Block dienlich gewesen wiren (vgl. Tab.l).
Dementsprechend schwach war ihre Farbung (vgl. Abb.4). Dieses gilt gleichermallen fiir die
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CDS6.

Die gemessenen Makrophagendichten nach Blockade des IL-6-Signals wurden in prozentuale
Relation zu ihrer Kontrollgruppe gesetzt. Ein Vergleich absoluter Werte lieferte aufgrund der
Varianz zwischen verschiedenen Individuen wenig verldssliche Werte. Andererseits lie3 das
limitierte Angebot an Nervengewebe pro Individuum keine andere Alternative zu, als mehrere
verschiedene Mduse fiir die umfangreichen Untersuchungen zu verwenden. Pro Individuum
konnten somit maximal 2 von den angegeben Konzentrationen (0,01 , 0,1 und 1 pg/ml alL-6
bzw. 1 pg/ml alL-6R oder Isotypkontrolle) plus Kontrolle an ein und derselben Maus
untersucht werden. Um diese Ergebnisse mit denen anderer getesteter Konzentrationen an
anderen Miusen vergleichen zu konnen, wurden die Ergebnisse in prozentuale Relation zu

ihrer eigenen Kontrollgruppe gesetzt.
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Fiir die F4/80" und CDI11b" Makrophagen waren keine signifikanten Differenzen der

Makrophagendichte zwischen der Kontrollgruppe und den IL-6-Blockierungen zu

beobachten, weder in den Nerven mit Peritonealmakrophagen, noch in den reinen

Nervenkulturen. Dies gilt fiir alle drei Zeitpunkte nach 2, 5 und 10 Tagen (vgl.Abb.10).

Abbildung 10: Makrophageninvasion bei Blockade des IL-6-Signals

Die Makrophagendichten unter Blockade des IL-6-Signals wurden in prozentuale Relation zu ihrer Kontrollgruppe gesetzt. Es

ergeben sich keine signifikanten Unterschiede in der Makrophagendichte zwischen der Kontrollgruppe und den IL-6-

Modifikationen.
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Horizontale Balken geben das arithmetische Mittel an; *= statistisch signifikant (p < 0,05).

Jeder Punktwert ist das arithmetische Mittel aus bis zu 8 Schnitten.
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Die Veranderung der Makrophageninvasion nach Gabe von 1 pg/ml anti-IL-6-Antikorper war
signifikant sichtbar in der CD204-Fiarbung nach 5 Tagen mit einer relativen
Makrophagendichte von 32 +£12% von der Makrophagendichte der Kontrollen. Derselbe
signifikante Unterschied wurde bei CD16/32 nach 5 Tagen festgestellt. Die relative
Makrophagendichte betrug hier 74 1% von der Kontrollgruppe (vgl. Abb.11). Allerdings ist
aufgrund der hier kleinen N die Aussagekraft der Signifikanz fragwiirdig.

Abbildung 11: Makrophageninvasion bei Blockade des IL-6-Signals
Die Makrophagendichten unter Blockade des IL-6-Signals wurden in prozentuale Relation zu ihrer eigenen Kontrollgruppe

gesetzt. Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen 1ug/ml alL-6 und der Kontrolle fir CD204 und CD16/32 nach 5 Tagen.
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Horizontale Balken geben das arithmetische Mittel an; *= statistisch signifikant (p < 0,05).
Jeder Punktwert ist das arithmetische Mittel aus bis zu 8 Schnitten.
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Zusammenfassend ldsst sich folgendes sagen:

Der Aktivierungsstatus und die migratorische Aktivitdt der peritonealen Makrophagen
schienen nicht direkt durch IL-6 beeinflusst zu sein. Die Dynamik unseres Modells mag
moglicherweise leicht verdndert sein, wie an den Markern fiir CD204 und CD16/32 nach 5
Tagen zu sehen ist (Abb.11). Ansonsten waren die Nervenbeschiddigung und die

einwandernden Makrophagen in den verschieden Milieus vergleichbar.

3.6  Myelinbeladung nach Manipulation des IL-6-Signals

Betrachtet man vergleichend die verschiedenen Konzentrationen und Arten des IL-6-Block,
so ldsst sich zusammenfassend formulieren, dass die Myelinbeladung zwischen den

verschiedenen Gruppen nach 2, 5 und 10 Tagen gleich war.

Es zeigen sich zwar stellenweise signifikante Unterschiede in der Myelinbeladung zwischen
unverdnderter Kontrollgruppe und IL-6-manipulierten Versuchsgruppen. Allerdings besitzen
diese  Unterschiede  gegensidtzliche  Tendenzen.  Die  Myelinbeladung  der
Peritonealmakrophagen nach 2 Tagen betrug in der Kontrolle 24 +2%. Im Vergleich dazu
war die Myelinbeladung mit 33 +4% bei der Anwendung von 0,01 pg/ml alL-6 signifikant
hoher (p=0,0264). Die Myelinbeladung der Peritonealmakrophagen betrug in der Kontrolle
43 £2% nach 5 Tagen gegeniiber einer signifikant kleineren (p=0,0371) Myelinbeladung von
37 £2% nach Anwendung von 0,01 pg/ml alL-6.

Alle anderen signifikanten Differenzen liegen innerhalb der biologischen Streuung oder
lieBen sich nur zu vereinzelten Zeitpunkten nachweisen, was keine Riickschliisse auf einen

generellen Trend zuliel3.
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Abbildung 12: Prozentuale Myelinbeladung der Makrophagen.
Zu sehen ist die prozentuale Myelinbeladung der Makrophagen in Abhangigkeit von der Art und Konzentration des IL-6-
Antikorpers in [ug/ml]. Linke Spalte N. ischiadicus mit Peritonealmakrophagen an 2, 5 und 10 Tagen. Rechte Spalte reine

Kultur des N. ischiadicus an denselben Tagen.
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DISKUSSION

4. Diskussion

Die Makrophagen verrichten die Hauptarbeit bei der Myelinphagozytose. Die
Oberflachenproteine F4/80, CD11b, CD204 und CD16/32 werden von den Makrophagen
exprimiert und sind dabei an der Myelinphagozytose beteiligt. Ein Zusammenhang zwischen
Myelinphagozytose und Expression kostimulatorischer Molekiile wie CD80 und CD86 lasst
sich nicht vermuten. Nicht residente, peritoneale Makrophagen sind aktiver beteiligt an der
Myelinphagozytose als residente. Hierbei zeigt das Zytokin IL-6 weder Einfliisse auf das

Migrationsverhalten der Makrophagen noch auf deren Phagozytoseaktivitit.

4.1 Expression von Oberflachenrezeptoren durch Makrophagen und deren

Beteiligung an der Myelinphagozytose

Die Expression von F4/80 auf der Makrophagenmembran findet aulerhalb der Immunantwort
auch physiologischerweise statt. Anhand von F4/80 lassen sich immunhistochemisch Zellen
des MPS identifizieren. Nur bei wenigen Populationen wie den Alveolarmakrophagen der
Lunge, den Makrophagen lymphatischer Gewebe und den fotalen Makrophagen gelingt das
nicht, weil diese Makrophagen kein F4/80 exprimieren (Austyn und Gordon 1981).

Makrophagen exprimieren eine Vielzahl von Rezeptoren auf ihrer Oberfldche, die ihnen
erlauben, mit verschiedenen Partnern zu interagieren (Gordon et al. 1988). Die wichtigsten
Rezeptoren bei der Myelinphagozytose sind die Fc-Rezeptoren (CD16/32), der scavenger-
Rezeptor (CD204) und der Komplementrezeptor 3 (CR3 oder Macl), der aus zwei
Untereinheiten besteht; oy (CD11b) und B, (CD18). Unsere Versuche bestétigten die
Expression dieser Oberflichenmolekiile vielfach (vgl. Abschn.3.2 und Abb.3).

CR3 ist an der Phagozytose opsonisierten Materials beteiligt (Briick und Friede 1990, Briick
und Friede 1991, Reichert und Rotshenker 2003, Rotshenker 2003). Aber auch nicht
opsonisiertes Myelin wird CR3 vermittelt internalisiert (Briick und Friede 1991, Briick und

Friede 1990, van der Laan et al. 1996). Sowohl in in-vivo-Untersuchungen an Miusen als

32



DISKUSSION

auch in in-vitro-Kokulturen von Nervensegmenten mit Makrophagen konnte bestétigt werden,
dass die Blockade des CR3 zu einer deutlichen Reduktion der Myelinphagozytose im PNS
fiihrt (Briick und Friede 1991, Briick et al. 1995a). REICHERT und Kollegen zeigten
ebenfalls, dass sich in vitro die Myelinphagozytose von mit Thioglycollat stimulierten
Makrophagen durch CR3 Antikorper reduzieren lasst (Reichert et al. 2001). Die Blockade des
CR3 tragt in vivo zur Verringerung der klinischen Symptomatik der Experimentellen
Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der Multiplen Sklerose, bei

(Huitinga et al. 1993).

Mit den Fc-Rezeptoren interagieren verschiedene Subtypen von Immunglobulinen. CD16
(FcyRIII) und CD32 (FcyRIl) binden vor allem an IgG. Die Applikation von
Immunglobulinen fordert die Myelinphagozytose (Kuhlmann und Briick 1999), wie an
Zellkulturen der Maus demonstriert werden konnte. Die Abwesenheit von Immunglobulinen
scheint die Myelinphagozytose nicht zu beeintréchtigen (Hann et al. 1988). Daraus lésst sich
der Schluss ziehen, dass die Anwesenheit von Immunglobulinen die Myelinphagozytose

begiinstigt, dafiir aber nicht erforderlich ist.

Das CD204, der scavenger-Rezeptor, ist ein membranstindiges Glykoprotein. Eine Blockade
dieses Rezeptors hat in Nerv-Makrophagen-Kokulturen eine dosisabhidngig verminderte

Makrophageninvasion und Myelinphagozytose zur Folge (da Costa et al. 1997).

Das CD54 (intrazellulidres Adhdsionsmolekiil 1, ICAM-1) gehort zur Immunglobulin Super-
Familie der Adhésionsmolekiile (Springer 1990) und ist auf der Oberfliche der Makrophagen
lokalisiert (Patarroyo 1994). Bereits himatogene Monozyten exprimieren CD54 (Most et al.
1992), was im Verlauf der Differenzierung zu Gewebsmakrophagen zunimmt (Prieto et al.
1994). Moglicherweise spielt CD54 eine Rolle bei der transepithelialen Migration der
Makrophagen durch das Perineurium (Cramer 1992). CD54 spielt eine wichtige Rolle bei der
Antigenprésentation und der Interaktion zwischen Makrophagen und T-Zellen (Springer
1990). Die Interaktion zwischen CD54 und dem lymphocyte function antigen 1(LFA-1) sowie
mit dem CR3 ist bekannt (Rothlein et al. 1986). Mehrere Arbeiten demonstrieren die
Beteiligung der Adhésionsmolekiile an pathologischen und immunologischen Prozessen des
ZNS und PNS (Springer 1990, Soriano et al. 1996, Greenwood et al. 1995). Fehlt ICAM, wie
in CD54-defizienten Mausen, so resultiert eine verminderte Einwanderung der Makrophagen

in den Nerven (Vougioukas et al. 1998) und infolgedessen eine reduzierte Myelinphagozytose
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(Vougioukas et al. 2000). Aufgrund unserer Ergebnisse erscheint es so, als ob nur
Subpopulationen der Makrophagen CD54 exprimieren (vgl. Abschn. 3.2). Die Gesamtzahl
aller Makrophagen im Gewebe wurde mittels der vier oben genannten generellen
Makrophagenmarker determiniert. Die Anzahlen der F4/80-, CD11b-, CD204- und CD16/32-
positiven Zellen présentierten sich auBerordentlich homogen. Der Anteil CD54" Zellen an der
Gesamtanzahl der Makrophagen betrug 48, 40 und 29% nach 2, 5 und 10 Tagen, was eine
verringerte Expression von CD54 in den invadierenden Makrophagen nahe legt. Trotz einer
geringeren absoluten Anzahl an residenten Makrophagen -gemessen in reinen N. ischiadicus-
Kulturen- ist der Anteil CD54-positiver Zellen mit 100% nach 2 und 70% nach 10 Tagen
hoher (vgl. Tab.l). Das legt die Vermutung nahe, dass eine Hoch-Regulation dieses
Adhésionsmolekiils in beiden Makrophagenpopulationen zu einem frithen Zeitpunkt relevant

sein konnte.

4.2  Expression kostimulatorischer Molektle durch Makrophagen

Mehrere Autoren berichteten iiber die Expression von MHC-II-Molekiilen auf Makrophagen
im ZNS (Perry 1998) und PNS (Stevens et al. 1989). Wir konnten mit unseren Versuchen
ebenfalls die MHC-II-Expression im PNS von Maiusen bestitigen. Allerdings sei darauf
hingewiesen, dass es sich dabei nur um sehr schwache Immunreaktivititen handelte im

Vergleich zu denen von CD11b" oder F4/80" Zellen (vgl. Abschn. 3.2. und Tab.1).

In unserer Arbeit ldsst sich kein proportionaler Zusammenhang zwischen Myelinphagozytose
und der Expression kostimulatorischer Molekiile vermuten. Wir konnten zeigen, dass die
Anzahl der CD80" und CD86" Makrophagen zu Beginn der Makrophageninvasion nach 2
Tagen niedrig ist und es auch selbst nach 10 Tagen bleibt (vgl. Abschn. 3.2). Ein Zeitpunkt zu
dem die Makrophagen hingegen eine sehr hohe Phagozytoseaktivitit zeigen (vgl. Abschn.
3.5).

Fiir die Auslésung einer Immunantwort reicht die Expression von MHC-II-Molekiilen allein
nicht aus. Zusitzliche kostimulatorische Faktoren sind CD80 und CD86 (Greenfield et al.
1998). Die Wechselwirkung zwischen CD80 bzw. CD86 und ihrem Rezeptor auf der

T-Lymphozytenmembran, dem CD28, entscheidet iiber das Ausmaf3 der Immunantwort. Bei

34



DISKUSSION

entziindlichen demyelinisierenden Erkrankungen des humanen PNS kommt es zu einer
vermehrten Expression von CD80. CD86 wird hierbei nur schwach exprimiert (Kiefer et al.
2000). In humanen MS-Lisionen ist CD80 hochreguliert. Bei der EAE unterbindet eine
Therapie mit CD80-Antikorpern die Symptomatik. Antikorper gegen CD86 zeigen hier
keinen Effekt (Miller et al. 1995, Perrin PJ et al. 1996, Vanderlugt et al. 1997).

4.3 Die Rolle der Makrophagen beim Myelinabbau

Dass die Makrophagen eine zentrale Rolle bei der Myelinentfernung {ibernehmen, ist heute

unumstritten (Briick 1997).

Makrophagen und Mikroglia spielen eine wesentliche Rolle bei der Myelinphagozytose im
ZNS und PNS. Im Rahmen von entziindlichen Erkrankungen wie Multipler Sklerose und dem
Guillain-Barré-Syndrom kommt es zu einer Destruktion der Myelinscheiden und deren
Phagozytose durch Makrophagen und Mikroglia (Benveniste 1997, Kiefer et al. 2001, Bauer
et al. 1995).

In friihen Beobachtungen wurden die einwandernden Zellen rein morphologisch als
Makrophagen identifiziert (Gibson 1979, Schubert und Friede 1981). Wann immer sich das
PNS entziindet oder traumatisiert wird, wandert eine groe Anzahl hidmatogener
Makrophagen in den Nerven ein (Hartung et al. 1988, Griffin et al. 1992). Unsere
Untersuchungen bestitigen, dass die Makrophagen den N. ischiadicus infiltrieren (vgl.

Abschn. 3.2) und Myelin phagozytieren (vgl. Abschn. 3.3 und Abb.5).

In Abwesenheit von Makrophagen findet kein Myelinabbau statt (Beuche und Friede 1984,
Scheidt et al. 1986). Eine nicht spezifische Depletion der Makrophagenpopulation mittels
Silikastaub fiihrte zu einer Verzogerung des Myelinabbaus (Beuche und Friede 1986, Muller
und Minwegen 1987). Ein angewandtes Verfahren zur selektiven Zerstdrung von
Makrophagen in vivo ist die intravendose Injektion von Dichloromethylen-
Diphosphonat(Cl,MDP)-haltigen Liposomen (Huitinga et al. 1992, van Rooijen et al. 1990,

van Rooijen und Sanders 1994, van Rooijen 1989). Bei diesen in-vivo-Versuchen lief die
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Wallersche Degeneration in Abwesenheit von hdmatogenen Makrophagen ab. Die residenten
Makrophagen blieben intakt, weil CIl,MDP-haltige Liposomen nicht zur Passage der Blut-
Nerv-Schranke beféhigt sind. Dadurch gelang eine signifikante Reduktion des monozytischen
Myelinabbaus (Briick et al. 1996, Jung et al. 1993). Weitere interessante Untersuchungen
zeigten, dass die Eliminierung oder Deaktivierung der Makrophagen den Ausbruch der EAE
verzdgern (Huitinga et al. 1990, Martiney et al. 1998). Ahnliche Ergebnisse wurden durch
Radiatio bedingte Makrophagenreduktion erzielt (Perry et al. 1995). Ein weiteres Modell zur
Definierung der Rolle von Makrophagen beim Myelinabbau liefern die Ola-Méuse. Bei
diesem Miusestamm ist die Makrophagenmigration eingeschrankt. In diesen Tieren vollzieht

sich die Nervendegeneration sehr langsam (Lunn et al. 1989).

Diese Sachverhalte legen nah, dass fiir einen Myelinabbau Makrophagen vorhanden sein
miissen. Makrophagen sind aber nicht nur fiir den Myelinabbau zustidndig, sondern sie sind
auch an der Nervenregeneration maf3geblich beteiligt (Griffin und Hoffmann 1993), denn der
Myelinabbau per se ist gleichermallen conditio sine qua non flir die Nervenregeneration

(Reichert et al. 2001).

4.4  Nicht-residente Makrophagen sind viel aktiver beteiligt an der

Myelinphagozytose als residente Makrophagen

Im PNS finden sich residente Makrophagen, wie 1977 erstmalig demonstriert wurde
(Arvidson 1977). Davon ist ein beachtenswerter Anteil im Endoneurium lokalisiert (Griffin et
al. 1993). Die Beteiligung der residenten Makrophagen an der Myelinphagozytose ist
bekannt, aber sehr gering (Stoll et al. 1989, Briick et al. 1996, Huitinga et al. 1990). Unsere
Ergebnisse unterstreichen das. Sowohl die Myelinbeladung, als auch die GrofBe der
peritonealen, nicht-residenten Makrophagen nahmen im Verlauf der 2, 5 und 10 Tage zu,
wahrend die residenten Makrophagen bei identischer Myelinbeladung nach 2 und 10 Tagen
keinen anndhernd vergleichbaren Grolenzuwachs zeigten (vgl. Abschn. 3.3 und Abb.6 und
Abb.7). Nach 5 Tagen ist die Dominanz der peritonealen Makrophagen an der
Myelinphagozytose sogar noch deutlicher, aufgrund einer signifikant hoheren

Myelinbeladung ihres Zytoplasmas und der gleichzeitigen umfangreicheren Gesamtgrofle. Zu
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diesem Zeitpunkt betrdgt die Myelinbeladung der Peritonealmakrophagen 43 +2% bei einer
GroBe von 25 £2, verglichen mit einer Myelinbeladung der residenten Makrophagen von nur

25 +4% bei einer durchschnittlichen Grofie von 11 +2.

Es kann durchaus in Frage gestellt werden, ob die gesteigerte Aktivitit der
Peritonealmakrophagen gegeniiber den residenten Makrophagen auf die Stimulation mit
Thioglycollat  zuriickzufithren ist. Vorldufige Daten von in-vitro-Kulturen von
Peritonealmakrophagen unterstiitzen nicht die Vermutung eines direkten Effekts der
Thioglycollat-Stimulierung auf die Myelinphagozytose. Tatsdchlich zeigt sich eine
vergleichbare Myelinaufnahme in beiden Gruppen von Peritonealmakrophagen; solche die

durch Thioglycollat stimuliert wurden und die der Kontrollgruppe (van Rossum et al. 2006).

4.5 Einflasse von Zytokinen auf Makrophageninvasion und

Myelinphagozytose

Die Aktivitiat der Makrophagen ldsst sich durch Migrationsaktivitdt und Phagozytosekapazitit
beschreiben. Mit zunehmendem Wissen um die pleiotropen regulatorischen Funktionen von
Zytokinen auf Wachstums- und Differenzierungsprozesse riickten auch zunehmend die
Einfliisse von Zytokinen auf die Makrophagenaktivitdt in den Focus wissenschaftlichen

Interesses. Hierzu wurde eine Vielzahl an Untersuchungen durchgefiihrt.

In in-vivo-Versuchen der Wallerschen Degeneration an TNF-a defizienten Méusen fillt die
Makrophageninvasion geringer aus und die Myelinphagozytose war dadurch verzogert.
Jedoch war die Phagozytosekapazitit der Makrophagen nicht beeinflusst durch die
Abwesenheit von TNF-o und mit der von den Wildtyp-Méusen vergleichbar (Liefner et al.
2000). Ohne TNF-a scheint folglich die Makrophageninvasion reduziert, nicht aber die
Mpyelinaufnahmerate des einzelnen Makrophagen. Allerdings wird die Myelinphagozytose in
vitro durch TNF-o reduziert. Dieser Effekt wird wahrscheinlich durch eine verminderte
Expression des Komplementrezeptors CR3 hervorgerufen (Briick et al. 1992). Weitere
Studien belegen die erhohte Myelinphagozytoserate der Makrophagen unter dem Einfluss
erhohter Konzentrationen von TNF-a, IL-1a und IL-1p in vitro (Shamash et al. 2002).
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In anderen Studien wurde der Einfluss von monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1),
macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1) und IL-1pB auf die Myelinphagozytose im PNS
untersucht. Im Rahmen der Wallerschen Degeneration wurden in-vivo-Antikdrper in das
distale Nervenende appliziert. Die Folge war eine Abnahme der Invasion hidmatogener
Makrophagen in den Nerv mit vermehrt intakt bleibenden Myelinhiillen. MCP-1 und IL-18
Antikorper scheinen also die Rekrutierung der Makrophagen ins Nervengewebe zu reduzieren
(Perrin FE et al. 2005). Dieselben Effekte erzielen MIP-1a, MCP-1 und TNF-a auf das ZNS,
wie mit Hilfe von Antikoérpern gegen diese Zytokine nachgewiesen werden konnte (Ousman

und David 2001).

In in-vitro-Studien wurden Makrophagenpopulationen -in Kokulturen mit Nerven geziichtet-
rekombinantem IFN-y (rIFN-y) ausgesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass rIFN-y die
Makrophageninvasion stoppt. Die Myelinphagozytose bleibt unverdndert (Briick und Friede
1989). In anderen Untersuchungen inhibierte IFN-y die Phagozytoseaktivitit von
Makrophagen (Smith et al. 1998). Interessant wére es, unter diesen Experimentbedingungen
die Phagozytoserate mittels fluorescence-activated-cell-sorting(FACS)-Analyse zu messen,
oder die Bestimmung der Produkte des Myelinabbaus mittels ELISA nachzuweisen, um die

Regulation des Myelinmetabolismus besser zu verstehen.

Die Anwesenheit von IL-4 und IL-10, Zytokine die iiberwiegend als antiinflammatorisch
beschrieben werden, verstdrkt {iberraschenderweise die Myelinphagozytose durch
Makrophagen in homogenen in-vitro-Kulturen. TGF-p und TNF-a hatten hier keinen Effekt
auf die Phagozytoseaktivitdt (Smith et al. 1998).

Auch die Auswirkungen von TGF-B2 auf Makrophageninvasion und Myeliningestion wurden
in einem in-vitro-Modell der Wallerschen Degeneration untersucht. STOLL et al. fanden
heraus, dass TGF-f2 zu einer geringeren zytoplasmatischen Myelinbeladung in Makrophagen
fithrt. Die Migration der Makrophagen in die Segmente des N. ischiadicus bleibt allerdings
unbeeinflusst (Stoll et al. 2004).
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4.6 Die Blockade des IL-6-Signals wirkt sich nicht auf die migratorische

Aktivitat der Makrophagen aus

Zahlreiche Veroffentlichungen legen die besonderen Einfliisse des IL-6 auf Nervengewebe
dar. IL-6 vermag sowohl antiinflammatorische (Rodriguez et al. 1994, Tilg et al. 1994) als
auch proinflammatorische Effekte (Baumann und Gauldie 1994, Fattori et al. 1994) auf das
Nervensystem auszuiiben. IL-6 beeinflusst direkt das Wachstum, Uberleben und die
Differenzierung peripherer und zentraler Neurone (Reichert et al. 1996). Die Mehrzahl der
Autoren beschreibt iiberwiegend neuroprotektive Effekte des IL-6 (Gadient und Otten 1997).
IL-6 wird im PNS als Antwort auf axonale Schédigungen produziert (Bourde et al. 1996,
Hirota et al. 1996, Murphy et al. 1995) von Schwann-Zellen, Neuronen und residenten
Makrophagen (Bolin et al. 1995). Ob IL-6 hierbei eine eindeutige schiddigende oder heilsame

Auswirkung besitzt, wird kontrovers diskutiert.

Mehrere Gruppen demonstrierten auf unterschiedlichen Wegen die Auswirkungen des IL-6-
Signals auf den Verlauf entziindlicher Erkrankungen im Tiermodell. IL-6-defiziente
Knockout-Miuse sind sehr wahrscheinlich resistent gegeniiber Myelin Oligodendrozyten
Glykoprotein (MOG) induzierter EAE, was mit der fehlenden Hochregulation von VCAM-1
auf den Endothelzellen des ZNS zusammenhéngt. Die Th1-Zellen konnen so die Blut-Hirn-
Schranke nicht {iberwinden (Eugster et al. 1998). Uber den Effekt von anti-IL-6-Antikdrpern
auf den Verlauf der EAE bestehen widerspriichliche Angaben. Es wurden mildernde Effekte
berichtet (Gijbels et al. 1995, Okuda et al. 1998). Andererseits konnte sich die Gabe eines
IL-6-Antikorpers nicht méBigend auf die Symptomatik der EAE auswirken (Willenborg et al.
1995).

In unserer Arbeit wurden Ischiasnerven von Méusen in vitro kultiviert, entweder mit Zusatz
von Peritonealmakrophagen oder in reinen Kulturen. Den Nervenkulturen wurden anti-IL-6-
Antikorper in den Konzentrationen 0,01 bzw. 0,1 oder 1 pg/ml zugegeben oder 1 pg/ml anti-
IL-6-Rezeptor-Antikdrper.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass sich die Invasion der
Makrophagen in den N. ischiadicus und deren Phagozytoseaktivitdt nach Applikation von
IL-6-Antikorpern nicht verdndert. Fiir die F4/80" und CD11b" Makrophagen waren keine
signifikanten Differenzen der Makrophagendichte zwischen Kontrollgruppe und den IL-6-
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Blockierungen zu beobachten. Dies gilt fiir alle drei Zeitpunkte nach 2, 5 und 10 Tagen
(vgl.Abb.10).

Unsere Untersuchungen ergaben nur fiir zwei Makrophagenmarker, CD204 und CD16/32,
signifikante Verdnderungen in der Makrophageninvasion in den N. ischiadicus nach 5 Tagen
Kulturdauer zwischen der Kontrollgruppe und 1 pg/ml anti-IL-6-Antikorper. Die relative
Makrophagendichte war reduziert fiir CD204" Makrophagen auf 32 +12% von der
Kontrollgruppe. Die Anzahl CD16/32" Makrophagen/mm? war ebenfalls verringert auf
74 £1%. Allerdings ergaben sich keine weiteren signifikanten Unterschiede in der
Makrophagendichte zwischen den unverdnderten Nervenkulturen und den IL-6-manipulierten
(fiir F4/80", CD11b", CD204" und CD16/32" Zellen zu allen anderen Zeitpunkten). Diese
Werte stehen durch groflere N auf einem breiteren Fundament. Au3erdem présentierte sich die
Makrophageninvasion in Abhingigkeit von den vier unterschiedlichen Markern
bemerkenswert konsistent (vgl. Abb.3). In Anbetracht dieses iiberwiegend geschlossenen
identischen Verhaltens darf die Bedeutung der wenigen gefundenen Differenzen kritisch
hinterfragt werden. In Abwesenheit von IL-6 scheint sich das Migrationsverhalten der

Peritonealmakrophagen nicht zu dndern.

Insofern stimmen unsere Ergebnisse mit denen von BRUCK und SIEBERT iiberein. Sie
untersuchten das Ausmal} des axonalen Schadens nach Durchtrennung des N. ischiadicus und
fanden heraus, dass die Makrophageninvasion in den N. ischiadicus von IL-6-Knockout-
Maiusen bei der in vivo ablaufenden Wallerschen Degeneration unveréndert ist gegentiber der

in den Wildtyp-Mausen (Siebert und Briick 2003).

Im Gegensatz dazu konnte eine massive inflammatorische Reaktion des PNS auf gezielte
Applikation von IL-6 gezeigt werden (Deretzi et al. 1999). Die intraneurale Injektion von
rekombinanten Ratten IL-6 in vivo in den N. ischiadicus von Ratten hatte eine hochgradige
Inflammation und schwere Demyelinisierung zur Folge, was sich in einem vielfach erhohten
Makrophageninfiltrat/mm? im Vergleich zur Kontrollgruppe &uferte. Die in-vivo-
Traumatisierung von Nerven provoziert Myelinantigen-autoreaktive Immunantworten der
T- und B-Lymphozyten (Olsson et al. 1993), deren proinflammatorische, nicht IL-6-
vermittelte Einflussnahmen in der isolierten Betrachtung in unserem Versuchmodell keine
Rolle spielen. Das mag eine Erkldarung dafiir sein, dass DERETZI und Kollegen eine

Auswirkung des IL-6 auf die Migrationsaktivitidt der Makrophagen nachwiesen.
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4.7 Die Blockade des IL-6-Signals wirkt sich nicht auf die

Phagozytoseaktivitat der Makrophagen aus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Myelinaufnahme in die

Makrophagen nach Blockade des IL-6-Signals unveréndert bleibt.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in der Literatur weitere Moglichkeiten
beschrieben sind, die Phagozytosekapazitit der Makrophagen zu regulieren. So lésst sich eine
Reduzierung der Myelinaufnahme in die Makrophagen durch bis(4-nitrophenyl)-Phosphat
(BNPP) vermittelte Esterasehemmung erzielen (Siebert et al. 2001). Versuche mit ICAM-
defizienten Knockout-Miausen unterstreichen die Relevanz der Zelladhdsionsmolekiile fiir die
Myelinaufnahme in die Makrophagen (Vougioukas et al. 1998, Vougioukas et al. 2000).
Ebenso beweist die Blockade des CR3 auf der Makrophagenmembran seine wichtige

Funktion fiir die Myelinaufnahme (Briick und Friede 1990).
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5.  Zusammenfassung

In den letzten Jahren sind die Einfliisse von Zytokinen auf die Myelinbeseitigung immer mehr
in den Focus wissenschaftlichen Interesses geriickt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die
Klarung der Rolle des IL-6 beim Myelinabbau im peripheren Nerv. Die vorliegende Arbeit
bietet Anhalt dafiir, dass das IL-6 nicht direkt an der Regulation des Myelinabbaus beteiligt

ist.

Es wurden Segmente der Nn. ischiadici von Mé&usen wahlweise mit Zusatz von
Peritonealmakrophagen  kokultiviert. — Unter unverdnderten Bedingungen  wurden
Kontrollgruppen kultiviert. Die Medien anderer Gruppen wurden mit Antikorpern gegen IL-6
versetzt, um die Wege der IL-6-Signaliibertragung zu blockieren. Die Makrophagen
exprimieren alle die Oberflachenproteine F4/80, CD11b, CD204 und CD16/32, anhand derer
sie sich im Gewebe nachweisen lassen. AnschlieBend durchgefiihrte immunhistologische
Untersuchungen des N. ischiadicus ermdglichten die Beurteilung der Makrophagenaktivitat.
Die Makrophagenaktivitit ldsst sich anhand der Makrophageninvasion (Zellen/mm?) in das
Nervengewebe und der prozentualen zytoplasmatischen Myelinbeladung der Makrophagen
bestimmen. Verglichen wurde nun die Myelinbeladung und Makrophageninvasion in den
Kontrollgruppen mit der Myelinbeladung und Makrophageninvasion in den Gruppen, in
denen das IL-6-Signal blockiert wurde. Es ergaben sich keine generellen Differenzen

zwischen den Gruppen.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Aktivierungsstatus und die migratorische Aktivitdt der

Makrophagen nicht direkt durch IL-6 beeinflusst zu sein scheinen.
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