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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Wallersche Degeneration

1.1.1 Definition

August Volney Waller (1816-1870) — englischer Physiologe — beschrieb 1850 erstmals
den physiologischen Prozess der Degeneration im peripheren Nervensystem. Er stellte
fest, dass von ihrem Axon abgetrennte Ganglienzellen zu Grunde gehen. Unter
Wallerscher Degeneration — auch sekundare Degeneration genannt — versteht man
komplexe physiologische und molekulare Vorgénge, die nach Beschédigung eines
Nervs im peripheren Nervensystem (PNS) oder von Nervenfasern des zentralen
Nervensystems (ZNS) ablaufen (Waller 1850).

Die Wallersche Degeneration beschreibt die Vorgénge, die nach der Durchtrennung
einer Nervenfaser im distalen Abschnitt am Achsenzylinder und an der Markscheide
auftreten. Der Achsenzylinder zeigt nach der Schwellung eine Fragmentierung und
granuldren Zerfall (David 1990). Die Markscheiden lassen Veranderungen in Form von
Markballen erkennen, die sich mit Chrom-Osmiumsdure anschwarzen lassen (Marchi-
Methode). Die Neurolemmzellen wandeln sich zu Phagozyten um und nehmen Axon-
und Myelinfragmente auf. Schon wahrend dieser degenerativen VVorgange teilen sich die
Neurolemmzellen mitotisch und bilden die Hanken-Bilingner-Bander. Sie dienen den
zentrifugal regenerierenden Axonen als Leitstruktur. VVon entscheidender Bedeutung bei
der Regeneration ist der Erhalt der bindegewebigen Hullen der Nervenfaszikel
(Perineurium). Wird das Perineurium zerstort, wachsen axonale Regenerate in das
Epineurium aus und konnen, zusammen mit (berschieender Bindegewebs- und
Schwann-Zell-Proliferation, zu einem traumatischen Neurom (,,Amputationsneurom®)

flhren (Bocker 2001).
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1.1.2 Ablauf der Wallerschen Degeneration im peripheren Nervensystem

Die zelluldren Ereignisse nach Beschadigung eines Nervs gliedern sich zeitlich in funf
Abschnitte oder Phasen (Briick 1997, S. 743):

1.

Die Diskonnektion der Axone ist beispielsweise durch traumatische, toxische,
degenerative, ischdmische oder metabolische Beeintrachtigung ausgelost
worden.

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Ldsion finden die kalziumabhangige
axonale Degeneration mit granuldarem Zerfall des Zytoskeletts, eine Abnahme
bzw. ein Verlust der Aktionspotentiale, der Rickzug von Schwann-Zell-
Zytoplasma von den Myelinscheiden, die Herunterregulation der Myelin-
MRNA-Synthese der Schwann-Zellen sowie die Bildung von Myelinovoiden
statt.

Zwischen dem ersten und vierten Tag (24h-96h) erfolgt eine ausgepragte
Schwann-Zell-Proliferation und die Rekrutierung von hdmatogenen Phagozyten.
Danach findet die Opsonierung von degeneriertem Myelin durch aktiviertes
Komplement statt, jedoch ohne Bildung von Komplement-Angriffs-Komplex
(MAC).

Zwischen dem dritten und achten Tag erfolgt die Phagozytose von
degeneriertem Myelin durch eingewanderte h&matogene oder ortsansassige
Makrophagen und Schwann-Zellen.

Nach zehn bis zwanzig und mehr Tagen erfolgen die Bildung von Hanken-

Bungner-Bandern und die Regeneration der Nervenfasern.

1.1.3 Die Makrophagen bei der Wallerschen Degeneration

Makrophagen sind langlebige, aus Blutmonozyten hervorgehende, bewegliche Zellen

des monozytaren Sytems, die zusammen mit Gewebsmakrophagen das mononukleére

Phagozytensystem bilden. Die Makrophagen haben eine Schlusselfunktion bei der

angeborenen Immunantwort. Sie stimulieren beispielsweise die Produktion von

Interleukinen, Enzymen und Wachstumsfaktoren. Die Rezeptoren an ihrer Oberflache
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vermitteln der Zelle ihren Aktivitatszustand, ihre Differenzierung, die Phagozytose und
andere Funktionen. Durch Phagozytose eleminieren die Makrophagen Zelltrimmer im
Allgemeinen und speziell im Nerven Myelinabbauprodukte. Sie wirken in vier Phasen:
Invasion, Phagozytose, Sekretion und Regeneration (Briick 1997, S. 745).

Wahrend der Invasion erfolgt die Expression von Adhdsionsmolekilen (z. B. LFA-1
»~lymphocyte function antigen*) und zwar in einer Interaktion mit Endothelzellen, die
Adhasionsmolekile wie ICAM-1 (,intercellular adhesion molecule®) exprimieren.
Ausgehend von degenerierten, axonalen und Myelin-Strukturen oder auch vom Serum-
Komplement entstehen chemotaktische Stimuli.

Danach folgt die rezeptorvermittelte Phagozytose von opsoniertem Myelin durch
Makrophagen Uber den Komplementrezeptor 3 (CR3) sowie die Beteiligung an der
Opsonierung durch die Synthese von Komplement-Komponenten, dies allerdings ohne
Beteiligung von Makrophagen-Fc-Rezeptor (Briick 1997, S. 745).

Wiéhrend der Invasion und Phagozytose sezernieren die Makrophagen u. a. Interleukin-
6 (IL-6), Phospholipase A, Apolipoprotein E, Lysozym sowie den Tumornekrosefaktor-
o (TNF-a). Daran schlieBt sich die Regeneration aufgrund der Expression von

Wachstumsfaktoren an (Briick 1997, S. 745).

1.2. Die Rolle der Zytokine

1.2.1 Definition

Als Zytokine werden induzierbare, wasserlosliche heterogene Proteinmediatoren mit
einem Molekulargewicht von mehr als 5000 Dalton definiert, die in Zielzellen oder den
sie produzierenden Zellen spezifische, via Rezeptoren vermittelte Wirkungen ausldsen
(Keller 1994). Sie koénnen von verschiedenen Zelltypen freigesetzt werden. Durch
Makrophagen produzierte Zytokine kdnnen zur unspezifischen Immunitét beitragen. Im
Verlauf der spezifischen Immunreaktion kénnen Zytokine von T-Zellen sezerniert
werden und Wachstum, Differenzierung und funktionelle Aktivitat der Lymphozyten

regulieren. Um das Wirkungsspektrum eines Zytokins zu bestimmen, ist es nétig, die
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Wirksamkeit spezifischer neutralisierender Anti-Zytokin-Antikorper auf die durch das
rekombinante Zytokin ausgeldsten Effekte zu priifen. Ebenso kénnen Versuche mit
knockout-Tieren, denen bestimmte Zytokingene fehlen, wertvolle Hinweise liefern
(Keller 1994).

1.2.2 Die Familien der Zytokine

Im Wesentlichen unterscheidet man funf Gruppen von Zytokinen: die Interferone (IFN),
die Interleukine (IL), Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF), Tumornekrosefaktoren
(TNF) sowie Chemokine (Roitt et al. 1995, Rook 1988).

Interferone sind Glykoproteine, deren Synthese durch doppelstrdéngige RNA induziert
wird. Sie haben eine virusunspezifische, antivirale Aktivitat und wirken antiproliferativ
und immunmodulierend. Sie kommen in drei Formen vor: als IFN-a, IFN-f und IFN-y.
Bei den CSF handelt es sich um Wachstumsfaktoren der Erythrozyten und Leukozyten.
Ein besonderer Wachstumsfaktor der Leukozyten ist der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF).

Der Tumornekrosefaktor ist ein potenter, parakriner und endokriner Mediator von
Entzindungen und Immunantworten. Seine Bildung in Monozyten und Makrophagen
wird besonders durch Lipopolysaccharide (LPS) ausgel6st. TNF stimuliert u. a. die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und in Makrophagen die Phagozytose.
AuRerdem wirkt TNF auf neutrophile Granulozyten migrationsfordernd. Viele seiner

Wirkungen geschehen in Kombination mit anderen Zytokinen (Doenecke et al. 2005).

1.3. Die Rolle der Interleukine

1.3.1 Definition

Interleukine (IL) sind als Mediatorsubstanzen verantwortlich fiir die Induktion und den
Verlauf der T-Zell-vermittelten zytotoxischen Immunreaktion sowie der B-Zell-Akti-

vierung. Die von verschiedenen Zellen sezernierten Glykoproteine beeinflussen die
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funktionelle Aktivitat der sie sezernierenden Zelle (autokriner Effekt) und die benach-
barter Zellen (parakriner Effekt). Die mittlerweile mehr als 30 verschiedenen
identifizierten Interleukine kénnen von Makrophagen, Endothelzellen, Mastzellen, B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten und/oder Monozyten gebildet werden (Staines et al.
1994).

1.3.2 Interleukin-6 und sein Rezeptor

Interleukin-6, friher auch als Interferon-p2 (IFN-B2), Hepatozytenstimulierungsfaktor,
zytotoxischer T-Zelldifferenzierungsfaktor, B-Zelldifferenzierungsfaktor (BCDF) oder
B-Zell-stimulierender Faktor-2 (BSF2) bezeichnet, regelt als pleiotropes Zytokin
zahlreiche Immunreaktionen des Organismus. Es wirkt pro- und antiinflammatorisch,
als Modulator fiir Knochenresorption, als Promotor fiir die Himatopoese und ,,Inducer
der Plasmazellentwicklung (Naka et al. 2002).

Zur IL-6-Familie gehoren Zytokine mit einer a-helikalen Struktur. Dies schlief3t den
Leukamie-Inhibitor-Faktor (LIF), Oncostatin M (OSM), den Zilidren neurotrophen
Faktor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1) und IL-11 ein (Taga und Kishimoto 1997).

IL-6 wird von vielen verschiedenen Zellen ausgeschiittet: CD8+-T-Zellen, Fibroblasten,
Synovialiszellen, Adipozyten, Osteoblasten, Megakaryozyten, Endothelzellen,
sympathische Neurone, zerebrale Kortexneurone, chromaffine Zellen der adrenalen
Medulla, Retinapigmentzellen, Mastzellen, Keratinozyten, Langerhans-Zellen, fetale
und adulte Astrozyten, Neutrophile, Monozyten, Eosinophile, Colonepithelzellen, B1-
und B-Zellen (Kishimoto et al. 1995).

Zirkulierendes IL-6 kann im Blut von normalen weiblichen Individuen in einer Hohe
von 1 pg/ml, mit leichter Erhéhung wahrend des Menstruationszyklus, gefunden
werden. In geringer Hohe (10 pg/ml) kommt es bei bestimmten Krebsarten vor (z. B.
Melanom) und in grofRer Hohe nach Operationen (30—430 pg/ml).

Der funktionelle Rezeptor fur IL-6 ist ein Komplex von zwei transmembrandsen
Glykoproteinen: dem 80 kD schweren IL-6-Rezeptor (IL-6R), der der spezifischen
Erkennung von IL-6 dient, und dem 130 kD schweren Glykoprotein (gp130), das fir die
Signaltransduktion zustandig ist (vgl. Abb. 1). Beide sind Mitglieder der Klasse 1 der

Zytokinrezeptorsuperfamilie, die durch ihre extrazelluldre Region zweier angrenzender



EINLEITUNG

Fibronectin-1-111-Domé&nen definiert sind. Dazu gehdren auch die Rezeptoren fur den
Leukamie-Inhibitor-Faktor (LIF R), den Zilidren neurotrophen Faktor (CNTF Ra), fiir
Oncostatin M (OSM Rp), Interleukin-11 (IL-11 Ra) sowie fiir Cardiotrophin-1 (CT-
1Ra).

IL-6

MEMBRAN

Abb. 1: IL-6 und sein Rezeptor (Graphik: J. Hulpiisch)

Der menschliche gp130-Rezeptor ist 896 AS lang, mit einer 597 AS extrazelluldren
Region, einer 22 AS transmembrandsen Domane und einem 277 AS zytoplasmatischen
Segment. Von ihm werden zwei Signalwege (siehe unten) aktiviert, einschlielich der
JAK/STAT-, RAS/RAF- und Src-Familie von Kinasen.

Obwohl die IL-6-Bindung mit gp130 beschrieben wurde, ist allgemein berichtet
worden, dass der 80-kD-IL-6R das eigentliche IL-6-Bindungsprotein ist.

Im Blut von normalen Individuen existiert l6sliches gp130 in einer Konzentration von
annahernd 400 ng/ml. Die Présenz der transmembrandsen Region von gpl30 ist
notwendig fur das volle IL-6-Signal. Losliches gp130 bindet nicht an den Idslichen IL-
6-Rezeptor, es sei denn IL-6 ist anwesend (www.rndsystems.com, 2002).

Die l6sliche 55-kD-Form des IL-6R entsteht ber zwei proteolytische Prozesse und
alternatives ,,Splicen®. In gesunden Individuen betragen die Blutspiegel von 16slichem
IL-6 und l6slichen Rezeptoren eine GroéRenordnung von 75-80 ng/ml. Loésliche IL-6-
Rezeptoren binden zirkulatorisch IL-6 und verldangern seine Halbwertszeit, und auf der
Oberflache der Zelle wird gp130 ausgeschittet (www.rndsystems.com, 2002).

Die Signaltransduktion erfolgt tber zwei Wege: 1. Die Phosphorylierung der Janus-

Kinase (JAK2) flhrt zur Phosphorylierung und zugleich zur Dimerisierung des ,,signal
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transducer and activator of transcription 3*“ (STAT3). STAT3 transloziert in den
Zellkern und aktiviert dort die Zielgene. 2. Phosphorylierte JAK?2 aktiviert {iber die ,,Src
homology 2-containing tyrosine phosphatase” (SHP-2) den Ras/Raf-Weg, der die
»mitogen-activated protein kinase* (MAPK) reguliert (Heinrich et al. 2003). Auf diese
Weise wird die Transkription in den Zielgenen ermdglicht (vgl. Abb. 2).

Bekannte Zellen, die IL-6R exprimieren, sind einschliellich CD4+- und CD8+-T-Zellen
Hepatozyten, CD34+-Stammzellen, Neurone, Neutrophile, Monozyten und
Osteoblasten. Das gp130 ist auf fast allen Zellen des menschlichen Kérpers vorhanden.

JAKS —» ‘jaKS § = = 2, SHPZ. TR JSRASGOP,”

N )
RASLGTP/
GDF,

/ &T1AT3 ' érArs
{ )

\  STATS = Tars

STATS “RAF1

STAT3

Abb. 2: Die molekularen Mechanismen des IL-6 und seines Rezeptors
(www.biocarta.com)

1.3.3 Interleukin-6 im peripheren Nervensystem

Das IL-6-Protein wird von Schwann-Zellen, Fibroblasten und Makrophagen exprimiert
(Bolin et al. 1995; Reichert et al. 1996).

Das Interleukin-6 spielt eine Rolle wahrend der lokalen Entziindung und fordert die
Nervenreparatur. In einigen Geweben ist die Ausschittung von gp130 durch 1L-6 potent
hochreguliert. Der Anstieg von gpl30 in geschadigten Nerven koénnte durch IL-6
induziert sein (Ito et al. 1998).
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In den ersten 12 h nach Quetschung des N. ischiadicus ist die IL-6-Expression initial
induziert. Die mRNA-Ausschittung war distal der Quetschungsverletzung am hochsten.
Im normalen erwachsenen N. ischiadicus gibt es keine IL-6-Expression (Bolin et al.
1995). Dagegen exprimieren immortale Schwann-Zellen (iSC) den IL-6-Rezeptor und
gp130. Im peripheren Nervensystem (PNS) wird IL-6 durch Schwann-Zellen
produziert; sowohl in vitro als auch in vivo nach Nervenverletzung (Bolin et al. 1995).
In Ratten-Schwann-Zellen erreichte die mMRNA flr IL-6 zw6lf Stunden nach Verletzung
ihre hochsten Spiegel. Bereits nach 24 h war die Ausschittung wieder gravierend
gesunken (Bourde et al. 1996).

1.3.4 Interleukin-6 im zentralen Nervensystem

Im zentralen Nervensystem (ZNS) wird IL-6 durch Astrozyten und Mikroglia
sezerniert, die ortlich begrenzt entziindliche Antworten im Gehirn auslésen. IL-6 ist
zum Triggern fur entgegen gesetzte Aktionen auf Neuronen verantwortlich: entweder
fiir das neuronale Uberleben nach Verletzung oder fiir neuronale Degeneration (Mufioz-
Fernandez et al. 1998). Lau und Yu (2001) fanden in Astrozyten-Kulturen IL-6 mit
TNF-0, IL-1oo und IFN-y hochreguliert, wihrend Sawada et al. (1992) in Kultur
Astrozyten und Mikroglia untersuchten und fanden, dass beide nach LPS-Stimulation
IL-6 produzierten. Die Mikroglia antwortete schneller auf LPS als auf Astrozyten. LPS
konnte meistens IL-6 in Astrozyten wirkungsvoll induzieren. IL-1 und TNF-o waren
niedriger in Astrozyten, und IL-6 nicht induziert in Mikroglia (Sawada et al 1992).
Hauptorte der IL-6-Synthese sind Neuronen und Gliazellen (Gadient und Otten 1997).
GM-CSF induziert die IL-6-Produktion durch Mikroglia, aber nicht durch Astrozyten.
Kein anderes CSF stimulierte 1L-6 auf Mikroglia. GM-CSF hemmt die IFN-y-induzierte
Ausschittung von MHC 11 auf Mikroglia (Suzumura et al. 1996). Nach Verletzung des
Striatums oder einer LPS-Injektion nach Verletzung erfolgte eine gesteigerte
Ausschattung von IL-1p, IL-6 und IL-6R (Yan et al. 1992). Nach neuesten
Erkenntnissen 16st die WD beim N. opticus der Maus eine Transkription von TGF-$1
und TNF-a aus, aber keine der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6. ES
erfolgt auch keine Aktivierung der Mikroglia (Palin et al. 2008).
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1.4. Unterschiede zwischen peripherem und zentralem Nervensystem

Die Nervenfasern werden im ZNS durch Glia zu Bahnen, im PNS durch Bindegewebe
zu Nerven verbunden. In prépariertem Zustand ist die Markscheide einer Nervenfaser
stark lichtbrechend. Sie enthdlt Lipide, vor allem Phosphatide und Cholesterin. Das
Axon zieht sich durch die ganze Nervenfaser. Im PNS wird es von speziellen
Gliazellen, den Schwann-Zellen umscheidet. Die Axonscheide eines Segmentes wird
von einer einzigen Schwann-Zelle gebildet. Sie gliedert sich in die Markscheide
(Myelinscheide) und einen duReren zytoplasmareichen Mantel, Neurolemm genannt. Er
enthélt den Kern der Schwann-Zelle sowie Zellorganellen. Der Schwannzell-Kern liegt
in der Mitte zwischen zwei Schnirringen, ist langsoval, flach, gro3 und blass.

Der Vorgang der Myelogenese (Markscheidenbildung, Markreifung) erkléart den Bau
der Axonscheide. Die markscheidenfiihrenden zentralen Nervenfasern unterscheiden
sich von den peripheren durch das Fehlen des Neurolemms und der Schwannzell-Kerne.
In zentralen Fasern sind die Ranvier-Schnirringe schwer zu diagnostizieren, da sie aus
flacheren und gedehnteren ,,Einschniirungen” der Myelinscheide bestehen als bei
peripheren Fasern.

Markscheidenfiihrende  zentrale  Nervenfasern sind grundsatzlich wie die
markscheidenfiihrenden peripheren Nervenfasern gebaut, doch ist bei der zentralen
Nervenfaser der Extrazellularraum des Schnirrings Teil des allgemeinen
Extrazellularraumes. Eine zusatzliche glidse Abdeckung wie an den Schniirringen der
peripheren Nervenfasern ist nicht ausgebildet.

Die Markscheiden im ZNS werden von Oligodendrozyten gebildet. Ein Oligodendrozyt
sendet mehrere Fortséatze aus und kann mit diesen an unterschiedlichen Axonen jeweils
die Markscheide eines Internodiums bilden. Den zentralen markscheidenfihrenden
Nervenfasern liegen, im Unterschied zu den peripheren, selten Zellkerne der Gliazellen
an. Schmidt-Lantermann-Einkerbungen und Basallamina fehlen (Leonhardt 1990).

Die Durchtrennung von Nervenfasern hat im PNS eine relativ schnelle Regeneration zur
Folge, die im ZNS ausbleibt. Nach Nervendurchtrennung zerféllt der distal gelegene
Abschnitt und hinterl&sst Markscheidenbestandteile, die das Wachstum aus dem
proximalen Stumpf hemmen. Diese Reste werden im PNS von aus dem Blut

einwandernden Makrophagen schnell abgerdumt, wahrend die Makrophagen-
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rekrutierung im ZNS mit erheblicher Verzdgerung einsetzt. Das molekulare Milieu des
degenerierenden distalen Nervenabschnitts scheint die flr eine erfolgreiche Regene-
ration wichtige Makrophagenaktivierung nachhaltig zu beeinflussen. Makrophagen
werden durch Zytokine entweder aktiviert oder gehemmt (Stoll et al. 1999).

In den distalen Nervenabschnitten durchtrennter peripherer Nerven fand man eine
erhdhte Expression von Zytokinen mit unterschiedlicher zeitlicher Dynamik. IL-1P
fordert die Synthese von Nervenwachstumsfaktoren in Schwann-Zellen und damit die
Regeneration sensibler Fasern (Stoll und Jander 1999).

Zusatzlich wurden IL-6 und IL-10 in der Frihphase nach einer Nervenl&sion von
Schwann-Zellen exprimiert. M&use, denen das IL-6-Gen fehlte, zeigten sensorische
Defizite und eine deutliche Beeintrachtigung der Regeneration sensibler Nervenfasern,
wahrend die motorischen Nervenfasern davon nicht betroffen waren (Stoll et al. 2002).
Brett et al. (1995) generierten transgene Mause mit Ubermaliiger Expression von IL-6
unter Kontrolle des GFAP-Promotors: der erhohte IL-6-Spiegel beeinflusst die
Entwicklung und physiologische Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS), da bei diesen
transgenen Mausen die BHS nicht entwickelt ist. Bei dieser erhdhten Expression zeigten
die Tiere nach sechs Monaten parenchymale Entziindung, Gliose, spongiforme
Verénderungen, axonale Degeneration und die Anhdufung von Makrophagen.

Campbell et al. (1993) konnten zeigen, dass eine Uberexpression von IL-6 in Mausen

eine spontane EAE hervorruft.
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1.5. Knockout-Mause und ihre Generierung

Eine knockout-Maus ist eine Maus, bei der mittels genetischer Manipulation gezielt ein
oder mehrere Gene deaktiviert wurden. Die Veranderung geschieht an den embryonalen
Stammzellen von Mausen, die dann in die Keimbahn einer Maus eingebracht werden.
Mit Hilfe dieser genetisch verénderten Tiere konnen biologische Mechanismen
untersucht werden. Sie eignen sich als Modelle fir menschliche Erkrankungen (Alberts
et al. 1999).

Das Ziel von knockout-Methoden ist, das spezifische Gen von Interesse zu inaktivieren
(knock out — auller Gefecht setzen), zu verandern. Das Fehlen eines Gens in einer
knockout-Maus kann die Funktion der davon betroffenen Proteine erkléren.

Aus Blastozysten eines Inzuchtmausestammes werden embryonale Stammzellen
entnommen und in vitro vermehrt. Durch verschiedene Verfahren (z. B. Elektroporation
oder Mikroinjektion) wird ein Inaktivierungsvektor, der aus dem zu inaktivierenden
Gen, das eine Mutation tragt, besteht, in die noch undifferenzierten Stammzellen
Ubertragen. Dadurch kann das Gen von Interesse nicht mehr transkribiert werden. Der
Austausch zwischen den DNA-Abschnitten erfolgt durch homologe Rekombination.
Dabei lagern sich die benachbarten Abschnitte des Gens auf dem Vektor an die gleiche
Stelle im Maus-Genom an und kénnen rekombiniert werden. Um den Einbau an der
richtigen Stelle im Maus-Genom zu testen, werden bestimmte Marker eingesetzt, z. B.
eine sogenannte Neomycin-Kassette oder das Gen flr die Thymidinkinase (HSV-tk) des
Herpes-simplex-Virus (HSV) verwendet (vgl. Abb. 3).

Exon 1 Exon 3 Exon 4 EXOR 5
Bl 1 | J
neo- HSV
Kassette tk
Kassette

Abb. 3: Schematische Darstellung des Knockouts bei IL-6 (Grafik: J. Hiilpisch)

Durch die Einschleusung der neo- und HSV-tk-Kassette in Exon 2 des IL-6-Gens wird dieses
funktional unterbrochen.
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Die rekombinierten Stammzellen werden in eine Blastozyste eingesetzt, die dann einer
vorbehandelten Empfénger-Maus eingepflanzt wird. Bei den entstehenden Nach-
kommen wird zunéchst getestet, ob das manipulierte Gen eingebaut bzw. ausgeschaltet
wurde. Diese Nachkommen sind die sogenannten Griindertiere (,,Founder“-Mause), die
mit normalen Tieren verpaart werden. Durch Kreuzung mit M&usen eines normalen
Stammes entstehen heterozygote Tiere und durch weitere Rlckkreuzung erhalt man
homozygote Tiere, bei denen das gewiinschte Gen inaktiviert ist (Doenecke et al. 2005).
Fur die vorliegende Arbeit wurden knockout-Méause verwendet, bei denen das Gen fir

Interleukin-6 inaktiviert war.
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1.6. Ziel der Arbeit

Mit der hier vorgestellten Arbeit soll an einem Modell fir Axotomien im peripheren
Nervensystem die Auswirkung des Fehlens von IL-6 untersucht werden. Insbesondere
soll auf die Menge rekrutierter Makrophagen, die in das distal degenerierende
Nervenstuck einwandern, und auf die Expression typischer Oberflachenmarker geachtet
werden. Die Untersuchungen wurden mit immunhistochemischen und mikroskopischen
Methoden an verschiedenen Probenmaterialien  durchtrennter  Ischiasnerven
durchgefihrt.

Benutzt wurden IL-6-knockout-Mause (Kopf et al. 1994), die freundlicherweise von
Hoffmann-La Roche (heute Novartis) Basel, Arbeitsgruppe H. Bluethmann zur
Verfligung gestellt wurden. Als Kontrolle dienten normale Mause vom Stamm
C57BLY/6.

13
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebeentnahme

Als Versuchstiere wurden IL-6-knockout-Mé&use von Hoffmann-La Roche Basel,
Arbeitsgruppe H. Bluethmann, gekreuzt auf C57BL/6-Hintergrund und C57BL/6 (B6-
Wildtyp)-Mause, bezogen von Harlan Winkelmann und gezlchtet in der Zentralen
Tierexperimentellen Einheit der Universitat Gottingen, verwendet.

Zunéchst wurde bei den Mausen im Alter von 8-10 Wochen operativ eine Axotomie
des Ischiasnervs durchgefiihrt. Die Anésthesie erfolgte mit einem Gemisch aus Ketanest
(Parke-Davis) und Rompun (Xylazin, Bayer) im Verhaltnis 2:1. Die Dosierung betrug
12 mg Ketanest und 6 mg Rompun pro 100g Lebendgewicht und wurde intraperitoneal
injiziert. Danach wurde der rechte N. ischiadicus freigelegt, in Hohe des Femurs
durchtrennt und die Muskel- und Hautschicht mit einigen Nahten wieder verschlossen.
Nach ca. 30-60 Minuten konnten sich die Tiere frei bewegen.

Die zweite Operation erfolgte zur Entnahme der Nerven nach 4 und nach 6 Tagen. Dazu
wurden die Méuse mit 14%igem Chloralhydrat getdtet, dekapitiert und etwa 0,7 cm
lange Stiicke aus dem distalen Teil des N. ischiadicus entnommen.

AnschlieBend wurden sie fiir die Immunhistochemie und fir die Lichtmikroskopie
unterschiedlich aufgearbeitet.

Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 knockout-Tieren und 5 Wildtypen (WT), jeweils an

Tag 4 und 6 nach Axotomie.

2.2 Aufarbeitung fur die Immunhistochemie

Die frischen Nervenstiicke wurden sofort in Tissue Tek (OCT-Compound; Sakura
Finetek, Holland) eingebettet und in stickstoffgekiihltem Isopentan auf Korkplatten 12
Sekunden schockgefroren. Anschlielend wurden die Proben luftdicht verschlossen und
bei —80 °C bis zum Schneiden aufbewahrt. Mit einem Gefriermikrotom (,,Frigocut

2800 von Reichert & Jung) wurden 5-6 um dicke Schnitte der Nerven angefertigt und
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auf "Superfrost"-Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgezogen. Nach
mindestens 3 Stunden wurden die getrockneten Schnitte in eiskaltem Aceton fur 10
Minuten fixiert.

Der Antigennachweis an den Gefrierschnitten wurde mit der indirekten 3-Schritt-
APAAP-Methode durchgefiihrt. Bei dieser Technik bindet als erstes ein
Primarantikorper (F4/80, LFA-1, MAC-1) an sein Antigen. Anschlielend wird ein
zweiter  Antikorper  (Brlckenantikorper), der gegen das Fc-Fragment des
Primarantikorpers (jetzt als Antigen zu betrachten) gerichtet ist, aufgetragen.

Da alle Primdrantikorper aus der Ratte stammen, muss der Sekundar- oder Briicken-
Antikorper gegen Ratte gerichtet sein.

Das Hinzufligen eines dritten Antikorpers ist Grundlage fiir die Signalentwicklung und
dient der weiteren Signalverstarkung, da mehrere Antikérper an das zuerst gebundene
sekundére Reagenz binden konnen. Das bringt mehr Enzymmolekile zum
Gewebsantigen und bewirkt daher eine starkere Farbintensitat.

Der APAAP-Komplex besteht aus zwei Molekilen alkalischer Phosphatase, die an
einen monoklonalen Ratte-anti-alkalische-Phosphatase-Antikdrper gekoppelt sind. Die
Unterdriickung endogener alkalischer Phosphataseaktivitat wird durch Zugabe von
Levamisol zur Substratlosung erzielt.

Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgeftihrt. Als letzter Schritt erfolgte
die Zugabe des Chromogens Neufuchsin zur Darstellung des APAAP-Komplexes,

wodurch eine rote Farbreaktion entsteht (Naish 1989).

2.2.1 Immunhistochemisches Protokoll

1. Die 5 um dicken Nervenschnitte werden 10-20 Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet und in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gespuilt.

2. Dann wird einer der drei Primérantikorper MAC-1, F4/80, LFA-1 aufgetragen
(alle drei sind monoklonale Ratte-anti-Maus-Antikdrper, bezogen von Biozol,
Minchen) oder ein anti-IL-6 Antikorper (1:400, von R&D Systems) im
Verhéltnis 1:25 verdinnt in 0,1 M mit PBS und 2%igem bovinem
Serumalbumin und 10%igem Kaninchenserum verdunnt auf die Objekttréager

gebracht. Inkubiert wird 1-2 h in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur.
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3. Es folgt das mehrfache Spilen mit PBS 0,1 M unter Beachtung der Trennung
der unterschiedlichen Antikorper voneinander.

4. Der Briuckenantikorper (Kaninchen-anti-Ratte, DAKO Z 0494 fiir Mausgewebe)
wird im Verhaltnis 1:250 (in 0,1 M PBS) auf die Objekttrdger gebracht. Die
Inkubationszeit betragt 45 min. (30 min.—1h).

5. Mehrfaches Spilen in 0,1 M PBS.

6. Der APAAP-Komplex (rat-APAAP, DAKO D 488) wird im Verhaltnis 1:25
angesetzt und in PBS mit 0,1%iger BSA-L6sung und 10%igem Kaninchenserum
auf die Objekttrager gebracht. Die Inkubationszeit betragt 45 min. (30-60 min.).

7. Gespult wird in diesem Schritt nur einmal mit PBS und dann dreimal mit TBS.

8. Die Schnitte werden mit der chromogenen Lésung Neufuchsin entwickelt.

Anfertigung der Chromogen-Lsung:

Losung 1: 50 ml Tris-Puffer ph 8,8, 12,5 ml Propandiol, 20 mg Levamisol (Sigma
L-9756)

Losung 2: 10 mg Natriumnitrit, 250 pl Aqua bidest, 100 pl Neufuchsin (Aldrich
22931-8)

Losung 3: 14 mg Naphtol-AS Bi-Phosphate (Sigma N-2125) in 300 pl N, N-
Dimethylformamid

Zuerst wird die Losung 2 in Lésung 1 gegeben und dann Ldsung 3 zugefiigt, danach
wird die Mischung filtriert. Die Inkubationszeit ist unterschiedlich und abhéngig
von der gewdinschten Farbintensitdt. Normalerweise betragt sie ca. 20 min.,

maximal 30 min. auf dem Schiittler.

9. Spiilen der Objekttrager mit ,,aqua demin*

10. Es erfolgt die Gegenfarbung mit Mayer‘s Hamalaun (Merck, Darmstadt) fiir 30
sek., nur bei anti-1L-6.

11. Letztmaliges Spulen der Objekttrdger mit Wasser und Eindecken mit ,,Gurr-

aquamount™ (BDH Laboratory).
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2.3 Anfertigung der Semidinnschnitte

Fur die Weiterverarbeitung zu Semidlnnschnitten wurden die entnommenen
Nervenstucke sofort in gekuhltem 3%igem Glutaraldehyd (in PBS) fixiert und in dieser
Losung bis zur weiteren Bearbeitung im Kuihlschrank belassen. Alle Fixierungs-
I6sungen, die in der Lichtmikroskopie gebraucht werden, missen in einer Pufferlésung
angesetzt werden, wobei Isotonie und Osmolaritat des zu fixierenden Materials zu
bertcksichtigen sind (Naish 1989).

Glutaraldehyd hat durch seine zwei Aldehydgruppen sehr gute und schnelle Fixierungs-
eigenschaften. Sein Nachteil ist, dass die Eindringtiefe der Losung sehr gering ist, daher
durfen die Gewebestiicke nur maximal 0,5 cm dick sein. VVor der weiteren Bearbeitung
wurden sie in 0,1 M PBS 5 min. gewaschen. Dann folgte die Nachfixierung in PBS-
verdiinntem Osmiumtetroxid fur 1 h im Kuhlschrank.

Osmiumtetroxid bewirkt zum einen eine optimale Lipidfixierung und zum anderen
lagert es sich an Proteine an und bildet elektronendichte Verbindungen. Diese
ermoglichen die Bilderzeugung und den Kontrast im Lichtmikroskop. Da es stark giftig
und dtzend ist, darf es bei Laborexperimenten nur unter einem Abzug gehandhabt
werden.

Die Préaparate missen in Kunststoff eingebettet werden, um spéter sehr diinne Schnitte
erzielen zu konnen. Es gibt Kunststoffe, die nicht mit Wasser mischbar sind, deshalb
mussen die Praparate entwassert werden. Dazu wird eine aufsteigende Alkoholreihe

verwendet, wodurch das gesamte Wasser aus der Probe durch Alkohol entzogen wird.

2.3.1 Dehydrieren der Proben

Das Dehydrieren der Proben erfolgt in aufsteigender Alkoholreihe: im ersten Schritt
werden sie mit 50%igem Alkohol fiir 10 min. und im zweiten Schritt mit 70%igem
Alkohol plus 0,5%igem Uranylacetat behandelt und 1 h im Kihlschrank aufbewahrt.
Danach wird in 80%igem Alkohol, dann in 96%igem Alkohol je 10 min. und zuletzt in

100%igem Alkohol zweimal je 15 min. dehydriert.
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2.3.2 Einbettung

Die Einbettung der Proben erfolgt in Araldit und Propylenoxid im Verhdltnis 1:1 und
anschlieRend im Verhaltnis von 2:1 fir jeweils 35 Minuten. Dann werden die Proben in
reinem Araldit fur 1 h, davon 40 min. im Warmeschrank bei 40 °C aufbewahrt.

Danach werden die Nervensegmente in vorgetrocknete Flachformen mit frischem
Araldit eingelegt. Bei 60 °C hérten dann die Blocke mindestens 48 h aus.

Nach der Polymerisation werden die Blécke aus den Formen entfernt und sind somit flr
die weitere Bearbeitung vorbereitet.

Mit dem Ultramikrotom (OMU3, Reichert & Jung) wurden davon Semidunnschnitte
von ca. 0,5-1 pm Schichtdicke angefertigt. Vor dem Schneiden wird ein Uberschuss an
Kunststoff um die Probe herum mit einer Rasierklinge entfernt. Fur die
Semidinnschnitte werden Glasmesser verwendet. Die Schnitte werden auf einer
Heizplatte gestreckt und anschlieBend mit Farbeldsung nach Richardson (2 Teile 2%
Methylenblau 1 Teil 1% Azur Il und 1 Teil 1% Borax) angefarbt und in Araldit
eingedeckt. Die einzelnen Gewebe- und Zellanteile nehmen unterschiedliche Blauténe
an.

Nach dem vollstandigen Trocknen werden die Schnitte lichtmikroskopisch kontrolliert,

mit Araldit eingedeckt und ausgehértet.

2.4 Morphometrie

Die Myelindichte der degenerierenden Nerven wurde in den Semidlnnschnitten
lichtmikroskopisch mit einem 100fach Objektiv mit Olimmersion bestimmt. Dazu
benutzte man ein Okular mit Z&hlraster der Firma Zeiss, das 25 Punkte auf das Objekt
projizierte. Dieses Zahlraster wird maanderférmig zirka zehnmal (ber den
Nervenquerschnitt gelegt und jedesmal werden die Punkte gezéhlt, die auf einer
Myelinscheide zu liegen kommen, die nicht von einem Makrophagen phagozytiert ist.
Diese werden in Beziehung zu den Punkten gesetzt, die nicht auf Myelin abgebildet
wurden, wohl aber innerhalb des Nervens liegen. Die Myelindichte wurde als Anteil der
auf Myelin liegenden Punkte an der Gesamtzahl der die Nerven treffenden Punkte

definiert (Maximum = 25).
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Die Myelindichte der Makrophagen ist also ein anteiliger Wert von 25, dargestellt in
»arbitrary units® (aU). Die Myelindichten der Makrophagen sind als relative Werte in
Tabelle 2 (S. 24) erfasst.

Die Anzahl F4/80-, LFA-1- und Mac-1-positiver Zellen sowie die Anzahl
phagozytierender Makrophagen in den Semidinnschnitten wurde ebenfalls mit dem
Lichtmikroskop bei 100er VergrofRerung mit Hilfe eines morphometrischen Zahlgitters
(10x10, Zeiss) quantitativ ermittelt. Die Gesamtzahl der Makrophagen pro Flache im
Nervensegment wurde mittels eines weiteren Zahlgitters bestimmt. Die Makrophagen
sind im Semidinnschnitt als groRBe phagozytische Zellen mit Pseudopodien zu
identifizieren, die Myelinschutt und Fetttropfchen im Zytoplasma enthalten. Pro
Nervenguerschnitt wurden wiederum zehn Felder ausgezéhlt. Die zufallig ausgewahlten
Messfelder hatten bei dieser VergréfRerung (Objektiv 100x) jeweils eine Grofke von
10.000 pm® Die Werte werden als Zelldichte pro mm® Gewebe angegeben. Alle

Messungen wurden fiir jede Gruppe mehrfach ausgefiihrt und dann gemittelt.

2.5 Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Student-t-Tests und des Mann-Whitney-U-
Tests statistisch Uberprift.

Dabei dient der Student-t-Test der Feststellung von Mittelwertsunterschieden, wahrend
der U-Test als eine Variante des Wilcoxon-Prinzips ein Rangreihentest ist, der speziell
flr unabhangige Stichproben entwickelt wurde und gleiche Verteilungsformen in den

Grundgesamtheiten voraussetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Wallersche Degeneration

Nach den Axotomien waren alle Tiere gesund und aktiv. Sie zeigten lediglich eine
typische Parese des rechten Hinterbeins, die aber bereits am 2. Tag nach der Operation
gut kompensiert wurde.

Nach der Durchtrennung des Nervus ischiadicus traten die typischen Ph&nomene der
Wallersche Degeneration im distalen Teil des Nerven auf. Die Degeneration der
Myelinscheiden und der Untergang der axonalen Strukturen waren deutlich zu
erkennen, sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den IL-6-knockout-Mé&usen. Zahlreiche
Makrophagen wanderten in die Durchtrennungsstelle ein und sorgten fir den
Myelinabbau.

Bei beiden Mausestammen war nach der Durchtrennung eine grofle Zahl an

Makrophagen zu beobachten.

3.2 Phagozytierende Makrophagen

Lichtmikroskopisch erkannte man die phagozytierenden Makrophagen an ihren
intrazytoplasmatischen, lichtbrechenden  Vakuolen, Pseudopodien und dem
phagozytierten Myelin. Eine Vielzahl von Makrophagen (periphere Phagozyten) war
nach der Durchtrennung der Nerven in das Endoneurium gewandert.

Bei beiden Mausstimmen erhohte sich ihre Zahl nach 4 Tagen und ein weiteres Mal
nach 6 Tagen.

Der Vergleich zwischen Wildtyp- und IL-6-defizienten Mausen (Tab. 1) zeigte folgende
Unterschiede: Am Tag 4 nach Durchtrennung lag der Mittelwert der phagozytierenden
Makrophagen der Wildtyp-Mause bei 1130 +/- 339 Zellen/mm?2 und bei den IL-6-
knockout-M&usen bei 921 +/- 288 Zellen'mm? und war damit signifikant
unterschiedlich. Am Tag 6 lag der Mittelwert der Wildtyp-Mé&use bei 1606 +/- 298
Zellen/mm?2 und der der IL-6-kockout-M&use bei 1194 +/- 269 Zellen/mm?. Hier wurde
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sogar ein extrem signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt

(p< 0,0001).

Damit erhdhte sich sowohl bei den Wildtypen als auch bei den knockout-Tieren von

Tag 4 zu Tag 6 die Anzahl der phagozytierenden Makrophagen signifikant. An beiden

Versuchstagen war die Zahl der Makrophagen bei den IL-6-knockout-Mausen jedoch

geringer als bei den Wildtyp-Kontrollen (vgl. Tab. 1 und Abb. 4).

In den contralateralen, nicht durchtrennten Kontrollnerven aller Tiere konnten keine

Makrophagen detektiert werden.

Tab. 1: phagozytierende Makrophagen im Vergleich zwischen Wildtyp- und IL-6-
knockout-Mausen

Tag der | Tiergruppen | Stichproben- Phagozytier. Student- t-Test
Axotomie grole Makrophagen 0
n Zellen/mm?
4 WT 26 1130 +/- 339 p< 0,0055
(WT4d—1L-6 4d)
*x
IL-6ko 60 921 +/- 288 p< 0,0001
(IL-6 4d—1L-6 6d)
N—
6 WT 30 1606 +/- 298 p< 0,0001
(WT4d-WTéd)
N—
IL-6ko 56 1194 +/- 269 p< 0,0001
(IL-6 6d-WT6d)
—
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Phagozytierende Makrophagen
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Abb. 4: Vergleich der phagozytierenden Makrophagen aus den Semidinn-
schnitten zwischen Wildtyp- und IL-6-knockout-Mausen am Tag 4 und 6

Ihre Anzahl erhéht sich bei beiden Mausstdmmen nach 4 Tagen und ein weiteres Mal nach 6
Tagen. Bei den IL-6-knockout-M@&usen ist sie dabei immer niedriger als bei den Wildtieren.
(nach Student-t-Test: ** — signifikant, **** — extrem signifikant)

3.3 Myelindichte

Nach Durchtrennung des Ischiasnerven kommt es bei beiden Mausstimmen zu einer
rapiden, signifikanten Abnahme von intaktem Myelin im Vergleich zum nicht-
durchtrennten contralateralen Nerv. Der Vergleich 4 Tage und 6 Tage nach Axotomie
zeigt, dass bei beiden Mausgruppen der Myelingehalt signifikant unterschiedlich
abnimmt (Abb. 5).

Im Einzelnen sinkt der Myelingehalt bei den Wildtyp-Mausen fiir den contralateralen
Nerven vom Ausgangswert 12,98 +/- 2,5 aU auf 4,62 +/- 1,4 aU nach 4 Tagen und geht
auf 2,6 +/- 0,7 aU nach 6 Tagen zurlck (Tab. 2).

Die Myelindichten der contralateralen Nerven betrugen an Tag 4 (7,16 +/- 1,8 aU) und
am Tag 6 (6,66 +/- 1,6 aU) und waren damit nicht signifikant unterschiedlich. (vgl.
Abb. 5, Tab. 2 und Tab. 3).
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Myelindichten
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Abb. 5: Vergleich der Myelindichten aus den Semidlnnschnitten

Die Myelindichten nehmen bei beiden Stammen ab. Bei den Wildtieren ist die Abnahme
zwischen Tag 4 und Tag 6 starker als bei den IL-6-knockout-Mdusen. Die Knockouts zeigen am
Tag 6 eine signifikant hohere Menge an erhaltenem Myelin.

(nach Student-t-Test: n. s. — nicht signifikant, ** — signifikant, **** — extrem signifikant)

Zwischen den Wildtyp-Mausen und den Kontrollnerven 4 Tage nach Durchtrennung
war ein signifikanter Unterschied feststellbar. Die Wildtyp-Mause zeigten 6 Tage nach
Axotomie im Vergleich zu den Kontrollnerven ebenso einen signifikanten Unterschied.
Bei den IL-6-defizienten Méusen nimmt der Myelingehalt von 4,56 +/- 1,3 aU auf 3,3
+/- 1,2 aU zwischen Tag 4 und Tag 6 nach Axotomie signifikant ab.

Zwischen den IL-6-defizienten Mé&usen und den Kontrollnerven am Tag 4 konnte eine
signifikante Reduzierung der Myelindichte festgestellt werden.

Eine massive Reduktion der Myelindichte war bei den IL-6-defizienten Mdusen nach 6
Tagen gegeniber den nichtdurchtrennten Kontrollnerven zu beobachten.

Der Unterschied hinsichtlich der Myelindichte zwischen den beiden Mausgruppen (WT
und IL-6ko) war 4 Tage nach Axotomie allerdings nicht signifikant.

Die IL-6-defizienten Mause wiesen zwischen Tag 4 und Tag 6 nach Durchtrennung
einen signifikanten Unterschied (p< 0, 0001) auf.

Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 2 und Tabelle 3 enthalten.
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Tab. 2: Vergleich der Myelindichten zwischen Wildtyp- und IL-6-knockout-M&usen

Tag der Tiergruppen Stichprobengrolie Myelindichte
Axotomie n X von 25
contra 17 7,16 +/-1,8
4 WT 30 4,62 +/-1,4
IL-6ko 131 4,56 +/- 1,3
contra 24 6,66 +/- 1,6
6 WT 30 2,6 +/-0,7
IL-6ko 123 3,3+/-1,2

Tab. 3: Statistische Tests (Student-t-Test) fir Myelindichten

Vergleich P Signifikanz

contra 4d vs contra 6d p=0,1795 nicht signifikant n.s.
contra 4d vs WT 4d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
contra 4d vs 1L-6ko 4d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
contra 6d vs WT 6d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
contra 6d vs I1L-6ko 6d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
WT 4d vs IL-6ko 4d p< 0,7495 nicht signifikant n.s.
WT 4d vs WT 6d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
IL-6ko 4d vs 1L-6ko 6d p< 0,0001 extrem signifikant | ****
WT 6d vs IL-6ko 6d p< 0,0056 signifikant **

Die Degeneration des Myelins 4 und 6 Tage nach Axotomie, sowie die typischen,
teilweise schon phagozytierten Myelinovoide sind in Abb. 6 A-D zu sehen.
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Abb. 6: Vergleich des N. ischiadicus 4 und 6 Tage nach der Durchtrennung

Die Degradation des Myelins (=) zwischen 4 und 6 Tagen nach Axotomie bei A + C Wildtypmausen
und bei B + D IL-6-knockout-Mausen. Gleichzeitig nehmen die Makrophagen (=) an Zahl und GréRe zu.
MaRstab 50 pum
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3.4 Ergebnisse der Immunhistochemie

Fur alle drei Antikorper (Mac, F4/80 und LFA) war bei den Wildtyp-Mausen 6 Tage
nach Durchtrennung eine hohere Anzahl immunpositiver Zellen als an Tag 4
festzustellen (Abb. 7).

Bei den IL-6-knockout- Mausen trifft dies fir F4/80 und LFA ebenso zu, lediglich Mac-

1 ist nach 4 und 6 Tagen in fast gleicher Hohe exprimiert.

Immunpositive Makrophagen

O Mac
*k * W F4/80

2500 - CJLFA
T

1500 - 1

1000 -
-
0 ‘ ‘

IL-6-ko 4d WT 4d IL-6-ko 6d WT 6d

3000

Zellen/mm?

Abb. 7: Vergleich der immunpositiven Makrophagen fiir Mac, F4/80 und LFA
zwischen IL-6-knockout- und Wildtier-Mé&usen am Tag 4 und am Tag 6

Nach beiden Axotomietagen zeigten die IL-6-knockout-M&use eine geringere Zahl von LFA-1-
positiven Makrophagen.
(nach Student-t-Test: * nicht sehr signifikant, ** signifikant)

Die Farbungen fiir die typischen Makrophagen-Oberflachen-Marker Mac-1 und F4/80
zeigen bei beiden Stdmmen keinen signifikanten Unterschied (Abb. 7 und Tab. 4).
Lediglich hinsichtlich des Markers LFA-1, der auch ein Leukozyten-Antigen erkennt,
gibt es an Tag 4 einen signifikanten und an Tag 6 einen leicht signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Mausstdmmen. Zu beiden Zeitpunkten wurden nach Axotomie bei

den Knockouts weniger LFA-1-positive Zellen gefunden.
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Bei den IL-6-knockout Mdausen waren 4 Tage nach Durchtrennung 1838 +/- 723
Makrophagen pro mm? (M®/mm?) immunopositiv fiir Mac-1 und bei den Kontroll-
mausen 1450 +/- 228 M®/ mm2. Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Auch fur F4/80 am Tag 4 wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Mausstammen gefunden. Fur LFA-1 hingegen zeigte sich am Tag 4 ein signifikanter
Unterschied (p< 0,0018).

Am Tag 6 konnte fiir Mac-1 und F4/80 kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Mausstammen gefunden werden. Fur LFA-1 dagegen wurde am Tag 6 ein leicht signi-
fikanter Unterschied (p< 0,0390) zwischen IL-6-knockout- und Wildtieren festgestellt
(vgl. Tab. 4).

Tab. 4: Vergleich immunopositiver Makrophagen bei unterschiedlichen Antikérpern
zwischen Wildtyp-Méausen und IL-6-knockout-Mausen (Student-t-Test)

Tag der Tier- MAC-1 p F4/ 80 p LFA-1 p
Axotomie | gruppen | positive positive positive
Mad/mm? Ma®/mm? Mad/mm?
4d IL-6ko | 1838+723 | p=0,2855 | 975+559 | p=0,7729 | 536+203 | p=0,0018
WT 1450+228 n.s. 1050+55 n.s. 1017+117 ke
6d IL-6ko | 1817+603 | p=0,8949 | 1478+451 | p=0,4828 | 691+495 | p=0,0390
WT 1780+69 n.s. 1660+320 n.s. 1240455 *

Abbildung 8 zeigt die immunhistochemischen Farbungen als Nachweise fur MAC-1,
F4/80 und LFA-1 zwischen IL-6-knockout-Méusen am Tag 4 (links) und am Tag 6
(rechts) in 40facher VergroRerung. Fur alle drei Marker ist bei den Makrophagen an Tag
6 ein starkeres immunopositives Signal aufgetreten.

In Abbildung 9 ist zu sehen, dass IL-6 auf fleckenartigen, kleineren Fldchen im Nerv
(Tag 6 bei WT-Méusen) exprimiert wird. Diese Flachen sind nur teilweise mit Makro-
phagen colokalisiert. Morphologisch weist das Muster in Abb. 9 D eher auf Schwann-
Zellen hin, die als Cluster IL-6 exprimieren. Eventuell exprimieren einzelne

Makrophagen etwas IL-6 und sind dann Stimulatoren fir diese Schwann-Zellen.
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MAC-1

F4/80

LFA-1

IL-6ko 4d IL-6ko  6d

Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis der Makrophagen-Antigene MAC-1, F4/80
und LFA-1 im Ischiasnerven bei IL-6-knockout-Mé&usen

Links 4 Tage und rechts 6 Tage nach Axotomie; MaRstab 50 um; (40fache Vergrofierung)
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A B
C D
E
Abb. 9: Immunhistochemie fur den Makrophagen-Marker MAC-1 (links) und ftr
Interleukin-6 (rechts) am Tag 6 nach Axotomie bei Wildtyp-Mausen.

A: man erkennt eine gleichmaRige Verteilung der Makrophagen in allen Nervenfaszikeln.
B: im Folgeschnitt des selben Nerven ist IL-6 fleckenartig an einigen Stellen im Nerv nachweisbar.
C: hier ist die fast regelmaRige Anordnung der Mac-1-positiven Makrophagen zu sehen.
D: derselbe Ausschnitt wie C zeigt die fleckenartige Expression von IL-6, die nicht mit allen
Makrophagen colokalisiert ist und die auch nicht typische Makrophagenmorphologie zeigt.
E: im nicht durchtrennten Nerven gibt es keine 1L-6 Expression.

MaRstab A+ B 200 pm; MalistabC+ D +E 50 pm
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4. Diskussion

4.1. Ergebnisse der experimentellen Untersuchung

Mithilfe eines Axotomie-Modells fir die Wallersche Degeneration im peripheren
Nerven wurde die Rolle des Interleukin 6 anhand eines Vergleichs von IL-6-knockout-
und Wildtyp-Mausen untersucht.

Die Anzahl der phagozytierenden Makrophagen erhéhte sich bei beiden Mausstammen.
Bei den IL-6-knockout-M&usen war sie dabei immer niedriger als bei den Wildtieren.
Die Myelindichten nahmen bei beiden Stdammen ab. Bei den Wildtieren war die
Abnahme stérker als bei den IL-6-knockout-Mausen. Die Knockouts zeigten am Tag 6
eine signifikant hohere Menge an erhaltenem Myelin.

Die Farbungen fur die Makrophagen-Oberflachen-Marker Mac-1 und F4/80 zeigten bei
beiden Stammen keinen signifikanten Unterschied. Lediglich hinsichtlich des Markers
LFA-1 gab es einen Unterschied. Zu beiden Zeitpunkten nach Axotomie wurden bei den
Knockouts weniger LFA-1-positive Zellen gefunden.

Bei den Wildtyp-Mdusen ergab die immunhistochemische Untersuchung fur den
Makrophagen-Marker Mac-1 und fiur Interleukin-6 am Tag 6 nach Axotomie eine
gleichméBige Verteilung der Makrophagen in allen Nervenfaszikeln sowie eine
fleckenartige Verteilung von IL-6. Im contralateralen, nicht durchtrennten Nerven
hingegen gab es keine IL-6 Expression.

4.2. Die Rolle der Makrophagen bei der Wallerschen Degeneration

Bekannt ist, dass die Makrophagen eine wichtige Rolle im Myelinabbau wahrend der
Wallerschen Degeneration spielen. Wobei die genauen Mechanismen, die zur
Einwanderung der Phagozyten in den degenerierenden Nerven fuhren, bis heute nicht
sicher geklart sind. Eine Reihe experimenteller Ansatze zielte auf die Identifikation und
Mechanismen der myelinabbauenden Zellen ab.
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Die nicht residenten, Mac-1-positiven Makrophagen wurden als die fur den
Myelinabbau verantwortlichen Zellen identifiziert (Beuche und Friede 1984, Scheidt
und Friede 1987). Mehrere in-vitro-Studien bestatigten, dass die peripheren
Makrophagen fiur die Myelinentfernung essentiell sind und die Fc- und CR/Mac-1-
Marker tragen (Scheidt und Friede 1987, Bonnekoh et al. 1989). Bei in-vivo- und in-
vitro-Versuchen gelang es, die Myelinphagozytose durch einen Antikérper gegen den
CR3/Mac-1-Rezeptor zu hemmen (Briick und Friede 1990, 1991). Das Zytokin IL-1
wirkt kurzzeitig mitogen auf Makrophagen. Die Reduktion und proliferative Aktivitat
der Makrophagen ist dosisabhéangig (Pawlinski et al. 1999).

Lysozym ist ein guter Marker fiir Makrophagen, die bei der Phagozytose aktiv sind
(Venezie et al. 1995).

Die Makrophagen sind nicht nur fur den Myelinabbau wahrend der Nervendegeneration
verantwortlich, sondern spielen auch bei der Nervenregeneration eine entscheidende
Rolle. In Abwesenheit von Makrophagen ist die Nervenregeneration beeintrachtigt
(Beuche und Friede 1984). Das molekulare Milieu des degenerierenden distalen
Nervenabschnitts scheint die fur eine erfolgreiche Regeneration wichtige Makropha-
genaktivierung nachhaltig zu beeinflussen. In den distalen Abschnitten durchtrennter
peripherer Nerven lieR sich eine erhthte Expression von Zytokinen mit unterschied-
licher zeitlicher Dynamik nachweisen (Stoll und Miller 1999). Dabei wurden IL-6 und
IL-10 in der Frihphase nach Nervenldsion von Schwann-Zellen exprimiert (Stoll et al.
1999). Bei IL-6-knockout-Méausen zeigten sich sensorische Defizite und eine deutliche
Beeintrachtigung der Regeneration sensibler Nervenfasern, wahrend die motorischen
Nervenfasern davon nicht betroffen waren (Stoll et al. 1999). Andererseits deuten
histologische Befunde an, dass die Ausschittung von pro-entziindlichen Zytokinen wie
IL-18, TNF-a und IL-6 nach Quetschungsverletzung kurzzeitig (24 h) und selbst-
limitierend ist. Die vorlbergehende Ausschiittung dieser Molekiile kann, ahnlich dem
Triggern sekundarer Ereignisse, die Wundheilung und Regeneration fordern. (Streit et
al. 1998).

Anhand von Untersuchungen mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-18 wurde
gefunden, dass Makrophagen l&sionsspezifisch antworten (Stoll et al. 2002, Jander und
Stoll 2001, Menge et al. 2001, Jander et al. 2002).
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Die unterschiedliche Expression von Zytokinen im distalen Nervenabschnitt konnte eine
mogliche Erklarung fiir das regenerationsfordernde bzw. regenerationsfeindliche Milieu
durchtrennter peripherer bzw. zentraler Nervenfasern liefern (Stoll et al. 1999).

Die funktionelle Bedeutung flir den Regenerationsprozess wird weiter analysiert werden
mussen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen die wichtige Rolle der peripheren
Makrophagen wahrend der Wallerschen Degeneration. Die peripheren Makrophagen
wanderten in den degenerierenden Nerv und phagozytierten das Myelin. Bei den IL-6-
defizienten Mdusen war die Makrophagenzahl deutlich niedriger als bei den Wildtieren.
Die Prasenz von IL-6 scheint also in der mittleren Phase der Wallerschen Degeneration
flr die Einwanderung der Makrophagen notwendig zu sein. Da ihre Zahl bis zum Tag 6
nach Axotomie nur leicht (aber signifikant) reduziert war, schien ihr Migrations-

potenzial behindert oder zumindest verzogert gewesen zu sein.

4.3. Die Myelinolyse bei der Wallerschen Degeneration

Schwann-Zellen leiten den Prozess der Wallerschen Degeneration durch Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine IL-1p, MCP-1, IL-8 sowie IL-6 ein und sind an der
Rekrutierung von Makrophagen und Leukozyten beteiligt (Rutkowski et al. 1999). Am
beginnenden Prozess des Myelin-Zerfalls wahrend der WD ist die Phospholipase A2
(PLA2) beteiligt (Paul und Gregson 1992).

Die Myelinaufnahme durch Makrophagen via Komplementrezeptor Typ 3 (CR3) wird
durch TNF-a reduziert (Briick et al. 1992). Aber die Myelin-Phagozytose-Aktivitéts-
leistung der Makrophagen ist nicht beeintrachtigt. Hauptfunktion von TNF-a wahrend
der WD ist die Induktion der Makrophagen-Rekrutierung (Liefner et al. 2000). Die
Zytokine TNF-a, IL-10 und IL-1p regulieren u. a. indirekt den Myelin-Abbau (Shamash
et al. 2002).

Die Phosphodiesterase Pentoxifyllin (POX) hemmt die Produktion von TNF-o und die
ICAM-1-Ausschittung. POX wirkt auf Makrophagen und beeinflusst deren Migration
sowie die Myelin-Phagozytose wahrend der WD (Liefner et al. 2000).
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Bei der Untersuchung der lokalen Wirkungen von rekombinantem IL-6 an Ratten im
peripheren Nervensystem wurde einen Tag nach Injektion eine grof’e Zahl von
Makrophagen, MHC-II-positiver Zellen sowie CD4+- und CD8+-T-Zellen innerhalb
des Perineuriums und Endoneuriums gefunden. Am Tag 7 nach Injektion stiegen
Entziindung und Myelinzerfall signifikant. Dies wirkte sich am Tag 8 auf mehr als 80%
der Nervenfaser aus (Deretzi et al. 1999).

Infolge einer reduzierten Invasion von phagozytischen Makrophagen sinkt die Myelin-
Phagozytose-Leistung und es findet ein verzdgerter Abbau von Myelin statt. Dies kann
aber auch seine Ursache in der Defizienz fir einen Chemokin-Rezeptor haben (Siebert
et al. 2000) oder durch die Gabe eines Inhibitors verursacht werden (Vougioukas et al.
2001).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen, dass der Myelingehalt nach
Axotomie signifikant abnimmt im Vergleich zum nicht durchtrennten contralateralen
Nerv. Die Myelindichte war bei den IL-6-knockout-M&dusen wesentlich hoher. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass IL-6 einen Einfluss auf die Myelindichte
wahrend der Wallerschen Degeneration hat. Zum einen ist die Zahl der Makrophagen
bei IL-6-defizienten Tieren geringer, was wahrscheinlich einen geringeren Phagozytose-
Umfang des Myelins zur Folge hat. Zum anderen konnte auch ein direkter protektiver
Effekt auf das Myelin durch das Fehlen des IL-6 eine mdgliche Erklarung sein.

4.4. Die Immunreaktion bei der Wallerschen Degeneration

Bei der vorliegenden Studie wurden mit Hilfe der Antikérper F4/80, Mac-1 und LFA-1
die myelinbeladenen Makrophagen dargestellt.

F4/80 ist ein zellreihenspezifischer Marker, der ausschlie}lich auf Mausmakrophagen
exprimiert wird (Austyn und Gordon 1981).

Mac-1 (oder CD11b) ist ein leukozytdres Adhdsionsmolekiil und gehort zu den B-
Integrinen und damit zu den wichtigsten Adhasionsmolekdlen.
Leukozyten-Funktions-Antigen (LFA-1 oder CD11a) ist ein akzessorisches Molekiil,
das an antigenunabhangigen Interaktionen beteiligt ist.
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LFA-1 ist der Rezeptor fur ICAM-1 und ICAM-2, gehort zu den B-Integrinen und
kommt als Adhé&sionsmolekil auf den meisten Leukozyten vor (Staines et al. 1994). Die
vorliegende Studie zeigt, dass LFA-1 bei den IL-6-knockout-Mé&usen (KO) schwécher
exprimiert wurde, d. h. weniger Zellen waren positiv im Vergleich zu den Wildtypen.
Es kann daher angenommen werden, dass bei fehlendem IL-6 die Bindung von ICAM-1
und LFA-1 negativ beeinflusst wurde und deshalb LFA-1 herabreguliert ist. Da die
Wallerschen Degeneration bei beiden Stdmmen (WT + KOs) relativ normal ablief,
scheint der Verlust von IL-6 auf anderem physiologischen Weg kompensiert zu werden.
Auch sonst sprechen die niedrigen Makrophagenzahlen bei den IL-6-knockout-M&usen
fur eine leicht verzogerte Wallersche Degeneration.

In einer weniger umfangreichen Untersuchung als in dieser Arbeit konnten Zhong et al.
(1999) zeigen, dass die Zahl von F4/80-positiven Makrophagen zwischen Wildtypen
und II-6-knockout-Madusen nicht unterschiedlich war. Dies konnte mit den vorliegenden
Ergebnissen flir F4/80 zwar bestétigt werden, dagegen zeigen Mac-1 an Tag 4 nach
Axotomie und LFA-1 an Tag 4 und 6 nach Axotomie aber unterschiedliche Werte
zwischen den beiden Gruppen. Das lasst vermuten, dass IL-6 im Zusammenhang mit
diesen beiden Oberflachenmarkern in andere regulative Interaktionen involviert ist.
Romano et al. (1997) untersuchten die Interaktion von IL-6 mit Endothelzellen (EC).
Sie fanden, EC schitten nur die gpl30-Signal-Transduktionskette und nicht die
spezifische IL-6-Rezeptor-Untereinheit (IL-6R) aus und sind deshalb unempfanglich fur
IL-6. Jedoch sind die EC empfanglich fur die Kombination von IL-6 und l6slichem IL-
6-Rezeptor, wobei die Autoren mit der Chemokin-Ausschiittung gleichzeitig eine
Zunahme von ICAM-1 dokumentieren konnten (Romano et al. 1997).

Nach hochregulierter Ausschittung von Interleukin-6 und Interleukin-6-Rezeptor durch
Verletzung des Nervus hypoglossus mittels Ligatur fand eine beschleunigte Nerven-
Regeneration an Mausen statt. Damit verbunden war die Hochregulation der
Immunoreaktivitat des Interleukin-6 in Schwann-Zellen an der Stelle der L&sion sowie
in den Zellkorpern der hypoglossalen Neurone. Spater wurde auch die Hochregulation
der Immunoreaktivitat des Interleukin-6-Rezeptors gesehen (Hirota et al. 1996).

Eine weitere Studie belegt, dass Schwann-Zellen das immunsupprimierende System im
PNS bestimmen (Jander et al. 1996). Die Autoren lokalisierten die unterschiedliche

Ausschittung von IL-10-mRNA wéhrend der Wallerschen Degeneration und immun-
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vermittelten Entzliindung des peripheren Nervensystems am N. ischiadicus der Ratte.
Sie dokumentierten, dass IL-10 im normalen N. ischiadicus durch Schwann-Zellen
ausgeschittet wurde. Wéhrend der Wallerschen Degeneration wurde am Tag 2 und Tag
4 nach Durchtrennung vermehrt IL-10-mRNA ausgeschittet (Jander et al. 1996).

Bei IL-6-defizienten M&usen ist die Immun- und Akute-Phase-Antwort beeintrachtigt.
In vitro zeigten Leukdmie-Inhibiting-Faktor (LIF), Oncostatin M (OSM), Ziliarer
neurotropher Faktor (CNTF) und Interleukin-11 (IL-11) Gberlappende Aktivitdten mit
IL-6. Diese funktionelle Redundanz kann durch die Interaktionen von spezifischen
Bindungsrezeptoren mit dem gemeinsamen Signal-Transduktions-Rezeptor (gp130)
erklart werden (Kopf et al. 1994).

4.5. Das Interleukin-6 bei der Wallerschen Degeneration

Interleukin-6 wird im PNS als Antwort auf axonale Schadigungen von Schwann-Zellen,
Neuronen und residenten Makrophagen produziert (Bourde et al. 1996, Hirota et al.
1996, Murphy et al. 1995, Bolin et al. 1995). Ob IL-6 hierbei eine eindeutige heilende
oder schadigende Wirkung ausubt, wird allerdings kontrovers diskutiert.

Zahlreiche Veroffentlichungen belegen die besonderen Einfliisse des Interleukin-6 auf
Nervengewebe. I1L-6 16st sowohl antiinflammatorische (Romano et al. 1997) als auch
proinflammatorische Effekte im Nervensystem aus. Es beeinflusst direkt das Wachstum,
das Uberleben und die Differenzierung peripherer und zentraler Neurone (Reichert et al.
1996). Ein Teil der Autoren beschreibt Uberwiegend neuroprotektive Effekte des IL-6
(Gadient und Otten 1997).

Die IL-6-Produktion, die durch Verletzung oder Infektion induziert wird, leitet die
Akute-Phase-Antwort ein und ist ein wichtiges SOS-Signal in vivo. Sie koordiniert die
Aktivitadten von Leberzellen, Makrophagen und Lymphozyten (Kopf et al. 1994). IL-6
kann vollstandig entgegengesetzte Wirkungen auf Neuronen auslésen, wie neuronales
Uberleben nach Verletzung oder die neuronale Degeneration und Zelltod, wie u. a. bei
der Alzheimer-Erkrankung (Gadient und Otten 1997).

35



DISKUSSION

An Mausen, die defizient fir unterschiedliche Zytokine (M-CSF, IL-1, IL-6, TNF-a,
TGF-B) waren, wurde gezeigt, dass diese molekularen Signale die zelluldre Antwort
regulieren (Raivich et al. 1999).

Interleukin-6 spielt eine essentielle Rolle bei der Modulation sensorischer
Nervenfunktionen. Die Studie von Zhong et al. (1999) zeigte bei der vergleichenden
Untersuchung von sensorischen Asten nach Quetschung des N. ischiadicus und
motorischen Asten an IL-6-defizienten Mausen folgende Ergebnisse: Die sensorischen
Aste der IL-6-defizienten Mause hatten ein um 60% reduziertes Aktionspotential, eine
signifikant reduzierte Empfindlichkeit auf thermische Reize sowie eine verzdgerte
funktionelle Erholung (Zhong et al. 1999).

Im Widerspruch dazu stehen Ergebnisse von Inserra et al. (2000). Sie fanden an IL-6-
defizienten Tieren nach verschiedenen lIschias-Verletzungen, dass die Erholung des
peripheren Nervs nach Verletzung nicht beeintréchtigt war. Fur diese Autoren scheint
dieses Zytokin keine substantielle Wirkung in der funktionellen Erholung und wahrend
der Reparatur des Nerven zu haben (Inserra et al. 2000).

Transgene Mause mit kinstlich erhéhten cerebralen Spiegeln von IL-6 entwickelten
starke neurologische Erkrankungen wie Tremor, Ataxie und Krampfanfalle. Die
neuropathologischen Manifestationen schlieBen Neurodegeneration, Astrozytose,
Angiogenese und Induktion von Akute-Phase-Protein-Produktion ein. Zytokine wie IL-
6 scheinen einen direkten pathogenetischen Einfluss wahrend der Entziindung, Infektion
und neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS zu haben (Campbell et al. 1993).

Sie bewirken den Zerfall der Blut-Hirn-Schranke und ermdglichen die Wanderung von
Leukozyten in den Nerven sowie die Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten
und Makrophagen, die eine direkte myelinotoxische Aktivitat haben (Créange et al.
1997).

Die beiden multifunktionellen Zytokine LIF und IL-6 stimulieren die Myoblasten-
Proliferation. Wéhrend LIF neurotroph flr sensorische Neuronen ist, agiert IL-6 nur auf
einer Population von septalen Neuronen im Gehirn. IL-6 wird von Nervenzellen nicht
retrograd transportiert. LIF und IL-6 agieren als Trauma-Faktoren aber mit
unterschiedlichen Rollen in verletzten peripheren Nerven (Kurek et al. 1996).

Es wurde beobachtet, dass Schwann-Zellen durch Sekretion des Chemokins MCP-1 und

LIF Makrophagen anlocken. Eine nachfolgende autokrine Signalkaskade, in die auch
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IL-6 neben LIF und MCP-1 einbezogen ist, kdnnte die verzOgerte Invasion der
Makrophagen erklaren (Tofaris et al. 2002).

In der vorliegenden Studie deuten die Ergebnisse daraufhin, dass es mehr als eine
autokrine Signalkaskade fur IL-6, LIF und MCP-1 geben muss. Bis auf LFA-1 wurden
keine signifikanten Unterschiede bei F4/80- und Mac-1-immunopositiven Zellen
zwischen IL-6-knockout-Mé&usen und WT gefunden. Grund dafir kdnnte sein, dass es
bis heute keine sicheren Kenntnisse tber die vollstandigen Interaktionen des Netzwerks
des IL-6 gibt. Mdglicherweise interagieren die verschiedenen Rezeptoren- und
Ligandenverbindungen mit ihren unterschiedlichen Molekulstrukturen.

Den Verlust von Axonen sowie axonale Dysfunktionen bei Demyelinisierungs-
Erkrankungen wie MS untersuchten Siebert und Briick (2003) an verschiedenen
Mausen, die fir ICAM-1, TNF-a und IL-6 defizient waren. IL-6 ist nicht am Abbau des
axonalen Zytoskeletts beteiligt. Diese Daten deuten darauf hin, dass diese Zellen und
deren sezernierende Faktoren eine essentielle Rolle spielen, namentlich TNF-a, aber
nicht 1L-6 am Abbau des Zytoskeletts im peripheren Nervensystem beteiligt sind
(Siebert und Briick 2003).

Die vorliegende Studie bestatigt die Aussage von Siebert und Brick bei den
Untersuchungen von IL-6. Im Rahmen der vorgenommenen Untersuchungen gab es
keinen mikroskopischen Anhalt fiir den Abbau des axonalen Zytoskeletts.

An dieser Stelle wurden die vielfaltigen Funktionen, die die unterschiedlichsten
Arbeitsgruppen dem Interleukin-6 im Immunsystem zuschreiben, insbesondere im
peripheren Nervensystem, diskutiert.

Die vorliegende Arbeit bestatigte, dass IL-6 bei der Wallerschen Degeneration im PNS
eine Rolle spielt. Es beeinflusst die Makrophageninvasion und damit verbunden die
Phagozytose mit Myelinabbau.

Die Dysregulation der IL-6-Funktionen tragt zur Pathogenese vieler chronischer
Krankheiten bei wie beispielsweise Rheumatoide Arthritis, Osteoporose oder Multiple
Sklerose.

Zusatzliches Wissen um die regulatorischen Prozesse des Interleukin-6 und Wege seiner
Signalibermittlung bzw. seiner Induktion wird umso wichtiger, weil davon zielgerichtet

Therapien fur verschiedene Krankheiten abgeleitet werden kdnnen.
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ZUSAMMENFASSUNG

5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hat die Rolle des Interleukin-6 in einem Axotomie-Modell fiir
die Wallersche Degeneration im peripheren Nerven untersucht. Daftr wurden IL-6-
knockout-Mé&use und entsprechende Wildtyp-Kontroll-M&use verwendet.

Es wurden histologische Schnitte der entnommenen Nerven 4 und 6 Tage nach
Durchtrennung des N. ischiadicus angefertigt. Die Makrophagen-Phagozytose-Akivitét
und die Myelindichte wurden an Semidlnnschnitten und die Makrophagen-Antigene
F4/80, Mac-1, LFA-1 immunhistochemisch untersucht. Die Auswertung erfolgte
lichtmikroskopisch.

Nach Axotomie zeigte sich bei beiden Mausstimmen eine deutliche Makrophagen-
invasion. Die Zahl der phagozytierenden Makrophagen war am Tag 6 gréRer als am Tag
4. Bei den IL-6-knockout-Mé&usen war die Anzahl der Makrophagen immer geringer als
bei den Wildtypen. Ebenso nahmen die Myelindichten bei beiden Stammen ab, wobei
bei den IL-6-knockout-Tieren an Tag 6 eine hohere Menge erhaltenen Myelins
vorhanden war als bei den Wild-Typen.

Immunhistochemisch zeigte sich ein leicht differenzierteres Bild, bei dem besonders die
signifikant erniedrigten Zahlen von LFA-1-positiven Makrophagen auffielen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Interleukin-6 eine wichtige Rolle wahrend der
Makrophagenmigration, -invasion und deren Adhé&sion an degenerierendes Myelin in
der fruhen Phase der Wallerschen Degeneration spielt. Die durch Makrophagen
bedingte Myelinphagozytose ist in Abwesenheit von IL-6 signifikant beeintrachtigt. Die
Intaktheit axonaler Strukturen in Abwesenheit von IL-6 ist ein Phdnomen, das weiter
untersucht werden sollte.

Die Rolle des IL-6 fur immunvermittelte Demyelinisierungserkrankungen ist durch
mehrere Arbeiten bestatigt worden. Es ist anzunehmen, dass IL-6 im Netzwerk mit
anderen Zytokinen gemeinsam untersucht werden muss, um einen zukinftigen
therapeutischen Einsatz moglicherweise mit IL-6-Antikdrpern oder -Inhibitoren zu
testen. Ob letztere dann isoliert oder erstere im Verbund mit anderen Zytokinen als
Therapeutikum angewendet werden koénnen, wird sich erst anschliefend bei der

Behandlung dieser Erkrankung zeigen.
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