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Einleitung

Die Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) wird definiert als eine chronisctzéntliche, demyelinisierende
Krankheit des zentralen Nervensystems (ZNS) unklarer Ursacheakidrésiert wird sie
durch multiple entzindliche, demyelinisierte Lasionen im ZNS, die ddesh Angriff
korpereigener Immunzellen auf die Myelinscheiden der Neuronen sehirgrerden. Diese
Lasionen resultieren in einer Vielzahl von neurologischen Symptomenz.Bi Seh- oder
Sensibilitatsstérungen, Gang- und Gleichgewichtsstérungen oder Lahmubeyeklinische
Verlauf der MS ist sehr variabel. Bei einem Grol3teil der Patienten witd Sim einem Alter
zwischen 20 und 40 Jahren diagnostiziert. Sehr haufig (~80%) zeigzsi®&eginn ein

schubformiger-remittierender Verlauf der Krankheit; dabei eerdlinische Schiibe von

Phasen gefolgt, in denen es zur mehr oder weniger kompletten Erholungt.k@ne
klinischen Symptome sind dabei eine direkte Konsequenz von reversiblendsiilocken
sowie von Demyelinisierungen. Die Erholungsphase ist mit eingnifiganten
Remyelinisierung der betroffenen Areale verbunden. Trotzdem kommepsts zum
irreversiblen Verlust von Axonen (Ferguson et al., 1997; Kornek et al., 2008pakeren

Phasen entwickeln ca. 40% einen sekundér progressivem Verlauf - d.lsckleehende,

kontinuierliche Zunahme klinischer Symptome unabhangig von Schiben. Biesism der
MS ist weniger gut mit Immuntherapeutika behandelbar als adragof&rmigee-remittierende
Anfangsstadium (Hohol et al., 1999). Nur ein geringer Teil von Patiemat von Beginn an

einen _primar chronisch-progredienten Verlauf. Wéhrend die Erkrankuwg b&i einem

Groliteil der Patienten Uber einen Zeitraum von Jahrzehnten entwik&siint es in
einzelnen Fallen, insgesamt ca. funf Prozent der Erkrankungen zuakiten Form und in
wenigen Jahren zu schweren Behinderungen oder sogar zum Tod. Auf der aedergibS

es Patienten, die nie einen sekundar, progressiven Verlauf entwickeln.

Ursachen der MS

Die MS ist die am haufigsten vorkommende entzindliche, demyelemsierKrankheit
des ZNS in Europa und Nordamerika — 68 bis 80 von 100.000 Menschen sind dort von der
MS betroffen. Sowohl genetische als auch umweltbedingte Fakteretemwals Ursache fur

die MS diskutiert. In Zwillingsstudien wurde gezeigt, dass esimgiigen Zwillingen 30%
5
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Ubereinstimmung bezuglich des Ausbruchs der Krankheit gibt, wahrevel paeieiigen nur

4% sind (Oksenberg and Barcellos, 2000; Sadovnick et al., 1993). Bekannt st, das
bestimmte Allelle der HLA DR und DQ Gene die Suszeptibilfiit MS beeinflussen
(Noseworthy et al., 2000; Weinshenker et al., 1998). Unter den Umwettakiverden vor
allem infektiose Agenzien, aber auch geografische und soziobkonom@Gchele als
atiologische Faktoren diskutiert. Zwar wurde eine Vielzahl von haupisicviralen
Pathogenen als mdgliche Ursache betrachtet, aber die Verknigéseg Erreger mit der MS
bleibt noch fragwirdig (Derfuss et al.,, 2001); so wurde noch keineserdi&rreger

reproduzierbar aus dem ZNS von MS-Patienten isoliert.

Immunpathologie und -pathogenese der MS

MS-Lasionen lassen sich vier unterschiedlichen Subtypen zuteilassriann, 2001,
Lucchinetti et al., 2000). Allen L&sionstypen ist es gemeinsam, idagmen CD3 T-
Lymphozyten (Traugott et al., 1983), aktivierte Makrophagen und Mikrogkaindaktiven
Lasionen mit Myelin-Reste beladen sind (Bruck et al., 1995; Fengwet al., 1997,
Lucchinetti et al., 2000; Storch et al., 1998), und B-Zellen (Esiri, 1977;hinetti et al.,
2000) auftreten. Detaillierte immunpathologische Untersuchungen habedrabeschiede in
der Zusammensetzung der zellularen Infiltrate, Komplement- und uhgimbulin-
Ablagerungen und bei der Apoptose aufgezeigt. Wesentlich ist, dasmdbaduellen
Patienten alle Lasionen dem gleichen Typ entsprechen, so dass Hi¢segenitat
unterschiedliche Pathomechanismen nahelegt. Typ | und Il L&sionerenwsisirke
Ahnlichkeiten zu den Lasionen auf, die in Modellen der Experimenteligioiaimunen
Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der MS, auftreten paiitvaskuléaren Infiltraten
aus T-Zellen und aktivierten Makrophagen (Martin and McFarland, 1995).ym IT
Lasionen, dem haufigsten Lasionstyp in der MS, kommen zuséatzlich Imobutigl und
Komplement-Ablagerungen an den Myelin-Scheiden mit lokaler Aktivierung de
Komplement-Kaskade vor (Lucchinetti et al.,, 2000). Typ lll und IVid@sn sind nicht
perivaskular angeordnet, und es gibt keine Anzeichen fir eine Ablagevon
Immunglobulinen und Komplementfaktoren. In  Typ lll-L&sionen zeigen die
Oligodendrozyten Anzeichen der Apoptose. In Typ IV Lasionenkommt &&engleich dazu

zu einem massiveren Verlust von Oligodendrozyten in der Nachbarscmattasionen, so

dass hier eine primére Oligodendropathie diskutiert wird (Lucchinetti, &04l0).
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Mit wenigen Ausnahmen lassen sich die pathologischen Subtypen decHdmisorm der

MS noch nicht zuordnen.

Therapie der MS

Mangels bekannter Ursache existiert bisher keine kausale ThedapieMS. Akute
Krankheitsschibe kénnen durch kurzzeitige hoch dosierte Kortikosteroidgajsctlalwacht
und abgekirzt werden (Beck et al., 1993). Der Langzeitverlauf der Erkrankung wihdrbiner
wahrscheinlich aber nicht beeinflusst.

Zur Senkung der Schubfrequenz bei schubférmigem Verlauf werdeeirsigién Jahren vor
allem rekombinantes Interfergh- (Noseworthy et al.,, 1999) und das synthetische
Polypeptidgemisch Glatirameracetat (Mancardi et al., 1998) atrmjeduch fur intravendse
Immunglobuline gibt es Wirksamkeitshinweise in der schubformigen(N&Seworthy et al.,
1999).

Bei besonders unginstigen Verlaufsformen mit rapider kliniscleesctilechterung kommt
eine Therapie mit Immunsuppressiva bzw. Zytostatika in Betratdnttung et al., 2002).
Wegen der allgemeinen Langzeitrisiken unspezifischer Immunsgwgaewie dem erhdhten
Tumorrisiko sowie spezifischer Risikien wie der Kardiotoxiditats dem haufigsten
verwendeten Mitoxantron muss die Anwendung dieser Therapeutika lsgrgiigewogen
werden.

Sowohl immunmodulatorische als auch immunsuppressive Substanzen beeinflisssen
entzindlichen Prozesse der Erkrankung. Die schleichende Progressionogiscielr
Ausfallerscheinungen bei der chronisch progredienten Form derwivid durch diese
Maflinahmen nur gering beeinflusst. In diesen Stadien der Erkrankungrbestr allem der
zunehmende Axonverlust die Progression (Trapp et al., 1998). Es gibthkesheetablierten
medikamentdsen Therapien, die die Krankheitsprogression maf3geblich beainflusse

Immunpathogenese der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyigs (EAE)

Die EAE ist eine entzundlich-demyelinisierende Erkrankung deS,he aufgrund vieler
Ahnlichkeiten zur MS als Tiermodell der MS angesehen wird. HAE kann in suszeptiblen
Tierstammen durch Immunisierung mit Myelin-Antigenen oder deangfer von Myelin-
Antigen spezifischen T-Zellen induziert werden. Der klinischelddérist abhangig vom

Modell akut-monophasisch, schubformig oder chronisch. Klinisch ist estrdarch eine
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aufsteigende Lahmung der Extremitaten gekennzeichnet, auf diesgoméane Remission
folgt.

Eine Vielzahl aufgereinigter oder rekombinanter Myelin-Proteine &bnmach subcutaner
oder intradermaler Immunisierung mit kompletten Freundschen Adjusram&AE ausldsen,
wie z.B. das Myelin Basische Protein (MBP) (Ben-Nun et al., 19849 Proteolipid-Protein
(PLP) (Sobel et al., 1986), das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MQiGington et
al., 1993), das Myelin assoziierte Protein (MAG) (Weerth et al., 1688) das Astrozyten
Protein S100 (Kojima et al., 1994). Eine ausgepragte demyelimderantikorperantwort
wird besonders durch MOG in Ratten (Adelmann et al.,, 1995; Johns et al.,, 1995)
Meerschweinchen (Lebar et al., 1986; Linington and Lassmann, 1987) watiéniiffen
(Calltithrix jachus) (Genain et al., 1995) induziert.

Die EAE kann auch durch den adoptiven Transfer von aktivierten T-Zellgelésswerden,
die spezifisch fir das Myelin-Antigen sind und in der Regel vom Thdsliyd. Diese Zellen
stammen aus immunisierten Donortieren. Sie werglervitro mit dem entsprechenden
Antigen restimuliert und intravends oder intraperitoneal zur Induktion E®E den
Empfangertieren verabreicht.

Die Suszeptibilitdt von Tierstdmmen gegenuber verschiedenen eneggiain Antigenen
wird vom MHC-Klasse-Il Lokus bestimmt (Steinman, 1992), und von anderen-MiAE€
nicht-MHC-Molekilen beeinflusst (Baker et al., 1995; t Hart et al., 2001).

Eine monophasische EAE kann in Lewis-Ratten durch eine Immunigienih Myelin
Basischem Protein (MBP) oder dem enzephalitogenen MBP-Pept#l §8-88) im
kompletten Freund schen Adjuvans ausgeltdst werden (Wekerle et al., 1994).

Viele Eigenschaften der humanen MS sind besonders bei der MOG-inelnA&E der DA-
Ratte wiederzufinden, wie der relapsierende klinische Verlauf dde Bildung grol3er,
konfluenter, demyelinisierter Plaques mit einer Verteilung, diardder MS &hnelt (Probert
et al., 2000).

Aktuelle Vorstellungen zur Immunpathogenese entzindlicher, degelinisierter

Lasionen

Zu Beginn der aktiv induzierten EAE, bei der mit Myelinbestandted@sammen mit
komplettem Freund'schem Adjuvans (CFA) immunisiert wird, stehtAdtigvierung von
dendritischen Zellen, die das enzephalitogene Antigen in die sekundi@nmephdrgane

transportieren wo myelinspezifische, autoreaktive TO4Zellen zu Thl-Effektorzellen

8
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aktiviert und differenziert werden. Die enzephalitogenen T-Aetiekulieren danach in den
Blutgefalien, und eine relative kleine Zahl dringt letztendlich dieeBluthirnschranke ins
ZNS ein, erkennt dort das von ZNS-residenten antigenprasentierenden Z&RES)
prasentierte Zielantigen und initiert die Sekretion proinflammstber Zyto- und
Chemokine. Dadurch kommt es zum sekundaren Einstrom weiterer T-Zglteranderer
Effektorzellen, zur Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia sowie zlmtegritatsverlust
der Bluthirnschranke u.a. durch die Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen. Sowohldierch
phagozytische Aktivitat der Effektorzellen, bedingt durch l6slictiekEormolekile, wie
IFN-y, TNFo, LTo oder Sauerstoffradikale, als auch durch Antikbrper und
Komplementaktivierung (Storch et al., 1998; Svensson et al., 2002) komnmmrealf#ngig
vom Tiermodell zu mehr oder weniger ausgepragten Demyelinisigrufigkeersicht in

Abb.1).

Peripheres Lymphgewehe E'
:
=1
=)
=
W
=
=
&
W
[

-
-
Blutge fili
2]
INS =]
&
=]
3
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Zerstirung von -

Gewebhen
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sche Engyme, TNF-alpha

Abldivierung

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Pathologie der EAE.In der Initiationsphase folgt der Aktivierung voa T
Zellen in den in peripheren Lymphorganen dereniferation und Differenzierung zu Thl-Effektorzellen
die in der Lage sind, die Bluthirnschranke zu passi und und dort durch die Sekretion von
proinflammatorischen Mediatoren den Nachstrom vodesen Leukozyten zu veranlassen und residente
APCs zu aktivieren. Durch Phagozytose und die Auissieng von Effektormolekilen, wie z.B. Antikdrpern
Sauerstoffradikalen oder proteolytischen Enzymemrko es in der Effektorphase zu Demyelinisierungen
sowie dem Untergang von Oligodendrozyten und Neemdgedndert nach (Miller and Shevach, 1998)).
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Die Mechanismen der Remission sind nicht vollstandig bekannt (Suvanhretvaj., 2000).
U.a. tritt eine Verschiebung von einem proinflammatorischen ThakiAynilieau zu einem
antiinflammatorischen Th2-Milieu auf (Di Rosa et al., 1998; Kenretchi., 1992). Ebenfalls
wurde die vermehrte Sekretion des immunregulatorischen Molekilsp T@E der

Herunterregulation der akuten Schibe in Zusammenhang gebracht (Syya2®@il). Ein

weiterer Faktor bei der Remission ist die Apoptose von ‘c@Bfektorzellen, die unter
anderem von Mitgliedern der Tumor Nekrose Faktor Superfamilie $R)Rusgeldst wird
(Bonetti et al., 1997; White et al., 1998). Wahrscheinlich erliegen distem aktivierten T-
Zellen im ZNS vermutlich der Apoptose (Gold et al., 1997).

Ein Faktor, der fur die Auslosung erneuter Schilbe eine Rolle spielenekasintdas so
genannteEpitop-Spreading(Tuohy et al., 1999). Das heil3t, dass die Immunantwort
Verlauf der EAE gegen zusatzliche, weniger dominante Epitope emsetben Antigen

(intramolekular) oder gegen Epitope anderer Myelinantigene (intermoigkelachtet ist.

Die Tumor Nekrose Faktor Superfamilie (TNFSF)

1975 wurde aus Makrophagen-Kulturen ein loslicher Faktor isoliert, deséegk&isi bei

Tumoren die Nekrose auszulésen, ihm den Namen Tumor Nekrose Fakiey y€Nieh

(Carswell et al., 1975). Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten, Keratinozyteabisten

und viele andere Zellen produzieren TNF als Antwort auf Entziindungeni2eden oder
Infektionen (Baud and Karin, 2001). Dabei wird TNF nicht konstitutiv, sondermacin

Induktion durch z.B. LPS; IL-1, IL-3, GM-CSF, IFNoder TNF selbst) produziert.

Der Tumor Nekrose Faktor ist ein typischer Vertreter einer gro3en Earili Zytokinen, die
mit membranstandigen Rezeptoren interagieren, die zur Tumor Nekabser Rezeptor-
Familie gehdren (TNFSFR). Verschiedene Mitglieder induzieren AygeptProliferation,
Uberleben oder die Differenzierung von Zellen. Bei den Rezeptoratetias sich um Typ |
Transmembranproteinene, die zwei bis sechs so genannte Cygtle&)-rextrazellulare
Domaéanen (CRDs) haben (Ashkenazi and Dixit, 1998). Zumindest einigeedep®ren der
TNF-Rezeptor Familie autoaggregieren auch in Abwesenheit dendggawas zur Bildung
von homologen Trimeren fuhrt. Vermittelt wird dies Uber einen ebenfahservierten
Bereich in der extrazellularen Doméane, der am N-Terminus kigdliist, als PLAD (pre-
ligand-binding assembly domain) bezeichnet wird und fur die Funktiond&taRezeptoren
essentiell ist (Chan et al., 2000; Papoff et al., 1999).
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Die Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie haben generell keinensischen katalytischen
Eigenschaften. Deshalb benétigen sie Adaptermolekile aus dem Zytaplasm ihre
Funktionen vermitteln zu koénnen. Basierend auf der Struktur dieser zyt@pissmen
Domane, konnen die Rezeptoren der TNF-Superfamilie in zwei Gruppenedingetrden
(Locksley et al., 2001). Diejenigen, die eine so genannte Todesdomgaid (Domain (DD))
tragen, werden Todesrezeptoren (Death Receptors) genannt. BeD deandelt es sich um
ein konserviertes Motiv der zytoplasmatischen Domane, die Uber rRPRytein-
Interaktionen den apoptotischen Signalweg einleiten kann. Unter den r@zefgsren
befinden sich neben TNFR1 noch FAS, die sogenannten Death RezeptoreeyoN@F-
Rezeptor. Die Rezeptoren ohne Todesdoméne nutzen TNF-Rezeptor-gesBriteine
(TRAFs) als Adapterproteine zur Signalweiterleitung. Di€seppe der Rezeptoren weist
keine Homologien im intrazellularen Bereich auf, und sie untersaheidé stark in ihren
Funktionen. Bei ihnen handelt es sich z.B. um den TNFR2, Fnl4, den Lymphptoxin-
Rezeptor oder CD30.

Die Liganden der TNF-Superfamilie sind, abgesehen von LymphotodiT o oder TNIB),
Typ Il Transmembranproteine (Armitage, 1994). Sie kommen entweder nauesténdig oder
als l6sliche Proteine vor, die durch Metalloproteinasen prozessigdew (ldriss and
Naismith, 2000; Kayagaki et al., 1995). Beide Varianten sind z.B. bej [N¥oder CD40L
bioaktiv (Jones et al., 1989; Karpusas et al., 1995). Allerdings gibt es alekilé, wie z.B.
den FasL, bei denen Aktivitatsunterschiede zwischen der membranstandigen stiaten
Form bestehen (Shudo et al., 2001).

Eine Vielzahl von Prozessen wird von Liganden der TNF-Superfamilraittelt, wie z.B.
Proliferation, Apoptose, Nekrose oder Zelldifferenzierungen (Tram&y Cerami, 1993;
Vandenabeele et al., 1995). Der Tumor Nekrose Faktor (TNF) regufidst
proinflammatorische Immunantworten, die Zelldifferenzierung oderbaimrozesse von
Geweben in einer Vielzahl von Spezies (Adashi et al., 1990). Die meisten LigandéwFde
Superfamilie werden von Zellen des Immunsystems exprimiert (Zlahi 4999).

Da fir viele Mitglieder der TNFSF unterschiedliche Namentiexen — z.B. wurde BAFF (B
cell activating factor) auch Blys, THANK oder TALL-1 genannatwurde kirzlich eine
systematischere Nomenklatur entwickelt, die auf der folgendemnktseite zu finden ist:
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/tnftop.htfHGNC  Gene Family

Nomenclature).
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TNFSF vermittelte Apoptose

Die Rezeptoren, die eine DD tragen, initieren die Apoptose durciRelkeutierung von
Adaptormolekilen. Dabei kommt es zuerst durch Bindung des trimegamdeén zu einer
Trimerisierung des Rezeptors sowie der Todesdomanen, zu denehDdeNfolekiile (Fas-
associated death domain) rekrutiert werden — entweder direkt anadksdomanen oder tUber
weitere Adaptormolekille, den TRADD-Molekilen (TNF-receptor assedi death domain
Protein) (Kischkel et al., 1995). Es folgt die Anlagerung der toiti@spasen-8, die durch die
Oligomerisierung autoproteolytisch aktiviert werden (Muzio et #898). Entweder direkt
durch die Aktivierung der Apoptose auslésenden Effektorkaspase-3 odekindder einen
mitochondrien-abhangigen Mechanismus initiiert die Kaspase-8 die dgmptBeim
indirekten Weg bewirkt die Kaspase-8 zuerst eine Spaltung von Bi8-(Beracting domain
death agonist), einem Mitglied der Bcl-2 Proteinfamilie bew(tktet al., 1998), woraufhin
das carboxyterminale Spaltprodukt von Bid (tBid) die Freisetzung varcEggm C aus den
Mitochondrien auslost. Zusammen mit Apaf-1 (apoptosis Protease activatimglfpand der
Prokaspase-9 bildet es das sogenannte Apoptosom (Wang, 2001), dassatierfalspase-3
aktiviert (Wieder et al., 2001). Die Mitochondrien setzen neben dem fdgioc C auch
proapoptotische Molekule frei, wie AIF (apoptosis inducing factor), AdABLO sowie
einige Prokaspasen, die notwendig fur die irreversible EinleitiergAgoptose zu sein
scheinen (Du et al., 2000; Loeffler and Kroemer, 2000; Lorenzo et al., 198%0éa et al.,
2000). Es wird vermutet, dass jede Zelle das Potenzial hat, beide ocApopge
einzuschlagen, und letztendlich die Menge an aktivierter KaspaseeBadend ist, welcher
Weg eingeschlagen wird. Verschiedene Todesrezeptoren prozessiere Kaspase-8

unterschiedlich stark und I6sen so unterschiedliche Apoptosewege (Wajant et al., 2003).

TNFSF vermittelte Aktivierung von NF-kB

Als NF-kB bezeichnet man dimere Transkriptionsfaktoren, die nach Zellstiolabm
Zytoplasma in den Kern wandern (Ghosh et al., 1998). Saugerzellen iexenrfiinf NFkB
Proteine.Als reife Proteine werden p65/RelA, c-Rel und relB sysitwt P50 und p52
entstehen durch proteolytische Spaltung aus Vorlauferformen (Ghosdl., ei998).
Normalerweise liegt NkB als inaktives Protein im Zytoplasma vor, das mit seinem Imhnibit
IkBa komplexiert ist. Zur Aktivierung wirdkiBa durch den kBa Kinase Komplex (IKK)

phosporyliert, was dessen Ubiquitinylierung und nachfolgenden Abbau belakt freie
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NF-kB kann in den Zellkern eindringen und die Transkription seiner Zielgeneiea&t
(Maniatis, 1997). Der entscheidende Schritt fur die Aktivierung vorkBIFst die Regulation
der Interaktion zwischen N&B und kBa.

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF-kB ist neben der Induktien Apoptose eine
der wichtigsten Prozesse, die von Mitgliedern der TNF-Super&angrmittelt werden. Die
Signalweiterleitung erfolgt dabei Uber die Rekrutierung von TRW®&lekulen (TNFR-
associated factors), von denen sechs verschiedene identifiziert nwudige jeweils an
unterschiedliche TNF Rezeptoren binden. Die Rekrutierung von TRAF2, 3RAE TRAF6
fuhrt zur Aktivierung von NFB (Aggarwal, 2003). IKK lagert sich an den Komplex aus
TRAF und TNF Rezeptor an. Durch RIP (receptor interacting pijoteas sich ebenfalls im
TNF-Rezeptorkomplex befindet, wird die Interaktion zwischen TRAF urid $kabilisiert,
durch die es zur Aktivierung von IKK kommt, der dann wiederuBal phosphoryliert und
NF-kB freisetzt.

Die Aktivierung von NF«B bewirkt u.a. einen Schutz vor der Apoptose, da sich unter den
Zielgenen, deren Transkription durch MB-induziert wird, sich Gene befinden, die die Zelle
vor der Apoptose schitzen (Wang et al., 1998).

Neben der Aktivierung von NKB aktivieren einige Mitglieder der TNF-Superfamilie auch c-
Jun-N-terminale Kinasen (JNK), die ebenfalls einen Einfluld auf Z&#proliferation,
Differenzierung oder Apoptose haben (Chang and Karin, 2001), aber anfdieser Arbeit

nicht weiter eingegangen wird.

Mitglieder der TNF-Familie und Autoimmunkrankheiten des ZNS

Viele Liganden der TNF-Superfamilie beeinflussen die Pathogedes EAE. So stellt die
Produktion von TNE (TNFSF2) und LT (TNFSF1) eine charakteristische Eigenschaft
enzephalitogener T-Zellen dar (Powell et al., 1990); Antikérperrgdgese beiden Molekile
verhindern die durch adoptiven Transfer ausgeldste EAE (Ruddle et al., ABgeyerseits
fuhrte eine systemische Inhibition von Té&NFh Patienten mit einer progressiven Form der
MS zu einer Aktivierung des Immunsystems und zu einer Erschwerungraiekheit (van
Oosten et al., 1996). TNFknockout-Mause hatten eine schwerere Erkrankung mit
ausgedehnterer Demyelinisierung (Liu et al., 1998), was auf einaunsupprimierende
Funktion von TN hindeutet. Zudem 16st es genauso wie andere TNF-Familierediegli
die Apoptose in aktivierten T-Zellen aus und kann so zur Einleitung @®iskion beitragen

(Bachmann et al., 1999). Die Blockade von Lymphotoxin-alphaw)Lfihrte in mehreren
13
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Studien zu einer Verminderung der Krankheitssymptome (Gommernan 2003; Probert
et al., 2000; Suen et al., 1997).

Der Fas Ligand (FasL, CD95L, TNFSF6) wird auf der Zelloben#aaktivierter T-
Lymphozyten exprimiert. Er kann bei Kontakt mit dem Fas Rezeptb®%L (Nagata and
Golstein, 1995) unter anderem auch in Oligodendrozyten Apoptose auslosen und zur
Lasionsentstehung beitragen (Dittel et al., 1999). Der FasLdistheauch an der Remission
beteiligt, indem er zur Entfernung von autoreaktiven Lymphozyten beikégvierte T-und
B-Zellen exprimieren neben FasL auch vermehrt Fas auf ihberfl@che, die auf der
gleichen Zellen exprimiert miteinander interagieren und so Apoptosi®sen konnen (White
et al., 2000). Die Induktion von FasL-Autoantikorpern fulmt@ivo u.a. dazu, dass es nicht
zu einer Remission kommt, weil die Apoptose der EAE-Effektorzellerringert war
(Wildbaum et al., 2000).

Der TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL, TNFSF10) wirceiner Vielzahl von
Geweben exprimiert und bindet an mehréoelesrezeptore(DR4 und DR5), an die beiden
Decoy Rezeptoren (DcR2 und DcR3) und an das l6sliche OsteoprotegBf@). (DRAIL
vermittelt die Apoptose nur in Tumorzellen und spielt keine Rolle beEtminierung von
autoreaktiven Lymphozyten (Cretney et al., 2002; Walczak et al., 1999t Bsch wenig
uber die Rolle von TRAIL bekannt, aber mehrere Studien legen nalseTB#dL Signale
vermittelt, die eine protektive Funktion gegen Autoimmunkrankheiten habédrar@et al.,
2001; Song et al., 2000; Suter et al., 2003). Zudem scheint es noch einermgusamgy
zwischen der Aufregulierung von TRAIL im Serum sowie auf T-efelind dem Ansprechen
auf eine Interferoi- (IFN- B) Therapie bei MS-Patienten zu geben. Eine verstarkte TRAIL-
Expression kénnte zukinftig moglicherweise als klinischer Markeeifign Therapieerfolg
mit IFN-B angesehen werden (Wandinger et al., 2003).

Auch von einigen Mitgliedern der TNF-Superfamilie, deren Rezeptareht Uber die DD
verflgen, ist bekannt, dass sie von grof3er Bedeutung fur die Entmgcier EAE sind. Der
Rezeptor 4-1BB ist auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen expenni Die Gabe eines
agonistischen 4-1BB Antikorpers kann die Apoptose von autoreaktiven ThZétkern und
so die EAE-Symptome verringern (Sun et al., 2002).

Der OX40 Ligand (OX40L, TNFSF4) wird auf aktivierten professionell&ntigen-
prasentierenden Zellen (APC) exprimiert und bindet OX40 (CD134), ufas-Zellen nach
Triggerung des T-Zellrezeptors induziert wird (Ndhlovu et al., 2001). ¥erbinderung der

Interaktion zwischen OX40 und seinem Liganden resultierte in eineniéerung der EAE-
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Symptome (Nohara et al., 2001; Weinberg et al., 1999); wahrscheinlighdigvénfiltration
von Effektorzellen in das ZNS vermindert wird.

Der TNF-related weak inducer of apoptosis (TWEAK)

Der TNF-relatedweak inducer of apoptosis (TWEAK, TNSF12) ist ein 249 Aminosauren
umfassendes Typ Il Membranprotein, dessen mRNA ubiquitar in eindeakiievon
Geweben, insbesondere in lymphoiden exprimiert ist (Wiley and Winide83). Das
membranstandige TWEAK-Protein konnte bisher nur auf der Oberflichemit IFNy
aktivierten Monozyten gefunden werden (Nakayama et al., 2000). Mit ARAGDNA
transfizierte Zellen exprimieren generell eine 18kDa grol3e, hisliEorm des Proteins
(Chicheportiche et al., 1997).

Bei dem TWEAK-Rezeptor, dem fibroblast growth factor-inducible ginot14 (Fn14,
TNFSF12A), handelt es sich um ein Typ | Transmembranprotein, das 12@%&uaren grof
ist und keine Todesdoméane beinhaltet (Wiley and Winkles, 2003). Fn14 mRNde wur
vielen Geweben identifiziert, aber die Expression von Fnl14 auf defl@ibe wurde nur bei
Fibroblasten (Meighan-Mantha et al., 1999), endothelialen (Harada 20@2; Lynch et al.,
1999), Glioma- (Tran et al., 2003) und neuronalen Zellen (Tanabe et al.,r2@b@)ewiesen.
Fn14 fahrt zur Aktivierung von NkB durch die Bindung der TRAF-Familienmitglieder
1,2,3 oder 5 (Brown et al., 2003) oder kann auch Apoptose auslosen (Nakayghm206:3).
Weiterhin fordern TWEAK bzw Fnl4 die Angiogenese (Wiley and Wmk2003), die
Migration von endothelialen und Glioma-Zellen (Tran et al., 2003; Wta}., 2001) und die
Induktion von proinflammatorischen Faktoren wie IL-6, IL-8, Matrixmefaibteinase-1,
RANTES (regulated on activation normal T expressed and secrétél}yinducible Protein
10 oder Prostaglandin E2 in Fibroblasten (Chicheportiche et al., 2002)z¥sh
produzieren als Reaktion auf eine Stimulation mit TWEAK IL-6, IL-8 sowikNICl (Saas et
al., 2000) und Endothelzellen sezernieren CCL2 (monocyte chemoattiacitain-1, MCP-
1) und IL-8 und regulieren ICAM-1 und E-selectin auf (Harada et al., 2@i2%e Daten
legen nahe, dass die Aktivitdt von TWEAK an der Bluthirnschranke dafifigen von
Leukozyten ins ZNS foérdern kénnte.

Bei der EAE wurde eine Aufregulation von TWEAK-mRNA in Lymphknotesfugden.
Transgene Mause, die losliches TWEAK in der Leber Uberexpemieeeigten eine

signifikante Verschlechterung der EAE (Desplat-Jego et al.,, 200& Gabe von
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neutralisierenden TWEAK-Antikérpern verhinderte die Abstol3ungsreaktioneinem
Transplantations-Modell.

Auf neuronalen Zellen exprimiert, kann Fn14 nach Stimulation durch TW&AaK\poptose
initiieren (Potrovita et al., 2004), was belegt, dass TWEAK audnhodegenerative Prozesse
fordern konnte.

Neuere Erkenntnisse belegen, dassidBFdurch TWEAK auch in Zellen aktiviert werden
kann, die kein Fn14 auf der Oberflache tragen. Dies deutet entwdanem zweiten bisher

noch unbekannten TWEAK-Rezeptor (Polek et al., 2003) oder auf eine Rezeptor-unabhangige
Internalisierung von TWEAK in die Zellen hin (De Ketelaere et al., 2004).

DNA-Vakzinierung

Mittels DNA-Vakzinierung konnen prinzipiell fur ein natives Protsfrezifische, funktionelle
Antikorper erzeugt werden, indem DNA zur Vakzinierung eingeseird, die fir das

jeweilige Protein kodiert.

Die intramuskulare Injektion von Plasmid DNA generiert starkeulZet und humorale
Immunantworten fur viele verschiedene Antigene in einer Vielzam Saugetierspezies

(Donnelly et al., 1997). Der Mechanismus, mit dem es zur Aufnahm®@ldssids und zur

eukaryotischer Zielgen
Promotor J .

Antibiotikum-Resistenz

Vermehrung des Plas-
mids in Bakterien Aufreinigung des rekombi-

nanten Plasmids

Abbildung 2: Schema der Vorbereitung einer DNA-Malerung bei Ratten
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Expression des Proteins kommt, ist noch nicht vollstandig verstandenStBike der
Immunantwort hangt generell vor allem vom Antigen und weniger von dewerdeten
Vakzinierungsvektor. Die Vorteile der DNA-Vakzinierung gegenidieer konventionellen
Immunisierung mit einem Protein bestehen darin, dass die Aufreinigung und Hanghen
Plasmiden bedeutend unkomplizierter als von Proteinen sind sowie dass dler Plasmid-
Injektion resultierenden Proteine korrekt gefaltet sind (Donnelly et al., 2003).

Die Plasmide, die fiur die DNA-Vakzinierung verwendet werden, b#erhaormalerweise
nur ein Gen fir einen Selektionsmarker, einen starken viralen Rmmeinen
Replikationsstartpunkt und eine Polyadenylierungssequenz (Montgomery et al., 1994).
Zur Herstellung der DNA-Vakzine wird die kodierende Sequenz furAddigen, gegen das
eine Immunantwort initiiert werden soll, in das Vakzinierungspidskioniert, im grof3en
Maf3stab (im mg Bereich) produziert und aufgereinigt. Die P@ésung wird dann
mehrmals intramuskular oder auch subdermal injiziert (Abb.2). Cletgedler Vakzinierung
wird dberprift, indem die lokale Expression des Antigens mittelsPRR- lokal an der
Injektionsstelle Uberpruft und zweitens, indem ca. zwei Wochen nach edeten
Vakzinierung im Serum mittels ELISA nach entsprechenden Antikdrpesactt wird. Die
Detektion des exprimierten Antigens mit antikdrperbasierten TestsWesternBlot oder
ELISA ist wegen der zu geringen Sensitivitat ul3erst schwiaigje Menge von Antigenen
die mit dieser Methode produziert werden, sehr gering ist (Chastain et al., 2001)

Die DNA-Vakzinierung wurde zur Erforschung der Rolle von versaned Molekilen in
der EAE bereits eingesetzt. Es war dabei in der Regel égsAatikorper fur die jeweiligen
Molekile zu induzieren, die zu deren Blockaite vivo fuhren sollte. So wurden z.B.
Antikdrper gegen FasL in Lewis-Ratten induziert, die offenbarten, Bask sowohl zur
Pathogenese der EAE als auch zur Terminierung der EAE digitkéldbaum et al., 2000).
Eine ahnliche Strategie im gleichen Tiermodell wurde gewéahitdie Rolle von CCL2 und
CCL1 (fruher: MIPL (macrophage inflammatory protein 1-alpha)) in der EAE zu
untersuchen. Dabei wurde gezeigt, dass beide Moleklle zur Entwickluigfh&ebeitragen,
und dass deren Neutralisierung durch antagonistische Antikérper, dielsmDNA-

Vakzinierung induziert worden waren, die EAE vermindert (Youssef et al., 1999).

DNA-Mikroarrays

Ein Mikroarray ist eine sehr dichte Anordnung von Molekilen wie z.B.

Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Proteinen auf einer festen Oberflacli@&edensatz zu
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den Protein- oder Laborchips befinden sich die DNA-Chips bereits hn seiter und
allgemeiner Anwendung. Bei dieser Technologie wird die Eigefisehazelstrangiger
Nukleinsaure-Molekile genutzt, nur bei Vorliegen einer komplementaren igegpezifisch
aneinander binden (hybridisieren) zu kdénnen. Die sehr hohe Selektivitiybdedisierung
ermdglicht sehr genaue Analysen. Seit dem Ende der achtzigerwad dafur weltweit an
der Entwicklung von Herstellungs- und Anwendungsverfahren fir die so geriaNite
Chiptechnologie gearbeitet, die ihre besonderen Vorteile in derenexthohen
Miniaturisierung und der damit einhergehenden Parallelisierungwadurch bei jedem
Experiment eine sehr umfangreiche Menge an Daten kreiert wird.

Als Sonden werden DNA-Molekile mit definierten Sequenzen in einerayAauf einem
soliden Trager fixiert, bei dem es sich entweder um einerr Bitter um beschichtete Glas-
oder Kunststoffoberflachen handelt. Zu diesem DNA-Array werden wiantersuchenden

Nukleinsaure-Proben gegeben, die zur spateren Detektion beispielweisesinem

{dap'r-;?“f. ' Abb. 3: Photolithographische Her-
+ u m— Mgk stellung von Oligonukleotidarrays.
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Fluoreszenzfarbstoff versehen wurden. Eine Hybridisierung der BidAder Probe mit den
tragergebundenen Sensormolekilen kann durch ein Fluoreszenzsignal an declesrigpn
Position innerhalb des Arrays detektiert werden (Hardiman, 2002). Qral®tensitat
erlaubt dabei auch die Quantifizierung der entsprechenden Gene Pnother (Hoheisel and
Vingron, 2000).

Die DNA-Chips kdnnen auf unterschiedliche Weise hergestellt wegBgdr. verbreitet ist die
photolithographische Herstellung, bei der die Sonden lichtgesteuekt di situ erstellt
werden (Abb.3). Ansonsten werden die Sonden konservativ hergestellt und abfedsEsen
Wegen auf die Chipoberflache aufgebracht (Ramsay, 1998).

Zur Erstellung von Expressionsprofilen muss zunéchst aus dem biologigettenal, zum
Beispiel einem Tumor oder in unserem Fall dem ZNS-Gewebe, di¢Amsvliert werden.
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Die isolierte  mRNA-Population, wird enzymatisch in eine doppelgigén cDNA
umgeschrieben, aus der wiederum eine cRNA durefitro-Transkription gewonnen wird, in
die biotinylierte Nukleotide zur Makierung eingebaut werden. Dmdifizierten cRNA-
Molekile binden im Hybridisierungsschritt spezifisch an die auf demy vorhandenen
komplementaren  Oligonukleotiden.  Ungebundene  cRNA-Molekule, die keine
komplementaren DNA-Fragmente auf dem Array finden, werden beiadschlie3enden
Waschschritten entfernt, woraufhin die gebundenen mit StreptavidcoPtyghrin markiert.
Schlief3lich wird der Mikroarray in einem Scanner ausgemessen, iddehycoerythrin-
Farbstoff durch Laserlicht angeregt und die Fluoreszenz in derhiestenen Sektoren, die
den bekannten Genfragmenten entsprechen, detektiert und quantifiziert ed.
Fluoreszenz-Intensitaten, die mit den verschiedenen Genfragmentaiieas sind, sind ein
sehr prazises Mal fur die Menge der im Ausgangsmaterial vorhandenen mBlskiiid.

Um die Expressionsdaten von verschiedenen Proben vergleichbar madt@men, werden
sie nach dem Einlesen normalisiert. Mittels geeigneter Dataly)Software koénnen

anschlieBend unterschiedlich regulierte Gene identifiziert werden.
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Aufgabenstellung

In der hier durchgefuhrten Untersuchung wurden zwei Wege zur fidemting neuer
molekularer Ansatzpunkte der Multiplen Sklerose Therapie und ihrer Exahg im
Tiermodell beschritten.

Im ersten Teil der Arbeit sollte der Einfluss der zwei TiRdmilienmitglieder FasL und
TWEAK fir den Krankheitsprozel3 der EAE zu untersucht werden. Durchdiigtion von
neutralisierenden Autoantikdrpern gegen diese beiden Molekiile sollte ihrerRideMOG-
induzierten EAE von DA-Ratten determiniert werden. Als MethodeAntikdrperindukton
wurde die Vakzinierung mit einem fir das jeweilige Molekul kodide2 DNA-Konstrukt
ausgewahlt. Eventuelle Resultate sollten durch histologische undiolmdische
Untersuchungen untermauert werden. Da sich im Verlauf der Unkensgen zeigte, dass die
DNA-Vakzinierung nicht zur Bildung von Antikérpern gegen die betreffendeniekiile
fuhrte, wurde die Methode der Antikorper-Induktion auf die konventionellaunisierung
mit rekombinanten Proteinen umgestellt. Studien mit dem Ziel, die Produkton
Antikorpern, ihre neutralisierenden Kapazit@tvitro sowie ihre Effekte auf den klinischen
Verlauf der EAE auf die histopathologischen Befunde nachzuweisen, sollten.folg

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde parallel unter Benutzung Atigmetrix-DNA-
Mikroarrays eine Expressionsstudie in der MOG-induzierten EAE Dé-Ratte
durchgefuhrt. Hauptziel war es, durch Analyse differentielulieger Gene wahrend der
akuten oder chronischen Phase der EAE neue mogliche Zielmolekideefiherapie der
Multiplen Sklerose zu identifizieren.

Fir diese Studie sollten Ratten, die sich entweder in der akuten Phase der EAE,ise€bRem
oder der relapsierenden Phase befanden, sowie gesunde Ratten ausgehvdigdtaus dem
ZNS gewonnene RNA fur die Hybridisierung der DNA-Chips verwensetden. Die
anschlieBende Auswertung der Rohdaten sollte mit speziellen Auswyertetools wialchip
1.3 GeneCluster 2.0oder GenMapp 2.0ausgefuhrt werden und die Ergebnisse mittels
RealTime-PCR oder wenn mdglich mittels Protein basiertemddiein bestatigt werden. Der
Nachweis der pathologischen Relevanz und der mdglichen Bedeututigepeutisches
Zielmolekul sollte dann in ausgewahlten Féllen durch geeignetetzensi@e z.B. der
Applikation eines Agonisten oder Antagonisten im Tiermodell erfolgen.
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Verwendete Materialien

Chemikalien und Reagenzien

100bp-DNA ladder

1kb-DNA ladder

[*H] Thymidin

Acrylamid

Agarose

Aluhydrogel

Ampicillin

APS

Astrozyten Zelllinie CTX TNA2
B-Mercaptoethanol
BIOCOAT® ZellkulturgefaRe
B-Per Reagence

Cardiotoxin

Cell Strainer

Coomassie brilliant blue G250
Des-Arg,Letf-Bradykinin
DMEM-Medium
DMEM/F12-Medium

dNTPs

DryEase Mini Cellophane-Membranen
ECLPlus

EGM-2a-Medium

ELISA Platten Nunc MaxiSorp
Ethidiumbromid

Fnl4:Fc

FCS

Genetycin (G418)

Glutamin

Glycin

GIBCO (Invitrogen), Karlsruhe
GIBCO (Invitrogen), Karlsruhe
Amersham Biosciences, Munchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck KgaA, Darmstadt
Brenntag Biosector, D&nemark
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
LGC Promochem, Wesel
Life Technologies, Grof3britannien
BD Biosciences, Heidelberg
Perbio Systems, Bonn
Latoxan, Frankreich
BD Biosciences, Heidelberg
BioRad, Muinchen
Bachem, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Minchen

Cambrex BioScience, Belgien

Nalgene Nunc International, Wiesbaden

Sigma-Aldrich, Minchen
Apotech, Schweiz
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Life Technologies, Grof3britannien

Merck KgaA, Darmstadt
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H37Ra (Mycobacterium tubercolis)
Harnstoff

HEPES

Humanes TWEAK

Humanes basisches FGF
HUVEC Endothelzelllinie

Igipal

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Kanamycin

Kapillaren zur Blutentnahme
Kollagenbeschichtete Zellkulturgefalie
LB-Medium

LF 16-0687 Ms

Lipofectamin

Lysing Matrix D (Aufschlussrohrchen)
MAGIC-Proteinstandard
Mark12-Proteinstandard
MOG-Peptid (AS 35-55)
Ni-NTA-Agarose

Nitrozellulose Membran

Nunclon Mikrotiterplatten
Paraformaldehyd
p-Nitrophenylphosphate (p-NPP)
Penicillin/ Streptomycin
Pertussis Toxin

PLP (139-151)

Precision plus-Proteinstandard
Printed Filtermat B

RNAlater

Restriktionsenzyme

RPMI 1640

SeaBlue-Proteinstandard

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Life Technologies, GroRRbritannien
Biosource Int, USA + Peprotech, USA
R&D Systems, USA
Clonetics, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
K+K Laborbedarf
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Fournier Pharma, Daix, Frankreich
Invitrogen, Karlsruhe
Q Biogene, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
NOVEX (Invitrogen), Karlsruhe
BIG Biotech, Freiburg i.B.
Qiagen, Hilden
Schleicher&Schuell, Freiburg
Nunc, Ddnemark
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
GIBCO (Invitrogen), Karlsruhe

Hoffmann La-Roche, Penzberg

Dr. J Pineda Antikorper-Service, Germany

Invitrogen, Karlsruhe
Wallac, Finnland
Qiagen, Hilden
Hoffmann La-Roche, Penzberg
GIBCO (Invitrogen), Karlsruhe
NOVEX (Invitrogen), Karlsruhe
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SnakeSkin Dialysis Tubing Perbio Systems, Bonn
T-Per Reagence Perbio Systems, Bonn
Tris-Base+ Tris-HCI Sigma-Aldrich, Minchen
Tween 20 Sigma-Aldrich, Minchen
TEMED Merck KgaA, Darmstadt
TOP10 (kompetente Zellen) Invitrogen, Karlsruhe

24G connector (Hamilton, 86509, FEM. HUB, GA24, 50mm) zur Suspendierung von MOG
bzw. PLP

Puffer und Medien

10x PBS Harnstoff-Lysis-Puffer

NacCl 1,37M (80g/l) Harnstoff 8M (480g/I)

KCI 27nM (2g/1) NaH,POs-1H,O  0,1M

NaHPO, 100mM (14,2g/1) Tris-HCI (pH8.0) 10mM

NaH,PO, 100mM (13,8g/l)

pH 7,4 mit NaOH Elutionspuffer

50x TAE fur DNA-Elektrophorese Imidazol 0,5M (34,0449/1)
geldst in Harnstoff-Lysis-Puffer

Tris 2424/l

NaEDTA (pH8) 50mM (18,649/l) 4x Sammelgel-Puffer (SDS-PAGE)

Eisessig 57,1ml/l

6% Polyacrylamid in 125mM Tris
1l 0,2M Natriumhydrogenphosphat-Puffer  3,75mM SDS
(pH8.,0) 1% APS

1% TEMED, pH 6,8

0,2M NaHPOs-1H,O  5,3ml
0,2M NgHPQO,-7H,O 94,7ml 4x Trenngel-Puffer (SDS-PAGE)

15% Acrylamid in 125mM Tris
3,75mM SDS
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1% APS
1,5% TEMED, pH 8,8
Laufpuffer (SDS-PAGE)

0,05M Tris
0,38M Glycin
0,004M SDS, pH 8,3

5x Probenpuffer (SDS-PAGE; Laemmli)

250mM Tris-HCI

20% Glycerin

8% SDS

0,04% Bromphenolblau

20% Mercaptoethanol, pH 6,8

Blotting Puffer

3,5g/I Tris-Base
14,19/l Glycin
20% Methanol

4% PFA (w/v)

40g PFA in 0,51 70°C heil3es Wasser gelost

+ 1ml 10M NaOH Filtration
+ 0,51 0,2M NaP@Lo6sung

10x DNA-Auftragspuffer

25% Ficoll 400
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

Coomassie-Farbelésung

10% (v/v)

0,006% (w/v) Coomassie brilliant blue

Essigsaure

LB-Agarplatten

LB-Medium mit 1,5% Agarose

RPMI1640 (fur LNC-Kultur)

450ml RPMI 1640

50ml FCS

1mM Natriumpyruvat
2mM Glutamin

50uM B-Mercaptoethanol
15mM HEPES

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml  Streptomycin

DMEM/F12 Medium fir RBE4-Zellen

500ml DMEM/F12

1ng/mi humanen, basischem FGF
450u9/l Genetycin (G418)
RIPA-Puffer

NaCl 150mM

lgipal 1%
Natrium-Deoxycholat 0,5%

SDS 0,1%

Tris, pH7,5 50mM
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Kits

TagMan® Gene Expression Assays

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit

Reverse Transcription System

Expand High Fidelity PCR System...

Rapid DNA Ligation Kit

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Mab Trap™ -Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

GelCodél6xHis Protein Tag Stain Reagent Set
QIAwell 8 Ultra Plasmid Kit

HiSpeed Plasmid Midi Kit

EndoFree Plasmid Giga Kit

QuantiTect SYBR Green PCR-Kit

BD OptEIA Rat MCP-1 ELISA Set

BD OptEIA Human MCP-1 ELISA Kit
Superscript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit
High Yield RNA Transcript Labeling Kit

Gene Chip Rat Genome U34 Arrays

Antikorper

Mouse anti-Actin Monoclonal Antibody
Mouse anti-rat CD3 clone (G4.18)
Mouse anti-human TWEAK (CARL-1)
Rabbit anti TWEAK (FL-249)

Gerate

Gigafuge
Biofuge pico
GenePulser

Akta Prime Chromatographie System

Applied Biosystems, USA
Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim
Hoffmann La-Roche, Penzberg
Hoffmann La-Roche, Penzberg
Qiagen, Hilden
Amersham Biosciences, Minchen
Qiagen, Hilden
Perbio Systems, Bonn
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Enzo Life Sciences, USA

Affymetrix, GroRRbritannien

Chemicon, Grol3britannien
Research Diagnostics, USA
eBioscience, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Hereaus GmbH, Hanau
Hereaus GmbH, Hanau
BioRad, Miinchen

Amersham Biosciences, Miinchen
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Power Pack 300

Alpha-RVC Rotations-Vakuum-Konzentrator
Fast Prep 110

Photometer Ultraspec 2000

Storm 860 Phosphoimager

E™® Microplate Reader

ABI 7000 Sequence Detection System
Semidry Transfer-Blotting-Kammer
Bioanalyzer 2100

G2500A GeneArray Scanner
TOMTEC cell harvester

Topcount Scintillation Counter

Minigelsystem

BioRad, Miunchen
Christ GmbH, Osterode im Harz
Qbiogene, Heidelberg
Amersham Biosciences, Minchen
Amersham Biosciences, Minchen
Molecular Devices, Grol3britannien
Applied Biosystems, Darmstadt
Biorad, Minchen
Agilent Technologies, Waldbronn
Agilent Technologies, Waldbronn
Wallac, Finnland
Wallac, Finnland
Hoefer, USA

Vektoren bzw. Plasmide

MOG-pQE12

Der Vektor zur Produktion von rekombinanten MOG (AS 1-125, in ExpressionvektdtpQE
(Qiagen)) wurde freundlicherweise von C.Linington (Max Plancktlrstiir Neurobiologie,

Martinsried) zur Verfigung gestellt (Amor et al., 1994).

pQEG6O

Bei dem pQE60 Vektor von Qiagen handelt es sich um einen prokaryatische
Expressionsvektor, der auf den pDS56/RBSII Plasmiden basiert. Di&/pKi&ren sind low-
copy Plasmide, die Uber einen Phage T5 Promotor undlzegDperator-Sequenzen sowie
eine synthetische Ribosomenbindungsstelle verfiigen, so dass diekriptaors und
Translation effizient verlaufen und zudem durch Haoc-Repressor stringent reguliert werden
konnen. Am 3"-Ende de¥ultiple Cloning Sitebefindet sich ein 6x-His-Tag kodierender
Bereich, der dafur sorgt, das ein His-Tag an den C-Terminus des Pestgetsingtvird, um

die Aufreinigung des Proteins tUber Ni-NTA-Chromatographie zwglichen. Die positiven
Klone kénnen nach der Transformation durch die vom Plasmid kofidreetamase, die

eine Ampizillin-Resistenz vermittelt, selektiert werden (Abbildung 4).
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pVax1l

Der Vektor pVax1 von Invitrogen besitzt einen CMV-Promotor (cytomegalsvinmediate-
early promotor), der fur eine starke Expression in Saugetiergh smwie eine BGH (bovine
growth hormon) Polyadenylisierungsstelle, die der effizienten Teenuing der Transkription
dient. Er wird inE.coli vermehrt und tragt deswegen zur Selektion ein Gen, das eine

Kanamycin-Resistenz vermittelt (Abbildung 5).

5
w)

E
PIS -lac O -lac O -RBS- ATG-MC

BamHI
Bglll

wr

éxHis SQcpCodom

pQE-40
3.4 kb

Col E1

Abbildung 4: Aufbau des prokaryotischen Expressionsvektor pQgd-irma Qiagen

Abbildung 5: Ubersicht iiber den eukaryotischen Expressionsveitax1 (Invitrogen)

pCR4BIlunt-TOPO Invitrogen, Karlsruhe
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Software

Scion Image Version Beta 4.02 Scion Corporation, USA
Sigma Stat 3.0 SPSS GmbH Software, Munchen
Sigma Blot 8.0 SPSS GmbH Software, Munchen
dchip 1.3 Harvard University, USA

NetAffx Affymetrix, GroRRbritannien

EASE ExpressiorAnalysisSystematicExplorer) National Institute of Health, USA
GeneCluster 2.0 MIT, GenomeResearch Cent, USA
BRB ArrayTools 3.2 National Institute of Health, USA
GenMapp 2.0 Conklin Lab, San Francisco, USA
MS Office Microsoft, Seattle, USA
PhotoShop 7.0 Adobe Systems, Seattle, USA

Molekularbiologische Methoden

RNA-Isolierung

Nach der Entnahme der Gewebe fir die RNA-Isolierung, wurden dieBNAlater Uber
Nacht bei 4°C inkubiert und danach bis zur RNA-Isolierung bei —80°C eingefroren.
Gesamt RNA aus Geweben wurde mit dem RNeasy Lipid TissoeHiti (Qiagen) isoliert.
Homogenisiert und aufgeschlossen wurden die Gewebe dafir net déiff Fast Prep 110-
Gerats und dekysing Matrix Dim Puffer QIAzol (Qiagen). Ansonsten wurde das Protokoll
des Produzenten befolgtt{p://wwwl.giagen.com/literature/handbooks/INT/rnalit.aspx)

Die Qualitat der isolierten RNA wurde in der Regel durch digarose-Gelelektrophorese
bestimmt. Bei intakter RNA sollten zwei scharfe Banden furl@& und 28S rRNA bei
Eukaryoten im Gel erkennbar sein, die ca. 80% der Gesamt-RNA chesmaDie
Konzentration der mMRNA wurde photometrisch bei 260nm bestimmt. Danach werB&4di

aliquotiert und bei —80°C gelagert.

cDNA-Synthese

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des Reverse TransoniptiSystems revers transkribiert

(http://www.promega.com/tbs/tb099/tb099.hymGenerell wurden polyT-Primer verwendet,

wenn die cDNA fur Klonierungen verwendet werden sollte, und Random
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Oligohexanukleotide, wenn sie flr Expressionsanalysen mittels iReaHCR gedacht

waren.

Polymerase Kettenreaktionen (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur DNA-Amplifikation. Bei der Duiighrung der PCRs wurde
prinzipiell das Expand High Fidelity PCR System verwendet. Daleden die Primer fur
Klonierungen so konzipiert, dass dem PCR-Produkt eine Restriktionssthi@tangehangt
wurde, mit der es sich mittl&tickyEneLigation in den jeweiligen Vektor einfligen liel3.

Die Primerpaare, die fur eine RealTime-PCR eingesetzt wuwdeden so gewahlt, dass das
bei der PCR entstehende Produkt eine Lange von ungefahr 100bp hatte ujelvddss
Exon-Grenzen uberspannt wurden, um eine Amplifikation von moglicherwersandener

genomischer DNA zu vermeiden.

Restriktionsverdau

Der fur die Klonierungen notigeWerdauvon Plasmiden und PCR-Produkten wurden bei
37°C entweder fir 1-2 Stunden oder Uber Nacht durchgefuhrt. Alle verwendeten

Restriktionsenzyme und Puffer stammten von der Firma New England Biolab&f(it/M).

Agarose-Gelelektrophorese

Um  Nukleinsduren anhand ihres  Molekulargewichts  aufzutrennen,  wurden
Gelelektrophoresen mit 1%-1,5%igen Agarosegelen durchgefuhrt. Dazu wurdeségafox
TAE-Puffer in der Mikrowelle geschmolzen, nach einer kurzen Abkuhlphge
Ethidiumbromid/100ml zugegeben und das Gel in die vorbereiteten Gelkamngerssege.
Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 10x DNA-Auftragspuffemischt und in
die Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei $pwrnung von 10V/cm

Gellange und wurde jeweils mittels einer Digitalkamera dokumentiert.

Gelelution

Zur Elution von DNA wurde das QIAquick Gel Extraction Kit entsprexhder Anweisung
des Herstellers verwendétt{p://www1l.giagen.com/literature/handbooks/INT/cleanlit.dspx
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Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren erfolgte mittelkti@pghotometrie.
Dabei wurde die Absorption von Nukleinsauren bei 260nm gemessen. Eindemishte
(OD) von eins entspricht dabei 50mg/ml dsDNA oder 40mg/ml RNA.

Ligation

Zur Herstellung von Vakzinierungs- bzw. Expressionsvektoren wurden demerdhute
PCR-Produkte mit entsprechemdrdautenVektoren mit Uberstehenden Enden (sticky end)
ligiert. Dabei wurde das Rapid DNA Ligation Kit verwendet. Persatz war wie folgt: In
8ul wurden Insert und Vektor im Verhaltnis 3:1 bis 5:1 miteinander isehth Nach der
Zugabe von 2pul des 5 x DNA-Verdunnungspuffer, 10ul DNA-Ligationspuffer yddr4-

DNA-Ligase wurde die Ansétze fur 5min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.

Transformation

Die Plasmide wurden zur Vermehrung und Kontrolle in den chemisch kenmeeE.coli-
Stamm XL1 Blue (TOP10) mittels Hitzeschock transformierafid wurden 10ul des
Ligationsansatz zu 50ul kompetenten Zellen gegeben. Nach einer 30 emnlitigibation
auf Eis wurden die Zellen mit einem Hitzeschock bei 42°C fur 60geasformiert. Zur
Regeneration wurden sie dann fir 45min bei 37°C mit 400ml LB-Medium ohne
Selektionsmittel geschittelt und anschlieRend auf LB-Plattenmsiprechenden Antibiotika
ausplattiert.

Die fertigen prokaryotischen Expressionsplasmide wurden migkdktroporation in den
E.coli-Stamm M15 (Qiagen) transformiert, der eine T5-RNA-Polysemxprimiert und das
Plasmid pREP4 besitzt, das fur den Lac-Repressor kodiert und mis&ine Kanamycin-
Resistenz vermittelt. Jeweils ~10ng des jeweiligen Plasgalist in 6l Wasser wurden mit
einem 20pl Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis fur 20min inkubiert uittelsn
Elektroporation bei 2,5V und 200W transformiert. Anschlieend wurden die Zalien
400ml LB-Medium bei 37°C ohne Selektionsdruck regeneriert und auf LBeRIEE00ug/ml

Ampicillin, 25pg/ml Kanamycin) ausplattiert.
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Plasmidisolation

Die Praparation kleiner Plasmidmengen adgoli diente ausschlie3lich analytischen
Zwecken. Die jeweiligen Klone wurden dafir in 4ml LB-Selektiondiom® gepicktund tber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Plasmidisolation erfolgte mit @¢Awell 8 Ultra Plasmid
Kit entsprechend den Angaben, die auf der Homepage des Herstlldisden sind:
(http://Iwww1l.qgiagen.com/literature/handbooks/INT/plklit.aspx)

Fur die Praparation von Plasmiden zur Sequenzierung und Transformatioe was
HiSpeed Plasmid Midi Kit benutzt. Im Unterschied zum MiniPrep wurdafir 100ml
Selektionsmedium tber Nacht inkubiert.

Sehr grof3e Mengen an Plasmid-DNA wurden fir die DNA-Vakzinierung igéndts dem
Grund wurden die Plasmide mit dem EndoFree Plasmid Giga Kit auSd&ditionsmedium
isoliert. Damit konnten, ausreichend grol3e DNA-Mengen fir die Vakaimgen gewonnen

werden (bis zu 10mg DNA pro Isolierung).

Kolonie-PCR

Diese Art der PCR diente der Analyse der Klonierungsergebrsdei wurden Klone von
der Selektionsplatte isoliert und in 50ul demineralisiertem Wasseispendiert, das als
Template in einer PCR eingesetzt wurde. In der ersten Desrangsphase des PCR-
Programms (15min) kam es dann nicht nur zur Denaturierung der DNA,rsoadeh zu
einem Zellaufschlul3, wodurch die Nukleinsduren freigesetzt wurdenPwiser wurden
Oligonukleotide eingesetzt, die an die Rander der Multiple Clonibg &s jeweiligen
Plasmids banden. Bei einer erfolgreichen Klonierung muss dasFip@ikt so lang sein wie

die Multiple Cloning Site des Vektors plus dem jeweils eingebauten Fragment.

Sequenzierungen

Die Sequenzierungen der Vakzinierungs- und Expressionsplasmide fdierte=irma
Sequiserve (Vaterstetten, Deutschland) durch.

Klonierungsansatze

Eine Ubersicht Uber die fur die Klonierungen verwendeten Primemdafsich in Tabelle 1.
Die cDNA, die als Template verwendet wurde, stammte aus der Milz von DidrRat
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FasL

Die Sequenz, die fir den Fas Liganden kodiert, wurde in den eukaryotischen
Expressionsvektor pVaxl und in den prokaryotischen Expressionsvektor pQE60
hineinkloniert Fur die Erstellung des Vakzinierungsvektors wurden das entsprechéRde P
Produkt sowie der Vektor pVax1 vor der Ligation mit BamHI und Nhel verdaut.

Bei der Herstellung des Plasmids fur die rekombinante Protelvesgtwurden der Vektor

und das PCR-Produkt mit Bglll und Ncol verdaut.

TWEAK

Das PCR-Produkt fir das Vakzinierungskonstrukt wurde zuerst in den p@R4BDPO
Vektor subkloniertund daraus mit Nhel und Notl herausgeschnitten und mit dem ebenfalls
entsprechend geschnittenen Vektor pVhgiert.

Fur die Expression des rekombinanten TWEAK-Proteins wurde nur dedérdiodierenden
Sequenz amplifiziert, der der extrazellularen Domane des Fsaetspricht. Das entspricht
den Aminosauren 95-249. Nach der PCR wurden das Produkt der PCR sowie pQHE&0 vor

Ligation mit Bglll und Ncol verdaut.
Fni4
Die kodierende Sequenz von Fnl14 wurde ausschlielich in den Vektor pQBEbpression

des rekombinanten Proteins kloniert. Die Ligation wurde hierbei eberdaltch einen

Restriktionsverdau mit den Enzymen Ncol und Bglll vorbereitet.

Gen Sense Antisense

FasL-pVaxl NNN GCT AGC ATG CAG CAG CCC GT®INN NGG ATC CCC AAG CTT ATA
AAT TAC CCATGT TAA GCC AAA AAA G

FasL-pQE60 NNN NCC ATG GGT GCA GCA GCC CGHRNN NAG ATC TAA GCT TAT ATA
GAATTACC AGC CAA AAA

TWEAK-pVaxl | GCG GAT CCA NCA TGG CCG CCC GTIINN NGC TAG CTC AGT GAA CTT
GGA GCC AG GAA GAG TCC

TWEAK-pQEG60 | NNN NCC ATG GGC AGT GTT TCT AAANNN NAG ATC TGT GAA CTT GGA
GGC CGG AAG GC-3 AGA GTC CAA AGT AGG TAA

Fn14-pQE6O 5-NNN NNN CCA TGG CTC CGG GTNNN NNA GAT CTC TGG ATC AGT]
GGC CGC GGCCT GCC ACA CCT GG

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Primer bei den Kamigen
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Produktion von rekombinanten Proteinen

Expression der Protein

200ml einer LB-Vorkultur (100pg/ml Ampicillin, 25pg/ml Kanamycin) wendmit einem
E.coli M15-Klon inokuliert, der Uber das entsprechende Expressionsplamid eerfgt
nachsten Morgen wurde 2,51 des gleichen Selektionsmediums mit der \dotkeiinpft und
in einem 5|-Schikanekolben inkubiert, bis eine ggBson 0,6-0,7 erreicht worden war. Die
Induktion der Proteinexpression erfolgte daraufhin durch die Zugabmdiggors des Lac-
Operon IPTG (Isopropyl-R-D-Thiogalaktosid (c=1mM)). Fir 4-6h wurden Z#iden bei
37°C weiterinkubiert. Mittels Zentrifugation (4°C, 8000g, 10min) wurden die Zellemgg.

Extraktion und Reinigung

Die Extraktion der rekombinanten Proteine erfolgte mit dem BRRagenz entsprechend den
Vorgaben des Hersteller&it{p://www.piercenet.com/files/0736lea-4.pd)a der Haupttell
der rekombinanten Proteine unldslich hislusionbodiesn der Zelle vorlag, wurden diese
dem Protokoll entsprechend aufgereinigt und alle vorher gesammeli@kte aufgrund der
deutlich geringeren Proteinkonzentration verworfen.

Zur Reinigung wurden dienclusionbodiesn 50 ml Harnstofflysis-Puffer gelést und fur 1h
bei 4°C mit 5ml Ni-NTA (Nickel-Nitrilotriacetic Acid) Agaras inkubiert, die spezifisch
Proteine mit einem His-Tag bindet, der normalerweise aus d®shacht Histidin-Resten
besteht und an den C-Terminus samtlicher von mir exprimierten froteigehéngt ist.
Danach wurde die Suspension in eine 10ml Saule Uberfihrt, mit 30ml éflyss-Puffer

gewaschen und mit 15ml Elutionspuffers zu Fraktionen von jeweils 2,5ml eluiert.
SDS-Polyacrylamid-Gelelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteine wurden sie mittels einer denaturieren®&P8lyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Da isentexprimierten
Proteine relativ klein waren (<40kDa), wurden dafir 15%ige SD$t&mid Gele

verwendet. Die Zusammensetzung war wie folgt:

Trenngel (15%) [ml] Sammelgel (5%) [ml]
Wasser 2,3 1,57
4x Puffer 2,5 0,83
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Acrylamid 5 0,53

10% SDS 0,1 0,033
Ammoniumpersulfat 10% (w/v) 0,1 0,033
TEMED 0,013 0,004

Tabelle 2 Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben mit Laemmli-Probenmeinischt, flr Smin
bei 95°C denaturiert und kurz auf Eis abgekihilt.
Die Elektrophorese fand mit dem BioPack 300- und im Hoefer-Minigelsyst der Regel

bei 150V sowie einer Stromstarke von 30mA pro Gel statt.

Detektion der rekombinanten Proteine

Zur Detektion der aufgetrennten Proteine im Polyacrylamid-Geldevuginerseits das
GelCodeél6xHis Protein Tag Stain Reagent Set verwendet, das spe®fietdine mit einem
His-Tag farbt. Das Vorgehen entsprach dabei der Beschreibursg Hirstellers
(http://www.piercenet.com/files/0870dh4.pdf)

Nach der His-Tag Farbung wurden die Proteine, die sich auf ddrbeBanden, durch eine
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel fur BT lbeider Coomassie-
Farbeldsung geschttelt und anschlieRend mit 10%iger Essigsaurbteiiiida Archivierung
wurden die Gele in DryEase Mini Cellophane-Membranen getrocknet.

Dialyse

Das sich die Proteine nach der Aufreinigung noch in dem Harnstei$Puffer befanden,
wurden sie in sechs Konzentrationsschritten mit einem SnakeSkis&sahlauch, der eine
AusschlussgrofRe von 3,5kDa hatte, bei 4°C gegen PBS dialysiert.

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Eine Eichreihe einer BSA-Stammldsung im Bereich von 0 — 2mg/milnem Volumen von
20ul wurde erstellt, und entsprechende Volumina der zu messenden Probelegiorg
Nachdem die Proben mit demineralisiertem Wasser auf 800ul alifgebrden waren,
wurden sie mit 200ul unverdunnter Bradfordlésung versetzt, 15min bei RT inkubier
(Bradford, 1976) und bei einer Wellenlange von 595nm im Photometer vermd3ige

Proteine wurden zu jeweils 1mg aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Analytische Methoden

Western Blot zur Bestimmung der Proteinexpression

Zur Quantifzierung von CD3- und MOG-Protein im Ruckenmark von DA-RamenSJL/J-
Mausen wurden die bei —80°C gelagerten Gewebe in dem Proteinpltar dufgeschlossen
und dessen Proteine entsprechend den Angaben des Herstellers réxtrahie
(http://www.piercenet.com/files/0848as4.pdf)n einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel
wurden sie nach der GroRe aufgetrennt und aufgrund der, durch das SDS naliehe
negativen Ladungen, in einer Semidry Transfer Zelle auf eineozZditulosemembran
Uberfuhrt. Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membrangesfbkei einer maximalen
Leistung von 5W fur 30min.

Die Membran wurde anschlieBend mit einer Blockierlosung blockiextjindder Regel aus
PBS mit 5% (w/v) Milchpulver und 3% (w/v) BSA bestand. Danachdesie zur Detektion
des gewiinschten Proteins mit einem dafir spezifischen Antikérper inkufiee in PBS
verdunnt worden waren, dem zur Verhinderung unspezifischer Interaktionschewiden
Antikorpern und der Membran 3% (w/v) Magermilchpulver und 1% (w/v) B8gezetzt
wurden. Nach einer Inkubation von ungefahr einer Stunde wurde die Membtan m
PBS/Tween gewaschen und mit einem sekundaren Antikérper inkubiertir dtemf Primaren
spezifisch und mit dem Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt veeoh Kinem weiteren
Waschschritt wurde die Membran mit dem Substrat ®€Ifiir 5min inkubiert. Die
Proteinbanden konnten die Proteine anschlieRend mit dem Phosphoimager STORM860 und
der Auswertesoftware ImageQuant detektiert und quantifiziert werden.

Zur Standardisierung wurde in einem zweiten Hybridisierungssaduch die Menge des
HaushaltsproteingAktin auf der Membran bestimmt. Die Membranen wurden dazu zuerst
gestrippt— das heildt, dass die an der Membran anheftenden Antikorper durch eimg LOs
denaturiert wurden — und anschlieBend mit AntikdrpernBAktin-Detektion inkubiert. Die
gemessenen Proteinmengen wurden dann generell ins Verhaltfsktin gesetzt. Durch
diese Standardisierung wurde es ermdglichte, die Ergebnisse vschiedenen Blots

miteinander zuvergleichen.
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RealTime-PCR

Zur Quantifizierung der Expression verschiedener Gene, entwedeBeaiéatigung von
Microarray Expressionsergebnissen oder zur Bestimmung der Cp@dsion im
Ruckenmark der verschiedenen Behandlungsgruppen, wurden RealTime-PCRiemmi
QuantiTect SYBR Green PCR-Kit durchgefiihrt. Die Quantifizierdragiert auf einer
softwaregestitzten Berechnung eines Fluoreszenzschwellen{dedskold). Der Zyklus, in
dem die zu untersuchende Probe dieBesholdiiberschreitet, wird al€ycle TresholdC)
der jeweiligen Probe bezeichnet. Je mehr Zielsequenzen siclgmnBier PCR in der Probe
befanden, umso eher wird déresholdiiberschritten. Die Quantifizierung erfolgt durch den
Vergleich des der Probe zugewiesenegWertes mit den Werten, die in parallel
amplifizierten DNA-Standards ermittelt wurden. Bei den DNAR8tds handelte es sich um
cDNAs, die vorher aus Milzen von Ratten hergestellt worden war ERpression der Gene
wurde generell vierfach bestimmt.

Ahnlich wie bei der Quantifizierung der Expression mittels \&@dlot wurden auch diese
Expressionsdaten afiAktin bezogen, um sie zu standardisieren und vergleichbar zu machen.
Das bedeutet, dass bei allen Proben neben dem zu untersuchendenhCaie &xpression

von BAktin bestimmt worden ist.

Gen Sense Antisense

Aktin TAG GCA CCA GGG TGT GAT GGT CAT ATC GTC CCA GTGGT TAC GG
SLPI TCC CAT TCG TGG ACC AGT GAA GAA TGC CAT CAC ACGGC CGT CAT TCT
MOG TAC AAC TGG CTG CAC CGA AGACT AGG CTT TCC TTGCT CCA GGA AGA

DORA GAG ATA TGT GGA AACAAG TCATCAGC| AAGTCAGCACAT CTATGGTCTTCCA

GPNMB | AGG ATT CCATCT ACAATT GTGATGGT | CCT AGT CCTCT TTA ATG CCT ACT

BAFF TCCTGC TAC TCC GCT GGC AT GTC GTC TCC GTT CAGA AA
CXCL13 | TTT TCT GGA CCA AGG CCA AGA GGA GCT TGG GGATT GAA GTA
IRF-1 CAA GGA GGA ACC AGAGAT CGACA TAG AGT TGC CEAGCAGGG TGT C

CXCR4 | TATTACGTG GGG ATCAGCATCGATT AAG TCC GTGTC ACCTTCTTC CG

Tabelle 3: Sequenzen der fir RealTime-PCR verwendeten Primer

Gesamtcholesterin-Bestimmung im Ratten ZNS

Zur Extraktion von Lipiden und Lipoproteinen wurden Rickermarks-Proben von Ef&nRa
in RIPA-Puffer mit Ultraschall homogenisiert. Vor der Bestiung des Gesamtcholesterin-
Gehalts mit dem Cholesterin-QuantifizierungskitHO 015 wurden die Extrakte mit dem

RIPA-Puffer auf eine Proteinkonzentration von 1mg/ml verdinnt. 100ul deakix wurden

in einer Mikrotiterplatte mit 5ul des Testreagenz versetzt tnd®min bei 37°C inkubiert.
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Die Bestimmung der Cholesterinkonzentration erfolgte dann bei é&Wedlenlange von

540nm imMikroplate Reader

Histopathologische Untersuchungen

An Tag 20 nach der EAE-Induktion wurden SJL/J-Mause mit eiskasetpnischer
(0,9%iger) Kochsalzlésung gefolgt von einer 4%igen ParaformaldehydI6dRipg) zur
Gewebefixierung perfundiert und deren Ruckenmarker isoliert. Diagden dann Uber
Nacht bei 4°C in PFA postfixiert, am nachsten Tag in drei Tgdschnitten (zervikal,
thorakal und Ilumbosakralen) und in Paraffin eingebettet. Von jedem dier
Ruckenmarksabschnitte wurden jeweils funf Schnitte, mit einem Abstamd00um mit
Hamatoxilin-Eosin- (HE) geféarbt. In dieser Farbung werden saurekilelém Schnitt durch
das Hamatoxylin gefarbt. Zellkerne erscheinen blau. Das Zytopldemaellen, Kollagen
und proteinhaltige Losungen werden rot angefarbt. Haufungen von Zellkeengen dauf
inflammatorische Infiltrate, die aus das ZNS infiltrierenden Leula@zpestehen.
Anschlie3end wurden die finfzehn Schnitte jedes Tieres bezuglickl&gienanteils der
entzundlichen Infiltrate analysiert. Dazu wurden mit Hilfe 8eron-Image-Software sowohl
die Gesamtfliche als auch die Flache der Infiltrate begtimohne dabei die
Gruppenzugehorigkeit des jeweiligen Schnitts zu kennen. Der Anteil deiinefithen
Flache an der Gesamtflache der Schnitte wurde wie folgicheet: (Flache mit Infiltraten/
Gesamtflache) x 100 (Hilliard et al., 2001).

Zellbiologische Methoden

Alle Zellen wurden bei 37°C und 5% GQultiviert. Zur Zellernte wurden die verschiedenen
Zellarten von den KulturgefaRen mit Trypsin/EDTA abgeldst, fur 10miergbfugiert und

im entsprechenden Medium resuspendiert. Die Passage der Kultwigeejg nach Dichte
und Zellart in 1:3 bis 1:10 Verdlinnungen.

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Zellpellet nach der Einte2ml normalem
Kulturmedium resuspendiert und mit 2ml eines zweifach Einfrieramesli (Ubliches
Kulturmedium mit 40% FCS und 20% DMSO) gemischt. Je 1ml wurde in ein
Einfrierréhrchen gegeben und in einer Styroporbox tber Nacht bei —80°Efremeg. Zur
Langzeitlagerung wurden die R6hrchen am nachsten Tag in eiele@ilt®& mit flussigen
Stickstoff uberfuhrt.
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Proliferationsassay mit Lymphknotenzellen (LNC)

Zur Bestimmung, ob die TWEAK-DNA-Vakzinierung Einfluss auf digrdre T-Zellantwort

nimmt, wurden den Ratten am Tag 10 nach der EAE-Induktion die Lymphknoten
entnommen, um Zellen daraus in Kultur zu bringen. Dabei wurden sist zud®PMI1640-
Medium mit sterilem Werkzeug aufgeschnitten und durch ein Sieb gepAgsschlie3end
erfolgte die Pelettierung “der Zellen mittels Zentrifima (4°C, 1000rpm, 10min). In einer
96well Mikrotiterplatten mit u-formigen Boden (Nunclon) wurden 4xZellen/well in
jeweils vier parallelen Anséatzen mit variierenden Konzentrati@®enrekombinanten MOG
fur 4d inkubiert. Fur die letzten 24h wurde den Kulturéhl] [ markiertes Thymidin
hinzugefigt (0,5uCi/well). Die Ernte der Zellen geschah mit @emtec cell Harvester und
Membranen der Sorterinted Filtermat B Die eingebaute Radioaktivitat wurde, nachdem die
Filter fir mindestens 1h bei ~50°C getrocknet worden waren, mit eBzntillationszahler
gemessen.

Ein entsprechender Versuch wurde mit demlribitor LF 16-0687 Msund mit PLP
aktivierten LNCs von SJL/J durchgefiihrt, bei dem ebenfalls 4Z&Den/well fiir vier Tage

inkubiert wurden. LF 16-0687 Ms wurde so zugesetzt, dass sich Konzentratiome -
~24pg/ml ergaben. An Tag drei der Inkubation wurde wiederum jedesatA fH]

markiertes Thymidin (0,5uCi/well) zugegeben.
CCL2-Assays (MCP-1)

Fur die Analyse der CCL2-Produktion durch Astrozyten wurde die Rafteliinie CTX
TNA2 benutzt. Dabei wurden 5xi@ellen/well in einer unbeschichteten 24well-Platte mit
DMEM-Medium ohne oder mit TWEAK (500ng/ml) kultiviert. Nach 24 und 48 Stande
wurde der Uberstand abgenommen und dessen CCL2-Produktion mit dem @@iEVFCP-

1 ELISA Set bestimmthttp://www.bdbeurope.com/temp/129187 ydf

Die Bestimmung der CCL2-Produktion durch zerebrale Ratten EnddtbelzgrRBE4-
Zelllinie von Frangoise Roux, Paris) nach 24h Inkubation mit 500ng/ml TMVEArde
entsprechend durchgefiihrt (Kultivierung von 4XRBE4-Zellen/ well einer mit Kollagen
beschichteten 24well Platte (BIOCOAPlatten)).

Zum Nachweis der TWEAK-Produktion nach einer Transfektion mit TWp&ax1 wurden
20000 Astrozyten (CTX TNA2) prwvell einer 24well Platte fur 24h inkubiert, fur 2,5h mit
0,3pug TWEAK-pVax1-DNA in 3ul Lipofectamin transfiziert und nochnféls48h inkubiert.
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Die Uberstande wurden bei —20°C und die Zellen bei —80°C gelagerKantmolle wurden
entsprechende Anséatze mit FasL-pVax1l, pVaxl, nur Lipofectamin soanen Zellen
durchgefuhrt. Die Transfektion erfolgte entsprechend den Angaben Hibestellers
(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/18324.pdf). Als MessgroResfNIEAK-
Expression wurde die Induktion der CCL2-Produktion genommen, die mittelSAELIS
bestimmt wurde.

Neutralisationsassay: Von den Ratten, die mit Proteinen vakaiwoeden sind, wurde sechs

Wochen nach der zweiten Vakzinierung Blut entnommen, um daraus Antilzirpsolieren.
Das Gesamt-IgG aus den gepoolten Seren der einzelnen Gruppen wurdéenmdrHSaulen,
die mit Protein G gekoppelter Sepharose gepackt waren, aus demaydd’-Kit gewonnen
(http://Iwww1.amershambiosciences.com/applic/upp00738.nsf/vLookupDoc/148897217-
B345/$file/71500343AD.pgf

Zur Uberpriifung der Funktionalitat der Antikorper wurde deren Einflugsdie TWEAK-
induzierte Produktion des Chemokins CCL2 (monocyte chemoattractant nPkpteon
HUVEC-Zellen untersucht (Harada et al., 2002).

Humane Endothelzellen (HUVEC) wurden in einer Zelldichte voiwidl in mit Kollagen
beschichteten 24 Well-Platten (BIOCOATin 400 pl EGM-2a-Medium ausgesat. In
Dreifach-Ansatzen wurden den HUVEC-Zellen entweder nur TWE20014g/ml), TWEAK
mit dem Gesamt-lgG von TWEAK-, Fnl14- oder kontrollvakzinierten Tieréar TWEAK
mit einem Fnl4:Fc-Konstrukt hinzugefugt und fir 24h inkubiert. Zur Kontwalleden drei
Ansatze nur mit EGM-2A-Medium ohne Zuséatze kultiviert. Der CCLhd&hein den
Uberstanden wurde mit dem humanen MCP-1 ELISA-Kit bestimmt, ohne von den

Anweisungen des Herstellers abzuweichgtp(//www.bdbeurope.com/temp/699987 . pdf
Tierexperimentelle Methoden

Tiere

Alle im Verlaufe dieser Arbeit benutzten Tiere stammen vorHaelan Winkelmann GmbH
(Borchen). Es wurden weibliche Dark agouti-Ratten (DA) und weibli€dé/J-Mause
verwendet. Alle Tierversuche fanden nach den Bestimmungen des Tierschigztatt.

Die Haltung der Tiere erfolgte in der offenen Haltung desa@eéés H4 der Uniklinik

Regensburg. Sie standen unter regelmaliiger tierarztlicher Kontrolle.
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DNA-Vakzinierung

Zwei verschiedene Protokolle wurden zur DNA-Vakzinierung benutzt:

Zu Beginn wurde den DA Ratten 100ul Cardiotoxin [10mM] in den Muskedculus tibialis
des linken Hinterbeins gespritzt. Die anschlieRende Regenerierunggesehadigten
Myozyten soll die spatere Aufnahme der eukaryotischen Expressisnspge erleichtern
(Lobell et al., 1998). Eine Woche spater wurde den Tieren 100ul deziligen

Plasmidldsung mit einer Konzentration von 1mg/ml intramuskulare enjignd dies viermal
in wochentlichen Abstdnden wiederholt. Dabei erhielten die Versuchstias Plasmid
pVaxl, in das das Gen fur FasL, Trail oder TWEAK hineinkloniert wordar, und die
Kontrolltiere den leeren Vektor pVaxl. Sechs bis acht Wochen nactetdéznl Injektion
wurde die EAE induziert.

Beim zweiten Protokoll wurde auf die Vorbehandlung des ZielmuskatisCardiotoxin

verzichtet. AuRerdem erhielten die Tiere die Vakzinierungsvektovenzweimal mit drei
Wochen Abstand (Waisman et al., 1996).

Kontrolle der Transkription der Vakzinierungsansatze

Eine Woche nach der letzten DNA-Vakzinierung wurde aus jedepp@ ein Tier geopfert,
um die Expression des injizierten Konstrukts mittels RT-PCR des cDNA des
Muskelgewebes zu kontrollieren. Die Primer wurden so gewéhlt, dasisesuntranslatierte
Region an den Randern der Multiple Cloning Site banden. Wie bei der E&R ergab so
die Lange des PCR-Produkts Auskunft Giber den Erfolg der DNA-Vakzinierung.

Primersequenz fur die Kontrolle der DNA-Vakzinierung:

Sense: GTT TAA ACT TAA GCT TGG TAC CGA GCT CGG ATC-3
Antisense: GTT TAA ACG GGC CCT CTA GAC TCG AGC-3

Der Sense Primer bindet an den Vektor pVax1 an die Position 701 undhtien&e-Primer
an die Position 952. Das bedeutet, dass das PCR-Produkt bei einer ieHelgtsontroll-
Vakzinierung mit dem leeren pVax1-Vektor 251bp lang sein sollted@&sianderen Gruppen

sollte das PCR-Produkt wegen der Sequenz, die in die Multiple ClontmgiSeinkloniert
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worden ist, entsprechend grof3er sein — z.B. sollte es bei einemR@mem Tier aus FasL-
pVaxl-vakzinierten Gruppe 918bp grof3 sein.
Die Kontrolle der TWEAK-DNA-Vakzinierung geschah mit anderen Primern:

Sense: CGA AAT TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA-3
Antisense: TCA GAC AAT GCG ATG CAATTT CCT CATTTT A-3

Der Sense Primer bindet bei TWEAK-pVax1 an die Position 657 und wkesefse-Primer
an die Position 1603. Das bedeutet, dass das PCR-Produkt mit eineswsl ter TWEAK-
pVax1-Gruppe 946bp lang sein sollte.

ELISA zur Antikbrperbestimmung

Mittels eines direkten ELISA wurden die Antikorpertiter gegen ®)@asL und TWEAK
bestimmt. Dafir wurde den Tieren zwei Wochen nach der zweiten Nakmig an der
Schwanzvene (Ratte) oder aus dem retrobulbdren Blutgefal3en (Blausnptnommen. Das
Serum wurde gewonnen, indem das Blut fur 1h bei 4°C gerinnen konnte und dann
abzentrifugiert wurde.

Zu Beginn der Antikoérperbestimmung wurden die ELISA-Platten mit gekombinanten
Proteinen in PBS (c = 350ng/well in 200ul) Gber Nacht bei 4°C bédehi¢ir den TWEAK
ELISA wurde statt des rekombinanten Ratten Proteins 50ng/welhulesnen TWEAK
(Peprotech) zur Beschichtung der Platten benutzt.

Als nachstes wurden die Platten dreimal mit PBS/Tween-2@gsdwen, und die Seren der
behandelten Tiere in seriellen Verdiinnungen von 1:50 bis e Wells gegeben und fiir

2h bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde @irAlkalinphosphatase
konjugierter sekundarer Antikorper hinzugefligt und ebenfalls fir 2h inkulbiertPlatten
wiederum gewaschen und fur ungefahr 30 Minuten mit dem Substrat paAk&tert. Das
Reaktionsendprodukt hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 405nm und

wurde mit dem Mikroplatten-Readel"# detektiert.

Protein-Vakzinierung

Zur Antikorperinduktion wurden DA Ratten und SJL Mause mit den rekombinintsa-
oder TWEAK-Proteinen vakziniert. Dabei wurde das Adjuvans Aluminiwrdyd
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(Aluhydrogel) verwendet, das zu einer Induktion einer starkerik@uperantwort fuhrt
(Wallberg et al.,, 2003). Die Tiere wurden intraperitoneal (i.p.) m@Oul einer

Vakzinierungslosung gespritzt, die zu 30% aus Aluminiumhydroxid und zu al¥aem

jeweiligen Protein in PBS bestand. Nach nach drei Wochen erfotgteweite Vakzinierung
undnach weiteren zwei Wochen wurden Blut fir die Bestimmung derk@kpértiter

entnommen.

Donor-SJL-Méause fur die adoptive Transfer-EAE wurden genauso TWEAKext bzw.

dem Kontrollansatz immunisiert wie fir die aktive EAE. Nach eisechswdchigen
Ruhephase nach der zweiten Vakzinierung und der Bestatigung desedmsplen
Antikorpertiters, wurden sie mit PLP-Peptid immunisiert. Der&CE 10 Tage spater in
Kultur gebracht und mit PLP restimuliert wurden. Nach vier Tagerd@n die restimulierten
LNCs zur Krankheitsinduktion in naive SJL-Mause Ubertragen. Damite stdktgestellt
werden, ob die Proteinvakzinierungen einen Einfluss auf die Enzephalitageiai LNCs

hat.

EAE-Induktion und klinische Evaluation

Weibliche DA-Ratten wurden unter Narkose intradermal an ihrémv&tzansatz mit 200ul
einer Suspension des rekombinanten Ratten-MOGs (rMOG) immunisiese Buspension
enthielt 65ug rMOG, 100ul inkomplettes Freund'sches Adjuvans (IFA)es@®0ug
hiteinaktivierter MykobakterienMyc.t.) Die Flussigkeiten wurden mit 2 Spritzen, die durch
einen 24G connector (Hamilton, 86509, FEM. HUB, GA24, 50mm) miteinander verbunden
waren, solange vermischt, bis eine dicke Emulsion entstanden war (4-5 x 5min).
Weibliche_SJL/J-Mause wurden s.c. mit einer Suspension des Pratddigteins (PLP, 139-

151 (NH-HSLGKWLGHPDKF-CONH)) immunisiert, die 200png PLP, 50% komplettes
Freund’sches Adjuvans (CFA) und 50Qygc. t in 200 enthielt.

Die Adoptive Transfer EAE (AT-EAE) wurde durch die Verabreidhwon aktivierten,

enzephalitogenen Lymphknotenzellen ausgeldst. Dabei wurden Donor-SJe-MéuBLP-

Peptid wie beschrieben immunisiert. An Tag 10 wurden die Lymphknoteorenten und
die darin enthaltenden Zellen (LNCs) isoliert. Daftr wurden gm@mphknoten aufgeschnitten
und mit einem Stoélel durch ein steriles Nylonnetz mit 70um Porelh $€ainer) gepresst.
Die Zellen wurden fir 4 Tage in RPMI 1640-Medium zusammen mit DOUBLP in
unbeschichteten 24well Plates bei einer Konzentration von £ Zdlen/ml kultiviert. Fiir
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die Induktion der EAE wurden dann unbehandelten Empfangertieren 0,8 - 1 Zeliéh,
suspendiert in 250ul PBS, intraperitoneal injiziert.
Der Verlauf der Krankheit wurde taglich ab Tag 6 nach EARHtidn beobachtet. Dabei

wurden die Tiere gewogen und nach folgender Skalierung (incl. Zwischeteyobingeteilt:

Keine Krankheitssymptome
Schwanzlahmung
Schwachung der Hinterbeine
Lahmung der Hinterbeine

Lahmung mindestens eines Vorderbeins

g A W N B+ O

Tot oder moribund

Wenn die Tiere an drei aufeinander folgenden Tagen einen Schveevegraier oder mehr
aufwiesen, wurden sie getottet. Tiere, die starben oder getdtetnwerdssten, erhielten fr

alle nachfolgenden Tage den klinischen Score von 5.

Applikation des Bradykinin Rezeptor 2 ABnhibitor LF 16-0687 Ms in der adoptiven
Transfer EAE

Die AT-EAE wurde wie oben beschrieben induziert. Beginnend anpuféit der Injektion
der LNCs wurde den Tieren s.c. derp-IBhibitor LF 16-0687 Ms (1-[[3-[2,4-
Dimethylquinolin-8-yl)oxymethyl]-2,4-dichlorophenyl]sulfonyl]-N-[3-[[Aminoimino-
methyl)-Phenyl]carbonyl-amino]propyl]-2(S)-pyrrolidinecarboxydeni Dimethylat Salz)
injiziert (Ding-Zhou et al., 2003), der freundlicherweise von der &iffournier Pharma
(Daix, Frankreich) zur Verfugung gestellt wurde. Bis einschib&f3Tag neun erhielten alle
Tiere zwei Injektionen pro Tag und danach bis zum sechzehnten a¢npktion. Ab dem
siebzehnten Tag wurde die Injektion eingestellt, weil die zu deitpuhkt verfigbare Menge
des Inhibitors verbraucht war. Die Tiere wurden in drei Gruppen zehe Tieren eingeteilt.
Eine Gruppe erhielt jeweils 5mg LF 16-0687 Ms/kg Koérpergewicht (L008augs) und eine
zweite 2,5mg LF16-0687 Ms/kg Korpergewicht (50pg/Maus), geldst in 200Rbiger
Kochsalzlésung. Einer Kontrollgruppe wurde entsprechend die gleiche Meege
Kochsalzlésung ohne Inhibitor gespritzt.

Die Hemmung der Aufregulation der Bradykinin-1;YB1RNA durch die Anwendung des
B,-Rezeptor Inhibitors wurde kontrolliert, indem drei Mausen ab dem 6.aély Imduktion
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der AT-EAE Mausen taglich 100ug LF 16-0687 Ms und weiteren drei Maesee
isotonische NaCl-Lésung s.c. injiziert wurde. Am zehnten Tag wuddke Tiere geopfert und
Gewebe fiur eine RealTime-PCR entnommen. Die Menge der BKIMANWRUrde mit Hilfe
desBradykinin receptor B1 expression asgapplied Biosystem assay ID: Hs00664201_s1)
und dem Euyarotic 18S rRNA endogenous control kipplied Biosystem assay ID:
4319413E) in einemultiplex RealTime-PCBestimmt.

Applikation des Bradykinin Rezeptor 1)Bnhibitor (Des-Ard,Lelf)-Bradykinin in der AT-
EAE

Ab dem Zeitpunkt der Induktion der AT-EAE bei SJL/J-Mausen bekamen kkluse
dreimal taglich 200ul eine isotonische Kochsalzlosung des peptidbasiBr-Inhibitors
(Des-Arg,Lelf)-Bradykinin mit einer Konzentration von 0,33mg/ml intraperitoneal injiziert —

zehn Kontrollmause erhielten wiederum die Kochsalzlésung.
Narkose der Tiere

Zur Blutentnahme oder zur Durchfiihrung der verschiedenen Vakzinierungeterwdie
Tiere, in einem Exsikkator liegend, mit 20%, @0% NO und 4% Isofuran betaubt.

Die Narkose der Tiere vor der Perfusion erfolgte durch eine gritapeale Injektion eines
Narkotikums, bei dem es sich um Gemisch aus dem Schmerzmittgne dem

Muskelrelaxan Metedomin und dem Schlafmittel Midazolam handelte.
Perfusion der Tiere

Fur histopathologische Untersuchungen wurden narkotisierte TiereixaaruRg mit einer

4%igen Paraformaldehyd-Losung perfundiert. Nach der Anasthesie terfdfur die

Offnung des Brustkorbs. Mittels einer Kaniile, die in die linke Henzkar gestochen wurde,
wurden die Tiere erst mit kalter, 0,9%iger NaCl-Losung und amfdhid mit PFA
perfundiert. Danach wurden das Rickenmark und das Gehirn prapariert.

Falls das Gewebe fiir die RNA- oder Protein-Isolierung gedaaht wurden die Tiere nur
mit der isotonischen Kochsalzlosung perfundiert und die Gewebe in flisstgiekstoff

eingefroren.
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Statistik

Die statistischen Analysen wurden, abgesehen von den Mikroarrayiligpeen, mit Sigma
Stat 3.0 durchgefiuihrt. Zum Vergleich der durchschnittlichen klinischeneSswowie der
entzindlich veranderten Ruckenmarksanteile wurde ein Mann-WhitneyvEestendet,
wahrend die CD3- und die Cholesterin-Mengen in den RuckenmarkerriNdexrakzinierten
DA-Ratten sowie die Expression von CXCR4 in den Lymphknoten jeweilginem t-Test
verglichen wurden. Mit einem einseitigen ANOVA-Test, kombiniert dem Holm-Sidak
Test, wurde die CCL2-Produktion der unterschiedlichen HUVEC-Behandjuupysen

miteinander verglichen.

Expressionsanalyse mittels Affymetrix-Biochips

Verwendete Biochips

Fur die Untersuchungen wurden @eneChip Rat Genome U34rays benutzt, die aus drei
einzelnen Chips bestehen, die mehr als 24.000 Gene reprasentieren, von demebrizel
zum aktuellen Zeitpunkt bekannt sind, und der Rest aus ESTs (estabksheshee tags)

zusammengesetzt ist.

Auswahl der Tiere

Fur die Analyse der Expressionsveranderungen im Verlauf der EAEiakeRmark von DA-
Ratten wurden letztendlich dreizehn Tiere ausgewéhlt. JeweilFidre waren gesund, aus
der ersten, akuten Phase der EAE (Tag 11 bzw. 12 nach Induktion deruBé\Eus der
Remission (Tag 13, 14 nach EAE-Induktion). Vier Tiere befanden sichaapder Perfusion
in der chronischen, relapsierenden Phase der EAE (Tag 24 bzw. 25 Agelmdtiktion,
Abbildung 6).
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unbehandelt + MOG

2 -4 Wochen

‘ RNA-Isolierung aus Riickenmark ‘
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. n Hybridisierung von m
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| |

Abbildung 6: Schema der experimentellen Strategie der Expmesstiodien. Eine Gruppe gesunder
Ratten sowie jeweils drei Tieren aus der akuters®haus der Remission und der relapsierenden
Phase wurde das Rickenmark entfernt. Mit der daisalierten RNA wurden die Affymetrix
GeneChips U34 A-C hybridisiert.

Vorbereitung der Proben

Die RNA wurde aus den bei —80°C eingefrorenen Geweben in der gléléisa isoliert wie
fur die Durchfihrung der RealTime-PCR bereits beschrieben. AeBehid wurde die
isolierte RNA nach visuellen Anzeichen einer Degradation mit d&oanalyzer 2100
(Agilent) untersucht — nur RNA mit hoher Qualitat wurde fur diebitlisierung
weiterverarbeitet. Die weitere Vorbereitung der Proben und die Aitigui der Daten wurden
im Kompetenzzentrum fir fluoreszente Bioanalytik (KFB) durchigef Dabei wurde eine
biotinylierte cRNA aus der RNA, entsprechend dem von Affymetmipfehlenen Protokoll,
hergestellt Iittps://www.affymetrix.com/support/technical/other/cdna_protocol _manual.pdf)
In Kurze: 10pg der RNA einer Probe wurde zur Generierung dgpelstrangigen cDNA
mit dem Superscript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit eingieg&draus wurde mit dem
High Yield RNA Transcript Labeling Kit die biotinylierte &\ in einer in vitro-
Transkription synthetisiert. Vor der Hybridisierung wurde die kieare cRNA durch
metallinduzierte Hydrolyse in Fragment von 35-200bp zerlegt. Die Afiyxn€hips RG U34
A, B und C wurden nacheinander mit jeder Probe in einer rotierendamgahybridisiert
(16h, 45°C). Daraufhin wurden die Arrays gewaschen und mit dem G2500AAG@ne

Scanner ausgewertet.

46



Material und Methoden

Uberprufung der Qualitat und Analyse der Daten

Nach der Prozessierung der Hybridisierungsmuster und der absoletifiQierung mit der
Affymetrix MAS 5.0 Software wurde die Qualitat der Hybridisieg mit Hilfe folgender
Parameter bewertet: z.B. das Hintergrundniveau, die Signalverteilunggdaf&ischen, die
durchschnittliche Signalintensitat und das Signalverhaltnis zwissbeden fir die 5’'und 3°
Enden der Haushaltsgene Aktin und der Glyceraldehyd-3-Phosphatdehyde@AdDH)
wurden herangezogen. Empirische cut-off Werte wurden fur &assmeter gesetzt, und die
Proben, die die definierten Kriterien nicht erfillten, wurden von deterem Analyse
ausgeschlossen. Damit wurde die Vergleichbarkeit der Ergebnisseallir Proben
sichergestellt.
Sondensatze, die in weniger als 20% der insgesamt dreizehn Away81AS 5.0 als
anwesend bewertet wurden, wurden herausgefiltert und verworfen. Von den &&080
und ESTs, die auf der Affymetrix-Chip-Serie RG U34 synthetisiend, blieben die Daten
von 14814 Sondensatzen fur die weitere Analyse Ubrig. Mit diesen Datsderw drei
paarweise Analysen durchgefuhrt; verglichen wurden gesund gegen akutdggegen
Remission und gesund gegen relapsierend. Die Kriterien zur Begertiner
unterschiedlichen Expression waren: (@) Signalverhéltnis grélser2, was haufig in
entsprechenden Publikationen als Grenzwert ausgewahlt wurde (leahim2001; Lock et
al., 2002; Nicot et al., 2003; Whitney et al., 2001), und (b) ein univariaterfigggatest (F-
Test) mit den logarithmierten Expressionswerten, bei dem gmfi&anzniveau von g 0,05
festgelegt wurde. Detailliertere Angaben sind zu finden unter:
http://www.affymetrix.com/support/technical/technotes/statistiederence guide.pdf

Eine funktionelle Analyse der Daten mit einer Extraktion Ube#asgntierter in einem
funktionellen Zusammenhang stehender Gengruppen geschah entweddmmiton der
Firma Affymetrix online zur Verfiigung gestellten NetAfBoftware
(https:/Iwww.affymetrix.com/analysis/netaffx/index.gffxoder mit dem EASE-Programm
(ExpressionAnalysis SystematicExplorer, (Hosack et al., 2003)). Fur eine weitere Analyse,
die auf der Erstellung von sich selbst organisierenden Nesedénofganizing mapsSOM))
beruhte, wurde das Clustering-Programm GeneCluster 2.0 verwendet
(http://www.broad.mit.edu/cancer/software/genecluster2/gc2.htmlEine  abschlielRende

Pathway-Analyse wurde mit dem Prograr@anMapp 2.@urchgefuhrt.

47



Ergebnisse

Ergebnisse

DNA-Vakzinierung

Bestimmung der Ratten TWEAK und Fn14-Sequenzen

Die Ratten Sequenz von TWEAK war zum Zeitpunkt des Beginns digbeitAoch nicht
bekannt. Fur die Klonierung der TWEAK-kodierenden Sequenz in den pVaxl werde
Sense-Primer aus den bekannten murinen und humanen Sequenzen (Chicaepodlch
1997) sowie dem BAC-Klon CD230-320N23 (Genbank AC119115) extrapoliert - der
Antisense-Primer aus dem Ratten EST348878 (Genbank AW917574). Die kodierende
Sequenz von TWEAK, die sich durch eine Sequenzierung dreier unabhdpigigeidklone

durch die Firma Sequiserve ergab, ist bei Genbank unter AY607588 zu finden.

Die Sequenz des TWEAK-Rezeptors Fnl4 ergab sich aus einemivtedge Maus-Sequenz
(Meighan-Mantha et al., 1999) mit dem Ratten BAC-Klon CD230-202N21 @wnb
AC129053). Die Ratten Fn14-Sequenz wurde unter AY255102 in NCBI veréffentlicht.

Injektion der Vakzinierungskonstrukte
Eine Voraussetzung fir das Gelingen der DNA-Vakzinierung esarsie zielgenau in dem

Muskel applizieren zu kbénnen. Deswegen wurde in einem Vorversuch dteenBekotisiert
und mit dem Farbstoff Evans Blue auf die gleiche Art und Weisenmtskular gespritzt wie

N

Abbildung 7: Links: Injektion von EvansBlue in den Tibialis anteriorr zZKiontrolle der punktgenauen
Injektion. Rechts: Ergebnis der Injektion. Der Muskel, in den injiziaverden sollte, wird durch das
EvansBlue deutlich modulie
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anschlielend die Versuchstiere. In der Abbildung 7 ist die Injektion vansEBlue sowie
das Ergebnis nach dem Freilegen der Muskel des Unterschenlsdbheru Es ist erkennbar,

dass es moglich war, den Farbstoff in tunsculus tibialiszielgenau zu injizieren.
Expression der Vakzinierungskonstrukte

Die erste Kontrolle fir den Erfolg der DNA-Vakzinierung war ditberpriifung der
Transkription des injizierten Konstrukts. Dafur wurde eine Woche nach leteten
Vakzinierung ein Tier jeder Gruppe geopfert, und Mesculus tibialis in den die Plasmide
injiziert worden waren, sowie deMusculus gastrocnemius(Wade) beider Hinterbeine
entnommen. Nach Isolierung der Gesamt-RNA und der Reversen Tpdileskwurde mit der
cDNA eine PCR durchgefuhrt, fur die Primer verwendet wurdenadielen Randern der
Multiple Cloning Site des pVax1-Vektors banden. Dadurch wurde sichelijesiass
ausschlieBBlich DNA, die von dem injizierten Vektor transkribiert deurund nicht die
endogene cDNA zu einem positiven Ergebnis flihrte.

Die Transkriptgréf3e, die sich aus der Vakzinierung mit FasL-fp\égab, ist 918bp und
diejenige aus der Vakzinierung mit TWEAK-pVax1l 946bp (Abb. 8). Esrsthalich, dass
%100

bp

15
12
10

M W aon-00

Abbildung 8: LINKS) Ergebnis der RT-PCR mit Proben aus FasL-pVax1-
vakzinierten Ratten. Zweimalige Injektion in detusculus tibialisdes linken
Hinterbeins (Bande 21), einmalige in den des rechimterbeins (Bande 2).

In den Musculus gastrocnemius wurden kein Konstinjktiert (Spalte 3).

RECHTS) RT-PCR mit Proben aus TWEAK-pVaxl-vakzinierten tBataus
dem linken Hinterbein, in das zweimal das Vakzimmngskonstrukt injiziert
worden war. Dabei wurde das zweite Vakzinierunggial ohne
Cardiotoxin verfolgt
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die Vakzinierung zu einer Transkription des jeweiligen Gens — sogiandy einmaliger
Vakzinierung — gefiihrt hat, da die PCR-Banden die erwartete Geifen, und dass die
Injektion genau denMusculus tibialis getroffen hat, da im anliegendeMusculus
gastrocnemiugeine exogene Expression von TWEAK oder FasL nachweisbar war.

Als Kontrolle fiir die systemische Verteilung der injizier@NA, wurde mit RNA aus den
inguinalen Lymphknoten ebenfalls eine RT-PCR zur Kontrolle der Expredsirchgefihrt,

bei der aber keine Plasmid-DNA nachweisbar war (nicht gezeigt).

Einfluss der DNA-Vakzinierung auf die MOG-induzierte EAE von DA Ratten

Zu Beginn wurde die DNA-Vakzinierung nach dem Protokoll durchgefihrs, zar
Unterstitzung der Plasmidaufnahme eine Degeneration des Zielsndskeh Cardiotoxin
vorsah. Sechs bis acht Wochen nach der letzten DNA-Vakzinierurdeviben den Ratten,
wie in Material und Methoden beschrieben, EAE induziert. Der klinisahd der
Gewichtsverlauf wurde danach regelmaf3ig kontrolliert. Dabeaiteesich, dass sich der
klinische Verlauf der FasL-vakzinierten Gruppe nur wenig von demKaatrollgruppe
unterschied (Tabelle 4, Abb. 9). Es starben mehr Tiere aus derGfagpe als aus der

Abbildung 9 :Durchschnittlicher
klinischer EAE-Verlauf bei DNA-
vakzinierten DA-Ratten

—e— pVax1
—&— FaslL-pVax1
—O— TWEAK-pVax1

I
1

w
1

N
Il

durchschnittl. klinischer Score

0 10 20 30
Tage nach EAE-Induktion

Kontrollgruppe innerhalb der ersten dreil3ig Tage, und die Erkrankutigfvgeringflgig
schwerer in der FasL-Gruppe als in der Kontrollgruppe; der kumel&tore war ebenfalls
groRer als der der Kontrollgruppe. Nur der Krankheitsbeginn warsetvaa im Schnitt 2,7

Tage spater.
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Vakzinierung EAE- Sterblichkeit Max Score Durchschnittl. Durchschnittl.
Inzidenz (d30) (Durchschnitt + | Beginn der EAE| kumulativer Score
Standabw.) (+ Standabw) | (+Standabw, d30)
pVaxl 9/9 3/9 3,9%2,0 13,1#4,5 32,%16,5
FasL-pVaxl 8/9 6/9 4,241,1 15,86,4 38,%21,3
TWEAK-pVax1 9/9 7/9 4,6+0,8 12,1441 57,8155

Tabelle 4: Vergleich der klinischen Parameter,sitid aus den verschiedenen DNA-Vakzinierungenbenga

Die TWEAK-behandelte Gruppe zeigte allerdings einen deutlischwereren
Krankheitsverlauf als die kontrollvakzinierten Ratten. Sowohl der Krarskieelauf, die
Letalitat als auch der durchschnittliche maximale Score und kumudtme wiesen auf eine
Verstarkung der EAE hin — der Krankheitsbeginn war bei TWEAK wadizen Tieren nur
unwesentlich friher als bei den Kontrolltieren.

Die Versuche zur Untersuchung des Einflusses der FasL- undARWR&kzinierungen
wurden zur Bestatigung unabhangig voneinander wiederholt. Dabei konnte die
Verschlechterung der EAE in der FasL-Gruppe nicht bestatgtden (Abb.10). Die
TWEAK-DNA-Vakzinierung wurde ebenfalls wiederholt. Dabei wurdauf die
Cardiotoxinvorbehandlung verzichtet und die Zahl der Injektionen auf zweiieeduRie
Transkription des exogenen DNA-Konstrukts konnte mithilfe einer RT-RG&lerum
bestétigt werden (Abb.8). Nach der Induktion der EAE ergab sich fUrTW&AK-
behandelten Tiere erneut eine Verstarkung der EAE-Symptome sawiayeringflgig
frherer Krankheitsbeginn ahnlich wie im ersten Versuch (Tabgll®ie Verschlechterung
der EAE-Symptome nach der TWEAK-DNA-Vakzinierung zeigte sicbh in zwei weiteren
Versuchen (nicht gezeigt).

Aufgrund nicht wegweisender Befunde zum FasL aus dem Vorversuclk wuder weiteren

30 30 q

—a— pWaxl —e— pWax
—¢— Fasl-phaxd 25 4 | —o— TWEAKpVax

25

20 20

Durchschnittl. klinischer Scare
in

Durchschnittl. Klinischer Score
-

05 05 o

T T T T T T oo t - T T ]
u] ) 10 15 20 25 a0 o ) 10 15 20 25 3n
Tage nach EAE-Induktion Tage nach EAE-Induktion

Abbildung 10: Wiederholung der DNA-Vakzinierungen. A) FasL-DNAakzinierung mit Cardiotoxin-
Vorbehandlung. B) TWEAK-DNA-Vakzinierung ohne Canttixin
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Arbeit hauptséachlich der Einfluss von TWEAK auf die Pathogenese der EAEwe€itdgt.

EAE- Sterblichkeit Max Score Durchschnittl. Durchschnittl.
Inzidenz (d28) (Durchschnitte | Beginn der EAE ¢ | kumulativer Scorex{
Standabw.) Standardabw) Standabw, d28)
pVaxl 517 o/7 1,50+1,5 12+1 15,4+ 22,2
TWEAK-pVax1l 8/9 2/9 2,80+ 1,7 12,22+ 2,1 31,0+ 23,6

Tabelle 5:Vergleich der klinischen Parameter der WiederholdegTWEAK-pVax1-Vakzinierung

Kontrolle der Antikdrperantwort nach DNA-Vakzinierung

Ein direkter ELISA wurde durchgefuhrt, um die Prasenz speadisAntikorper in den Sera
der vakzinierten Tiere zu bestimmen. Kontrolliert wurden die Nter FasL- und Tweak-
pVax1 vakzinierten Ratten jeweils im Vergleich zu Ratten, diedem leeren pVax1-Vektor
behandelt worden waren. In der Abbildung 11 ist das Ergebnis eine&Ld8A zur
Bestimmung des FasL- und TWEAK-Antikorpertiters in Seren auspeechend DNA-
vakzinierten Ratten zu sehen. Weder die FasL- noch die TWEAK-Bakxinierung fuhrte
zu einer Bildung nachweisbarer Antikorper, da die ReaktionsverlaufeSeren beider
Gruppen sich nicht von den entsprechenden Kontrollseren unterschieden. Deshddlvon
auszugehen, dass die DNA-Vakzinierung nicht in der Lage war, mdreumologische
Toleranz gegenlber den Autoantigenen TWEAK und FasL zu Uberwinden. Aul3etdse
dies auf einen anderen, nicht Uber Antikorper vermittelten Mechaniemusgiber den die
TWEAK DNA-Vakzinierung den Verlauf der EAE beeinflusste.

TWEAK-Protein ist an der Injektionsstelle nicht detektierbar

Aus dem Muskelgewebe, das eine Woche nach der letzten TWEAKN¥Amierung
prapariert worden ist, wurden u.a. auch Proteine extrahiert, unugesdten, ob die Injektion
des TWEAK-kodierenden Plasmids nicht nur zur Transkription des TWEAKsGsondern
auch zur Translation des TWEAK-Proteins fuhrte. Dafur wurde daskélyesvebe
mechanisch aufgeschlossen, die Proteine extrahiert, durch SDS®+ylalyadelektrophorese
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit TWEAK-Antikorp€ARL-1
(eBioscience) sowie FL-249 (Santa Cruz Biotechnology)) zur Detektkubiert. Auf dem
Blot war keine spezifische Bande zu erkennen. Dies kdnnte bedeutsndidaS8WEAK-
cDNA nicht translatiert wurde, dass die produzierte Proteinmenogeerhalb der

Sensitivitatsgrenze lag oder dass TWEAK nicht membranstamdguskel vorlag, sondern
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Abbildung 11: ELISA zum Antikdrpernachweis. A) Nach FasL-pVaxlkemmierung. B) nach TWEAK-
pVaxl Vakzinierun
sezerniert wurde. Letzteres entsprdche den Befunden vorherigekakabén bezlglich
TWEAK (Chicheportiche et al., 1997; Desplat-Jego et al., 2002).

Expressionsstudie mit inguinalen Lymphknoten TWEAK-DNA-vakzinieter Ratten

Da die Induktion von Autoantikdrpern als Erklarung fur den Effekt der TWHpXax1
Vakzinierung ausschied, wurde nach anderen ErklarungsmaoglichkeitechgelBa die EAE
eine T-Zell-vermittelte Erkrankung des ZNS ist, schien eglitity dass die TWEAK-DNA-
Vakzinierung zu Veranderungen bei der Aktivierung von T-Zellen in plyknoten fuhrt.
Deshalb wurden sechs Wochen nach der letzten DNA-Immunisierunigebd WEAK- und
zwei kontrollvakzinierte Ratten die inguinalen Lymphknoten entnommen und Xé- R
Isolierung genutzt, mit der das DNA-Mikroarray-Set Rat Genod®1 (Affymetrix)
hybridisiert wurde, welches das gesamte Ratten-Transkriptorsesygiert. Dabei ergab sich
eine Anzahl von 32 signifikant regulierten Genen, von denen 22 in den TWE#€Rrim
Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert waren und 10 aufreguligon besonderem
Interesse war dabei, dass das Gen fir den Chemokin-RezeptorddX@Rei unabhangigen

Sondenséatzen aufreguliert gefunden wurde.

Name Probeset Regulation
Lactalbumin, alpha X00461_at 0.19
EGL nine homolog 3 (C. elegans) U06713_at 0.34
Casein kappa K02598 at 0.37
J00710_at 0.40
Casein beta JO0711 _at 0.43
Rat ig delta heavy chain constant region and 3' utr J00741_at 0.47
Similar to zinc transporter 5 (LOC294698) rc_Al1461at 0.49
Medium-chain S-acyl fatty acid synthetase thiorelsyelrolase Y00311_at 0.51

53



Ergebnisse

(MCH)
Phosphatidylinositol transfer protein (Pitpn) rc_A0T26_at 0.51
Immunoglobulin rearranged kappa-chain mRNA varighleregion LO7409_at 0.52
Collagen, type lll, alpha 1 M21354 s at 0.60
Tumor protein p53 inducible protein 11 rc_AI102028 a 0.61
EST218070 rc_Al172075 at 0.61
Ankyrin repeat and SOCS box-containing protein 84@&) rc_AI070624 at 0.61
Similar to hypothetical protein CL25084 rc_Al009492_ 0.61
Weakly similar S36109:0steoblast-specific factan@(se) rc_AA894092 at 0.62
Similar to RIKEN cDNA 1110005A23 (LOC362819) rc AIDBA7 s at 0.62
EST211803 rc_Al102514 at 0.64
-- rc_ AA818035 at 0.64
Osteoglycin (Ogn) rc_Al171281 at 0.64
- rc_Al072269_at 0.65
- rc_AA819103 at 0.65
- rc_AA926316_at 0.66
EST223630 rc_Al179899 f at 0.66
Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) rc_AA818B8 s at 1.64
Similar to hypothetical protein dJ465N24.2.1 (LOZBB&6) rc_Al045196_at 1.68
Chemokine receptor CXCR4 U90610_g_at 1.70
U90610_at 2.04
rc_AA945737_at 1.65
EST228976 rc_Al232288_at 1.71
Dynactin 4 rc_Al235707_g_at 1.82
Transcribed sequences rc_Al014135 g_at 1.82
Cytochrome b5 rc_AA945054 s at 1.95
CDK103 rc_Al014135_at 2.03
rc_Al014135 g at 1.82
Genes for 18S, 5.8S, and 28S ribosomal RNAs rc_A606s_at 2.15
Synaptic vesicle glycoprotein 2 b (Sv2b) rc_AA9429¢4at 2.20
cDNA encoding chytochrome P-450 EO0717UTR#1_s_at 3.94

Tabelle 6: Zusammenstellung der in inguinalen Lymphknoten liegen Gene der TWEAK-DNA vakzinierten

Ratten im Vergleich zu kontrollvakzinierten Tieren

Die Expression des Chemokin Rezeptor CXCR4 im Lymphknoten wurdendeten Tieren

aus dem gleichen Experiment mithilfe der RealTime-PCR korgrbllDabei ergab sich eine
ungefahr zweifache Aufregulierung des CXCR4-Gens (Abb. 12A).

TWEAK-DNA-Vakzinierung verstarkt die ZNS-Infiltration von T-Zell en zu Beginn der

Krankheit

Um die T-Zellinfiltration ins ZNS, mit der die EAE initiiewird, zu quantifizieren, wurden

die Ruckenmarker von vier mit TWEAK-pVax1 und vier mit pVax1 vakziere Tieren am

Tag 10 nach EAE-Induktion isoliert, homogenisiert und mittels WesternBloththeh ihres

Gehalts an dem T-Zell-spezifischen CD3, bezogen auf das Hapsb@is Aktin,

untersucht. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die Tiere noch kaum klinische Symptome.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war, dass Ratten, die mitARYgEax1l behandelt
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worden waren, ca. dreimal so viel CD3 im Ruckenmark hatten wie dd&lpVakzinierten
(Abbildung 12B.). Daraus lasst sich schlieRen, dass die TWEAK-DNj&ktion die

Infiltration von T-Zellen in das Rickenmark fordert.

TWEAK-DNA-Vakzinierung hat keinen Einfluss auf die Proliferation von

autoreaktiven T-Zellen

Aufgrund der Unterschiede der CD3-Proteinmeimgsitu wurde der Einfluss der TWEAK-
DNA Injektion auf die Induktion myelinspezifischer, primérer T-Aetlvorten untersucht.
Am Tag 10 nach der EAE-Induktion wurden den Ratten neben dem Rickeaotdridie
Lymphknoten entnommen, um deren Zellen (LNCs) in Kultur zu bringen und deren
Proliferation nach Stimulation mit dem zur Immunisierung verwendgteephalitogene
Antigen MOG zu untersuchen. Die Zellen wurden dazu vier Tage kulfiviebei fir die

letzten 24h mit Tritium markiertes Thymidin hinzugegeben wurde.d@eianschlieRenden
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Abbildung 12: A) Expression von CXCR4 in Lymphknoten von finf TWEAKRA-vakzinierten Ratten
sowie 3 Kontrolltieren, bestimmt durch RealTime-RORe Balken reprasentieren die durchschnittliche
Expressionsmengen, normalisiert auf fiektin Expression + Standardabweichung. *: p < 0,85.CD3-
Protein im Riickenmark von DNA-vakzinierten RattBalken reprasentieren den Durchschnitt von vierérie
pro Gruppe + Standardabweichung, normailisiert paktin (oben) Darstellung des zugrundeliegenden
WesternBlots(unten). C) Proliferationsassay mit LNC von TWEAK-DNA- und Kiooll-DNA-vakzinierten
Ratten. Darstellung des durchschnittlichen Einban radioaktivem Thymidin + Standardabweichung. X p
0,05.
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Messung der inkorporierten Radioaktivitat ergab sich kein Unterschiaglcleen den
TWEAK- und den kontrollvakzinierten Tieren (Abbildung 12C). Daraus esijdbt, dass die
TWEAK-DNA-Vakzinierung nicht die Induktion von primaren T-Zellantworten veks$ta

TWEAK induziert CCL2-Produktion bei Astrozyten und verstarkt sie in zerebralen

Endothelzellen

Die exogene Produktion von TWEAK-Protein im injizierten Muskel und eteg$seisetzung
in die Zirkulation konnte eine Erklarung fur die Verschlechterung iemkheit sein.
Zirkulierendes, l6sliches TWEAK konnte z.B. die Chemokin-Produktion in Endetlesiz
induzieren — es ist bekannt, dass TWEAK in kultivierten HUVEC daelktion von CCL2
(frher: monocyte chemoattractant Protein-1) induziert (Haradh, &002). Dies kénnte zur
Migration von Immunzellen ins ZNS fihren und so zur Verstarkung dé&r E#itragen. Um
diese Moglichkeit zu untersuchen, wurden zerebrale Endothelzeltdhinig RBE4 (von
Francoise Roux, Paris)) und Astrozyten (Zelllinie CTX TNA2)t rjeweils 500ng/ml
TWEAK inkubiert und nach 24h bzw. 48h die CCL2-Konzentration im Uberstartoines
Endothelzellen und die EndfiiRe von Astrozyten sind die zwei wesentlidstan8teile der
Bluthirnschranke.

Bei diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die zerebralehefrel@n konstitutiv
CCL2 produzieren und sich die Produktion durch TWEAK um bis zu 50% steigern liel3.
Die Astrozyten produzierten im Gegensatz zu den RBE4-Zellen tahstiur sehr geringe
Mengen CCL2. Nach einer TWEAK-Stimulation allerdings wurde dieLZS8ekretion
offensichtlich stark induziert (Abb. 13).

50+ 501 Abbildung 13: CCL2 Produktion durch Astrozyten (links)
u Kontrolle — und zerebralen Endothelzellen (rechts) nach TWEAK-
TWEAK Stimulation (+ Standardabweichung)
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TWEAK-DNA-Vakzinierung fiihrt nicht zur erhéhten CCL2-Konzentrat ion im Serum

CCL2 wurde auch in den Sera von TWEAK- und kontrollinjizierten Rattehss&/ochen
nach der zweiten Vakzinierung per ELISA gemessen. Dabeiangabh keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 14). Dass die CCL2-MenBé&ut durch

die Vakzinierung nicht deutlich verandert worden ist, bedeutet algggdirtht zwangslaufig,
dass die CCL2 Menge nicht doch lokal am ZNS-Endothel erhéht sein kénnte.
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60 1 Abb.14: CCL2 im Serum von DNA-vakzinierten Tieren
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Produktion von TWEAK-Protein nach Transfektion von Astrozyten

Da im Musculus tibialis in dem das eukaryotische Expressionsplasmid injiziert worden war,
kein TWEAK-Protein nachgewiesen werden konnte, wurde eine anderbodéetzum
TWEAK-Protein Nachweis ausgewahlt. Da es aus unterschiedlich@mdén nicht gelungen
war, TWEAK mittels Antikdrper direkt zu bestimmen, wurde versudlg, Translation des
TWEAK-DNA-Konstrukts zu belegen, indem Astrozyten mit TWEAK-pVatansfiziert
wurden und deren CCL2-Sekretion daraufhin mittels ELISA gemessatewdis Kontrolle
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Abbildung 15: CCL2 Konzentration im
60 * Uberstand von Astrozyten-Zellkulturen,
% die mit TWEAK-pVax1 transfiziert bzw.
| kontrollvakziniert waren (+ Standardab-
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dienten entsprechende Ansatze mit FasL-pVaxl, pVaxl, Lipofectamin DRN#Ae sowie

ganzlich unbehandelte Astrozyten. Das Ergebnis dieses Versuclaneastarke Induktion
der CCL2-Produktion bei den Astrozyten, die mit TWEAK-pVax1 trar&fizvorden waren
(Abbildung 15). Die CCL-2 Produktion in diesem Ansatz war dabei skgmifihoher als in

den Kontrollansatzen.

Proteinvakzinierung zur Antikorperinduktion

Die TWEAK-DNA-Vakzinierung hatte eine Verstarkung der ESgmptome zur Folge.
Allerdings fuhrte sie nicht zu dem eigentlich gewiinschten Ergebmsljaméder Induktion
von Antikérpern zur Blockierung der TNFSF-Molekile. Deswegen wurden idie Th der
Folgezeit mit rekombinanten Proteinen und dem Adjuvant Aluminiumhydroxidn{A
immunisiert, von dem bekannt ist, dass es starke Antikérperantwomenlistt (Brewer et
al., 1999; Wallberg et al., 2003).

Das Molekll Fn14 (fibroblast growth factor-inducible-14, TNFSF12A) wudezlich als
maf3geblicher Rezeptor fur TWEAK identifiziert (Nakayamalgt2903). Deswegen wurde

eine analoge Vakzinierung mit dem Rezeptorprotein durchgefihrt.

Vakzinierungen mit rTWEAKext/Alum und rFn14/Alum erzeugen starke

Antikdrperantworten

Vakziniert wurde i.p. mit einer Suspension aus 30l Aluminiumhydroxid und oyl
Lésung von 50ug der extrazellularen Domane des rekombinanten TWHAKE®&Kext,

—€— Kontrolle
—A— ITWEAKext —@— Kontrolle
—@— 1Fnl4
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)
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Abbildung 16: Induktion von Autoantikérpern in DA-Ratten durcioiin-VakzinierungA) rTWEAKext, B)
rFnl4.
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Aminosauren 95-249) in PBS. Ahnlich wie bei der DNA-Injektion wurdeAthesatz zweimal
gespritzt mit einer dreiwtdchigen Pause. Zwei bis drei Wochen raash zweiten
Immunisierung wurde den Ratten zur Bestimmung des Antikdrperditeesner Schwanzvene
Blut entnommen. Mittels eines direkten ELISA konnte ein hoher Antikdrpergegen
TWEAK nachgewiesen werden (Abbildung 16A)

Ein analoges Ergebnis ergab sich bei der Vakzinierung mit dem FofelrP(rFnl14). Bei
den rFnl4 vakzinierten Tieren konnte ein deutlicher, reproduzierbarekdfodrtiter

gemessen werden (Abbildung 16B).

Antikdrper mit Spezifitat fur rTWEAKext bzw. rFn14 kdnnen TWEAK-Eff ekte

neutralisieren

Um die biologische Aktivitat der induzierten Antikdrper zu testen, eiind Einfluss auf die
TWEAK-induzierte Produktion durch Endothelzeliervitro untersucht (Harada et al., 2002).
Dafir wurde aus den Immunseren von rTWEAKext- und rFnl4-vakzinierteterReas
Gesamt-IgG mit Protein G gekoppelten Sepharose-Saulen aufgereididie entsprechende
Fraktion des Sé&uleneluats mittels eines direkten ELISA mit geneiligen Antigen
identifiziert.

Die Funktionalitat dieser Antikérper wurde anschlieBend mit HUVEOeA (human
umbilical vein endothelial cells) getestet, von denen bekannt is, TA&&EAK bei ihnen die
Sekretion des Chemokins CCL2 induziert (Harada et al., 2002). FunktionatfikOder
gegen TWEAK bzw. Fnl4 sollten also in diesem Assay in der Lage B&/EAK bzw.
seinen Rezeptor zu binden und damit die CCL2-Freisetzung zu inhibieren.

In dem Versuchsansatz wurden die HUVECs fur 24h in EGM-2A MedntnTWEAK

sowie den IgG-Fraktionen kultiviert, die aus den [rTWEAKext-, rFnl4- oder

4000 - Abbildung 17: Inhibierung der
3500 CCL2-Produktion von HUVEC-
i == Zellen nach TWEAK-Stimulation
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kontrollvakzinierten Ratten isoliert worden waren. Als zusatzliclomtiolle wurden die
HUVEC-Zellen mit TWEAK sowie einem Fnl4-Fc-Fusionsprotein inkubiemtlches mit

dem membrangebundenen Fnl4 um das l6sliche TWEAK konkurriert. Antikérper aus
rTWEAKext- sowie rFnl14-vakzinierten Tieren reduzierten die &Gkkretion um ca. 40%,
wohingegen die Antikdrper aus den kontrollbehandelten Tieren keinen entsplecHsfekt
zeigten. Eine ahnliche Verminderung der CCL2-Produktion war aucheiaeh Inkubation

mit dem Fnl4:Fc-Fragment zu sehen (Abbildung 17).

Die in vivo Blockade von TWEAK und Fn14 verbessert den klinischen Verlauf in zwei
EAE-Modellen

Die Blockade von TWEAK und Fnlih vivo wurde zuerst im Modell der MOG-induzierten
EAE der DA-Ratte untersucht. Dabei wurden die Tiere zweimal mit dreh&/babstand mit
rTWEAKext bzw. rFnl14 in Aluminiumhydroxid oder mit dem Adjuvant allewrakziniert;
sechs bis acht Wochen nach der letzten Vakzinierung folgte dann die EAE-Induktion.
Die mit rFn14 vakzinierten Ratten entwickelten einen signifikatderén Krankheitsverlauf
als die Kontrolltiere. Wahrend der Krankheitsbeginn in allen Gruppegleiehbar war,
waren der durchschnittliche, maximale sowie der kumulative Scordianctalitéat der EAE
in den Fnl4- behandelten Tieren signifikant reduziert (Tabelle 7xhDdie Vakzinierung
mit rTWEAKext wurde der Krankheitsverlauf ebenfalls verbasseenn auch nicht so
ausgepragt wie bei rFnl4. Der klinische Verlauf der rTWEAKext hedléen Ratten

verschlechterte sich kontinuierlich wahrend der chronischen Phaseralgehkit, wahrend
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Abbildung 18: Klinischer Verlauf der EAE nach rTWEAKext- bzw. rEhProteinvakzinierungen,
- StandardfehletA) MOG-induzierte EAE bei DA-Rattei®) PLP-Peptid-induzierte EAE bei SJL/J-M&usen
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der Effekt der rFnl14-Vakzinierung wahrend der Beobachtungsperiode veinMonaten
bestehen blieb (Abbildung 18A). Die rTWEAKext- und rFnl4-vakzinierten Rdttten
zudem an Tag 11 nach der Induktion der EAE einen niedrigen MOG-Antikitepais die
Kontrollratten (Abb. 19).

EAE- Sterblichkeit| max. Score +| Beginn der EAE H kumulativer Scorg
Spezies Vakzinierunigzidenz (d30) Stabw Stabw (Tag)
DA Ratten| Kontrolle 10/10 4/10 3.95+11 13.7+4.6 133 (d57)
rTWEAKext 9/10 4/10 345+18 17.55+10.3 111 (d57)
rFnl4 8/10 1/10 2317 16.13+8.0 63 (d57)
SJL Mausg Kontrolle 9/10 0/10 26+1.2 1456 £ 1.7 12 (d20)
rTWEAKext 5/9 0/9 15+14 16.2+19 6 (d20)
rFnl4 3/9 0/9 0.8+1.2 15.33+0.6 3 (d20)

Tabelle 7: Vergleich der klinischen Parameter desehiedenen Protein-Vakzinierungen.

In einem ahnlichen Ansatz wurde die Rolle von TWEAK bzw. Fnl4 in derRg#d-

induzierten EAE von SJL/J-Mausen untersucht. Zur Vakzinierung wurdergldiehen

rekombinanten rTWEAKext- und rFnl4-Proteine verwendet, was aufgrunéiaaologie

der Proteinsequenzen zwischen Ratten und Maus moglich erschien (BAKIW 97,6%

und im Fall von Fn14 = 93,1%). Ahnlich wie bei der Signaliibertragung veh, lé&i dem

die Homologie ausreichte, so dass das Protein vom Menschen, die Apoptéesezellen

auslosen konnte und umgekehrt (Nagata,

Méausezellen moglich sein.
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Abbildung 19: Reduzierung des MOG-
Antikorpertiter bei
rFnl4-vakzinierten
Seren wurden an Tag 11 nach EAE-
Induktion gewonnen.
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Auch bei den SJL/J-Mausen erzeugte die Protein-Vakzinierung holieveatr-Titer gegen
das jeweilige Protein (Abb. 20). Die Verbesserung des klinischelaufe bestatigte sich
ebenfalls (Abb. 18B). An Tag 20 hatten neun von zehn Kontrollméusen KlirBschptome
einer EAE entwickelt, aber nur funf von neun der rTWEAKext- und dreineam der rFn14-
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Abbildung 20: Induktion von Autoantikorpern in SJL/J-Mausen dur®rotein-Vakzinierung A)
rTWEAKext, B) rFnl14.

behandelten Tiere (Tabelle 8). Auch hier bewirkte die rTWEAR&HzInierung eine
Verringerung der Krankheitssymptome, die aber ebenso wie b&Aldtatten weniger stark
ausgepragt war als der Effekt der Fnl14-Vakzinierung.

Diese Daten belegen, dass eine Vakzinierung gegen Fnl4 — undas gdgvingerem Mal3e
auch gegen TWEAK - die Entwicklung einer Autoimmunkrankheit des ZNS&wai

verschiedenen Spezies, unabhangig von der Wahl des enzephalitogenen Antigens, verhindert

Die rTWEAKext- und rFn14-Vakzinierungen vermindern die Auspragung von

entzindlichen ZNS-Lasionen

Der krankheitsverbessernde Effekt der rFnl14- und rTWEAKext-Vakmimien legte nahe,
dass auch die Bildung der mit der EAE assoziierten inflamnsateen EAE-L&sionen
verringert sein sollte. Um dies zu untersuchen, wurden die Mause daus
Proteinvakzinierungsexperiment am Tag 20 nach der EAE-Induktion perftundid die
Ruckenmarker fur eine histopathologische Analyse prapariert. Eld-drbung wurde
durchgefuhrt, um die groR3tenteils aus Makrophagen und Lymphozyten bestehende
entzundlichen L&sionen in den verschiedenen Behandlungsgruppen zu queamtifiZier
Analyse wurde eine semiautomatische Imageanalyse-Softwarenast — dabei wurde die
Flache der entzindlichen Lasionen sowie die Gesamtflache der uekscnitte bestimmt
und miteinander ins Verhaltnis gesetzt. Die Mause, die mit rFnl14 nnderTWEAKext
vakziniert worden waren, hatten signifikant weniger Infiltratedi¢sKontrolltiere (Abb.21).
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Das Ausmal} der Entziindungen im Riuckenmark spiegelt als den klinisdrera8tTag der

Perfusion wider.

h

s Abbildung 21: Entziindliche ZNS-L&sionen
—_— in SJL/J-Mausen werden durch
x rTWEAKext- und rFnl4-Vakzinierung
verringert. Jeder Punkt représentiert den
g prozentualen  Anteil der entzundlich
veranderten Rickenmark-Flache bezogen
4 + auf die Gesamtflache einer Maus - die
horizontale Linie entspricht dem
Gruppendurchschnitt. Die  Unterschiede
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Die TWEAK-Proteinvakzinierung verringert nicht die Enzephalitogenitat der
autoreaktiven T-Zellen

Die Fnl4-vermittelten Effekte auf die Lasionspathogenese konntenrdexufEbene der
Induktion und Aktivierung myelinreaktiver, enzephalitogener T-Zellen wirksam. Neben
den bereits genannten Experimenten wurden deshalb erste Untersucimnigimdell der
durch den adoptiven Transfer von aktiven, enzephalitogenen T-Zellen ausgdtddien
unternommen.

Die adoptive Transfer EAE hat neben dem sehr synchronen Krankheit$wden Vorteil,
dass eine Zellpopulation isoliert wird und dann bei den EmpfangertegeBAE induziert.
Durch die Induktion eines TWEAK-Antikorpertiters in den Donortieren konalkso
untersucht werden, ob der protektive Einfluss der TWEAK-Proteinvakzimjedunch eine
Veranderung in der Population der enzephalitogenen T-Zellen bewicktWenn die LNCs,

die von Tieren isoliert wurden, die Antikbrper gegen TWEAK entelickaben, eine gleich
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starke EAE induzieren kdnnen, wie LNCs von kontrollvakzinierten Mausengaigbn
auszugehen, dass der protektive Effekt der TWEAK-Proteinvakzinieniolgt durch
Veranderungen der T-Zellen vermittelt wird.

Zunachst wurden Donortiere mit rTWEAKext zweimal vakzinierteAWochen nach der
zweiten Vakzinierung wurden die Antikorpertiter gegen TWEAK in deruséa bestimmit.
Die TWEAK-vakzinierten Tiere zeigten im Gegensatz zu den Ktntédusen einen hohen
Antikdrpertiter (Abb. 21A). Anschlielend wurden die Tiere mit dem-PePtid immunisiert.
Der Transfer von 10der in vitro mit dem PLP-Peptid restimulierten LNCs dieser Tiere
induzierte eine EAE, deren Schweregrad unabhangig davon war, ob die i@enanit
TWEAK vakziniert waren oder nicht (Abb.21B) - weder der klinisteglauf, die Inzidenz,
der Zeitpunkt des Beginns der EAE-Symptome, der durchschnittlichemalaxScore noch

der durchschnittliche maximale kumulative Score unterschieden sich signifikant

EAE-Inzidenz Sterblichkeit Max Score Beginn der EAE| kumulativer Score
(d28) (+ Standabw.) | ( + Standardabw) (£ Standabw.,
d22)
Kontrolle 10/10 1/10 3,8 0,54 9,6+ 1,65 39,45 9,62
rTWEAKext 10/11 0/11 3,54+ 1,31 10,% 3,01 36,4 13,37

Tabelle 8: Vergleich der klinischen Parameter der AT-EAE vodL/3-Mausen nach rTWEAKext- und
Kontrollvakzinierung der Donortiere.

Aus diesem ersten Experiment lasst sich folgern, dass dierRekeinierung wahrscheinlich
keinen Effekt auf die T-Zellenzephalitogenitat hat. Dieses lifigemuss allerdings durch

analoge Experimente erganzt werden, in denen die Donortiere mit rFn14 vakezancknh.
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Abbildung 21: AT-EAE-Verlauf von SJL-Mausen, bei der die Donarieproteinvakziniert wurdenA)
Bestimmung des TWEAK-Antikdrpertiters in den Domeren vier Wochen nach der zweiten Vakzinierung.
B) Durchschnittliche EAE-Verlaufe der erkrankten Tigrach Transfer der enzephalitogenen LNCs von
proteinvakzinierten Mausen auf vorher unbehandétese.
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EAE-Expressionsstudie

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten mittels einer mRI§Asierten Expressionsstudie die
transkriptionellen Veranderungen untersucht werden, die im ZNS imkKeétsverlauf der
MOG-induzierten EAE der DA-Ratte auftreten. Diese Studie lzaite Ziel, die molekularen

Zusammenhange etwas besser zu verstehen sowie neue Therapieandéatedizieien.

EAE-Verlauf der ausgewahlten Ratten

Fur die Analyse der Expressionsveranderungen im Verlauf der EAEiakeRmark von DA-
Ratten wurden letztendlich dreizehn Tiere ausgewahlt. JeweilsTarnee waren gesund,
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Abbildung 22: Ubersicht {iber Krankheitsverlaufe fi@r die Expressionsstudien ausgewéhlten DA-Ratten.
A) Tiere aus der akuten Pha®®). Tiere aus der Remissio) Tiere aus der relapsierenden Phd3g.
Kumulativer Score aller untersuchten Tiere.
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befanden sich in der ersten, akuten Phase der EAE (Tag 11 und 12 nach IndiekkE@E)
und aus der Remission (Tag 13, 14 nach Induktion). Vier Tiere befandearnsidiag der
Perfusion in der chronischen, relapsierenden Phase der EAE (Tagv22%nach EAE-

Induktion). Eine Ubersicht uber die jeweiligen Krankheitsverlaufentefisich in Abbildung
22.

Ubersicht

Jeweils drei Rickenméarker von gesunden DA-Ratten und von kranken Tieréer alaiten
Phase und aus der Remission sowie von vier Ratten aus der retajmieRhase der EAE
wurden fur die Isolierung der Gesamt-RNA und zur HybridisiedergAffymetrix RG U34-
Mikrochips verwendet, wie in Material und Methoden beschrieben. DaG&wme U34 Set
(RG U34) erlaubte es, Expressionsdaten von mehr als 24.000 Sondensatdaiten. é&in
Sondensatz entspricht dabei einer Sequenz, die ein Teil eines lb@ia@innten Gens oder
eines ESTs sein kanEXpressedequencel ags: kurze cDNA-Fragmente (~200--500bp) von
MRNA, die einmalig im menschlichen Genom vorkommen und deren Sequenalaineer
Lokalisation im Genom bekannt sind). Ein Sondensatz besteht dabei inedel &is 16
Oligonukleotiden, die jeweils einem bestimmten Gen entsprechen. MdeBmndensatze
kénnen dabei einem einzigen Gen entsprechen, wie z.B. bei den $ait496 s atund
M99485_at die beide dem Gen fur d&dyelin Oligodendrocyte Glycoproteiantsprechen
(Abbildung 23).

i o200 400 GO0 8O0 1000 1200 1400 1600

39453

121985

Abbildung 23: Darstellung der kodierenden Sequenz von M@ben: Position der Sonden (grin) des
Sondensatzes M99485 auf der MOG-Gesamtsequbmien: Position der Sonden des Sondensatzes L21995
auf dem 5-Ende der MOG-Seque

Aufgrund der unterschiedlich starken Affinitdten der synthetisie®mden zu der
eingesetzten cRNA sowie des Vorkommens unterschiedlicher SpliceeRo und
Polymorphismen, die das Hybridisieren mit einzelnen Sonden modifizid&@nnen die
Expressionsdaten unterschiedlicher Sondensatze fur das gleiche Gen |laet@nvari

Eine GroRRe, um festzustellen, wie erfolgreich die Hybridisierings Arrays war, ist der so
genannte Scale-Faktor. Bei ihm handelt es sich um einen Faktordem bei der

Normalisierung der Rohdaten alle Werte einer Hybridisierungiphiziert werden, um alle
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Arrays auf die durchschnittliche Signalintensitat von 100 zu standastfis Wenn sich die
Scale-Faktoren verschiedener Hybridisierungen zu stark voneinandeschetden, schrankt
dies die Vergleichbarkeit dieser Daten ein. Als akzeptabt#rg&8lcale-Faktoren, die sich um
weniger als den Faktor drei unterscheiden, denn durch das unterschiddiiehezw.
Downscalerkénnten die Ergebnisse verzerrt werden. Eine Ubersicht tiber deeRBadbren,
die fur die Normalisierung dieser Studie notig waren, ist in Tali€l zu sehen. Die Scale-
Faktoren der Hybridisierungen mit RNA von gesunden Tieren odegrRaiis der Remission
und der relapsierenden Phase sind verhaltnisméafRig homogen. Allendaigsn die Scale-
Faktoren der ersten Ratte aus der akuten Phase so stark von den heddsn ab, dass ein
weiteres Tier aus der akuten Phase dieser Studie hinzugefluigt. idgsisen Scale-Faktoren
waren etwas besser mit denen der anderen Tiere vergleisbbdass die Expressionsdaten

dieses Tieres verwendet wurden.

Array |gesundgesundgesund akut-1 akut-2 akut-3 akut-4 RemisdemissRemisgrelaps.-relaps.-relaps.-relaps.
1 2 3 ion-1 ion-2 ion-3 1 2 3 4

RG 0,767 0,625 0,344 157 0,751 0,55 1,059 0,872 0,767 (Q,547790,0,344 0,297 0,55P
U34A
RG 0,905 0,873 1,038 5,766 1,115 1,147 5,296 1,027 1,507 [,03940,0,38 0,432 1,074
u34B
RG 0,606 0,388 0,68Y 4,864 0,84 0,446 4,418 0,814 0,907 (0,7 516847 0,623 0,859
u34cC

Tabelle 9: Auflistung der Scale-Faktoren, gruppierth Versuchsgruppe sowie Array-Typ.

Zu Beginn der Datenanalyse wurden alle Sondensatze herautfiliervon der MAS-
Software nicht in mindestens 20% der Hybridisierungeraalgesenceingeschétzt worden
sind. Von den 24000 Sondensatzen blieben nach dieser Filterung 14814 lbrig. Das$®il3t,
diese 14814 Transkripte in mindestens einer der Uberpriften Situation&NS exprimiert
worden sind. Ein groRer Teil dieser Gene ist reguliert. Eine dititteriiber die Anzahl der
regulierten Gene befindet sich Tabelle 11. Dort ist die Zahl 8endensatze
zusammengefasst, die in paarweisen Vergleichen zwischen den Grappankter und
gesunder Tiere mindestens zweifach reguliert waren, minddster20% der hybridisierten
Arrays als anwesend bewertet wurden und fir die die Nullhypothess eleichen
Expressionsniveaus mit einem Signifikanzniveau verOg05 verworfen werden konnte

Fur die spatere funktionelle Analyse wurden allerdings auch Géngenicksichtigt, die als
anwesend bewertet wurden, jedoch nicht signifikant reguliert waraa. Nliteinbeziehen
dieser Daten fir die Auswertung funktioneller Zusammenhéngehdde die Einschatzung

der Relevanz regulierter Gene im Kontext zusammenhangender Genfamilien.
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akut — gesund Remission — gesund relapsierend —gesun

aufreguliert

>2fach 437 322 138

>4fach 34 35 3

>8fach 10 8 1
herunterreguliert

>2fach 349 404 105

>4fach 91 65 25

>8fach 54 17 7

Tabelle 11: Anzahl der Sondenséatze, die zu verschiedenen utditen der EAE im Vergleich zu gesunden
Tieren im ZNS reguliert sind. Bedingungen: Sondengst mindestens in 20% der hybridisierten Arrays
anwesendewertet worden und Wahrscheinlichkeit fir dielNypothese ist kleiner oder gleich 5%.

Die Ratten aus der relapsierenden Phase der EAE (Tag 24 bzwei@®n eine geringere
Zahl regulierter Gene im Vergleich zu den gesunden Tierenalandieren beiden Gruppen.
Eine Prinzipielle Komponenten Analyse (PCA), bei dem die untersattiedl RNA-Proben
anhand Ahnlichkeiten ihrer Expressionsprofile zueinander angeordnetwerdab, dass die
Expressionsmuster der Tiere aus der relapsierenden Phase gheidterzu den anderen
Phasen relativ heterogen waren.cBgsterteein Array von einem Tier aus der relapsierenden
Phase zusammen mit denen aus der Remission, und ein anderes Tier eni
Expressionsmuster, das denen der gesunden Tiere relativ ahnlich sdibgéduing 24). Dies
konnte eine Erklarung fur die geringere Anzahl an regulierten Geman die in der
relapsierenden Phasen gefunden wurden.

Remission
akut
relapsieren

gesund

Abbildung 24: Screenshot eines dreidimensionalen ClusteringsEdgebnisse aus der Hybridisierung der
A-Chips, (erstellt mit BRB ArrayTools 3.02). Die dnskriptome wurden innerhalb eines dreidimensianale
Raums aufgrund ihrer Ahnlichkeit angeordnet — jeitavesie voneinander entfernt sind, umso mehr
unterscheiden sich ihre Expressionsmuster vonearand
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Da die entzindlichen Lasionen im ZNS durch die Infiltration von im Blkulierenden
Leukozyten verursacht werden, kann eine Veranderung der Genexpliesddts wahrend
der EAE durch zwei unterschiedliche Vorgénge ausgeldst werden:ch @ene, die in den
infiltrierenden Zellen exprimiert sind, 2. durch die Regulation deme®@pression bei ZNS
residenten Zellen oder das Sterben ZNS residenter Zellen wdler Krankheit, was
generell zu einer Verminderung der Expression der Gene dieser Zellen fihr

Da die Immunzellen Gene zumindest zum Teil exprimieren, die von néemofellen nicht
exprimiert werden, und umgekehrt, lassen sich anhand der Expressinridgatehesen tber
die Zelltypen generieren, die fir die jeweiligen Veranderungen veranthaosthd.

Es kann dabei ausgeschlossen werden, dass die gefundenen Veranderumggmedsion
auf sekundare Prozesse, wie eine generell erhéhte durchschnitBiession bei
Hybridisierungen mit RNA aus EAE-Tieren zurtickzufiihren ist, dennEdigressionswerte
jedes Gens wurden gegen den Medianwert aller Hybridisierungen eorAdalyse

normalisiert.

Expressionsprofile der nicht in inflammatorischen Zellen exprinierten Gene

Um regulierte Gene zu identifizieren, die spezifisch in ZNSdenten Zellen und nicht in
infiltrierenden Zellen exprimiert wurden, wurden alle Gene, dieyimphknoten exprimiert
waren, von den im ZNS exprimierten Genen herausgefiltert. Bie,Lder im Lymphknoten
exprimierten Gene, stammt aus dem Experiment, in dem LymphknoténeRiS pVax1-
behandelten Ratten zur Hybridisierung der Arrays benutzt wurde.hBi3t, dass alle Gene
aus dieser Analyse entfernt wurden, die in den Lymphknoten diesgrufipe als anwesend
eingeschatzt worden sind, um zumindest den Grol3teil der regulierten @Giene/on
infiltrierenden Zellen stammen kodnnten, auszuschlieen und naherungshieiseNS-
spezifischen Gene zu erhalten. Eine Ubersicht iber die Anzahlr d&k®-spezifischen,

regulierten Transkripte befindet sich in Tabelle 12.

akut — gesund Remission — gesund relapsierend —gesyn

aufreguliert

>2fach 4 17 2

>4fach 2 3 1

>8fach 0 0 0
herunterreguliert

>2fach 185 43 37

>4fach 20 3 1

>8fach 1 0 0

Tabelle 12: Anzahl der regulierten Transkripte von ZNS-restdarZellen.
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Besonders auffallend dabei ist, die niedrige Zahl aufreguliertansKkripte und der erhthte
Anteil an herunterregulierten Genen bei d&4S-spezifischedranskripten. Mehr als die
Halfte aller in der akuten Phase herunterregulierten GeneZdisdspezifischwéahrend bei

den aufregulierten Transkripten nur ein sehr kleiner Bruchteil (~1/8@&bX auch in den

Lymphknoten exprimiert wird.

Die Gene, die am stéarksten reguliert und zusatzlich nicht in derphknoten exprimiert

waren, sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

ZNS-spezifische Gene Sondensatz akut + Remission — relapsierend —
gesund gesund gesund

S100 calcium-binding Protein L18948 at 4,04* 0,53 0,52*

A9 (calgranulin B)

Lysyl oxidase S66184 s at 5,07* 1,26 1,37

Phospholipase D1 AB000778 s _at 3,99* 1,72 2.04

Aldehyde dehydrogenase family rc_Al639218_at 2,2 4,13* 1,62

9, subfamily A1

Neural precursor cell expressedrc_AA963340_at 0,57 4.68* 1,24

developmentally down-

regulated gene 4A

Solute carrier family 1, member rc_ AA899125 at 1,61 4.88** 2,24

3

Angiotensin receptor-like 1 rc_AA945996 at 5,7* 2,45 1%,

Gap junction Protein, beta 6 rc_Al059426_at 0,12* 0,66 0,83

(connexin 30)

Solute carrier family 6 rc_AA943700_at 0,13* 0,88 0,68

(neurotransmitter transporter,

GABA), member 11

Oligodendrocyte myelin rc_AA964584 at 0,16** 0,77 0,74

glycoprotein (Omg)

Transcribed sequences rc_AA901317 |at 0,167 1 1,1

EST227125 (tubulin, beta 4) rc_Al230430_at 0,18*4 0,43 0,44*

Neurotensin receptor 2 X97121 at 0,18 0,75 0,94

Neurofilament, light M25638_s_at 0,18* 0,30** 0,45

polypeptide

Synaptotagmin b U63740_at 0,22** 0,78 0,63

Myelin-associated D28810 _g_at 0,25* 0,18* 0,55

oligodendrocytic basic Protein

(MOBP)

RAB3A, member RAS X06889cds_at 0,21* 0,21* 0,44*

oncogene family

Clathrin, light polypeptide (Lcb) rc_Al172090 s jat 70, 0,22* 0,49

Acetylcholinesterase T subunit S50879 at 0,26 0,25* 359,

Complexin 1 D70817_at 0,28 0,25* 0,40**

N-ethylmaleimide sensitive AF091834_at 0,26* 0,08* 0,25*

factor

Tabelle 13:Die am starksten regulierten Transkripte von ZNSeenten Zellen, *: g 0,05, **: p< 0,01.

Eine Analyse der Expression der ZNS-spezifischen Transkriptelsn8elf Organizing Maps
(SOM) und dem ProgramiBene Cluster 2,0bei der Gene anhand ihrer Expressionsprofile

gruppiert werden, bestétigte, dass die Expression dieser Gerausashliel3lich verringert
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wird. Aus Abbildung 25, die das Ergebnis einer Gruppierung ®&ef@-Clusterzeigt, wird
ersichtlich, dass es nach der Herunterregulation in der akuten Bbasecll zu einer
Erh6éhung der Expression dieser Gene kommt (besonders stark Dlwdgtarn1,2 und 5).
Darunter befinden sich Gene wie z.B. d€s\BA Transporter Synaptogyrin loder
Amphiphysin Von diesem Trend weichen nur die GeneQaster 6 ab. Sie zeigen keine
vermehrte Transkription wahrend der Remission. Gene aus dieserar@ésenLifeguard
Visinin-like 1oderPlasmolipin In der relapsierenden Phase der EAE kommt es in der Regel
zu einer Trendumkehr — das heil3t, dass die Transkripte, deren Eompriessier Remission
angestiegen ist, wieder schwacher exprimiert werden. Abweichend #awores bei den
Genen im Cluster 3 in der relapsierenden Phase zu keiner Verandiemuagpression im

Vergleich zur Remission und bei denen @a&rster6 und 7 zu einem leichten Anstieg.

Abnahme Oligodendrozyten-spezifischer Transkripte

Die MOG-induzierte EAE in DA-Ratten zeichnet sich unter andedemch eine starke
Demyelinisierung im ZNS aus (Storch et al., 1998). Dies spisggitin den vorliegenden
Expressionsdaten wider. In allen Phasen der EAE ist eine Abnahméxgeession
Oligodendrozyten-spezifischer Gene zu sehen (Abb. 25). Oligodendroaytedis Myelin-
bildenden Gliazellen — eine Verminderung von Transkripten, die spdwifiir
Oligodendrozyten sind, ist ein Beleg dafir, dass vermehrt Oligodemenoan Verlaufe der
EAE zugrunde gehen oder funktionell beeintrachtigt sind, was durch métk&éodelle
bestatigt wird (Dowling et al., 1997; Hisahara et al., 2003; Pendeal.et1991). Die
Herunterregulation dieser Gene ist allerdings nur in der akuteasePder Krankheit relativ

stark. Je langer die Krankheit fortbesteht, um so mehr ndhert sicBeatiexpression dem

o
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o
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6. 17
3 4 2 3 4 2 3 4 Abbildung 25: Ergebnis einer SOM-Analyse der

Gene der ZNS-residenten Zellen r@ienecluster
2.0 — ausgehend von einer 3x3-Matrix. Links
oben in jedem Quadrat befindet sich die Nummer
\//—— des Cluster. Oben in der Mitte ist die Anzahl der
Gene in dem jeweiligen Cluster zu finden. Die

cl: 44 cd: 36 i 16 blauen Linien kennzeichnen die durch-

schnittlichen Expressionsprofile jedes Clusters,

die roten die extremen.l entspricht dem

Durchschnitt der gesunden Tie&der Tiere aus
\/\ der akuten Phas8,der aus der Remission udd

derjeniger Tiere aus der relapsierenden Phase der
EAE.
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Normalwert wieder an. Obwohl die Oligodendrozyten das Ziel desulmangriffs (besonders

in der MOG-induzierten EAE) sind, kommt es nicht zu einer nachhaltigder

persistierenden Einschrankung der Expression von oligodendroglialean Geie Liste der

regulierten Oligodendrozyten-spezifischen Gene befindet sich in Tabelle 14.

Oligodendrozytengene Sondensatz akut — gesund Remisgiesund| relapsierend — gesund
Myelin oligodendrocytic L21995 s at 0,25 0,23 0,54
glycoprotein (MOG? M99485_at 0,21 0,78 0,74
Myelin basic Protein K00512_at 0,50* 0,44* 0,74
(MBP)®@ rc_Al145512 at 0,76 0,8 0,91
Myelin-associated D28810_at 0,31 0,93 1,12
oligodendrocytic basic D28810_g_at 0,25* 0,18* 0,55
Protein (MOBP)? D28111_at 0,32* 0,52 0,60
D28111 g at 0,43* 0,77 0,75
Myelin-associated M22357_at 0,36 0,35 0,66
glycoprotein (MAG) M22357_g_at 0,50* 0,65 0,93
X06554 s_at 0,39* 0,38 0,8
Proteolipid Protein (PLP) M25888_at 0,62 1,07 0,98
rc_Al070277_s_a 0,47* 0,80 0,87
rc_Al072770_s_a 0,40* 0,75 0,82
Oligodendrocyte myelin | rc_AA964584 at 0,16** 0,77 0,74
glycoprotein (Omg¥
2°-3"-cyclic nucleotide L16532_at 0,48* 0,64 0,85
Phosphodiesterase 1
(CNP)

Tabelle 14:Ubersicht iiber die regulierten Oligodendrozyterzsisehen Gene. Dargestellt ist jeweils das
Verhaltnis zwischen den verschiedenen EAE-Phasdmesunden, naiven Ratten, *<®,05,% ausschlieRlich

im ZNS exprimiert.

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde zuerst eine RealTime-PGR RNA aus den
entsprechenden Proben durchgefihrt (Abb. 26). Dabei ist die durchsdmmiktiOG-mRNA-

Menge

in den verschiedenen EAE-Phasen,

standardisiert auf die Tptnskies

Haushaltsgeng3Aktin in der gleichen Probe, im Verhdltnis zu den gesunden Tieren

dargestellt. Dabei war, entsprechend der Ergebnisse aus denméikspan der akuten Phase

2.0 -
1.8 -
1.6
1.4 -

1.0 -
0.8 -
0.6 -
04 -
0.2 - *
0.0

MOG/RRAKtin

akut

Remission

relapsierend

Abbildung 26: Ergebnis der MOG-RealTime-
PCR mit RNA aus dem Rickenmark von
Tieren, die sich entweder in akuten Phase, in der
Remission oder in der relapsierenden Phase der
EAE befanden. Die Ergebnisse stehen im
Verhéltnis zur MOG-Expression bei gesunden
Tieren. *: p< 0,05. Pro Gruppe wurden drei
Tiere untersucht.
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der EAE eine sehr starke, signifikante Abnahme der MOG-Trantekzu erkennen. Wahrend
der Remission und der relapsierenden Phase der EAE kommt es, ausgehedeér
RealTime-PCR, zu einer Erholung d&iOG-Expression. Die hohe Standardabweichung,
besonders bei den Tieren aus der relapsierenden Phase, ist eimguceoasder bereits
erwahnten Heterogenitat der Proben aus der relapsierenden Phase der EAE.

Um diese Analyse durch Proteindaten zu erganzen, wurde ein V\Bdsterar Detektion von
MOG-Protein im ZNS-Gewebe durchgefihrt. In einer volumetrischeswa&rtung ergab sich
eine konstante Abnahme des MOG-Proteins uber den untersuchten VerladfEl@mweg.
In der Remission ist die Konzentration des MOG-Proteins unveramdeXergleich zur
akuten Phase, aber in der relapsierenden Phase sank die Konzen#tonund in einem
Tier war es kaum zu detektieren. In der Abb.27 ist der Scan deeMist sowie dessen
Auswertung zu sehen. Der Blot konnte aufgrund des grof3en Unterschieds
Molekulargewicht gleichzeitig mit einem anti-Aktin-Antikdrper H€@nicon) und einem
monoklonalen-anti-MOG-Antikorper, der aus dem Uberstand eines Hybridsatiert
worden war, inkubiert werden.

Die WesternBlot-Ergebnisse deuten in die gleiche Richtung Wa&-Rxpressionsstudien.
Allerdings weisen die stark verringerten Mengen an MOG-Prateider relapsierenden
Phase der EAE darauf hin, dass die erhdhte MOG-mRNA Synthesesar éihase nicht zu

einer Akkumulation des MOG-Proteins fihrt.

A gesund akut Remission relaps. MW :VI102(; . .
Abbildung  27:  Ergebnis
Aktin [ i eines \_Nest.ernBIots zur MOG-
—~— — Detektion im ZNS von DA-
; — Ratten zu verschiedenen
MOG R 7 N W TV i Zeitpunkten der EAEOben:
WesternBlot mit je zwei
gesunden Tieren, aus der
MOG akuten Phase der EAE, der
1-125 Remission und der

relapsierenden Phase der
EAE. Unten: Volumetrische
B o9, Auswertung  der  MOG-

08 | Banden, bezogen auf die
Banden des Kontrollproteins

£ 0.7 4 Aktin.
< 0.6
S o5
S 04
=
é 0.3 4

0.2

0.1 4

0 - T T

gesund akut Remission relaps.
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Erniedrigung der Gene der Cholesterin Biosynthese

Cholesterin ist ein essenzieller Bestandteil von eukaryotischendtesmbranen und Myelin
— es macht 20-30% des Fettanteils des ZNS aus, hat eine widhtigktion bei der
Regulation der Fluiditat von Membranen, scheint essenziell furffizente Synthese von
Synapsen zu sein (Mauch et al., 2001) und beeinflusst die Funktion von lonenkandl
Transmitterrezeptoren. Die Tabelle 15 und die Abbildung 28 zeigennudsgre Gene und
vor allem die HMG-CoA Reduktase als zentraler Regulator der eStevinbiosynthese

wahrend der Remission und der relapsierenden Phase supprimiert sind.

Transkripte aus Cholesterin Sondensatz akut —| Remission — relapsierend —
Biosynthese gesund gesund gesund
Cytochrome P450, subfamily 7B, U36992_at 1,84 2,27** 1,53
poly-peptide 1
HMG-CoA lyase rc_Al171090_at| 1,29* 0,86 1,14
rc_AlI171090_g_at| 2,28* 1,58 1,44
rc_AA945052_at 1,85 1,82 1,84*
HMG-CoA synthase 2 (mito) M33648_at 1,07 1,22 1,25
M33648_g_at 1,76 2,95 2,26
rc_Al102731_at 1,02 1,11 1,04
rc_Al232320_s at| 0,78 0,47 0,63
Mevalonate kinase M29472_at 1,14 1,34 1,02
rc_AA924198 s aff 0,56* 0,56* 0,63*
Cholesterol delta Isomerase rc_H33491 0,97 0,69 0,78
2,3-oxidosqualene (Lanostel D45252 s at 0,88 0,68 0,74
oxidase) U31352 at 0,84 0,51 0,71
Diaphorase 1 J03867 s at 0,85 0,57* 0,75
Mevalonate pyrophospha U53706_at 0,82 0,51* 0,74
decarboxylase
Geranyl-trans transferase rc_Al236566_ at 0,78* 0,83 0,71*
rc_Al180442 at 0,63 0,45 0,46
Squalene synthase M95591_at 0,43* 0,13* 0,30*
M95591 g_at 0,39* 0,36 0,36*
rc_AA859392 s aff 0,36* 0,09** 0,18**
rc_Al229016_s at| 0,71* 0,42* 0,48**
Squalene epoxidase D37920_at 0,45* 0,43* 0,37*
rc_AA819300_at 0,64 0,54 0,65
Isopentyl-diphosphate delta AF003835_at 0,63* 0,68 0,49
isomerase
HMG-CoA reduktase M29249cds_at 0,48 0,10* 0,26
rc_AA924210_at 0,59 0,29* 0,36**
X55286_at 0,43 0,46 0,39*
X55286_g_at 0,49 0,18* 0,27*
7-dehydrocholesterol reduktase AB016800_at 0,47 0,44 0,57
AB016800_g_at 0,42 0,68 0,63
HMG-CoA synthase 2, cyto rc_AI177004_s at 0,24* 0,11* 0,12*
X52625 at 0,41* 0,53 0,35*
Isopentyl-PP-isomerase rc_Al236611 at 0,41¢ 0,45 0,35*
Lathosterol oxidase rc_Al043855 at 0,38% 0,27* 0,36*
Cytochrome P450, subfamily 51 AB004096_at 0,36/ 0,35 300,

Tabelle 15: Ubersicht tiber die Expression der Gene der ClelesBiosynthese wahrend der EAE. Dargestellt
ist jeweils das Verhéltnis der Expression der Gengen verschiedenen EAE-Phasen zu den gesundieenna
Ratten, *: p< 0,05, **: p< 0,01. Die nicht stringent regulierten Gene sinaugunterlegt.

@: ausschlieRlich im ZNS exprimiert (nicht in dennyhknoten).
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Dabei erstreckt sich die Abnahme dieser Transkripte Uber den tgesamtersuchten
Zeitraum der EAE; also auch auf die Remission. Die irreverSiplghese von Mevalonat aus
HMG-CoA, katalysiert durch das Enzym HMG-CoA Reduktase, ist ascbeidende Schritt
fur die Cholesterin Biosynthese, und die HMG-CoA Reduktase ist dasliegsem
Stoffwechselweg am konstantesten im untersuchten EAE-Verlauf suppei@ient

Eine Verminderung des Transports von Cholesterin lasst sich igenSatz dazu kaum
feststellen, von einigen Ausnahmen abgesehen sind die Molekiile, die aratesport von
Cholesterin involviert sind, kaum reguliert und weisen keinen eintratlicTrend auf
(Tabelle 16). Nur das Molekidxysterol binding protein-like 1Adas an der intrazellularen
Verteilung von Cholesterin beteiligt ist, fir das Apolipoprotein Ads speziell im ZNS den
interzellularen Transport — auch Uber die Bluthirnschranke — erchb@@uan et al., 2003)
sowie fur das MolekURATP-binding cassette, sub-family A membedéssen Expression auf
aktiven, myelinisierenden Oligodendrozyten gezeigt werden konnte (Tatadla, 2003),
werden signifikant herunterreguliert; allerdings auch nur in dereakBhase der EAE. Eine
Bestimmung des Cholesteringehalts des ZNS ergab, dass diestehiolKonzentration im
Ruckenmark von EAE-Tieren wahrend der EAE leicht erh6ht ist (Abb. 29).
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Abb. 28: Regulation von Genen der Cholesterinbiosyntheseatyaiert mit GenMAPP 2.0. Weil3 markierte
Gene bedeuten, dass auf den benutzten DNA-Chipe laitsprechenden Sondensatze fir das jeweilige Gen
identifiziert werden konnten. Grau unterlegte Géssen sich zwar auf den Chips finden, entsprecien
nicht den angebenen Kriterien fiir eine Regulat@iin unterlegte Gene sind mindestens 1,5fach hguaheegt

und mit einem p-Wert von kleiner gleich 0,05. Ratarlegte Gene sind mindestens 1,5fach heruntdieegu
und mit einem p-Wert von kleiner oder gleich 0,B8i Feldern die rot oder griin umrandet sind, istjés nur

ein Teil der Sondensatze fir das jeweilige Genpeathend reguliert.

Seite 75: akut gegen gesund. Seite 76 obenRemission gegen gesund
Seite 76 Mitte: relapsierend gegen gesit.
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Transkripte des Cholesterin Transpqrts Sondensatz t —-aku| Remission —| relapsierend —
gesund gesund gesund
Apolipoprotein A-1 MOO0001_i_at 0,35* 0,86 1,29
Apolipoprotein A-ll X03468_at 1,21 0,91 1,21
Apolipoprotein A-IV MO00002_at 1,92 0,68 1,77
rc_Al113166_s_at 0,93 0,69* 0,84*
Apolipoprotein B M14952mRNA_at 0,88 0,56 0,69
M21842_at 1 1 1
M27440_at 0,28 1,39 0,83
rc_AA997806_at 0,87 1,27 1,04
Apolipoprotein C-I X15512_at 5,99 1,63 4,87
Apolipoprotein C-llI rc_AI169758_at 0,89 0,81 1,01
Apolipoprotein C-IV rc_AA945171 at 1,36 1,29* 1,15
Apolipoprotein D X55572_at 0,88 0,79 0,91
Apolipoprotein E X04979_at 1,42 1,25 1,34
S76779 s_at 15 1,06 1,62
Apolipoprotein M rc_AA893213 at 1,21 1,09 0,98
Cellular retinoic acid binding protein 2 U23407_at 61, 1,19 1,37
Lipopolysaccharide binding Protein L32132_at 1,54 0,73 11
Low density lipoprotein receptor rc_Al043724_at 0,91 0,58 0,61*
rc_Al070411_at 0,82 0,44 0,58
X13722_at 1,15 0,85 0,94
Phosphatidylcholine transfer Protein AF040261_s_at 431, 1,02 1,28
Fatty acid transport Protein (Slc27al U89529 at 0,8 ,850 0,94
Steroidogenic acute Regulatory Protgin AB001349_at 1,02 1,07 0,96
AB006007_s_at 1,11 0,8 1,01
rc_AA892260_at 1,55* 1,13 1,3
rc_AA892260 g at 2,13 1,35 1,35*
Very low density lipoprotein receptor L35767_at 0,72 1,02 0,82
rc_Al171674 at 0,46 1,05 0,93
Glutamate oxaloacetate transaminasg 2 M18467 at 0,93 0,58 0,69
rc_AA892012_ at 1 1 1
rc_AA892012 g at 0,99 0,27* 0,71
Scavenger receptor class B, member 1 D89655 at 1,36 1,05 1,26
(SR-BI) AF071495 s _at 1,16 0,63 1,1
rc AA874843 s at 1,25 0,90 1,11
Carnitine palmitoyltransferase 1b AF063302mRNA#1ts_a 0,86 0,60 0,88
AF063302mRNA#3_s at 0,75 0,81 0,88
D43623_at 1,21 0,88 0,92
D43623 g_at 1,07 0,92 0,93
ATP-binding cassette, subfamily G rc_AA944183_at 1,57 1,68 1,37
member 1 (ABC G1) rc_Al179131 at 2,19* 2,19* 1,92
ATP-binding cassette, sub-family A rc_Al171534_at 1,82 1,09 1,61
member 1
(ABC Al)
ATP-binding cassette, sub-family A rc_AA998560_ at 0,51* 0,74* 0,87
member 2
(ABC A2)
PDZ domain containing 1 AF013145_at 1,26 0,82 1,09
rc_Al232999 at 0,72 0,88 0,89
Acyl-Coenzyme A: Cholesterol D86373_s_at 2,39 0,83 1,66
acyltransferase
MLN64 AB001349 at 1,02 1,07 0,96
AB006007_s_at 1,11 0,8 1,01
rc_AA944269 at 0,88 1,67 1,18
Sterol carrier protein 2 M58287 s _at 0,76 0,38 0,85
M62763complete_seq_jat 0,79 0,88 1,08
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Oxysterol-binding protein-like protein|6 rc_AA901035_at 0,86 1,06 1,04
isoform b rc_Al070464 at 1,92 1,36 1,18
Oxysterol binding protein-like 1A rc_AA963459 at 0,65 1,82 1,07
rc_Al070135_at 0,54 0,47 0,70
rc_Al070882_at 0,57 0,82 0,82
rc_Al137224 at 0,58* 0,39* 0,70
Oxysterol-binding protein-like protein|5 rc_Al070098 0,69 0,58 0,60
Oxysterol-binding protein-like protein|9 rc_AI234872_at 1,06 0,60 0,72*
isoform f rc_Al237694 at 1,18 0,45* 0,53*
Caveolin-1 Z46614cds_at 1,17 0,81 1

Tabelle 16: Ubersicht {iber die regulierten Gene fir den Trarispan CholesterinDargestellt ist jeweils das

05 - * Abbildung 29: Cholesterin-Konzentration in RM-
_I_ Proteinextrakten von DA-Ratten aus den
04 | = T Nl verschiedenen Krankheitsphasen; % p,05.
)
% 03 |
E 02 n=3 n=4 n=3 n=2
2
[
0.1
0 - - .
gesund akut Remission  relapsierend

Verhéltnis der Expression der Gene in den versehnied EAE-Phasen zu den gesunden, naiven Ratterg *:

0,05, *: p<0,01.

Transkripte fur lonenkanéle, -transporter und Gene des Neurotransriiter-

Metabolismus

Eine grof3e Anzahl von Transkripten, die im Zusammenhang mit der Produktion,

Transport oder der Ausscheidung von Neurotransmittern stehen, sind akuden Phase

stark und signifikant herunterreguliert. In der Remission kommtatg nur im Vergleich zur

Abbildung 30: Ergebnis einer SOM-
Analyse der Gene, die mit dem
Metabolismus von Neurotransmittern
und lonenkandlen oder —transportern
assoziert sind - ausgehend von einer
2x3-Matrix. Links oben in jedem
Quadrat befindet sich die Nummer des
Cluster. Oben in der Mitte ist die

Anzahl der Gene in dem jeweiligen
Cluster zu finden. Die blauen Linien
kennzeichnen die durchschnittl.
Expressionsprofile jedes Clusters, die
roten die auBeren Grenzdnentspricht

dem Durchschnitt der gesunden Tiere,
2 der Tiere aus der akuten Pha3eler

Tiere aus der Remission und!
derjeniger Tiere aus der relapsierenden
Phase der EAE.

78

de



Ergebnisse

akuten Phase, sondern héaufig auch im Vergleich zu den gesunden Tiernaerzstaken

Erh6hung der Transkriptmenge - besondmaptic vesicle glycoprotein Atas auch in dem

Lymphknotengewebe exprimiert war, und d&wolute carrier family 18, member B der

relapsierenden Phase steigt die Expression der meisten Molekilen wiedde(Tapel

Transkripte im Zusammenhang mit Sondensatz akut — | Remission | relapsierend
Neurotransmittern gesund —gesund | —gesund
Vesicular GABA transporter (VGATY AF030253_at 0,37* 0,84 0,56*
Complexin 1V D70817 at 0,28* 0,25* 0,40%*
Synaptic vesicle glycoprotein 2 a L05435_at 0,474 1,66 1,1
Synaptic vesicle glycoprotein 2 b L10362_at 0,30* 0,67 0,44*
rc_Al639484_at 0,48 2,13 1,28
rc_AA942964 at 3,02 7,78* 0,74
Clathrin, light polypeptide (LcbY M15883_at 0,60 0,35* 0,58
M15833_g_at 1,01 1,07 0,91
rc_AA874955 s af 1,15 1,27 1,13
rc_Al102411_at 0,95 1,37 1,61
rc_Al172090 s at 0,71 0,22* 0,49
Glycine transporter® L13600_at 0,52 0,57 0,72
rc_AA943735_at 0,30** 1,27 0,98
rc_AA819842 at 1,11 1,14 1,19
Transporter-like Protein (Ctl 1) rc_AI105205_at 0,79 2,02* 1,45
AA801076_at 1,64 1,95* 1,54
rc_Al236539 at 0,65* 0,79 1,2
GABA transporter Protein rc_Al228669 at 0,28* 1,52* 4,0
Synaptomal associated Protein (Snap25) U56261 s at 0,80 0,79 0,75
rc_AA943153_at 0,52* 0,88 0,74
AB003991_at 0,66 0,56 0,73
AB003991 g_at 0,34* 0,23 0,41
AB003992_s_at 0,35* 0,31* 0,42*
Growth factor receptor bound Protein 14 AF076619_at 0,33* 0,59* 0,51*
(Grb14)
Secretory granule neuroendocrine Proteith I  M63901 g_at 0,40* 0,91 0,79
Calcium-independent alpha latrotoxin receptorc_AA943965_at 0,44* 1,06 0,85
homolog 3 (Cirl3)? rc AA943965 g af  0,53* 0,80 0,70*
Synapsin Y M27925_at 0,21* 0,52* 0,40*
rc_Al145494 at 0,32* 1,17 0,68
rc_Al145494 g at| 0,46* 0,73 0,60*
Vesicle-associated membrane Protein 1 M24104 at 0,34* 0,28 0,49
(Vampl)™ M24104_g_at 0,41 0,34 0,56
rc_Al171731 s at| 0,28** 0,16* 0,35*
rc_Al229196_at 0,39** 0,52* 0,47*
rc_Al229196 _g_at 0,51* 0,87 0,67
Synaptosomal-associated Protein 91 (Snap 91)X68868_s_at 0,66 0,79 0,75
o rc_Al136849 at 0,46* 1,1 0,74
Myc box dependent interacting Protein 1 rc_Al102Q81 0,42* 0,60 0,75
rc_Al102031_g_at 0,52* 1,13 0,99
rc_Al059955 s at 0,61 0,57* 0,82*
Clathrin-associated Protein 17 U75917_at 1,2 0,46* 0,89
U75917 g _at 1,46 0,72 0,98
Catechol-O-Methyltransferase (Comt) M60753 s_at  3,33* 1 2,41
M93257_s_at 3,78* 2,29** 2,98
rc_Al070314 at 0,57 0,65 0,73
Solute carrier family 18, member 3 U09211at 0,71 2x21* 1,46
Solute carrier family 1, member3 S59158_at 1,49 1,48 1,52*
S75687_s_at 1,28 0,58 0,98
X63744 _at 0,93 1,37 1,11
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X63744 ¢ _at 1,25 0,91 1,17
rc_ AA899125 at 1,61 4,88** 2,24
Catechol-O-methyltransferase M60753 s _af] 3,33% 1 2,41

Tabelle 17 Ubersicht iiber die regulierten Gene, die mit Meansmitter assoziiert sind. Dargestellt ist jdsvei
das Verhaltnis zwischen den verschiedenen EAE-Rhase gesunden, naiven Ratten, ¥ 0,05, **: p< 0,01,
@: ausschlieBlich im ZNS exprimiert]: in MOG-Peptid-induzierter EAE von C57BI/6-Mauseis ZNS-
spezifisch identifiziert und wahrend akuter Phasaihterreguliert.

Ebenso sind viele Transkripte reguliert, die fur lonenkanalproteine kodi@bgesehen von
Myosin regulatory light chairsind alle entsprechenden Transkripte in der akuten Phase
reduziert, erholen sich wieder wahrend der Remission und nehmen inlafsia®enden
Phase wiederum ab (Tabelle 18). Alles in allem verlauft dicuRRégn dieser Gene &ul3erst
homogen, weil alle in der akuten Phase herunterreguliert sind, und siéxpgliession von

90% dieser Gene in der Remission wieder steigert (Abbildung 30).

Transkripte fur Kanalproteine Sondensatz akut + Remission — relapsierend —
gesund gesund gesund

Gap junction Protein, beta 6 rc_AI059426 at 0,12* 0,66 0,83

(connexin 30

Sodium channel, voltage-gated, M22253 at 0,38* 1,37 0,90

type 1, alpha polypeptidd

Gamma-aminobutyric acid (GABA) X57514 at 0,39* 0,57 0,56

A receptor, gamma 1

Plasmolipin 749858 at 0,46** 0,38** 0,63

Similar to JNK-interacting Proteint rc_AI145044_at 0,57* 1,07 0,82

2 (LOC315220), mRNA

Glutamate receptor, ionotropic M38061_at 0,42* 1,26 0,77
rc_ AA957445_at 0,84 1,89* 1,12

Similar to NEDDS8 ultimate bustert rc_AI232313_at 0,94 0,47* 0,62

1 (LOC296731), mRNA

Sodium channel ¥ M22253 at 0,37* 0,90 1,37

ATPase, Na+K+ transporting, alpha M28647_g_at 0,78 0,58 0,40*

1 polypeptide M74494 g at 0,73 0,53 0,12**
rc_Al072060_s_a 0,93 0,45 0,35*

ATPase, Na+K+ transporting, alpharc_Al177026_at 0,27* 0,86 0,95

2 polypeptide

Tabelle 18:Ubersicht iiber die regulierten Gene fiir lonenkariaégestellt ist jeweils das Verhaltnis zwischen
den verschiedenen EAE-Phasen und gesunden, naatemR*: p< 0,05, **: p< 0,01,%: ausschlieBlich im
ZNS exprimiert.

Neuroregeneration in der EAE der DA-Ratte

39 Sondensatze wurden identifiziert, die laut einer Pathway-AnalitsHetAffx bereits im
Zusammenhang mit der Neuroregeneration beschrieben wurden undkaignif dieser
Studie reguliert sind. Eine SOM-Analyse ergab, dass zehn dieser Cluster1 sowie acht
der Gene de€lusters2) ein Profil zeigen, bei dem es zu einer Aufregulation in dereakut

Phase und einer darauf folgenden Expressionserniedrigung wahreRerdession kam. In
80



Ergebnisse

der relapsierenden Phase bleibt bei den Genen dieser Clustexpiesdton mehr oder
weniger unverandert (Abbildung 31). Die restlichen 29 der mit Regemerassoziierten
Transkripte verhalt sich spiegelbildlich zu der erst€hugter0, 3,4, 5 sowie 9 der Gene in
Cluster 2). Das heif3t, es kommt in der akuten Phase zu einensiaeessionserniedrigung
und danach zu einer Erhdhung. Die relapsierende Phase bildet in Gieséern keinen
einheitlichen Trend aus. Die Gene in delusternO und 6 verandern ihre Expression in der
relapsierenden Phase nicht maehr. Die Gene irCllestern3 und 5, werden in dieser Phase
weniger stark exprimiert.

Die wahrend der akuten Phase aufregulierten Gene, die i€ldstern1 und 2 zu finden

Abbildung 31: Ergebnis einer SOM-Analyse
der Neuroregeneration-Gene mit Genecluster
2.0 — ausgehend von einer 2x3-Matrix. Links
oben in jedem Quadrat befindet sich die
Nummer des Cluster. Oben in der Mitte ist
Anzahl der Gene in dem jeweiligen Cluster zu
finden. Die blauen Linien kennzeichnen die
durchschnittlichen  Expressionsprofile jedes
Clusters, die roten die Grenzeh. entspricht
dem Durchschnitt der gesunden Tieg,der
Tiere aus der akuten Pha8eajerjenigen aus der
Remission und 4 der Ratten aus der
relapsierenden Phase der EAE.

sind, befinden sich in Tabelle 19 — ebenso wie diejenigen, die in der aRbizse

herunterreguliert sind und @lustern0, 3 und 4 zusammengefasst sind.

aufregulierte Transkripte fur Sondensatz akut — | Remission — relapsierend —
Neuroregeneration gesund gesund gesund
In akuter Phase aufreguliert
Fibrillin-1 rc_AA997765_at 2,28* 11 1.1
rc_AA859321 at 2,74* 0,85 1,14
Neuropilin AF016296_at 2,31* 1,78 1,24
ADP-ribosylation factor 6 rc_AA944324 af 2,75*% 1,81 1,5
Cbp/p300-interacting transactivator, rc_Al014091_at 2,9* 4,71* 2,16
with Glu/Asp-rich carboxy-terminal | rc_AI176963_at 2,93* 1,88 1,13
domain, 2
C-fos oncogene rc_AI176185_at 3,49* 1,79 1,24
rc_Al072183_at 3,08* 2,92 1,49
X06769cds_at 1,47 0,70 1,03
X06769cds_g_at 1,7 1,01 1,24
Ninjurin 1 U72660_at 3,99** 1,33 2,06
Guanine deaminase (Cypin) rc_AA859837 at 8,19 2,48 1,49
rc_AA859837_g at 4,48* 2,41* 1,48
rc_Al236955_at 2,61 1,62 1,08
rc_AA817726_at 8,73* 3,6* 1,61
rc_AA964867_at 3,02 1,12 1,26
U03629_at 1,26 1,17 1,23
Tenascin C U09361_s_at 6,11** 1,63 1,97*
U15550_at 2,61 0,70 1,07
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U09401_s_at 1,66 0,94 0,97
Chondroitin sulfate proteoglycan 2 AF072892_s at 6,12* 1,69 1,73
(Versican)
In akuter Phase herunterreguliert
Fasciculation and elongation protein U63740_at 0,22** 0,78 0,63
zeta-1 (Fez1y
Calcium/calmodulin-dependent J04063_at 0,26* 0,30 0,44
Protein kinase (CaM kinase) I M16960_s_at 1,13 1,06 1,34
gamma?
Myelin-associated oligodendrocytic D28810_at 0,31 0,93 1,12
basic Proteif D28810 _g_at 0,25* 0,18* 0,55
D28111 at 0,32* 0,52 0,60
D28111 g_at 0,43* 0,77 0,75
UDP-Glucuronosyl-transferase 8 rc_Al228110_s|at 0,34* 1,23 0,98
U07683_at 0,97 0,78 0,79
Guanine nucleotide binding Protein|, M17526_at 0,34* 0,83 0,68*
alpha o
Lifeguard® AF044201 at 0,37* 0,60 0,61*
Proteolipid Protein M25888_at 0,62 1,07 0,98
rc_Al070277_s_at 0,47* 0,8 0,87
rc_Al072770_s_at 0,40* 0,75 0,82
Endothelin receptor type 8 X57764_s_at 0,47* 2,95% 1,42
S65355_at 0,49* 3,45* 1,64
S65355_g_at 0,47* 1,6 1,09
Microtubule-associated Proteir!2 U30938_at 0,41* 1,35 1
X17682_s_at 0,29* 1,57 0,97
rc_Al228850 s at 1,2 1,41 1,27
Neuronatin U08290 at 0,42* 0,97 0,81

Tabelle 19: Ubersicht tiber die regulierten Gene, von denen roekist, dass sie mit der Neuroregeneration
assoziiert sind. Dargestellt ist jeweils das Veriialzwischen den verschiedenen EAE-Phasen unchdesu
naiven Ratten, *: g 0,05, **: p< 0,01,%: ausschlieRlich im ZNS exprimiert.

In der Gruppe der mit der Neuroregeneration-assoziierten Geweriinheitlicher Trend zu
erkennen, wie bei den Myelin- oder den Neurotransmitter-speaiis Genen. Dennoch sind
deutlich mehr dieser Gene in der akuten Phase herunterreguli®dbo) als aufreguliert.
Unter den aufregulierten Transkripten zeigen die Gene, die ime€lstzusammengefasst
wurden Guanine demaminasend Tenascin ¢, zusammen mit dem Gen f@hondroitin
sulfate proteoglycan 2 (Versicadps ausgepragteste Expressionsprofil. Das heil3t, dass diese
Gene den groldten Anstieg in der akuten Phase und den grof3ten Abfall irerdissiBn
aufweisen. Von den Genen, deren Expression in der akuten Phase errsgdngben die
Transkripte, die denkEndothelin receptor type Bntsprechen, den grof3ten Anstieg wahrend
der Remission. In Abbildung 31 ist zudem erkennbar, dass in der Remiss\Gergleich zu

der akuten und relapsierenden Phase mehr Neuroregenerationsgene aufreglliert si
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Die EAE lauft einher mit verstarkter Protein-Degradation

Mehrere Sondenséatze, die fir Bestandteile des Proteasoms, fuasBroteder fur am
Proteinabbau beteiligte Molekilen stehen (besonders Kathepsine unibpeteinasen),
waren besonders wahrend der akuten Phase der EAE im ZNS sékeniert als bei

gesunden Tieren (Tabelle 20).

Mit Proteinabbau assoziierte Sondensatz akut— | Remission - relapsierend -
Transkripte gesund gesund gesund
Proteasome subunit, alpha type 1 rc_AlI009111_at 1,14 1,08 1,01
(Psmal) D90265 s at 1,49 1,38 1,15
Proteasome subunit, alpha type 2 E03358cds_at 1,21 0,37* 0,78
(Psma2) rc_Al170403_at 1,38* 2,28* 1,55
Proteasome subunit, alpha type 3 rc_Al171738_at 1,05 0,99 1,05
(Psma3)
Proteasome subunit, alpha type 5r¢c_AI169479 s at 1,75* 0,70* 0,91
(Psmab) D10756_at 1,5* 0,61* 0,91
D10756_g_at 1,69 1,81 1,48
Proteasome subunit, alpha type 6rc_AI112633_s_at 1,97 0,42* 0,62
(Psma6) D10755_s_at 1,42* 1,13 1,19
rc_AA799492_at 1,21 0,88 0,93
rc_Al071208_at 1,23 1,26 1,23
Proteasome subunit, alpha type 7 D30804_at 1,57 1,03 1
(Psma7) D30804 g at 1,6* 1,79*% 1,32
Proteasome subunit, beta type|1 rc_AA849722 at 1,24 1,15 1,09
(Psmbl)
Proteasome subunit, beta type|2  D21799 at 1,54 0,95 11
(Psmb?2) D21799 g_at 1,24 1,15 1,09
Proteasome subunit, beta type|3  D21800_at 1,41* 0,68 1,05
(Psmb3) D21800_g_at 1,33 1,01 1,16
rc_AI235296_at 0,97 0,88 0,97
Proteasome subunit, beta type|4 rc_Al172162_at 1,42 1,6* 1,35
(Psmb4) L17127_at 1,14 0,83 1,04
L17127_g_at 1,22 0,99 1,09
Proteasome subunit, beta type|5  D45247_at 1,04 0,30* 0,83
(Psmbb5) D45247 _g_at 1,24 1,26* 1,11
rc_AA891226 s_af 1,11 0,82 0,96
rc_Al011563_s_at 1 0,17* 0,91
Proteasome subunit, beta type|6  D10754_at 1,04 0,37* 0,72
(Psmb6) D10754_g_at 1,13 0,77 0,98
rc_AA925552_at 0,93 0,56 0,84
Proteasome subunit, beta type|7 rc_AlI104300_at 1,22 1,14 1,03
(Psmb7)
Proteasome subunit, beta type|8rc_AI178629 s _at| 12,52* 4,33 2,45
(Psmb8 oder Lmp7) D10729 s at 9,82** 1,77 2,74
Proteasome subunit, beta type|9  D10757_at 1.79 0,96 1,2
(Psmb9 oder Lmp2) D10757_g_at 11.62** 3.4 2,37
rc_Al012340_s at| 14.72* 2.39 2.69
rc_Al177481 8.61* 1,16 1.85
Proteasome activator subunit 1 D45249 at 1,82** 0,96 1,21
(Psmel oder PA29 D45249 g_at 4,02* 2,47 2,13*
rc_AA848487_s aff 3,62* 1,32 1,67
rc_ AA799484 at 1,04 1,03 0,99
Proteasome activator subunit 2 rc_AI011981_at 1,3 1,14 1,31
(Psme2 oder PATH rc_Al011981 g at| 5,47* 2,2* 1,57*
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rc_AA851169 s aff 4,49* 1,27 1,23
D45250 s at 1,37 0,67 0,99
Proteasome 26S subunit, ATPase D50696 at 0,93 1,05 0,91
1 (Psmcl) rc_Al045861 at 1,21 1,1 1,67*
Proteasome 26S subunit, ATPase U13895 s at 0,83 0,18 0,59
2 (Psmc2) D50694 at 1,1 1,14 1,08
Proteasome 26S subunit, ATPase U77918 at 1,18 0,56* 0,81
3 (Psmc3)
Proteasome 26S subunit, ATPase D50695 at 1,26 0,69 0,84
4 (Psmc4)
26S proteasome non-ATPase rc_AA859869 s at 1,14 1,31 0,90
regulatory subunit 1 (Psmd1)| AJO06340_ s at 0,95 0,77 0,85
U57050_g_at 1,13 1,21 1,11
26S proteasome non-ATPase rc_AA799887_s_at] 1,06 0,64 0,72
regulatory subunit 4 (Psmd4)| rc_AI236731_at 0,94 0,88 0,85
AB017188_at 0,85 0,60 0,88
AB017188 g_at 1,02 1,03 0,88
26S proteasome non-ATPase rc_AI175576_at 0,91 1,16 0,95
regulatory subunit 9 (Psmd9)| rc_AI059501 at 1,09 1,24 1,15
26S proteasome non-ATPase rc_AA957491 at 0,93 1,05 1,03
regulatory subunit 10 (Psmd10) rc_AI172453_at 0,92 1,26 1,05
AB022014 at 0,86 0,61 0,93
Ribopherin | (Rpnl) X05300_at 1,28 1,55 1,19
Ribopherin 1l (Rpn2) X55298_at 1,86* 0,97 11
rc_AA875324 at 1,08 0,99 1,03
H2A histone family, member Z M37584 at 2,22*%* 1,65 1,34*
(H2AZ)
Ubiquitin C D17296 at 0,95 0,82 0,92
Ubiquitin conjugating enzyme | rc_AA799612 at 0,88 1,09 0,97
E2b (Ube2b) M62388_at 1,03 0,70 0,93
M62388_g_at 1,06 0,70* 0,94
rc_Al044525_at 1,14 1,69 1,19
Ubiquitin-conjugating enzyme| rc_AI233359_at 0,75 1,11 0,87
E2-17 kDa 4 (Ube2d2) rc_Al104247_at 0,94 0,79 0,72*
U13176_at 0,94 0,37** 0,55
U56407_at 1 1 1
Ubiquitin-conjugating enzyme ER ~ AF099093_at 0,84 0,60 0,75
G1 (Ube2gl) AF099093_g_at 0,68 0,33 0,65
rc_AA851376_at 0,97 1,88* 1,28
rc_AA996896_at 1,82 1,09 1,14
rc_AI229984 at 1,04 2,18* 1,32
Ubiquitin-conjugating enzyme | rc_AA925340_at 1,57 1,7* 1,26
E2N (Ube2n)
Cathepsin B X82396_at 2,82* 1,56 2
Cathepsin C rc_AA926360 at| 35,74* 7,41* 7,42*
D90404_at 23,15* 1,38 4,42
D90404 g at 10,62** 2,87* 2,81*
Cathepsin D X54467_at 3,02** 1,47 3,29
rc_Al235585_ s at 1,93* 1 2,07
Cathepsin E D45187_s_at 1,55 1,81* 1,71
Cathepsin H M38135_at 2,23 1,85 2,34*
Cathepsin K rc_AA925246 at 2,73 2,3 2,11
Cathepsin L rc_Al176595 s at 1,92* 1,28 1,87*
Cathepsin L2 (Precursor Y,U) rc_Al230591 at 3,57* 1,36 1,78
rc_Al237380_at 1,33 1,04 1,29
Cathepsin S L03201_at 2,49* 2,19* 2,36**
Cathepsin Y rc_AA818798 at| 11,76* 3,01* 5,28*
rc_AA851184 s aff 16,98* 511* 7,98
Interferony inducible Protein 30 rc_AA852018_at 9,96** 5,46** 5138
Lysosomal-associated Protein 5 rc_AA925353 jat 4,61 491, 3,83
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rc_Al234133_at 7,85** 2,22* 3,56*
Signal peptidase complex 18kD L11319 at 2,12 0,61 1,34
L11319 g at 2,14* 0,88 1,3
Matrix metalloproteinase 14, rc_AI070584 at 3,97** 1,67* 1,33
membrane-inserted
A disintegrin and rc_Al171159 at 3.43 1,08 0,95
metalloproteinase with
Thrombospondin motifs 1
(ADAMTS-1)
Matrix metalloproteinase 2 U65656_at 0,47 0,50 0,76
X71466_at 1,21 0,93 1,01
Matrix metalloproteinase 9 U24441 at 1,98 1,21 1,06
Matrix metalloproteinase 8 AJ007288_at 2,7 1,76 1,41
(neutrophil collagenase)
Leucyl-specific aminopeptidase rc_AI171503_at 3.35* 1,8* 1,42
PILS rc_Al044567_at 2,04 0,71 1,08
rc_Al044567_g_at 2,16 1,97* 1,76
Peptide/histidine transporter rc_Al172497_at 2.86 1,47 1,69
PHT2
Dipeptidylpeptidase 7 rc_Al232062_at 2,34* 1,65* 2,04
Neural F box protein NFB4%? AF098301_at 0,48* 0,85 0,97
Ubiquitin carboxy-terminal rc_AA859882 s aff 0,45** 0,60* 0,64*
hydrolase L1? D10699_at 0,34 0,26** 0,52*
D10699 g_at 0,32* 0,36* 0,58*

Tabelle 20: Ubersicht tiber die regulierten Transkripte, die mém Abbau von Proteinen assoziiert sind.
Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis zwischen gterschiedenen EAE-Phasen und gesunden, naiveanRatt
p< 0,05, **: p< 0,01,%: ausschlieBlich im ZNS exprimiert.

Eine Pathway-Analyse beziglich des Abbaus von Proteinen durchrateag®m ergab, dass
wahrend der akuten Phase besonders Gene-ded B-Untereinheiten des 20S Proteasoms
und desactivators of 20 omplexaufreguliert waren, wahrend die Gene fur d@$ Cap
(auch: PA700) dessen Verbindung mit dem 20S Proteasom zur Bildung des Ubiquitin-
abhangigen 26S Proteasom fihrt, unverandert blieben (Abbildung 32). Da&r@@&som
kommt auch ohnd®?A700 im Zytoplasma vor, wo es nur teilweise oder falsch getaltet
Proteine bindet und deren Aggregation verhindert (Yano et al., 2004). Zuderm Siied |
gleichen Phase hauptséachlich diejenigiedntereinheiten des 20S Proteasoms aufreguliert
(Proteasome subunit, beta type 8 (PsmbBYdl 9 (Psmb9), die nur in den so genannten
Immunoproteasomen vorkommen, die in #Fdimulierten Zellen entstehen und speziell fur
die Generierung von Peptiden zur Prasentation auf MHC-Klassadkien geeignet sind
(Kloetzel and Ossendorp, 2004). In der Remission kommt es im Vérglaicakuten Phase
zu einer generellen Erniedrigung der Expression von ProteasoemBesten und in der

relapsierenden Phase wieder zu einem leichten Anstieg.
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Abbildung 32: Regulation von Genen, die
mit der Funktion des Proteasoms assoziiert
sind, analysiert mit GenMAPP 2.0 (Gene
MicroArray Pathway Profiler). Weil3
markierte Gene bedeuten, dass auf den

benutzten DNA-Chips keine
entsprechenden Sondensatze fiur das
jeweilige  Gen identifiziert  werds

konnten. Grau unterlegte Gene lassen sich
zwar auf den Chips finden, entsprechen
aber nicht den angebenen Kriterien fir
eine Regulation.Grun unterlegte Gene
sind mindestens 1,5fach hochreguliert und
mit einem p-Wert von kleiner gleich 0,05
reguliert. Rot unterlegte Gene sind
mindestens 1,5fach herunterreguliert und
mit einem p-Wert von kleiner gleich 0,05
reguliert. Bei Feldern die rot oder griin
umrandet sind, ist ein Teil Sondenséatze fur
das jeweilige Gen entsprechend reguliert.
Erklarungen der Abklrzungen befinden
sich in Tabelle 20.

oben)Vergleich der Expression in der
akuten Phase mit gesunden Tieren.
Mitte) Vergleich der Expression in der

Remission mit gesunden Tieren.

unten) Vergleich der Expression in der
relapsierenden Phase mit gesunden Tieren.

86



Ergebnisse

Verstarkte Expression von MHC-Molekilen

Die Expression von Molekilen, deren Funktion es ist, Antigene auf derfl@the fur
Immunzellen zu prasentieren, war homolog zu denen Genen fur Protein abbauendeiknzyme
der EAE verstarkt (Tabelle 21). Besonders stark sind die Genedjar Mistocompatibility
complex MHC-Klasse 1l Moleklle aufreguliert, was zu einenol3gn Teil durch die
eindringenden Makrophagen und Dendritischen Zellen bedingt ist, aber aucbhhdathss
residente Mikrogliazellen durch die inflammatorischen Prozesdeemnd der EAE aktiviert
werden und vermehrt Antigene auf MHC-Klasse Il-Molekilen partgeren (Juedes and
Ruddle, 2001).

MHC-Molekile Probeset akut - | Remission 1 relapsierend -
gesund gesund gesund
RT1 class Ib gene H33922 f at 3,4 1,51* 2,2*
L40362_f at 3,31** 2* 2,48*
M10094 g _at 4,42* 2,67* 2,46*
M11071_f at 1,74* 1,15 1,39
M24026_f at 3,78** 2,36* 2,78**
M24324 f at 3,13** 1,73* 2,33
M31018 f at 3,59** 2,2* 2,87*
M31038_at 7,31 2,21* 5,44
rc_AA858651 f at | 4,05** 1,61 2,34
rc_AA945159 s at 8,32 7,34* 4,6
rc_Al103500_f_at 4,09* 1,32 2,63
rc_AI176358 f at 4,73* 2,16* 2,74*
rc_AlI235223 at 4,06** 2,84* 2,34*
MHC class Ib antigen (RT1.Cl) AF025308_f at 3,83 1,53 752
MHC class | RT1.0 type 149 processed L40364_f at 3,89** 2,31* 2,92*
pseudogene
MHC class Ib RT1.S3 AF029240_at 4,56* 2,04 1,36
AF029240_g_at 3,72 2,18 1,33
rc_Al235890_s_at 3,53* 1,83 1,39
Rat mRNA for RT1.D beta chain X53054_at 17,25** 8,7* 11,8*
X53054_g_at 3,9* 3,36* 2,9**
MHC class | antigen (RT1.EC2) gene  AF074608mRNA _f &8,69** 2,31* 2,82*
MHC class | antigen gene (RT1-u) M64795 f at 2,51F 21,0 1,99
Transporter 1, ATP-binding cassette, sub- X57523 at 1,75 0,81 1,17
family B (MDR/TAP) X57523 g _at 12,91* 3,38 2,96
Transporter 2, ATP-binding cassette, Sub- X63854_at 2,43 1,16 1,27
family B (MDR/TAP)
Alpha-2-macroglobulin rc_AA900582_at 1,68* 1,11 1,67
Beta-2-microglobulin rc_Al170268_at 2,79* 2,87* 2,5%*
Chromosome 20, major rc_Al235223 at 4,06** 2,84* 2,34*
histocompatibility complex
Butyrophilin-like 2 (MHC class Il K02815 s at 6,21** 4,16* 4,66*
associated)
Rat MHC class Il RT1.u-D-alpha chain M15562_at 13,48** 9,05* 9,02**
mRNA, 3' end M15562_g_at 12,48** 10,37** 9,8**
Major histocompatibility complex, class Z49761_at 3,81* 1,27 1,46
Il, DM alpha U31598 s at 7,42 1,94 2,67
Major histocompatibility complex, clags U31599 at 21,4* 1,94 6,68
Il, DM beta U31599 g_at 37,6** 4,41 12,13
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rc_Al171966_at 38,13* 18,93* 13,49*
CD74 antigen (invariant polpypeptide pof X13044_at 13,53* 10,89** 10,58**
major histocompatibility class Il antigen- X13044 _g_at 14,75% 13,1** 12,34
associated) X14254cds_gt_at | 28,01** 17,02** 23,68*
MHC class Il Transactivator rc_Al045321 at 2,527 1,45 29
Rat mRNA for MHC class Il antigen| rc_AI228153 s_at | 34,75** 26,32** 15,82
RT1.B-1 beta-chain X56596_at 23,35 10,83** 11,15**

M36151cds_s_at 4,34* 1,76 2,9

Tabelle 21:Ubersicht iiber die aufregulierten Gene, die direktder Prasentation von Antigenen korreliert
sind. Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis zwisglilen verschiedenen EAE-Phasen und gesundennnaive
Ratten, *: p< 0,05, **: p< 0,01.

Expression von DC-spezifischen Genen in der EAE

Dendritische Zellen initiieren und unterhalten T-Zell-vermitteltemunantworten. Die
Prasenz von Dendritischen Zellen im immun privilegierten ZN8rgtin jungerer Zeit in der
PLP induzierten EAE von SJL-M&usen (Suter et al., 2000), der MBP ertRiziEAE der
Lewis-Ratte (Matyszak and Perry, 1996) sowie der MOG-Peptid iedemi EAE von
C57Bl/6-Méausen (Serafini et al., 2000) nachgewiesen worden. Aus d&semd wurde die
Expression von Genen, deren fir die Anwesenheit von Dendritischen ZelleBNS

sprechen, naher untersucht (Tabelle 22).

DC-assoziierte Gene Sondensatz akut - gesund Remisgasund relapsierend - gesund
GPNMB rc_AA851814 at 155,21* 14,85 63,68*
rc_AA997841 at 104,98* 577 49,49*
rc_Al112012_at 55,31* 14,74* 23,82*
DORA (lgsf6) AJ223184 at 21,76* 0,33* 2,57
AJ223184 g_at 10,62* 1,74 1,41
Lysosomal acid lipase A rc_AA874784_s Jat 2,79* 3,39* 2,83
S81497_i_at 2,94* 1,66 2,08
S81497_s_at 2,67* 4,32 3,82
Dendritic cell rc_Al234694 f at 9,48 4,07* 3,54
immunoreceptor (DCIR)| rc_Al230142_at 34,66* 7,62** 8,29*
Ferritin (light chain) rc_AI231807_at 1,98* 0,93 1,56
rc_Al231807 _g_at 2,86* 1,61 2,15
CDh14 AF087943 s at 13* 2,18 2,11
CD36 AB005743_at 2,55 0,88 0,98
AB005743 g_at 5 1.11 1.33
CD11b U59801_at 4 0,61 2,16

Tabelle 22:Ubersicht iiber die regulierten Transkripte, die Bendritischen Zellen assoziiert sind. Dargestellt
ist jeweils das Verhaltnis zwischen den verschieddBAE-Phasen und gesunden, naiven Rattens0,05,
*%k-

:p <0,01.

Es ist offensichtlich, dass die DC-assoziierten Gene auflarktvedhrend der akuten Phase
hochreguliert sind, was daftr spricht, dass sie eine wichtige Balléer lokalen Aktivierung

von Effektorzellen haben. Am starksten dieser Gene waren GPNMB GiRADeguliert.
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Um die Array-Ergebnisse zu bestatigen, wurden fur diese beiden RBesdime-PCRs
durchgefuhrt, deren Ergebnisse in Abbildung 33 zu sehen sind. Im Fal@RMNKNIB wurden
die Array-Ergebnisse sehr gut von der RealTime-PCR best@&gjt. DORA traf dies
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Abbildung 33: Bestatigung der Arrayergebnisse mittels Real Tir@&Rir A) GPNMB und B) DORA.
Ergebnisse sind jeweils ins Verhéltnis zur Exp@s&iei gesunden Tieren gesetzt. *: p < 0,05; ** p
0,01.

allerdings nur fur die akute Phase der EAE zu. Danach untersohséch die Ergebnisse aus
der RealTime-PCR und der Mikroarray-Studie leicht. Wahrend DQRAen Mikroarrays
wahrend der Remission nicht starker exprimiert zu sein schHeiheagesunden Tieren, ergab
sich bei der RealTime-PCR eine leichte, insignifikante Aufiegut dieses Transkriptes.
Ahnlich verhélt es sich in der relapsierenden Phase, in der di€ifResPCR ebenfalls eine
hohere Expression von DORA belegt als die Mikroarray-Studie. Dier swhe
Standardabweichung bei der DORA-Expression in der relapsierendes idmas als Beleg

fur die heterogenen biologischen Prozesse in dieser Phase der EAE geseean wer

Gene des TGB-Signalwegs

TGH3 hat unter anderem eine wichtige Funktion bei der Suppression von Immusmeakti
Die Molekdle, die eine Funktion im T@FSignalweg haben sind im Verlauf der EAE kaum

reguliert - wie in Tabelle 23 und Abbildung 34 zu sehen ist.

Molekule des TGB-Signalwegs Sondensatz akut{ Remission - relapsierend -
gesund gesund gesund
Tumor necrosis factor superfamily, E02468cds_s_at 1,30 0,92 1,13
member 2 (TNFa)
Bone morphogenetic Protein 4 (BMP rc_AI071861_at 60,6 2,12* 1,73
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Z22607_at 0,49 0,46 1,19
Transforming growth factor, beta | X52498cds_af] 4,6 ,541 3,02
Interferony AF010466_s_at 0,76 0,90 0,66
M29317 at 1,31 0,96 0,99
Epidermal growth factor (EGF) u04842 at 1,35 0,86 1,00
Nuclear factok B p105 subunit L26267 at 1,26 1,71* 1,31
MAD homolog 1 (Smadl) rc_AI010195 at| 1,26 1,18 1,29
u66478_at 1,20 0,89 1,14
AF067727 s _at 0,79 0,66 0,73
MAD homolog 2 (Smad?2) ABO017912_at 1,20 0,67 0,92
AB017912 g _at 1,26 1,09 1,13
rc_Al105449 at 1,25 1,14 0,96
rc_Al228675_at 0,99 1,37 1,02
Signal transducer and activator of | rc_AA849827_at 0,96 1,96 1,34
transcription 1 (STAT1) rc_AA849827 g at 3,99* 2,36* 1,52
rc_AA892553 at | 12,95* 13,37 3,36
rc_AA899171 at | 4,09* 2,45* 1,61
rc_Al105268_at 3,50* 3,79* 1,50
MAD homolog 7 (Smad?7) AF042499 at 0,76 0,61 0,71
Extracellular-signal-regulated kinase [l M61177_s_at 0,73 0,75 0,92
(ERK1) rc_AI235753_at 0,77 0,70 0,64*
Serine (or cysteine) Protease inhibitof, M24067_at 12,96* 1,29 1,40
member 1 (PAI-1)
FK506-binding Protein 1a (FKSP12) D86641_at 1,43 0,38* 0,89
rc_AA875594 s aff 1,77* 1,10 1,09
rc_AlI176170_at 1,47 1,04 1,03
rc_Al178506_at 1,24 0,68 0,78
rc_Al228738_s_at| 2,00* 0,57 0,96
BMP and activin membrane-bound | rc_Al234702_at 0,90 0,79 0,85
inhibitor (BAMB 1)
MAD homolog 3 (Smad3) U66479 at 1,07 0,95 1,02
MAD homolog 4 (Smad4) rc_Al008639_at 1,16 1,36 1,14
MAD homolog 9 (Smad 8) AF012347_at 1,22 0,99 1,02
Leukemia inhibitory factor (LIF) AB010275_s_at 0,61 88, 0,96
Beta-catenin rc AA817853 atl 1,04 1,02 1,00
rc_AA819695_at 1,39 1,11 1,28
rc_Al013204_at 1,56 2,13* 1,73
rc_Al013676_at 1,68 1,32 1,64
rc_Al176976_at 1,93* 1,03 1,17
Janus kinase 1 (JAK-1) AJO00556¢ds_at 1,11 0,48* 0,81
Stress activated protein kinasél rc_AIl231354_at 0,85 0,55 0,71
(INK2) rc_Al231354 g_at| 1,08 2,04** 1,13
L27112 s _at 0,44 0,29 0,33
Lymphoid enhancer binding factor 1| rc_AlI231086_at 1,38 1,21 1,14
(TCF1)
Signal transducer and activator of | rc_AI0O08865_s_at 1,28 1,29 1,25
transcription 3 (STAT3) rc_Al236828 s at| 1,63* 1,22 1,11
X91810_at 0,88 1,38 1,04
V-jun sarcoma virus 17 oncogene | X17163cds_s_at 1,02 1,02 1,31
homolog (JUN) rc_AA944014_at 1,78 4,52* 1,55
rc_AA945867_at 1,57 2,81* 1,60
rc_Al175959 at 1,63* 1,66* 1,41
Osteopontin M14656_at 3,49 1,23 1,63
Transforming growth factor, beta L26110_at 0,95 2,38 1,63
receptor 1 (TbR-I) A81584 s at 1,21 0,74 1,27
Transforming growth factor, beta L09653 s_at 1,19 0,55* 0,92
receptor 2 (TbR-I11) S67770_at 1,40 0,68 1,13
Transforming growth factor, beta M77809_at 1,06 1,25 1,16
receptor 3 (Betaglycan) M80784 s at 0,65 1,16 1,02
Inhibin beta-A (Activin) M37482_at 1,19 0,87 1,09
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Latency associate protein (LAP) rc_Al232078 gt 1,44 1,09 0,75
rc_AA850753_at 1,20 1,31 1,01
Noggin rc_AA859752_at 0,61 1,38 1,68
U31203_at 0,72 0,83 1,05
Thrombospondin 1 rc_ AA964755 at 13,35 0,66 0,98
Thrombospondin 2 rc_AA963477_a 6,96 5,26 2,87
Thrombospondin 4 X89963_at 3,47 2,67 2,08

Tabelle 23:Ubersicht tiber die aufregulierten Gene des f<SKnalwegs. Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis
zwischen den verschiedenen EAE-Phasen und gesumaigan Ratten, *: g 0,05, **: p< 0,01.

Label TGF Beta Signaling Pathway
ligands:
EDE S

TGFb
Accessory receptors

{Betaglycan |1 0se1
Endoqlil

]
Activin | 1154 FoII|5|a||n

—] 1 ThR-Il T 193
TI)RI uasaa

=]

[FKBP12] 1 4324
BAMBI |0.9033

05549
e

Rsmads

078 Sinad2 | 12035

SII‘Iﬂ(|3 10831

12168

Smads

]

Smad8

Co-smads

1 152“1299 —

110385+

[[LIF Josorz—m 4 msﬁiSTA@ﬂ 283
] E ad

P300

Gene Database

Rn-GB_200404 11 gdb

Expression Dataset

Name: Resuits akut v gesund Genmapp
Coler Set: signif reguliert

Gens Yalue: fold change

Legend
B-15uap <005
=087 undp <005
[Mo criteria met

[ Mot found

s

TCF1 13768

Cofactors

___ o |NFKappaBlizsis— Cofactor |
1 A_NFK ppab W — & Resmaas [[o7] Wert von Kleiner
‘ 1142 !
— [5s]-- mindestens
Label sind,
ligands:

[TGFh [1sdr— |

Accessory receptors Ij Activin 085617 F

MR = B o b 1
En(loqlln -

Gene Database

Fin- GB_20040411.gdb
Expression Dataset
Hame: remission vs gesund
Calor Set: sign reguliert

Bene Value: fold change
Legend
E=o0s7undp =005
O 15urap =008

o criteriz met

b i :[||R| 123806
Hﬂu

KBP12{ 1.0957
BAMBI |o.7853

=3

o Sz Smad2 0e7z5

Smad§ |0.9305
Co-smads

g

m A—F?;:ateu

et found

steopollllll 1 228
SIP1 Repressors

inj1 uzsau

]

CF1 1.2114]

Cofactors

-
[oxz]

Ejnﬁp s Cohc.lol
[ThFalo 14— NESKENORE] 1 70> Q\ R-Smads - R,
[EcF]p
592 L—» 1 2808
SNO N - 179
SKI

Abbildung 34: Regulation von

Genen, die eine Funktion

in der

Signalgebung von TGQF haben,
analysiert mit GenMAPP 2.0 (Gene
Micro-Array Pathway Profiler).
Weil3 markierte Gene bedeuten,
mi repessors @SS auf den benutzten DNA-Chips
keine entsprechenden Sondensétze
fur das jeweilige Gen identifiziert
werden konnten. Grau unterlegte

Gene

lassen sich zwar auf den
Chips finden,
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nicht den angebenen Kriterien fir
eine Regulation. Grin unterlegte
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Die Expression einer Vielzahl von Genen mit sehr unterschiedliebektionen wird durch
TG reguliert. Um festzustellen, ob in irgendeiner der untersuchten Keasghasen TGF
eine groRere Rolle spielt, wurden die Gene, von denen bekannt isti@akgch TGB

induziert oder supprimiert werden, herausgesucht und mit dem Expregsefdnséhrend

dieser Studie verglichen (Tabelle 24).

durch TGP supprimierte Gene Sondensatz akut { Remission - relapsierend -
gesund gesund gesund
c-Myct Y00396mRNA g_at 2,57* 1,62 1,24
Cyclin A2 t rc AA998516 at 7,61** 1,81 1,21
Cyclin B2 1} rc_Al008203_at 1,89 1,06 1,23
rc_AA851405_ at 1,08 1,42* 1,25
Cyclin D2t rc_AA899106_at 1,38 0,57 0,88
D16308_at 0,85 0,54 0,75
Cyclin-dependent kinase+4 rc_Al177843_at 1,09 0,76 0,76*
L11007_at 1,77* 0,62 1,22
E2F transcription factor 5 (E2F5) U31668_at 1,18 61,3 1,12
Fatty acid Coenzyme A ligase, long rc_Al236284 s_at 1,6* 0,97 0.93
chain 4 (Facl4}x rc_Al045002_at 1,02 0,76 0,88
rc_AA925424 at 1,93 2,52¢* 1,15
D85189_at 2,20* 2,24* 1,35
GATA-binding protein 3 T AB000217mRNA _at 1,28 0,88 1,19
rc_AI230345_at 1,39 0,85 1,02
Inhibitor of DNA-binding 2 (1d2) ¥ rc_Al230256_at 2,01 3,09* 1,76
Cadherin 1 t rc_AA946081_s_af 0,70 0,48 0,44
Phospholipase C-L2 t rc_AI058656 a 0,96 0,84 1,11
durch TGP induzierte Gene Sondensatz akut -/ Remission - relapsierend -
gesund gesund gesund
Actinin, alpha T rc_AA848941 at 1,17 0,65 1,25
rc_AA848941 g_at 1,85 1,33 0,90
rc AA924794 at 2,11* 1,41 1,27
BMP-1 t rc_AI070868_at 1,18 1,66 1,60*
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Tyrosine kinase 3 (Bruton’s tyrosing rc_ AA852055_at 1,20 0,96 1,07
kinase) t D37880_at 0,31 0,94 0,93
Calcyclin binding protein rc AA963714 at 1,03 1,78 42,
Cell division cycle 25A (cdc25) rc_Al059933 at 1,05 1,41 1,25
Colony stimulating factor 1 M84361 at 0,92 0,60 0,91
Cyclin D3t U49935mRNA_s_a 1,26 0,63 0,91
D16309_at 1,04 0,53* 0,87
D16309_g_at 1 0,52 1,06
Cyclin dependent kinase inhibitor 2B S79760_at 0,88 0,76 0,77
(p15)% rc_Al176486_at 1,18 1,03 1,09
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A L41275cds_s_at 1,26 1,03 1,33
(p21) % U24174 at 1,12 1,23 1,20
Damage-specific DNA binding rc_AI230190_at 1,28 0,67* 0,81
protein 1 (Ddb1)t
Fibronectint rc_AA955600 at 1,42 0,92 1
M28259cds_at 3,47 0,79 0,96
L00191cds#1 s af 8,19* 0,60 1,35
GATA-2 rc_AA899775 at 1,02 0,94 0,96
Hairy and enhancer of split 1 D13417_at 0,93 0,79 0,83
(Drosophila) (HES1) D13417 g at 1,23 0,89 1,04
Heterogeneous nuclear U32577_at 1,28 0,43 0,92
ribonucleoproteins (HNRPM) rc_AA899743 at 0,81 0,94 1,01
Integrin, beta 4 U60096_at 1,04 0,76 0,84
Jagged 1 rc_AA900503_at 2,40 1,80 1,15
L38483_at 1,90* 1 1
Janus kinase 2 U13396_at 1,35 0,59 1,17
U13996 g_at 1,93* 0,75 1,24
rc_AI229643 at 2,33* 2,33* 1,42
rc_Al145235 at 2,31 1,33 1,17
rc_Al105460_at 1,26 1,24 1,21
AJ000557cds_s a 1,06 1,23 1,19
Junctional adhesion molecule 1 rc_Al232375 at 1,50* 0,90 0,94
(JAMD) t
Karyopherin beta 3 rc_AI236903 at 0,93 1,20 1,12
rc_Al137586_at 1,71 0,74 0,88
rc_AA964226 at 2,28 0,88 1,42
Kinesin light chain It rc_Al0O73056_s_at| 0,42** 0,23* 0,56*
rc_AA899876_at 0,79 1 0,89
rc_AA899876_g_at 1,13 0,86 1,02
rc_AA818427_at 1,24 1,07 1,07
M75148 at 0,55* 1,15 0,87
Laminin alpha rc_AA946108_at 1,18 0,98 0,97
MMP12" X98517 at 1,27 1 1
Musclebind-like Protein 2 2 (MBLL)| rc_AI236907_at 0,71* 0,98 0,84
) rc_Al008236_at 0,86 1,06 0,85
rc_AA944502_at 1,37 2,12 0,95
rc_AA944502_¢g_at 1,53 2,35 1,10
rc_AA892813 s at 1,30 2,40 1,01
rc_AA818999 at 0,81 0,30 0,47
MyD118 (GADD45b) rc_Al070068_at 1,79* 1,55 1,63*
Notch 1 (DTX1) X57405_at 0,95 0,66 0,95
X57405_g_at 1 1,49 1,32
rc_Al136875_at 1 1,30 1,06
Phospholipase A2, group IVA U38376_s_at 1,12 0,65 0,98
(cytosolic, calcium-dependent)
Protein phosphatase 1, catalytic S78217 s _at 1,32* 1,09 1,17
subunit, gamma isoforrh
Protein phosphatase 2A, regulatory rc_Al231775_at 1,03 1,04 1,10
subunit B (PR 53}
Proviral integration site 1 PIM1 X63675_ at 1,11 0,79 0,97
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rc_Al008309_at 1,67 1,36 1,36*
rc_ AA944209 at 12,35 8,68* 2,84
RhoB" rc_AA998352_s_at 0,82 0,19* 0,80
rc_ AA900505 at 0,98 1,24 1,04
Core binding factor, runt domain, rc_Al045404 at 0,51 0,63 1,04
alpha subunit, CBFA2 L35271_at 1,65 1,23 0,64
TGFb-inducible early growth rc_Al043906_at 1,35 0,85 1,22
response protein 2b
MAD homolog 6 (Smad6} rc_Al175564 at 0,99 0,78 1,08
rc_Al136466_at 0,93 0,81 0,97
rc_AA997044 at 1 0,88 0,98
rc_AA963778 at 3,97 1 2,42
Snail homolog 2 (Slug) U97061_at 1 4,26* 2,43
Sry-Box 4 (Sox4) rc_Al137787_at 1,04 0,80 1,20
rc_Al137765_at 1,03 2,67* 2,48
Suppression of tumorigenicity X82021cds_at 0,93 0,40 0,79
(Hsp70-interacting Proteirn) rc_Al171166_at 0,92 1,24 0,83
rc_AA955104 at 0,60 1,32 1,05
Tenascin ¢ (HXB) U09361_s_at 6,11** 1,63 1,97*
U15550_at 2,61 0,70 1,07
U09401_s_at 1,66 0,94 0,97
Thrombospondin 1 (Thbs1) rc_AA964755 at 13,35 0,66 0,98
Transducin-like enhancer of split 3 rc_AI171940 at 1,38 0,76 0,93
(TLE3) rc_Al043969_at 1,31 1,06 1,36
rc_ AA963862_at 1,42 1,05 1,34
rc_ AA943427 at 1,25 1,13 1,10
Transforming growth factor beta L25785_at 0,82 1,17 0,96
stimulated clone 22 (Tgfbi4)
Transforming growth factor, beta rc_AI231127_at 4,38 0,46 0,40
induced, 68 kDa
Na+ and H+-coupled glutamine rc_Al058964 at 0,77 1,58* 1,22
transporter (Hnrpuj H32350_s_at 1,02 0,51 0,83
D14048_at 0,86 1 0,92
D14048 g_at 1,45 1,68 1,35
c-Fos rc_Al176185 at 3,49* 1,79 1,24
MAD homolog 7 (Smad 7} AF042499 at 0,76 0,61 0,71
Serine (or cysteine) Protease M24067_at 12,96* 1,29 1,40
inhibitor, member 1 (PAI-1¥

Tabelle 24: Ubersicht tiber durch T@Fregulierte Gene (laut Literatur). Dargestelltjestveils das Verhaltnis
zwischen den verschiedenen EAE-Phasen und gesumaigen Ratten. Die Gene, die im Rahmen dieseri&tud
entsprechend der Literaturangaben reguliert singden grau unterlegt. *: § 0,05, **: p< 0,01, t reguliert in
Maus-Epithelzelllinie NMuMG (Xie et al., 2003), «umanen Lungen-Epithelzellen (Ewen et al., 1995), %
reguliert nach (Miyazawa et al., 2002)eguliert in HaCaT Keratinozyten (Zavadil et 2001).

B-Zellen in der EAE

Obwohl die EAE prinzipiell eine T-Zell-vermittelte Erkrankungt,ispielen abnormale B-
Zellantworten eine bedeutende Rolle bei der Induktion der Krankheit ragent so zur
Pathogenese bei (Magliozzi et al., 2004). BAFF ist ein Mitglled TNF-Superfamilie
(TNFSF13B) und fordert die Differenzierung und das Uberleben v@elBn. CXCL13 ist
ein Chemokin, das bei B-Zellen als Attraktant wirkt. Im Verlauf M&®©G-induzierten EAE
von DA-Ratten ist die mRNA beider Molekile nach d&croarray Analysis Softwar®.0
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(MAS 5.0) von Affymetrix signifikant Uber den gesamten Verlauf HAE im Vergleich zu
gesunden Tieren aufreguliert. Das fiur die Ermittlung der Ddierdiese Arbeit benutzte
Auswerteprogrammdchip 1.3 dessen Algorithmus sich von MAS 5.0 unterscheidet,
bestétigte diese Aufregulation allerdings nicht. Unter andefesmvegen wurde die mRNA
mithilfe einer RealTime-PCR ein weiteres Mal quantifiz{@bbildung 35). Dabei konnte die
Aufregulation beider Molekiile, die sich bei der Analyse mit MAS ergeben hat, bestétigt
werden, wobei es zwischen der Mikroarray-Expressionsstudie und ddfmiRe-PCR

Unterschiede bezlglich der Hohe der Regulation gab, und die Exprémsonders bei

CXCL13 in der relapsierenden Phase wiederum sehr heterogen war.
BAFF und CXCL13 tragen auf unterschiedlichen Wegen zu einer Erhohunipladden

Prasenz von B-Zellen bei. Aus diesem Grund wurde die Regulation von Getegsucht,

von denen bekannt ist, dass sie spezifisch flr B-Zellen sind. Darbaferden sich

hauptsachlich Gene der Immunglobulin-Familie, aber auch einigefl&itemmolekile

(Tabelle 25).
B-Zell-spezifische Gene Sondensatz akut { Remission - relapsierend -
gesund gesund gesund
Immunoglobulin rearranged kappa- LO7409 _at 0,35 0,71 1,43
chain variable region, (hybridoma 56R-
7), partial cds
Protein Kinase C, beta 1 K03486 s _at 0,49 0,34 0,45*
Immunoglobulin alpha heavy chain rc_Al234828 g at 0,53* 1,33 1
(partial), complete constant region rc_Al234828 at 1,11 0,81 1,32
Immunoglobulin heavy chain M84149 at 0,78 0,82 0,76
(Loc314512)
Immunoglobulin heavy chain LO7399_ at 0,81 1,3 1,11
(Loc299446)
Rat Ig active kappa-chain mRNA VJ- M15402_at 0,82 0,93 1
region from immunocytoma IR162
Immunoglobulin rearranged kappa- LO7400_f _at 0,88 1,07 0,99
chain variable region, (hybridoma 56R- L07400_i at 1 1 1
9), partial cds M87787_f at 1 1,2 1,05
M87787_i_at 1 1 1
L07398_at 1,28 1,01 1,31
Similar to B-cell surface antigen CD20 rc_ AA817742_at 0,88 0,85 1,07
homolog
Immunoglobulin rearranged kappa- LO7408_at 0,89 0,92 0,95
chain variable region, (hybridoma 56R-
3), partial cds
Rat Ig active kappa-chain mMRNA VJC- M14434 at 0,9 0,83 0,84
region from immunocytoma IR2
Partial mMRNA for immunoglobulin rc_AA893565_at 0,92 1,16 1,1
heavy chain variable region (IGHV
gene), clone MZ1801-17
Immunoglobulin alpha heavy chain rc_AA955154 at 0,93 1,21 1,39
(partial), complete constant region rc_Al169171 at 1,46* 0,83 0,93
mRNA for TPCRO04 Protein (B cell X89694cds_at 0,94 0,85 0,99
surface antigen)
Membrano Metallo-endopeptidase rc AA817676 pat 0,94 00,9 0,80
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(CD10) M15944_at 11 0,97 0,95
rc_Al894298_s_at 1,11 1,68* 1,66
Anti-acetylcholine receptor antibody L22654 at 0,97 0,75 1,19

gene, rearranged g gamma-2a chain,
VDJC region, complete cds

Clone (RLV086) Ig non-productively U75411cds_at 0,97 0,71 0,95
rearranged lambda-chain mRNA, V-]

region

Prohibitin (B-cell receptor associated, rc_AI103944 i at 0,98 1,11 1,25
protein 32 (BAP32))

Immunoglobulin-associated beta AB004831cds_at 1 1,12 1,19
(CD79b)

Immunoglobulin kappa chain variable L17078_at 1 1 1

28 (V28) LO7409_at 1,52 1,02 1,16
mMRNA for myeloma immunoglobulin S81289 at 1 1 1
kappa chain

Anti-acetylcholine receptor antibody L22655 i at 1,02 0,99 1,24

gene, kappa-chain, VJC region,
complete cds

B-cell maturation Protein (BCMA) rc_Al044213_at 1,02 ,08 1,05
B-cell receptor-associated Protein 31 rc_AA944335 at 1,02 0,88 1,09
(Loc293852)

Clone 126.35 immunoglobulin heavy L17077_at 1,08 0,86 1
chain variable region mRNA, partial

cds

Immunoglobulin light chain variable M87786_at 1,08 0,99 1,11

region, complementarity-determining
regions (hybridoma YTH655)

Ig active lambda2-like chain mRNA, | rc_AA850138_at 1,08 1,08 1,11
3’end

Immunoglobulin binding Protein 1 rc_AI011179 at 1,08 1,8 1,59
(CD79a)

Immunoglobulin rearranged gamma- LO7402_f at 1,12 0,88 1,11
chain variable region, partial cds LO7401_f at 1,31 1,72 1,77
(Hybridoma 57R-2)

Pre-B lymphocyte gene 1 Z68145cds_at 1,15 1,15 1,09
Immunoglobulin rearranged gamma- LO7407_at 1,19 0,88 1,16

chain variable region, partial cds
(Hybridoma 57R-4)

Ig delta heavy chain constant region| X60290cds_s_at 1,21 0,96 1,07
and 3"ut, immunoglobulin heavy chain
variable region

Similar to anti-idiotype U75412cds_at 1,21 1,11 1,23
immunoglobulin M heavy chain
(Loc299464), mRNA

Immunoglobulin kappa-chain constant M12981_f_at 1,75 1,86 2,96

region, B-cell

CD48 (BLAST-1) X13016_at 1,91* 2,36* 1,7

Syndecan-1 (CD138) S61865_s_at 2,8 0,78 1,25
X60651MRNA_s_ai 4,13* 1,31 1,91

Tabelle 25:Ubersicht iiber B-Zell-spezifische Gene in der EB&rgestellt ist jeweils das Verhaltnis zwischen
den verschiedenen EAE-Phasen und gesunden, naatenR*: p< 0,05, **: p< 0,01.
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Das einzige B-Zell-spezifische Gen, das signifikant aufreguéig istSyndecan-1das in der

akuten Phase starker exprimiert wird als bei gesunden Tiereei Daftdelt es sich um ein
Typ | Transmembran-Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG)-Molekuladasler Oberflache
von Pré-B-Zellen sowie Plasmazellen zu finden ist, aber desgamedsion kann auch in
Makrophagen induziert werden. Es hat einen negativen Einfluss auf djetidn von

Leukozyten (Gotte, 2003).

Ansonsten konnten keine B-Zell-spezifischen Gene gefunden werden, dierlauf der

EAE innerhalb des ZNS aufreguliert sind. Es war eher festisteldass viele
Immunoglobulin Gene durch die EAE herunterreguliert waren, wasdialggs methodisch

bedingt sein kdnnte.

Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) in der EAE

Das in dieser Mikroarray-Studie am starksten regulierte iSemler Secretory leukocyte
protease inhibitor(SLPI). In der akuten Phase ist die Expression 110-fach hoherials be
gesunden Tieren und pendelt sich in den spateren Phasen bei einegnelDAafregulation

ein. SLPI wird von Epithelzellen sowie von Neutrophilen, Mastzellen undérdpaagen
synthetisiert. Dieser Inhibitor reguliert die Aktivitait von Sdfiroteasen, die bei
Entziindungen von grof3er Bedeutung sind, und hat davon unabhangig weitere Funktionen in

der Regulation von Entziindungen, in der Abwehr von Infektionen und in der Regeneration.
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Abbildung 35: Darstellung der Expressionswerte, die mit den aelgegen Methoden gewonnen wurden
(bezogen auf gesunde TieA) fur CXCL13B) fir BAFF. *: p < 0,05; **: p < 0,0:
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Die starke Aufregulation von SLPI in der akuten Phase und die ethwdsratere in der
Remission konnten durch eine RealTime-PCR bestéatigt werden. Ba&TiRe-PCR
Ergebnisse ergaben allerdings fiir die relapsierende Phasecattiendhdhere Aufregulation

als die Mikroarray-Ergebnisse (Abbildung 36).
Kinine in der EAE

In Endothelzellen kann die Freisetzung von Stickstoffmonoxid unter andéwech den
Entzindungsmediator Bradykinin induziert werden (Clementi et al., 1999)ddBe Kinin
Bradykinin handelt es sich um ein Nonapeptid, das durch die protebgtBpaltung der
Vorlaufermolekile, den Kininogenen, durch Kallikreine entsteht. Bradykirbilden das
Grundgerust fur die Familie der Kinine, die eine groRe Palattepharmakologischen
Wirkungen haben; sie gelten unter anderem als Schmerz- und Entzinddiagsree. lhre
Wirkung wird dabei hauptsachlich durch zwei Rezeptoren vermittedirr- B-Rezeptor, der
konstitutiv in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie z.B. Endoéfielz, Mikroglia,
Astrozyten oder Neuronen, und fur die Mehrzahl der akuten Effekte wendinth ist (Ding-
Zhou et al., 2003), sowie dem induzierbarerRgzeptor, der praferenziell auf Leukozyten
exprimiert wird.

Das T-Kinin (lle-Ser-Bradykinin) ist ein Ratten spezifischBsotein. Zwei der drei
Sondenséatzen (vom 3"-Ende (Abb. 37)), die mit seinem Vorlaufermolekile€imnogen
korrelieren, sind in der akuten Phase der EAE signifikant aufreg(liabelle 26). Das T-
Kinin wird nicht durch Kallikreine, aber durch eine grof3e Anzahl amdereteinasen, wie
z.B. Trypsin proteolytisch aktiviert (Okamoto and Greenbaum, 1983). Eprimipiell
ahnliche Wirkungen wie Bradykinin und bindet an die gleichen Rezeptoren, kann zudem aber,
wenn es auf bestimmte Art und Weise gespalten wird, inhibitorischdee Cystein-

ProteinaseapainundCathepsin Lwirken (Moreau et al., 1989).

000 D Array-Ergebnis Abbildung 36: Gegenlberstellung der

BReaTime-PCR SLPI-Expressionsergebnisse, die mittels
T Microarray unddchip 1.3 sowie einer
RealTime-PCR erzielt wurden. Alle
Expressionswerte stehen im Verhaltnis
zu der jeweiligen Expression bei
gesunden Tieren. Bei der RealTime-F
sind die SLPI-Expressionswerte jeweils
J_ ins Verhéltnis zur BAktin-Expression

gesetzt. *: p< 0,05, **: p<0,01.
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Andere Molekile des Kallikrein-Kinin-Systems, fur die Sondenséatzetifdgert werden
konnten, sind im Verlauf der MOG-EAE nicht reguliert. Auch das GenAfigiotensin

converting enzymeein Enzym, das fir den Abbau der Kinine verantwortlich istniisit

reguliert.
Gene Sondensatz akut - | Remission — relapsierend -
gesund gesund gesund
T-Kininogen K02814 at 2,37* 1,19 1,22
K02814 g_at 8,78* 1,65 2,99
Kininogen 1 M14369exon#2_at 1 1 1
Kallikrein 1 M26534 f at 1,08 0,56 1,01
M26534_i_at 1 1 1
Kallikrein 3 M30282_at 0,92 0,87 0,96
Kallikrein 6 (Neurosin) AF016269 at 0,88 1,49 1,19
Kallikrein 7 M22922cds_f_at 0,83 1,1 1,09
M19648cds_f_at 1 1,16 1,05
M19647_f at 0,95 0,89 1,25
M19647_i_at 1,2 1,04 0,91
Kallikrein 8 (Neuropsin precursor) AJ005641_at 1,01 1,04 0,91
M27217 at 1,06 0,90 0,95
Kallikrein, submaxillary gland S3 M11565_at 0,97 0,90 0,8
M11565 f at 1,05 14 1,3
Glandular kallikrein 10 precursor S48142_at 0,75 0,84 0,79*
(T-kinino-genase) (K10)
Bradykinin Receptor B1 AJ132230_at 1 1,25 1,06
AJ132230_g_at 1,07 1,04 1,07
Bradykinin Receptor B2 X80187mRNA_s jat 1,22 1,35 1,34
Angiotensin converting enzyme rc_AA800722_at 1,05 0,79 0,90
(Kininase 1) L36664_s_at 1,07 0,92 0,98
rc_Al009551_at 1,07 0,98 1,09
U03734_at 1,12 0,95 1,09

Tabelle 26: Darstellung der Expression von Molekilen, die ims@mmenhang mit der Wirkung von Kininen
stehen. Wiedergegeben ist das Verhéltnis zwischem \erschiedenen EAE-Phasen und gesunden, naiven
Ratten. *: p< 0,05. Von den Kallikreinen 6 und 8 ist bekannsgsie auch im stérkeren Mal3 im ZNS exprimiert
sind — bei den restlichen Kallikreinen ist dieshibekannt, aber nicht auszuschlieRen (Clemerats, &004).

rc AA924618 at K02814 at K02814 g at
0 200 , 400 . 600 1 800 , 1000 . 1200 1400

Abbildung 37: Anordnung der zur Detektion des Gens des T-Kininggienenden Sondensétze
(rc_AA924618_at, K02814 at und K02814 g_at) aufldelierenden Sequenz des G

Zur Uberprufung der Bedeutung der Kinine fur die EAE wurde einerer¥ersuch
unternommen, in dem der,fRezeptor Inhibitor LF 16-0687 Ms (von Fournier Pharma,
Frankreich) in der adoptiven Transfer EAE von SJL/J-Mausen vechbnurde — dieses
EAE-Modell wurde ausgewahlt, weil es einen synchroneren Kraskiegiduf garantiert als
die aktiv induzierte Krankheit und weil Mause bedingt durch ihre inggeh zu Ratten
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niedrigere Korpergrol3e geringere Mengen des Inhibitors bendtigemri@edi am Zeitpunkt
der Induktion der adoptiven Transfer-EAE, wurde den Mausen zweimalhtagitweder 5mg
LF 16-0687 Ms/kg Korpergewicht, 2,5mg LF 16-0687 Ms/kg Kdrpergewicht sdesnische
Kochsalzlésung subcutan injiziert. Ab dem zehnten Tag bis einschtie@8m 16. Tag
wurden die Tiere nur noch einmal taglich gespritzt. Bis zum2ZRagach Induktion der EAE
wurden die Tiere taglich untersucht und danach fir nachfolgende Qewelseichungen
geopfert und perfundiert. Der EAE-Verlauf der mit LF 16-0687 Msahdklten Tiere war bis
zu dem Zeitpunkt, an dem die Behandlung beendet werden musste, atsldierjenige der
kontrollbehandelten Mause. An Tag 15 und 16 war der durchschnittliche klirsscine der
Gruppe, die 5mg/kg Korpergewicht des Inhibitors bekamen, signifigarmger als bei den
Kontrolltieren (Tabelle 28 und Abbildung 38A). Wobei der Unterschiedcheis den beiden

Gruppen, die unterschiedliche Konzentrationen des Inhibitors bekommen habenhmur se

klein war. Der Erkrankungsbeginn wurde durch die Gabe des Inhibitors eher nicht vier&nde

Die Aktivitat des B-Rezeptors induziert u.a. die Expression defRRBzeptors, der stark
von aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Souza et al., 2004). Digreéssion des B
Rezeptors in Lymphknoten wahrend der EAE wurde deshalb als Mel¥grotie Wirkung

des verwendeten ;Bnhibitors gesehen und mittels Tagman RealTime-PCR bestimmt. Es

ergab sich eine durchschnittliche Verdopplung dearEBpression bei den mit NacCl
kontrollbehandelten Mausen am Tag 10 nach Induktion der AT-EAE, die bei dagreNl
nicht auftrat, denen LF 16-0687 Ms ab dem 6.Tag injiziert worden war (Abb. 38B).

3.00

—g— Kontrolle
3.0 1 —&— 2,5mg/kg LF 16-0687 Ms -
—0— 5mg/kg LF 16-0687 Ms 250 1

25 4

@
) = 2.00
8 i
$ 20 A =
; 2
£ 2 150 |
@ 154 =
; I
L 100 L
1.0 o
= n=3 n=3
05 0.50
0.0 T . 0.00 :
0 5 10 15 20 LF 16-0687Ms Kontrolle

Day

3| eine Injektion taglich

mw

zwei Injektionen taglich

Abb. 38: A) Verlauf der adoptiven Transfer-EAE von weiblichedL8-Mausen, die mit
unterschiedlichen Mengen LF 16-0687 Ms behandeitien, + Standardfehler, *: p < 0,08) B1-
Rezeptor mRNA in Lymphknoten von SJL/J-Mausen, didgschen Tag 6 und 10 taglich mit
5mg/kg LF 16-0687 Ms behandelt wurden. Die Expmssiverte sind jeweils ins Verhaltnis zu
gesunden Tieren ohne EAE gesetzt worden (+ Staabesgichung).
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EAE- Max Score Durchschnittl Durchschnittlicher
Inzidenz| (Durchschnitt= | icher Beginn| kumulativer Scorex
Standabw.) der EAE (* Standabw)
(d16) (d22) | Standardabw (d16) (d22)
Kontrolle 10/10 | 2,441,141 3,0+0,8 13,0t1,2 5#28 | 21,256,8

2,5mg LF 16-0687 10/10 | 1,6+0,2| 2,6+1,5  14,8+3,4| 3,935 | 16,4811,2
Ms/kg
5mg LF 16-0687 10/10 | 1,3+1,2 | 2,%1,5 15,334 3,%6,3 | 15,7@16,0
Ms/kg

Tabelle 28:Vergleich der klinischen Parameter der AT-EAE & /J-Mausen, die mit unterschiedlichen
Mengen des B-Inhibitors LF 16-0687 Ms behandelt wurden.

Der Bradykinin-Rezeptor Inhibitor wurde in einem Proliferationspssit PLP aktivierten
LNCs von SJL-Méausen eingesetzt, um auszuschliel3en, dass er egkdendifinfluss auf die
Proliferation von enzephalitogenen T-Zellen hat (Abb.39). Bis zu einefl@-B687 Ms-
Konzentration von ~5ug/ml war kein Einfluss des Inhibitors auf dief@ration der LNCs
festzustellen. Bei hoheren Konzentrationen ergab sich eine Reduktidimygtaglin-Einbaus

von bis zu 65% bei ~24pg/ml LF 16-0687 Ms. Da derart hohe Konzentration unter
physiologischen Bedingungen vivo kaum auftreten, ist davon auszugehen, dass dieser B
Rezeptor-Inhibitor auf die Proliferation der enzephalitogenen T-Zellen, dieAdianitiieren,
keinen direkten nennenswerten Einfluss haben und nicht toxisch wirkt.

160000

140000 Abb.  39: Proliferationsassay = mit
aktivierten LNCs von SJL/J-Mausen und
unterschiedlichen Konzentration des-B

1200009

§1°°°°°' = I\I\ Inhibitors LF 16-0687 Ms. Darstellung des
8 80000 * durchschnittichen Einbau von Tritium-
60000 \c\ markiertem desoxy-Thymidin von

40000 \L Zwolffach-Ansatzen + Standardabw.

20000

0

i i ? ELF16—068721\(;15 [ug/m] ”

Kinine binden nicht nur an den fRezeptor, sondern auch an den Bl-Rezeptor und
modulieren dadurch z.B. die Migration von T-Zellen oder die Permeabider
Bluthirnschranke (Prat et al., 1999). Die Rolle degImBibitors wurde mit dem
peptidbasierten BRezeptor-Inhibito(Des-Arg,Lelf)-Bradykininin einem ahnlichen Ansatz
untersucht wie zuvor die des-Bhibitors LF 16-0687 Ms. DgDes-Arg,Lelf)-Bk relativ
instabil ist (biologische Aktivitat von ~30min), wurde er allerdingseimal taglich
intraperitoneal appliziert. Das Ergebnis dieses Experiments eiwee leichte, aber nicht

signifikante Verminderung der klinischen Symptome (Abb. 40).
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klinischer Score

—aA—Kontrolle
—O—(Des-Arg9,Leu8)-BK

20 30
Tage nach EAE-Induktion

Abbildung  40:  Verlauf  der
adoptiven Transfer-EAE von
weiblichen  SJL/J-M&usen, die
taglich mit  10mg/kg (Des-
Arg® Lelf)-Bradykinin ~ behandelt
wurden, = Standardfehler.
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TNF-Familienmitglieder in der EAE

Die Entstehung von L&sionen in Autoimmunkrankheiten ist ein sehr kompPeaeess, an
dem eine Vielzahl von molekularen Interaktionen zwischen vielen vedsctea Zelltypen
beteiligt ist (Hemmer et al., 2003; Steinman et al., 2002). LiganddrRezeptoren der TNF-
Familie sind entscheidend an den Prozessen zur Lasionsentstehung z.B. déktividieing
oder der Unterhaltung von Immunantworten (Korner et al., 1997; Magkvzti, 2004) oder
der Einleitung der Apoptose (Taupin et al.,, 1997) und den daraus sich ergebende
Organschadigungen beteiligt. Andererseits konnen sie auch zum Zeiltwd
Immuneffektorzellen und zur Terminierung von Entzindungen beitragen (Witdled al.,
2000).

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle des Fas-Liganden und TWane{ Mitgliedern
der TNF-Ligandenfamilie, in der MOG-induzierten EAE von DA-Rattmtersucht. Dieses
Tiermodell weist viele Eigenschaften auf, die der MS sehr ahnlich sind agi@uftreten von
Schiuben, die Chronizitat, die ausgepragten Demyelinisierungen und infuns<E sowohl
zellularer als auch humoraler Immunitat auf die Krankheitsentstehumgli&it al., 1998).

Interpretation der Ergebnisse der DNA-Vakzinierung

Im ersten Ansatz zur Untersuchung der Bedeutung von TWEAK und FasL taA#8ievurde
versucht, Antikorper fir die jeweiligen Proteine mittels DNA-Malerung zu erzeugen, die
in der Folge die Funktion des FasL und TWEAK blockieren sollten, um Bleaeutung
innerhalb der EAE zu bestimmen. Dafur wurden DA-Ratten intramuskuldukatryotischen
Expressionsplasmiden vakziniert, die fur FasL bzw. TWEAK kodierten.

Dabei ergab sich zwischen den kontrollvakzinierten und den FasL vakzinieeeen kein
bzw. nur ein geringer, nicht reproduzierbarer Unterschied hinsiclaisiEAE-Verlaufs. Nur
die TWEAK-DNA-vakzinierten Ratten zeigten eine deutlicherst@kung der EAE-
Symptome; ein Ergebnis, das sich in vier unabhangigen Experimenten reproduzieren liel3.
Die ursprungliche Intention des Versuchs, die Blockierung des fagTWEAK durch die
Induktion von Antikérpern, wurde allerdings nicht erzielt, da gegen keleebeiden TNF-

Familienmitglieder Antikorper nachgewiesen werden konnten. Aus di€samd wurde
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davon ausgegangen, dass die durch die TWEAK DNA-Vakzinierung ventesakffekte
nicht durch die Induktion von Antikdrpern vermittelt wurden.

Um Uberhaupt in der Lage zu sein, die Produktion von Antikérpern zu induzierendasuss
Protein nach der Aufnahme des Plasmids produziert werden. Eine chahi€he
Erklarungsmoglichkeit fur die beobachteten Effekte der TWEAKAB/akzinierung ware,
dass nach der DNA-Vakzinierung TWEAK-Protein gebildet wurde, dasr anicht die
Bildung von Antikérpern induzierte, aber trotzdem funktionell war und Effektenitteln
konnte, die fur die Verstarkung der EAE-Symptome verantwortlich waren.

Obwonhl die Transkription der durch die Plasmide kodierten Gene perORTfestatigt
werden konnte, konnte zumindest kein TWEAK Protein per ELISA oder lokal im
WesternBlot nachgewiesen werden. Trotzdem kdnnte man davon ausgehehWiass-
Protein gebildet wird. Die Versuche, das Protein nachzuweisen, kdnnterdesWegen
gescheitert sein, weil die TWEAK-Konzentration unterhalb der hiWatsgrenze der
verwendeten Assays lag. Der Nachweis des TWEAK-Proteinglevauch in anderen
Publikationen als problematisch eingeschatzt (Wiley and Winkles, 2003) Ugwlggeum
Beispiel in den transgenen M&ausen, die TWEAK in der Leber Uberexpi@mj nur dank
eines angehangten Myc-Tags (Desplat-Jego et al., 2002). Astmpzye mit TWEAK-pVax1
transfiziert worden waren, sekretierten signifikant mehr CCI2 nait Kontrollplasmiden
transfizierte Astrozyten. Dadurch wurde zumindest belegt, dass W&EAK-
Expressionsplasmid zur Bildung des funktionellen TWEAK-Proteins fuhren kann.
Ebenso wie die TWEAK DNA-vakzinierten Ratten entwickelten die noleewahnten
transgenen Mause, die TWEAK in der Leber Uberexprimierten, im l&ielng zu
Kontrolltieren eine schwerere EAE und hatten l6sliches transga&AK im Blut, obwohl
sie das membranstandige Gesamtprotein exprimierten (Desgtatele al., 2002). Die
TWEAK-Sequenz beinhaltet eine Spaltungsstelle und nur in zwei Stldiente bisher
Uberhaupt die membranstandige Form von TWEAK nachgewiesen werdeakijkaet al.,
2005; Nakayama et al.,, 2000) — ansonsten wurde nur die l6sliche Form atessPr
beobachtet. Nach der DNA-Vakzinierung kénnte also die N-termirejae®z des TWEAK-
Proteins abgespalten worden sein, so dass losliches TWEAK entssésnoh die Blutbahn
freigesetzt wurde und weit entfernt am bzw. innerhalb des ZNStiwedaffekte auf den
EAE-Verlauf hatte. Dies stellt auch eine weitere Erklarung fligdseheiterten Versuche dar,
das Protein mittels WesternBlot nachzuweisen, denn eine FreisetearRyoteins verringert
die lokale Konzentration im Muskel. Deshalb stellt sich die Fragedie TWEAK DNA-
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Vakzinierung uber einen vergleichbaren Mechanismus, néamlich I&slichekulierendes
TWEAK zu der Exazerbation der EAE fihrte.

Unspezifische CpG-Effekte der injizierten DNA als Erklarurig tlie Verstarkung der
Krankheit sind eher zu vernachlassigen, erstens weil die EAEexks bis acht Wochen
nach der letzten Vakzinierung induziert wurde und zweitens weKdiakheitsverstarkung
auf Kontrolltiere bezogen ist, die abgesehen von der TWEAK kodiangdeguenz mit dem
identischen DNA-Konstrukt behandelt worden sind.

Die erhOhte Expression von CD3-Protein in Ruckenmarkern von TWEAK DNAniekzn
Ratten an Tag 10 nach der Induktion der EAE zeigt, dass TWEAK Effekinittelt, die eine
erhohte Infiltration von Lymphozyten zur Folge haben.

Um den moglichen systemischen Effekt des loslichen TWEAKs zusuateen, wurde mit
inguinalen Lymphknoten sechs Wochen nach der zweiten Vakzinierung eine
Expressionsstudie durchgefiihrt. Laut dieser Studie fuhrte die TWEAK DNAWVaking zu
einer signifikanten Erhéhung der Expression von CXCR4 in den inguinaleyphinoten,
was durch eine RealTime-PCR bestétigt werden konnte. CXCR4,edeptr fur CXCL12
(friher: SDF-1), wird allgemein in Zellen des Immunsystems undNi& exprimiert (Zou et
al., 1998) und tragt zum Homing von unreifen Lymphozyten (Phillips and Ager, 2002)
von zentralen Memory T-Zellen in die sekundaren Lymphorgane bei (Scietaig 2004).
Neuere Studien in Modellen von Autoimmunkrankheiten belegen zudem, dass CXCR4 und
CXCL12 auch zur Akkumulation von Lymphozyten an Orten der Entzindung in der
Peripherie beitragen (Balabanian et al., 2003; Nanki et al., 2000).

Aufgrund der durch die DNA-Vakzinierung erhaltenden Daten ist davorugelsen, dass
TWEAK eher keinen Einfluss auf die primare T-Zellantwort, hda sich bei einem
Proliferationsassay keine nennenswerten Unterschiede zwischen etbiemdBingsgruppen
ergaben und nicht bekannt ist, dass T-Zellen den TWEAK-Rezeptor Fnl14 exprimieren.
Die TWEAK DNA-Vakzinierung hatte dementsprechend wahrschéinéme mehr oder
weniger starke Produktion von TWEAK-Protein zur Folge, das in dieb&tut freigesetzt
wurde und Effekte ausloste, die im Rahmen der EAE zur Erhdéhung deatidig von
Leukozyten ins ZNS fuhrten und wahrscheinlich unter anderem dadurch dmhiia
verstarkten. Aufgrund des fehlenden Effekts der FasL DNA-Vakzingfag der Fokus der
weiteren Arbeit auf TWEAK sowie zuséatzlich auf dessen Rezébwoblast growth factor-
inducible 14(Fn14) bzw. der Rolle der beiden Molekdle in der EAE.
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Interpretation der Ergebnisse der Proteinvakzinierung

Da die DNA-Vakzinierung nicht zu dem gewlnschten Ziel der ProduktionAvikdrpern
fuhrte, wurde mit der Proteinvakzinierung eine andere Methode zuk&ioérinduktion
getestet. Die Ratten wurden statt mit dem DNA-Konstrukt zakdmekt mit rekombinantem
TWEAK-Protein (rTWEAKext), dem der membranstandige und derzati@dare Bestandteil
fehlt, bzw. dem rekombinanten Fnl4-Protein (rFnl4) zusammen mit dem Antikérpe
induzierenden Adjuvans Aluminiumhydroxid vakziniert. Diese Methode flhrte
reproduzierbar zur Entstehung hoher Antikorpertiter gegen das jeweiligenProtei

Wenn sechs bis acht Wochen nach der letzten Vakzinierung die EAE aridwzirde,
entwickelte sich bei den Tieren mit einem anti-TWEAK- bzwi-BntL4-Antikdrpertiter ein
deutlich milderer Krankheitsverlauf als bei den Kontrolltieren. pietektive Wirkung der
Fnl4-Vakzinierung wurde mit dem Krankheitsverlauf ausgepragter tdinkes als die der
TWEAK-Proteinvakzinierung. In einem zweiten Tiermodell, der Phéirzierten EAE von
SJL/J-Mausen, das eher ein Modell fur eine relapsierende Watlittelte Entziindung des
ZNS ohne eine wesentliche Beteiligung humoraler Immunitat anLésionsentstehung
darstellt, konnte die protektive Wirkung der TWEAK- und Fnl4-Proteinvadzingen
bestatigt werden.

Die Funktionalitéat der durch die Proteinvakzinierungen induzierten Antiképente in
Folgeexperimenten durch eine Verringerung der TWEAK/Fn14-Signalmémeetablierten
endothelialen Zellsystem (Harada et al., 2002) nachgewiese@envdsoliertes 1IgG von den
rTWEAKext- oder rFnl14-vakzinierten Ratten, aber nicht von den Konémit supprimierte
die TWEAK vermittelte Sekretion des Chemokins CCL2. Daraus I@f3sshlie3en, dass die
durch die Proteinvakzinierung induzierten Antikdrper Fnl4-vermitteltazatiulare Signale
verringern.

In einer umfangreichen histopathologischen Studie mit dem Rickenmadtsgeder
proteinvakzinierten SJL/J-Mausen konnte eine signifikante Vermindgerwon
inflammatorischen Infiltraten im ZNS der rTWEAKext- und rFnl4-valkerten Mausen im
Vergleich zu den kontrollvakzinierten Tieren beobachtet werden. EbelsdievErgebnisse
der DNA-Vakzinierungsversuche, in denen eine mutmafiliche exoggpeeskion von
TWEAK die CD3-Expression im ZNS zu Beginn der EAE erhdhte, dedsenaach diese
Ergebnisse daraufhin, dass TWEAK Effekte vermittelt, die dietdafibon von T-Zellen
fordern. Schlie3lich reduzierte eine durch Antikérper vermitteltéoclade von
TWEAK/Fn14 die Anzahl von entzindlichen Infiltraten. Ausgehend von einer exogenen

106



Diskussion

Expression von TWEAK nach der DNA-Vakzinierung stellt die Induktion vonkénpern
durch die Proteinvakzinierung einen komplementdren Ansatz dar, weillTWEAK
vermittelten Signale nicht vermehrt sondern blockiert werden. D$eder Blockade von
TWEAK/Fn14 folgende Reduktion der EAE-Symptome, kann also zusatzliginaigeiterer
Beleg fur die Uber die exogene Expression von TWEAK wirkende TWHANKA-
Vakzinierung gewertet werden.

Wahrend frihere Studien eine Beteiligung dieser Molekile an d#drodtmese von
Autoimmunkrankheiten andeuteten, zeigen diese Untersuchungen zum erstezinifal
protektiven Effekt der Modulation von TWEAK bzw. Fn14 in der EAE.

TWEAK wird im ZNS wahrscheinlich sowohl von infiltrierenden Leuk@&ytals auch von
residenten Mikroglia und Astrozyten produziert (Desplat-Jego.,e2@02; Nakayama et al.,
2000). Astrozyten produzieren nach TWEAK-Stimulation IL-6, IL-8 und ICAMELL.
Molekile, die entweder proinflammatorisch wirken bzw. direkt an deitr&tion von
Immunzellen beteiligt sind (Saas et al., 2000). Es war zudem sclkanrtedass humane
Nabelschnurendothelzellen, die auf ihrer Oberflache Fn14 exprimiexein,Stimulation mit
TWEAK das besonders auf Makrophagen und Lymphozyten wirkende Chemokin CCL2
sezernieren (Harada et al., 2002). In dieser Studie konnte Ahnliches fiaucellen
beobachtet werden, die fiir die EAE von groéf3erer Relevanz sind. So itelazéeem WEAK-
Behandlung von Astrozyten, die CCL2 nicht konstitutiv exprimieren, eiaekestCCL2-
Ausschittung. TWEAK steigerte auch signifikant die CCL2-ProduktionRatten-Gehirn-
Endothelzellen, die allerdings schon konstitutiv CCL2 sezernierten. Welge konnte die
Regulierung von CCL2 durch die Vakzinierungen mit rTWEAKext und rFniich an vivo
einen protektiven Mechanismus reprasentieren. Sowohl fur CCL2 als féncdessen
Rezeptor CCR2 wurde bereits gezeigt, dass sie entscheidendeofenkiei der Entstehung
der EAE ausliben (Mahad and Ransohoff, 2003) — die Expression von CCLZsteigem
spaten Zeitpunkt der akuten Erkrankung stark an und korreliert genérdtrm Ausmalf3 der
Entzindung (Kennedy et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass das Eindringen vorytesukoz
das ZNS eine Vorbedingung fur die CCL2-Produktion von Astrozyiesitu ist. Daher wird
CCL2 eher eine amplifizierende als eine initierende Rolle dei L&sionsentstehung
zugeschrieben (Glabinski et al., 1995; Hulkower et al., 1993; Kennedy £#988). Die Gabe
von antagonistischen CCL2-Antikorpern und eine DNA-Vakzinierung, die CGitikéyper
induzierte, vermittelten folgerichtig einen Schutz vor EAE (Kenretdgl., 1998; Youssef et
al., 1999). Aullerdem sind CCL2- bzw. CCR2-defiziente Mause resistgenigezer der
Entwicklung der MOG-Peptid-induzierten EAE (Fife et al., 2000; Iziksbal., 2000). Ein
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kirzlich entdeckter, zweiter Rezeptor von CCL2 ist ebenso aufigrf@hden Makrophagen
und ansassigen Mikroglia zu Beginn der EAE exprimiert (Brouwer et al., 2004).
Aufgrund dieser Daten scheint es moglich, dass TWEAK die ProduktiolC@2 sowohl
an den Endothelzellen der Bluthirnschranke als auch an den anliegericezyt&a reguliert
und dies zumindest fur einen Teil der protektiven Wirkung der rTWEAKent rFnl14-
Vakzinierung verantwortlich ist. Die Beobachtungen, dass die Wagknng keinen Effekt auf
den Krankheitsbeginn hatte und dass die rFnl4-Vakzinierung einen im Kitan&Hauf
immer deutlicheren Effekt vermittelt, kbnnen durch dieses Modell erklartarnerd
Eine alternative Erklarung ware es, dass die TWEAK- und Fnl4-soémh Antikbrper die
Produktion proinflammatorischer Molekile durch Fnl4 exprimierende As&ozghibieren
- zum Beispiel von IL-6, IL-8, ICAM-1 oder Matrix-Metalloproteiras deren Expression in
der N&he der Bluthirnschranke die Infiltration des ZNS durch LeukoZ#gteert (Wiley and
Winkles, 2003).
Fur das TNFSF-Mitglied Trail wurde nachgewiesen, dass es might toxisch fur T-Zellen
ist, aber deren Aktivierung verhindern kann (Hilliard et al., 2001; Luneraah, 2002). Im
Fall von TWEAK ist ein direkter Effekt der Vakzinierungen autZdllen eher
unwahrscheinlich. In Bindungsstudien konnte zwar eine Interaktion von TWEMAK
Subpopulationen von B-Zellen und Makrophagen, nicht aber mit T-Zellen beobaehden
(Kaptein et al., 2000). DarlUber hinaus konnte kein zytotoxischer Effekt TWEAK
gegenuber irgendeiner lymphoiden Zelllinie beobachtet werden (Chichep@tiehel997).
Schlief3lich konnten die induzierten TWEAK- bzw. Fnl4-Antikdrper auch neine
neuroprotektiven Charakter haben. Ldsliches TWEAK induziert in kortikakeuronalen
Zellen Apoptose Uber Fnl4. In einem Maus-Ischamiemodell verringesteGdbe eines
TWEAK-AnNtikdrpers das Infarktvolumen signifikant verringern (Potrovital e2804).
Es ist unklar, warum der protektive Effekt der rFnl4-Proteinvakzinger deutlich
ausgepragter ist als der der Vakzinierung gegen TWEAK. TWEAK4Nnd Fn14-1gG hatten
in vitro eine vergleichbare neutralisierende Kapazitat auf die TWE&tittelte Sekretion
von CCL2. Mdglicherweise werden Uber einen postulierten, aber bisiemnaichgewiesenen
zweiten TWEAK-Rezeptor zuséatzlich Signale vermittelt, deerihemmenden Einfluss auf
die Entstehung der Entziindung im Rahmen der EAE haben (Polek et al., 2003).
Die mRNA, die fur TWEAK kodiert, konnte in einer Vielzahl von versdeigen Geweben
identifiziert werden, aber das entsprechende Protein ist nur sehveetektieren und konnte
bislang nur auf der Zelloberflache von mit H-Mktivierten Monozyten gefunden werden
(Nakayama et al., 2000). Es scheint, dass TWEAK hauptsachlich nar q@iozessierten,
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|6slichen Form vorkommt. Allerdings ware es durchaus moglich, DA4SAK nach Kontakt
mit seinem Rezeptor zusammen mit diesem internalisied wird deshalb nicht auf der
Oberflache von Zellen zu finden ist. Dieser Mechanismus wurde fluiTN&SF-Mitglied
LIGHT beschrieben (Morel et al., 2000). Falls dies zutrafe, weareé4 auf den Zellen
zuganglicher fur die neutralisierenden Antikorper als TWEAKS wane weitere mogliche
Erklarung fiur die unterschiedlichen Effekte der rTWEAKext- undld=Vakzinierungen
darstellt.

Noch ist nicht geklart, wo die Wirkung von TWEAK im Rahmen der EAHragen kommt.
Die adoptive Transfer-EAE von SJL-Mausen bietet allerdings dieglibtikeit, den
Wirkungsort von TWEAK etwas einzugrenzen. In diesem Modell kann makidénoss der
Proteinvakzinierung auf die Enzephalitogenitat von T-Zellen getrennt vdigliahen
Einfluss auf z.B. die ZNS-residenten Zellen untersuchen, indem estwed Spender-Tiere
oder die Empfanger-Tiere vakziniert werden. Bei einem ersegau¢h, in dem die Spender-
Tiere mit rTWEAKext vakziniert worden waren — also die EAE miZellen induziert
worden war, die entweder aus rTWEAKext vakzinierten oder kontrollvaeem Tieren
stammten - ergab sich kein Unterschied hinsichtlich des Krankbe#sfs. Daraus lasst sich
folgern, dass TWEAK wabhrscheinlich keinen Einfluss auf die Entwrgkl von
enzephalitogenen T-Zellen hat. Dies passt zu den bisherigen Datdsr iLiteratur, nach
denen der Rezeptor Fn14 auf T-Zellen bisher nicht nachgewiesen werden konnte.
Zusammenfassend konnte durch Vakzinierungen gegen TWEAK und Fnl14 die Bildung
spezifischer, neutralisierender Antikdrper induziert werden. Diedgi@per wirkten in zwei
verschiedenen Tiermodellen der Multiplen Sklerose protektiv bzw. imbie auf den
klinischen Verlauf und der Bildung von inflammatorischen Infiltraten #NS. Die
Blockierung der Wechselwirkung von TWEAK mit seinem Rezeptor Fstdét daher einen
neuen Ansatz zur therapeutischen Modulation von ZNS-Autoimmunprozessen und
moglicherweise von antigenspezifischen Autoimmunerkrankungen generell dar.

Um definitiv zu beweisen, dass die durch die Proteinvakzinierung intkrziémtikdrper
tatsachlich verantwortlich fur die protektive Wirkungn vivo sind, sollten aus
proteinvakzinierten Ratten Antikorper isoliert und nach EAE-Induktion Zbuerapie
ansonsten unbehandelter Tiere verwendet werden. Dieses Expestetgnhoch aus, da es
aul3erordentlich viele Ressourcen und Zeit verbraucht.

Der zellulare Wirkort der TWEAK/Fnl14-Vakzinierung ist derzeit mamklar. Nach den
vorliegenden Befunden dirften insbesondere Astrozyten und Endothelien eingenitiite
spielen. Um neben den bereits bekannten Effekten von TWEAK auf didpepghtionen,
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der Aufregulation von IL-6, IL-8, ICAM-1 und CCL2, noch weitere mdglicherwbesteiligte
Effekte nachzuweisen, ware eine Array-Analyse von Astrozyten, Beliert oder auch

anderen Zelltypen nach Inkubation mit TWEAK-Protein sehr hilfreich.

Abbildung 41: Schema der hypothetischen TWEAK-Wirkung auf die EAE

Die Astrozyten, Mikrogliazellen, Neuronen und Erdgtellen exprimieren den TWEAK-Rezeptor Fnl4.
Ein basales, relativ niedriges Niveau von TWEAKdmivahrscheinlich durch dessen konstitutive Expogsy
in den Astrozyten gewahrleistet. Uber die Exprassion Fnl4 auf Oligodendrozyten gibt es noch kejne
Daten.
Wahrend der EAE kommt es zu einer verstarkten Egiwe von loslichem, aber wohl augh
membrangebundenen TWEAK im ZNS, besonders durafriagende Monzyten bzw. Makrophagen. Dies
fuhrt zu einer Induktion der Produktion von CCL2;8 und IL-8 durch Endothelzellen, Astrozyten und
Makrophagen. Besonders CCL2, aber auch IL-8 zigies vermehrte Infiltration von Leukozyten ins ZNS
nach sich. Matrix-Metalloproteinasen beeintrachtigea. die Integritat der Bluthirnschranke und amngé
demzufolge die Funktionen der induzierten Zyto- @ieemokine.

Zudem wird das Adhasionsmolekil ICAM-1 auf Astraytund Endothelzellen durch TWEAK aufreguligrt
sowie E-Selektin auf Endothelzellen. Beide Moleksied an der Zell-Zelladh&asion zwischen Leukozyten
und Zellen der Bluthirnschranke beteiligt, die ddPassieren der Bluthirnschranke vorangeht. Ihre
Aufregulation ist also ein weitere Faktor, der dutWEAK stimuliert wird und die Akkumulation vor
Leukozyten im ZNS verstarkt.

Fnl14 wird auf Neuronen wahrend Stref3situationeregufiert und kénnte dort nach einer Stimulationctiu
TWEAK Zelltod vermitteln.
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Expressionsprofile der MOG-induzierten EAE der DA-Ratte

Als zweiter Hauptteil der Doktorarbeit wurde eine umfandreicExpressionsstudie
durchgefuhrt, bei der die Veranderungen, die sich durch die MOG imguBEAE im ZNS
der DA-Ratten ergaben, untersucht werden sollte. Uber einen ufeitvan ungefahr vier
Wochen nach Induktion der Krankheit wurden dabei die ExpressionsuntersabhieR&IA-
Ebene verfolgt. In diesen Zeitraum fielen die akute Phase der @i&Erste Remission im
Anschluss darauf sowie der erste Ruckfall, der die Chronifiziedemgkrankheit einleitet.
Drei gesunden Ratten sowie jeweils drei Ratten, deren Krankhé&tsveiner der oben
genannten Gruppen entsprach, sollten fur diese Expressionsstudie verwendet werden.
Dank derhigh-densityArrays der Firma Affymetrix war es moglich, die Expressivon
ungefahr 25000 Genen parallel zu untersuchen. Das Ziel, das dieserg8taadr wurde, war
es, molekulare Zusammenhénge, die eine Rolle in der EAE spiellaudecken sowie

eventuell neue Therapiekonzepte anhand der Expressionsveranderungen zu idemtifiziere

Einordnung dieser Studie in bereits publizierte, dhnliche Exprssionsstudien

Ahnliche Riickenmark-Expressionsstudien mittels der Microarray-Tengieol wurden
bereits in anderen EAE-Modellen, wie der akuten, MBP-induzierten ¥WAELewis Ratten
(Chabas et al., 2001; Nicot et al., 2003), der MOG-Peptid induzierten HeAE57BI/6-

Mausen (Carmody et al., 2002; lbrahim et al., 2001; Xu et al., 2003), ddEAKTin

C57Bl/6-Méausen (Whitney et al., 2001) und der spontanen EAE von MBP-EZaphor-

transgenen T/R- Mausen (Matejuk et al., 2003) durchgefiihrt. Zudem winrdeehreren
Studien die Expressionsmuster von Lasionen aus dem ZNS von MS-Patngintemen von
gesundem Gewebe verglichen (Graumann et al., 2003; Lock et al., 200&; €ajal., 2003;
Whitney et al., 2001). Abgesehen von der Studie @ammody et al. wurde in den EAE-
Studien bislang nur ein Zeitpunkt der EAE, namlich die akute Phases@nalyCarmody
nutzte zuséatzlich noch Rickenmark-Gewebe aus Tieren, die sich ireagsdion befanden,
fur seine Expressionsstudie. Dementsprechend hebt sich diese Studigndrrdtimfang von
den erwéhnten bereits publizierten ab. Die MOG induzierte EAE irRB##en zeichnet sich
durch Entzindungsvorgange, axonale Schadigungen und ausgepragten Deeryelgani
aus und unterscheidet sich zudem von den anderen bereits untersuchtennMitztkiieh,

dass in ihr ebenso wie bei einem Grol3teil der MS-Félle sowdhl ale auch Antikorper
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vermittelte Schaden auftreten und dadurch auch die Typ Il LasioneM$lerachgebildet
werden (Storch et al., 1998).

Der groi3te Teil der regulierten Gene aus den bereits erschieRebékationen ist ebenfalls
in dieser Studie mit DA-Ratten reguliert. 288 Transkripte, fliredi@auf den hier verwendeten
Ratten-Chips entsprechende Sonden gab, wurden in einer oder mehreversdeedenen
oben zitierten Studien differenziell wahrend der EAE exprimie2tl8- dieser Transkripte
wurden in der vorliegenden Untersuchung zumindest wahrend einer Bha&gleich zu
gesunden Tieren ebenfalls als reguliert identifiziert. In den himdenen MS-Studien wurden
526 regulierte Transkripte gefunden — 50% davon wurden auch in dieseegalgert
gefunden. Die fur eine Regulation angelegten Kriterien waree &aranderung des
Expressionsniveaus um den Faktor zwei sowie eine Wahrscheinligbkeiveniger als 5%
fur die Nullhypothese — dies entspricht einer gangigen Vorgehemsweiden erwéhnten
Publikationen.

Diese Ubereinstimmungen in der Regulation vieler Transkripte @rgleich zu anderen
Tiermodellen kann als Bestatigung fir die Validitat der vgdieden Daten gesehen werden.
Die bestehenden Unterschiede zeigen jedoch, dass sich die untticobime Tiermodelle in
wichtigen Aspekten voneinander unterscheiden.

Untersuchung der ausschlie3lich im ZNS exprimierten Gene

Um die Gene zu finden, die spezifisch nur im ZNS exprimiert wyrdairden die in den
Lymphknoten exprimierten Gene aus dem ersten Teil dieser Doladrads der Gesamtzahl
der Gene herausgefiltert, die wahrend der EAE im Ruckenmarkegigiert identifiziert
worden waren. Die Ubriggebliebenden wurden als die Gene definierticht von den
infiltrierenden Zellen stammen, also in diesem Fall in ZNS-residentéan&xprimiert sind.
Ein &hnlicher Ansatz wurde bereits in der MOG-Peptid-induziertsis Bei C57BI/6-
Mausen ebenfalls unter Verwendung von high-density Affymetrisverfolgt (Carmody
et al., 2002). Auch dort wurden die Gene, die in Lymphknotengewebe exprivaien, von
denjenigen abgezogen, die es im ZNS waren, um die ZNS-spezifischeskipte zu
erhalten. Allerdings wurden in der Studie die Expressionsunterschi@devahrend der
akuten Phase und der Remission jeweils im Vergleich zu gesunden Mausen analysiert
Dabei ergab sich ein bemerkenswerter Unterschied zu der vorlieg8hailin. Wahrend in
Letzterer fast alle regulierten, nicht in den Lymphknoten exprieneGene in der akuten
Phase stark herunterreguliert sind, sind bei der Studie mit C57Bli&en einige Gene
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aufreguliert. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass dor¢ K&ene reguliert zu sein
scheinen, die im Zusammenhang mit Neurotransmittern stehen, waleenarliegenden
Studie eine groRe Zahl von den entsprechenden Molekilen in der akuten dedrése

herunterreguliert ist.

Oligodendrozyten-spezifische Gene

Die Expression von Genen, die spezifisch fur Oligodendrozyten sind, wibvde den
gesamten untersuchten Verlauf der EAE als herunterreguliertrigéweobei sie in der
Remission und der relapsierenden Phase generell wieder leicht ansteigtotileob. 42).

Durch eine RealTime-PCR konnte fir MOG die Regulation bestategtiem — mit der
Einschrankung, dass sich bei der RealTime-PCR das Ausmal} des&aprder MOG-
MRNA schon in der Remission wieder dem Normalzustand annaherte e nsicdanach.

1.2
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Abbildung 42: Zusammenfassung der Array-Ergebnisse der Oligodegthn spezifschen Gene. Dargestellt
ist jeweils die Expression in der jeweiligen EAEaB& im Verhdltnis zu derjenigen der gesunden Tere
Standardabweichung. Die Standardabweichungen ergsibk, wenn mehrere Sondensatze mit einem Gen
korrelierten
Der zeitliche Verlauf der MOG-Proteinmenge im ZNS verhseth laut einem WesternBlot
zeitversetzt zu dem der mRNA. In der akuten Phase und der Ramissidie MOG-
Proteinmenge im ZNS bei ca. 70% der einer gesunden Ratte. talagsierende Phase fallt
sie dann auf ca. 40% ab — wobei einschrankend zu erwéhnen ist, dassrhien jeweils
zwei Tieren die MOG-Proteinkonzentration bestimmt wurde und die Sthatumaeichung

dabei in der chronischen Phase sehr grol3 war.
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Besonders die Gene fur d@yclic nucleotide phosphodiesterase 1 (CNéByvie fur MBP
werden als spezifische Marker flr myelinisierende OligodentEozangesehen (Di Bello et
al., 1999). Deshalb erscheint es wahrscheinlich, dass die Regulatienleten Gene auch
Auswirkungen auf die Myelinisierung der Axone hat.

Sowohl Schadigungen als auch der Zelltod von Oligodendrozyten konnten in
unterschiedlichem Ausmal’ bei MS Patienten nachgewiesen werdsahdké et al., 2003).
Allerdings scheint der Untergang von Oligodendrozyten in der MS s$écigich auf
Lasionen der Typen Il und IV beschrénkt zu sein, die beide bisher 8awh Tiermodelle
reproduziert werden kdonnen (Kornek and Lassmann, 2003) und dementsprechend auch nicht
in der MOG induzierten EAE von DA-Ratten vorkommen. In der EAE idiebidekannt,
dass der Zelltod von Oligodendrozyten vorkommt und dass er zur Pathodexeéagt
(Hisahara et al., 2003). Speziell bei DA-Ratten konnte in den densyetien L&sionen im
ZNS ein Verlust von Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Reyebhls 2002). Uber
das Ausmal’ und den Zeitpunkt des Zelltods der Oligodendrozyten in degibtAds bislang
allerdings kaum Erkenntnisse.

Die Verringerung der Oligodendrozyten spezifischen Gene in digsdreSleutet entweder
eine Schéadigung der Oligodendrozyten in der akuten Phase oder dettd Zal.
Dementsprechend konnte die Expressionsverstarkung dieser Gene emerspaeriauf der
Erkrankung ein Kennzeichen fir die Regeneration der geschadigten, Zétlelie Zunahme
der Zahl der Oligodendrozyten sein bzw der Reifung von oligodendeghéoriauferzellen
sein.

Bei DA-Ratten kommt wahrend der Remission und auch in spéatererrStadeiner starken
Remyelinisierung, und in den demyelinisierten Lasionen sind Anhauiunga NG
Chondroitin Sulfatproteoglykan exprimierenden oligodendroglialen Vorlzeitlen (OPCs)
zu beobachten, die sich zu myelinisierenden Oligodendrozyten entwickelmk@eynolds
et al., 2002). Bei N&(chondroitin sulphate proteoglycan) handelt es sich um einen Marker
fur oligodendrogliale Vorlauferzellen (Dawson et al., 2003). Diesélva von OPCs weist
wiederum auf den Untergang von Oligodendrozyten hin, denn wenn keine zugiogde,
gabe es keinen Bedarf fur die Rekrutierung von OPCs. Aus diesanad 3t es logisch, dass
die Zunahme der Expression der Oligodendrozyten spezifischen GenadvdrdRemission
und der relapsierenden Phase die Vermehrung der Zahl der mgsdinden
Oligodendrozyten widerspiegelt und dass im Umkehrschluss die Abnahmiexpieession

wahrend der akuten Phase korreliert mit dem Untergang der Oligodendrozyten ist
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AulRer der Tatsache, dass die Expression von Genen, die spezifisch furigatee@drozyten
sind, im Verlauf der EAE abnimmt und einer wahrscheinlich danmihezgehenden
Verminderung der Anzahl von reifen Oligodendrozyten, bieten die Expnssisten leider
keinen Hinweis auf die Vorgange, die die Remyelinisierung desn@xbetreffen. Zwei
Marker fur oligodendrogliale Vorlauferzellen (Chondroitin sulfate gogtycan NG2 (NG2)
und Platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRa) €bo Bt al., 1999; Redwine
and Armstrong, 1998)) sind Uber den gesamten EAE-Verlauf nicht reégulieys sagt
allerdings kaum etwas dariber aus, ob Vorlauferzellen zu dennefiswandern und dort
ausdifferenzieren oder nicht. Dafiir misste man eine entsprechenbjseAaasschliel3lich
mit Lasionsgewebe durchfiihren.

Ein anderes Tiermodell, die MOG-Peptid induzierte EAE von C57BI/69&td, wurde bisher
in zwei ahnlichen Studien untersucht. Dabei ergab sich im Untedszhiglieser Studie nur
eine leichte Abnahme der Expression von MBP, PLP, MOBP, MAG und MQi8r akuten
Phase, die sich fur MOG und auch fur PLP in der Folge noch verstasteend die von
MBP, MOBP und MAG wieder leicht anstieg. (Carmody et al., 2002hibr et al., 2001). In
der Studie voribrahim war dabei die Abnahme der Expression von PLP deutlich starker als
in der Studie vor€armody wobei zu erwahnen ist, dadgahim et al.das MOG-Peptid 35-
55 zur Induktion der EAE nutzen, wahrend in der anderen Studie das MO@G-B8D
verwendet wurde, das eine EAE auslost, die sich aber kaum von genemterscheidet, die
mit dem MOG-Peptid 35-55 induziert wird (Petersen et al., 2004).

Die ausbleibende Erholung der Expression von einigen der myelinspkeifi Genen in der
EAE von C57BIl/6-Mausen lasst vermuten, dass in dem Modell andere hisdlea zur

Erholung beitragen als in der MOG-Protein induzierten EAE von DA-Ratten.

Cholesterin-Metabolismus in der MOG-induzierten EAE

Cholesterin ist auch im ZNS, wo es sowohl von Gliazellen als amtiNeuronen produziert
wird, von groBer Bedeutung. Es ist ein wichtiger Bestandteil deme&elbranen und
besonders des Myelin, in dem sich ca. 70-80% des im ZNS vorliegenugesterins
befinden (Muse et al., 2001). Obwohl Cholesterin zum grof3ten Teil inedesrlproduziert
wird, wird dasjenige, das im ZNS ein Baustein vom Myelin und Riasambranen ist,
prinzipiell von ZNS-stdmmigen neuronalen und glialen Zellen produti@dtschy and
Turley, 2004). Astrozyten und Mikroglia produzieren Cholesterin Udperschussund

sekretieren es, komplexiert mit Apolipoprotein E (Mauch et al., 2001). déonNeuronen
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kann es dann uber verschiedene Rezeptoren, wie z.BLO&meceptor(LDL-R) oder dem
LDL receptor-related proteifLRP) aufgenommen werden (Bjorkhem and Meaney, 2004).
Dieser Cholesterin-Shuttle ist fir das Wachstum von Neuronen und fibktive
Synaptogenese notwendig (Goritz et al., 2002).

In dieser Studie sind die meisten Cholesterin-Synthese Gene — wekldsi HMG-CoA-
Reduktase dem Schliisselenzym der Cholesterin-Biosynthese -eilbgeshmten Verlauf der
EAE herunterreguliert (Ab. 43). Abgesehen von der Suppression der HMGREdAktase
und der Squalen Epoxidase in jeweils drei von vier MS-Patienten inbevbal akuten
Lasionen im Vergleich zu Gewebe von Patienten ohne Krankheit des ads dt.al., 2002),
wurden bisher weder fur die MS noch fur die EAE Daten Uber die Esipre dieser
Gengruppe publiziert.

Die Synthese von Cholesterin wird weitestgehend durch die HMG-CoA Reaukgguliert,
deren Aktivitat stringent reguliert wird: Die Transkription desn&diur die HMG-CoA
Reduktase wird durch deaserol regulatory Element (SRHE) der Gegenwart von Sterol-
Cholesterin-Derivaten inhibiert. Dessen Translation wird durch verdehe andere Derivate
von Mevalonat inhibiert. Zudem fuhrt eine hohe intrazellulare KonzentratiorCholesterin
oder Mevalonat durch Ubiquitinierung zu einem verstarktem Abbau deG-GWA

Reduktase. Als letzter Regulationsmechanismus kann die HMG-CoA Redukiurch
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Abbildung 43: Zusammenfassung der Array-Ergebnisse der Cholesgrithesegene. Dargestellt ist
jeweils die Expression in der jeweiligen EAE-Phase Verhaltnis zu derjenigen der gesunden Tie
Standardabweichung. Die Standardabweichungen ergsible, sofern mehrere Sondensatze mit einem Gen
korrelierten.
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Phosphorylierungabgeschaltetwerden, wenn der ATP-Spiegel gering ist (Goldstein and
Brown, 1990). Die verringerte Expression der HMG-CoA Reduktase koneteialZeichen
fur eine erhohte intrazellulare Konzentration von Cholesterin-Denvated fur das
Wiederverwenden des Cholesterins aus den geschadigten Membranendsowidyelin
gewertet werden. Auf der anderen Seite konnte nattrlich diedmgung des Grol3teils der
aufgefuhrten Gene auch fur eine generelle und nachhaltigedi§echg der Cholesterin
synthetisierenden Zellen sprechen. Da aber z.B. die Gene fiMalegklle, die an dem
Transport von Cholesterin beteiligt sind, in der Mehrzahl nicht regubder sogar
aufreguliert sind, scheidet diese Erklarungsmoglichkeit eher aus.

Einschrankend zu erwéahnend ist, dass die meisten Gene auf Proteireshdiset werden,
was naturlich nicht durch die mMRNA-Daten deutlich wird.

Die Expression des Gens fur den LDL-Rezeptor (LDL-R) ist ma#teten Phase unverandert,
sinkt aber in der Remission und der chronischen Phase auf circaatite Hb. Die
Transkription dieses Gens wird ebenso wie die der HMG-CoA Redudltasb das SRE
reguliert. Durch die Prasenz von Cholesterin-Derivaten wird als&xjeession von LDL-R
ebenso wie die der HMG-CoA Reduktase inhibiert. Dies konnteralsaterer Beleg fir das
intrazellulare Vorhandensein von Cholesterin-Derivaten und dessmyclingwahrend der
EAE gesehen werden.

Die Expression von Genen fur die Neusynthese von Cholesterin nach der akuten Phase kénnt
auch deswegen verringert sein, weil das Cholesterin, das von den roatEmeZellen
freigesetzt worden war, von Astrozyten aufgenommen wird und von dsgsgaer fur die
Regeneration wieder zur Verfligung gestellt wird. Dadurch kénnténdse Neuronen und
Oligodendrozyten die sehr energieaufwendige Cholesterin-Neusyrghasen (Jurevics et
al., 2002; Pfrieger, 2003). Dafur sprache ein starkes Vorkommen von Chinkesten
wahrend der EAE in der Rickenmarksflissigkeit, die in gesunden Herguat wie gar nicht
vorkommen (Dietschy and Turley, 2004).

Darlber hinaus legt die sich tber den gesamten EAE-Verlauéakstrde Reduktion der
Expression der Gene der Cholesterin-Synthese nahe, dass die Ylangededie durch die
EAE bedingt sind, sehr lang anhaltend sind und deshalb nicht ausschliefiti den
Entziindungsreaktionen korrelieren. Sowohl in der Remission als auch relajgsierenden
Phase der EAE miuissten dementsprechend Stérungen bei der Membraodemund/
Myelinsynthese auftreten.

Dies wird bestatigt durch die kontinuierliche und signifikante Supjarestes Gens fir den
ATP-binding cassette, sub-family A membdABC A2-Transporter), ein Transportmolekiil
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fur Cholesterin und zudem ein Marker fur aktiv myelinisierende Oligtatezyten (Tanaka et
al., 2003). Seine Expression fallt stark bis zur akuten Phase ab undserhatnach wieder
leicht, ist allerdings in der Remission trotzdem signifikant mjgarals im ZNS von gesunden
Ratten. Uber seine Expression auf Endothelzellen der Bluthirnschtaie er zudem
generell zur Cholesterin-Homoostase im ZNS bei (Ohtsuki et28D4) - so dass die
Suppression dieses Gens ein Zeichen fir den Integritatsverlust derrilctinenke darstellen
konnte und damit einhergehend eine generelle Stérung des Cholestemnve&tsHls
wahrend der EAE andeutet. Moglicherweise konnte dann durch Gifaung der
Bluthirnschranke der Fettstoffwechsel im ZNS gestdrt werderdadi@rch Lipoproteine in
das ZNS gelangen koénnen, die normalerweise durch die BBB zurltegekserden. In
diese Richtung deutet auch eine Untersuchung, in der Meerschwei@ingesterin
bekamen, worauf sich die Cholesterin-Synthese im ZNS verringarg@hann et al., 2004).
Das vermehrte Diffundieren von Lipoproteinen in das ZNS durch die bashtigte
Bluthirnschranke ware dieser Logik folgend eine weitere midgli&rklarung fur die
Suppression der Cholesterin-Synthesegene in dieser Studie. Durch die €choldsterin-
Konzentration im Ruckenmark wahrend des untersuchten EAE-Verlaufs kaoiede
Hypothese bekraftigt werden. Neben der Diffusion von Lipoproteinen duectetikieBBB
ins ZNS konnte das Infiltrieren von Immunzellen, die Cholesterin enitMembranen mit
sich tragen, eine Quelle fur zusatzliche Cholesterin im entziindeten NS sei

In einer Expressionsstudie, in der das Expressionsprofil der dur&upifer-Chelat bildende
Verbindung Cuprizone ausgelésten Demyelinisierung d&orpus Callosumuntersucht
wurde, konnte ebenfalls eine Expressionserniedrigung der HMG-CoA Redukdfirend der
Demyelinisierung beobachtet werden; sie wurde in dem FalkialdKennzeichen fur den
Verlust von Myelin gewertet (Jurevics et al., 2002). Im Gegensatder MOG-induzierten
EAE von DA-Ratten kam es in der Studie zu einer Erholung der #M& Reduktase
Expression wahrend der Remyelinisierung nach der Absetzur@uipeszone Anhand dieser
Gegebenheiten scheint es mdglich, dass es in dem hier unterstignteadell nur zu einer
schwachen Remyelinisierung wéahrend der Remission kommt oder ddassendtigte
Cholesterin in der EAE im Unterschied zum Cuprizone-Modell nighnhovosynthetisiert
wird, sondern von anderen bereits erwahnten Quellen stammt.

Cholesterin ist ein Zwischenprodukt bei der Synthese von Steroid-Honmaree z.B.
Progesteron, Estradiol, Testosteron oder Ostrogen. Uber die Produktion texmid-S
Hormonen im ZNS ist wenig bekannt. Man weil} aber, dass Neuronen wzl&h in der
Lage sind, aus Cholesterin bzw. seinem Derivat Pregnenolon Progestersyrethetisieren,
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die zumindest in der Peripherie auerhalb des ZNS von Schwann-Zelleni@rodezden
und sowohl para- als auch autokrin die Remyelinisierung stimulieren kdBaglieu et al.,
2001). Ahnliches ware auch im ZNS bei Oligodendrozyten denkbar, so dagsritigere
Cholesterin-Synthese einen weiteren negativen Effekt auf die Ramiexing haben konnte.
Die systemische Applikation von Progesteron in Sprague-DawleyterRahatte
dementsprechend einen positiven Einfluss auf die RemyelinisierungNgaronen durch
Oligodendrozyten (Ibanez et al., 2004).\itro inhibierte Progesteron aufRerdem die durch
LPS induzierte Stickstoffmonoxid-Synthese von Mikrogliazellen (Lieb et al., 2003)

Die Gabe von Statinen, die die HMG-CoA Reduktase inhibieren, vertridge klinischen
Symptome der EAE (Youssef et al., 2002). Dabei konnte gezeigt weasndig Infiltration
von Tyl-Zellen und die MHC Klasse Il undHC class Il transactivatoExpression reduziert
wurde, die Aktivitat von CD40, CD80 wund CD86 und die Sekretion von
proinflammatorischen Substanzen (z.B. BHINAO oder IFN) inhibiert wurden und die
Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen induziert wurde (Stua.,e2004). Durch
die Gabe von L-Mevanolat, dem Endprodukt der durch die HMG-CoA Reduktase
katalysierten Reaktion, konnten die immun modulierenden Eigenschaften der tgihtieise
wieder neutralisiert werden. Statine verhindern zudem die Bildung Igoprenoid-
Intermediaten des  Cholesterin-Stoffwechsels, wie  Farnesylpymoipaios oder
Geranylgeranylpyrophosphat, die die Aktivitat von verschiedenen ibtitgin der Ras- oder
Rho-Proteinasen modulieren, die an der Zellteilung, -wanderung und —reiftgiggbsind
(Liao, 2002). Es gibt auch Statin-Wirkungen, die L-Mevanolat und damit auctestémh
unabhangig sind; so binden einige an das Integrin LFA-1, verhindern dadurch deskergBi
an ICAM-1 und verringern so direkt die Infiltration von Leukozyten insSAMWeitz-Schmidt

et al., 2001).

Die Frage, ob die Cholesterin senkende Wirkung der Statine eine Raklt bei der
Verbesserung der EAE-Symptome, ist aus den oben genannten Grinden ngthtigend
geklart. Wenn es aber so ware, kdonnte die Reduzierung der Chaol&stethese einen

protektiven Effekt haben.

lonenkanale, -transporter und Neurotransmitter-Metabolismus
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Die Transkripte, die mit Genen fur lonenkanéle, -transporter oder Meurotransmitter-
Metabolismus assoziiert sind, waren im Verlauf der EAE sehrogem reguliert. Wahrend
der akuten Phase waren alle herunterreguliert und in der Remissien Regel wieder auf
Ausgangsniveau exprimiert.

Dabei sind zwei Molekile bemerkenswert, damaptic vesicle glycoprotein 2Amd das
ProteinSolute carrier family 18, member 8a sie beide im Unterschied zu dem Rest dieser
Transkripte deutlich wahrend der Remission sogar im Vergleich aunden Tieren
aufreguliert waren. DaSynaptic vesicle glycoprotein 2& speziell in neuronalen Geweben
ein Regulator fur die Exozytose von synaptischen Vesikeln (Weynasid Gaines, 2004), bei
dem ProteinSolute carrier family 18, member &ler Vesicular acetylcholindransporter
handelt es sich um einen Transporter, der den Neurotransmittdylohodin in die
synaptischen Vesikel transportiert.

In der MBP-induzierten EAE von Lewis-Ratten wurden in einer dhaflicExpressionsstudie
ebenfalls die Gene fuBynapsin llund SNAP25neben anderen Genen flr synaptische
Proteine als herunterreguliert identifiziert (Nicot et al., 2083)in der MOG-Peptid
induzierten EAE von C57BL/6-Mausen waren u.a. auch die Gergofite carrier family 18,
member 3VAMP1, SNAP25und SNAP29in der akuten Phase supprimiert. Wahrend der
Remission erhodhte sich aber ihre Expression ebenso wie in demgeaden Studie wieder
(Carmody et al., 2002). Die Folgerungen waren, dass die verandeptes&on von
vesikularen Proteinen und veranderte Ausschittung von Kalzium-lonen und
Neurotransmittern eine gestorte Signalweiterleitung zur Folgperhand somit neben der
Demyelinisierung die Hauptgrtinde fir die klinischen Symptome darstellen kénnten.

Die stark erniedrigte Expression all dieser Gene wahrendkdegraPhase deutet auf axonale
bzw. neuronale Schadigungen hin, die durch die sehr homogene Expreagtdnigemg der
ZNS-spezifischen Gene in der akuten Phase bekraftigt werdéardiAbs ware es auch
maoglich, dass die Neuronen nicht geschadigt werden, sondern dass Biegpoiesion der
jeweiligen Moleklle aktiv unterdriicken. Entsprechend verhalt es sichdembeobachteten
Regulation wahrend der Remission, bei der auch zu untersuchen wére, ohalidu@ eine
aktive Aufregulation oder dadurch, dass sich die Neuronen im Ansanudie akute Phase

wieder erholen, eine starkere Expression zeigen.

Neuroregeneration in der EAE der DA-Ratte
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Im Verlauf der EAE kommt es neben der Schadigung der Myelirdahe&uch schon frih zu
neuronalen bzw. axonalen Schadigungen. Obwohl die Mdoglichkeiten des ENSzs
regenerieren gering sind, kommt es doch besonders in der friihen denaseankheit zu
einer Reparatur der Schaden; neben der Remyelinisierung spmwBseauch Axone erneut
aus oder Synapsen werden reorganisiert (Lie et al., 2004; Martino,. 200digser Studie
sind nicht nur Gene reguliert, die auf eine Schadigung von Neuronenglglen Zellen
hindeuten. Auch einige Gene sind differenziell reguliert, die im @dasenhang mit der
Regeneration von Axonen und Dendriten bzw. Neuronen stehen.

Die Expression von 39 Sondensatzen, die laut dem Online-Analyseprog@m#ifymetrix
NetAffxim Zusammenhang mit der Neuroregeneration bzw. dem axonaldmsitaicstehen,
sind in der vorliegenden Studie signifikant verandert. Ein Grol3teil dieseskripte (~75%)
ist in der akuten Phase supprimiert und wahrend der Remission a@regudihrend sich die
restlichen Gene spiegelbildlich dazu verhalten; das heil3t, das siker akuten Phase
aufreguliert und wéahrend der Remission herunterreguliert sind. Dieuld&ieg von
Molekdlen, die am Aufbau von Dendritenbdumen beteiligt sind, kénnte alseahen flur
verloren gegangenen synaptischen Input in der akuten Phase gewertet werden.

Die Funktion der regulierten Gene, die der Neuroregeneration hinzugereachiden, ist sehr
heterogen. Einige Molekulle férdern z.B. das Auswachsen von Axonen, wiSudiain
DeaminaseCypin oder Ninjurin 1, wahrend andere Molekile wie z.B. Versican deren
Wachstum eher inhibiert. Zur Verdeutlichung sind die Funktionen einigerafulierten
Molektle, die im Zusammenhang mit der Neuroregeneration stehen, in der Folgjestaifg
Die Guanin Deaminas@ypin wird im Hippokampus in Neuronen bei der Reifung induziert.
Eine Uberexpression dieses Enzyms bewirkt eine Vermehrung voarprirand sekundaren
Dendriten, wohingegen eine negative Mutation zur Folge hat, dasgewrebiendriten
gebildet werden (Akum et al., 2004). Beianin Deaminasbindet an Tubulin-Heterodimere
und fordert die Aggregation von Mikrotubuli. Die erhdhte Expression dieses Gens kisonte a
zur Restrukturierung der Neurone bei der Regeneration beitragen uitddsanverlust von
synaptischem Input in der akuten Phase der EAE bestatigen.

Das in der akuten Phase aufregulierte, extrazellulare Mjtkiaprotein Tenascin Cwird
hauptséachlich im ZNS von Astrozyten exprimiert (Steindler etl@05) und hat neben der
Forderung des Auswachsens von Neuriten (Tucker, 2001) eine negative §Vakbirdie
Proliferation von T-Zellen und die Zell-Zelladh&sion; es fordert auf daer@n Seite aber das
Rolling von Lymphozyten (Kuznetsova and Roberts, 2004) — Tenascin C, das bsswaule
Entzindungsreizen induziert wird, ist also in der Lage, das Vemhathe T-Zellen zu
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modulieren (Kuznetsova and Roberts, 2004) und zur Regeneration der Neurarnedpeiz

Es ist auch in der MOG-Peptid induzierten EAE von C57BIl/6-Mauseegulfert (Carmody

et al., 2002).

Bei Chondroitin Sulfate Proteoglycan RVersican), das ebenfalls in der akuten Phase
aufreguliert ist, handelt es sich um ein von Oligodendrozyten prodegiexktrazellulares
Matrixprotein (Asher et al., 2002), dessen Expression mit der Mgieliung verknupft ist
(Bignami et al., 1993). Seine einzige bekannte Funktion ist die Hemmung des Wechion
Axonen. Das Expressionsprofil voRibrillin-1, ebenfalls ein neurales Strukturmolekil
(Carmody et al., 2002), sieht sehr ahnlich aus — ebens®&/evscanwurde seine erhohte
Expression in der EAE als ein Zeichen daflr gesehen, dass derhalhtbzw. der
Wiederaufbau von neuralen Strukturen ein wichtiger Mechanismus geardien der durch
die Entzindung verursachten Schadigungen darstellt (Carmody et al., 2002).

Ninjurin 1 (nerve injury-induced Protein), das in der MOG-Peptid induziertei Eé&n
C57Bl/6-Méausen ahnlich aufreguliert war wie in der vorliegenden &t(@armody et al.,
2002), ist ein Adhasionsmolekil, das in Neuronen und Oligodendrozyten nacteMegbat
aufreguliert ist. Es fordert Bildung und Wachstum von Neuriten, inderdees Kontakt
zwischen Neuronen und Oligodendrozyten stabilisiert (Kubo et al., 2002).

Unter den in der akuten Phasen herunterregulierten Genen befindé&asiculation and
elongation proteinzeta-l (Fezl), das in sich entwickelnden Neuronen exprimiert wird und
durch die Interaktion mit dem ProteiDisruptedin-Schizophrenia 1 (DISC1), einem
intrazellularen Transportprotein, auf noch unbekannte Weise zum WatgbeeAxonen
beitragt (Honda et al., 2004). Eine Herunterregulation Wenl wahrend der akuten Phase
konnte zumindest die axonale Regeneration verringern, die dd®81 bedingt ist. Es
scheint also, dass die Herunterregulation Fem1besonders wahrend der akuten Phase, aber
auch in den spateren Phasen der EAE der neuronalen Regeneration entgegenwirkt.

Die Calcium/calmodulin-dependent Protein kinasg@laMKIl), deren gamma-Untereinheit
in der akuten Phase der EAE herunterreguliert ist, ist eineomader Protein-Kinase, die
besonders stark in Neuronen exprimiert und durch einen Anstieg derelhii@en
Kalziumkonzentration aktiviert wird. Sie moduliert z.B. die SyntheseN@utrotransmittern
oder die Funktionen von Neurotransmitter-Rezeptoren und lonenkanalen (Colbran, 2004). D
Reduktion der CaMK#-Expression konnte also ein Zeichen dafiir sein, dass die neuronale
Signalaktivitdt wahrend der EAE reduziert wird. Auf der andereteSsi eine vermehrte
Aktivitat der CaMKIl eine Hauptursache fir neuronale Schaden upétiologischen

Bedingungen, und die Inhibition dieser Kinase fihrte zu einer ProtektiorNel@ronen
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gegenuber der Beta-Amyloid induzierten Apoptose, die bei der Entstelomnglzheimer
eine Rolle spielt und deren Mechanismus noch weitestgehend unklar isty idiee
Aktivitaten der Kaspasen-2 und -3 erniedrigt werden (Lin et al., 2004hebBtsprechend
konnte die erniedrigte Expression von CaMKIl vielleicht auch eingmut@ vor Apoptose
darstellen.

Der Endothelin receptor type Bt in der akuten Phase herunterreguliert und in der Remission
anschlieBend sogar im Vergleich zu gesunden Tieren aufreghiiéehandelt sich dabei um
einen 7-Transmembranrezeptor (Paglinawan et al., 2003), der imvdiN®&strozyten und
Neuronen produziert werden kann und bei zerebralen Verletzungen — ebersoniliigand
Endothelin 3 - aufreguliert ist (Lee et al., 2003; Rogers et al., 2083yirel vermutet, dass er
zu der Transformation von Astrozyten zu reaktiven Astrozyten beiti2ig Gabe eines
Antagonisten deg&ndothelin receptor type Berringerte die Anzahl reaktiver Astrozyten.
Neben dieser fir das ZNS negativen Wirkung wurde aber auch ipublidass dieser
Rezeptor fur die Migration von neuronalen Vorlauferzellen zumindestiziBales ZNS in
der Peripherie notwendig ist (Lee et al., 2003). Zur EinschatzungBddeutung der
Regulation dieses Molekul wéare es notwendig zu wissen, welchenl femteils Astrozyten
und Neuronen daran haben — um dies festzustellen, béte sich entweden énsstu-
Hybridisierung oder auf Proteinebene die Durchfiihrung einer Immunhistachem
Neuronatin, dessen Expression in der akuten Phase erniedrigt war, wird von Neuronen
exprimiert. Uber seine Funktion ist bisher wenig bekannt, auReresass Regulator fiir
lonenkanéle wahrend der Gehirn-Entwicklung sein kdnnte. Seine besaadeesEscpression
im Gehirn von Foten sowie Neugeborenen deutet jedoch an, dass es autiwitikllhg des
Nervensystems beeinflusst (Dou and Joseph, 1996). Die Transfektion von Heh2¥len
1.9), die kein Neuronatin exprimieren, mit einem ExpressionskonstrukiNéironatin
verringert die Empfindlichkeit dieser Zellen gegeniber den ifieligNigericin, Rotenone
und Valinomycindeutlich. Dies weist auf einen neuroprotektiven Effekt dieses Madkiil
(Zheng et al., 2002).

Im ZNS ist das Gen flcifeguard (FAS apoptotic inhibitory molecule 2; homolog zu neural
membrane protein 35 (NMP35)) in allen untersuchten EAE-Phasen niegkjg@niert als in
gesunden Tieren. Dieser hauptsachlich in Neuronen exprimiertegotiache Faktor bindet
spezifisch an FAS und verhindert die durch FasL-ausgeloste Apoptose, ehingedhktion
von FAS mit dem FasL und dessen Rekrutierung von FADD zu verhinderndiiodwet al.,
2002). Da die einzige bisher bekannte Funktion Mibeguard die Protektion von Neuronen
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vor der Apoptose ist, durfte die Herunterregulation dieses Gens wdtlez EAE Neurone
empfindlicher fir die Induktion der Apoptose machen.

In einer ahnlichen Studie, in der die Expressionsveranderungen wahreMOD@&Peptid
induzierten EAE von C57BIl/6-Mausen untersucht wurden, wurde die Aufregulsbn
Ninjurin-1, Tenascin-CVersicansowieFibrillin-1 besonders in der akuten Phase, aber auch
wahrend der Remission bestatigt und als Antwort des ZNS gewarte die durch die
Entziindung bedingten Schaden zu beheben (Carmody et al., 2002).

Einige der aufregulierten Gene wie z.Bypin Tenascin Coder Versican die im
Zusammenhang mit Neuroregeneration stehen, oder die Suppressiobmigreinheit der
CaMKIl deuten daraufhin, dass dieser Prozess bereits in der dktese eingeleitet wird.
Auf der anderen Seite sind Molekile, wie zLEfeguard oderNeuronatinherunterreguliert,
von denen u.a. bekannt ist, dass sie einen neuroprotektiven Charakter habend@bhddie
Expressionserniedrigung reduzierte antiapoptotische Wirkung eirte §wnélt, oder ob wie
z.B. im Fall von Neuronatin dessen Einfluss auf die lonenkanéle vonrgrdRedeutung ist,
ware noch zu klaren.

Es lasst sich kaum ein genereller Trend beziglich der ExpregsiomMolektlen, die im
Zusammenhang mit der neuronalen Regeneration stehen, ausschlieffiahd ader
vorliegenden Expressionsdaten treffen. Es ist aber trotzdem erwalemendass sich das
Expressionsmuster der beteiligten Molekile schon beginnend mit desnaRliase stark
verandert, woraus sich ableiten lasst, dass regenerative Rropesden Vorgangen wahrend
der EAE stark beeinflusst werden.

Proteindegradation und Antigenprasentation in der MOG-induzierten EAE

Die Proteasomen sind hochselektive, im Zytoplasma und im Zellkern isiekid
Proteinasekomplexe. Sie bestehen aus zwei komplexen Teilkomponenteryliddnszhen
20S Kernpartikel (oder auch 20S Proteasom) sowie einem 19S CielPder an die Enden
des 20S Kernpartikels andockt. Es hat sich herausgestellt, dassotEss®n essentiell fur
das Leben der Zelle ist und die Aufgabe hat, eine Vielzahl voteiRen auf bestimmte
Signale hin abzubauen. Dieser dann eintretende Proteinabbau ist furZetle
lebensnotwendig. So werden auf bestimmte Signale hin metabolisaiEyme,
Transkriptionsfaktoren oder auch den Zellzyklus regulierende Promen&ykline, CDK-

Inhibitoren oder Zellzyklusregulatoren abgebaut.
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Diese Funktionen machen das Proteasom zu einem zentralen Soneltealb der Zelle. Als
dieser und insbesondere auch wegen seiner Funktionen im Zellzyklus wikdadaasom als
ein maogliches Zielmolekul fir die Therapie verschiedener Kratdimeu.a. des Krebses,
angesehen.

Viele autoimmune, entziindliche Prozesse hangen direkt oder indirekt vakidetat des
Proteasoms ab. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Generierungtidriganden fir
die Prasentation von Antigenen auf MHC Klasse I-Molekilen. ZudenagstProteasom fir
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors MB- notwendig, der sehr viele
proinflammatorische Gene reguliert. Die Inhibierung des Proteasesnsngerte den
proteolytischen Abbau des ubiquitinierten NB- Inhibitors kB, wodurch es zu einer
geringeren Expression von NiB-induzierten Genen kommt (Read et al.,, 1995). Die
Inhibierung des Proteasoms hatte einen positiven Einfluss auf ddauiVeler PLP-
induzierten EAE von SJL/J-Mausen und Lewis-Ratten (Hosseini é2(dll,; Vanderlugt et
al., 2000).

Eine groRe Anzahl von Molekilen, die im Zusammenhang mit dem Proteinalipamein
bzw. speziell mit dem Proteasom stehen, waren besonders in der Bkatem der EAE
aufreguliert. In der Remission kam es dann bei einem Groliteilr di&sppe zu einer
Verminderung der Expression. In der relapsierenden Phase istreledt Zwar wegen der
Heterogenitat der Hybridisierungen geringer, aber ein erndutstieg der Expression von
Genen, die mit der Proteindegradation zusammenhangen, ist in diesee Rach der
Remission trotzdem auffallend.

Besonders auffallend ist die verstarkte Expression von BestandteBe20S Proteasoms, die
nur in den Immunproteasomen vorkommen (LMP2 und LMP7) sowieadeund f-
Untereinheiten des Proteasomaktivators (Psme oder PA28). Dielskilé werden durch
Zytokine wie IFN induziert und fihren zu einer effizienten Antigenprozessierung &ir di
Prasentation von viralen Peptiden auf MHC Klasse I-Molekulen (kébetnd Ossendorp,
2004). Neben Molekilen, die grofdtenteils eine Rolle bei der Prasentatioendogenen
Antigenen auf MHC Klasse I-Molekulen spielen, sind viele Proteasdreguliert, die in
Endo- und Lysosomen hauptsachlich exogene Antigene fir die PrasentéhtMHR@ Klasse
[I-Molekilen prozessieren. Darunter befinden sich auch die Cathepsimelenen eine grofl3e
Anzahl, aber besonders Cathepsin C und Y, die von Immunzellen produzidgnw&ie
wurden im Verlauf der EAE signifikant aufreguliert. Dies sprictunachst fir einen
verstarkten Proteinabbau und damit verbunden wohl auch fir eine verstibhaée
Prasentation von Antigenen durch professionelle antigenprésentiererefe (A8IC) im ZNS
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wahrend der akuten und spater wahrend der relapsierenden Phase dBeEHARuptteil der
APCs stammt dabei aus der Peripherie und dringt erst wahreid\8en das ZNS ein. Aber
auch die residenten Mikroglia prasentieren nach Aktivierung im geal@mfang Antigene
auf MHC-Klasse II-Molekiilen (Juedes and Ruddle, 2001).

Die erhthte Expression von Genen der Cathepsin-Familie wahrend dezw/&AE wurde
bereits in einigen Publikationen gezeigt. Die Cathepsine C, D, H undd&mwsowohl in der
MOG-Peptid-induzierten EAE von C57BI/6-Mausen (Ibrahim et al., 2001awath bei der
spontanen EAE von MBP-Acl-11-spezifischen T-Zellrezeptor transgeneBl/6GBausen
(Matejuk et al., 2003) stark aufreguliert gefunden. Komponenten des $tnoigadie in der
vorliegenden Untersuchung reguliert waren, wurden in anderen Studiefallbeeguliert
gefunden. Die Gene flRroteasome subunit, beta type, 8 (Psmb8), Proteasome subunit, beta
type 9 (Psmb9), Protease 28 subunit alpbgsomal-associated Protein &nd Interferony
inducible protein 30vurden z.B. in der MOG-Peptid-induzierten EAE von C57BI/6-Méausen
als hochreguliert bewertet (Ibrahim et al., 2001).

Die Aufregulation von MHC Klasse I-Transkripten ist nicht nur aué dixpression
infiltrierender Zellen, sondern auf die durch das proinflammatorisbhikeu stark
aufregulierte MHC-Klasse I-Expression von ZNS residenten Zaletckzufihren. Neben
der Expression von MHC-Molekiilen ist erwahnenswert, dass das Gehratesporter 1,
ATP-binding cassette, sub-family B (TARWUJreguliert ist. Bei TAP handelt es sich um einen
ABC-Transporter, dessen Funktion es ist, hauptsachlich endogene Peptidiasi
Endoplasmatische Retikulum zu transportieren, damit sie dort auf KiekSe I-Molekule
geladen werden kénnen.

Der Anstieg der Expression von Protein abbauenden Enzymen im ZNB idinweis flr
eine verstarkte Aktivierung von Immunzellen durch eine vermehrteefei®on von
Antigenen sowie fur eine vermehrte Transkription von proinflammatoers, NF«B-
induzierten Genen. In der Remission vermindert sich im Vergleish akuten und
relapsierenden Phase die Anzahl dieser Transkripte — ein Indizirfér verminderte
Aktivierung bzw. Anwesenheit von Immunzellen im ZNS wéahrend der Remission.

Im Gegensatz dazu steht das Enzyniquitin carboxy terminal Hydrolase-L1 (UCH-L1das
spezifisch in Neuronen das Ubiquitin nach dem Abbau des Zielproteierisersgyt (Larsen et
al., 1998). UCH-L1 ist Uber den gesamten untersuchten Verlauf der EAE signifikant
herunterreguliert, was gegen einen vermehrten Proteinabbau spricht, edtegdnerierung
von Ubiquitin-Monomeren ist unerlasslich fir den kontinuierlichen Proteinabdbech das
Proteasom. Ebenfalls herunterreguliert ist das neuronenspezifitale&il Neural F box

126



Diskussion

protein NFB42 das an der Ubiquitinierung von Proteinen beteiligt ist (Erhardt.£1998).
Dessen Expressionsabnahme bedeutet ebenso wie die von UCH-LHed&®teinabbau

eingeschrankt sein kénnte.

Dendritische Zellen in der EAE

Das ZNS gilt als immun privilegierter Raum. So ist beispielse die Expression von MHC-
Klasse Il Molektlen minimal (Waldburger et al., 2001). Zudem kdnnen Immuoget z.B.
durch die Bluthirnschranke oder die konstitutive Expression vonpT&iwie des FasL
unterdriickt werden (Bechmann et al., 2002; Wilbanks and Streilein, 1992). Inog&hbén
Situationen werden MHC-Klasse II- und kostimulatorische Molekilehaim ZNS
exprimiert, was daraufhin deutet, dass es auch dort zu einer lokategenprasentation
durch ZNS-Mikroglia und infiltrierende professionelle antigenpréise=nde Zellen kommen
kann. 1996 wurde erstmals ein DC-spezifisches Antigen (OX62) im ¥0IS Ratten
gefunden, die an EAE erkrankt waren (Matyszak and Perry, 1996). Spateerkanich bei
SJL- und C57BI/6-Méausen DCs im ZNS mittels Immunhistochemie od&SH-arbung
nachgewiesen werden, bei denen mit PLP bzw. MOG-Peptid EAE indumeden war
(Serafini et al., 2000; Suter et al., 2000). In den beiden Tiermodetigrdg Infiltration von
DCs derjenigen von T-Zellen und dem Krankheitsbeginn voran. Es wurden wagdas
spekuliert, dass dendritische Zellen zumindest in diesen beiden Krankbeéllen eine
Schlisselrolle bei der Initiierung der EAE innehaben koénnten (Serafinj 20a0).

Die vorliegenden Daten deuten die Prasenz von DCs im ZNS in d& Mduzierten EAE
von DA-Ratten an. Denn unter den am starksten regulierten Tranekdpgser Studie
befinden sich einige Gene, die fur Dendritische Zellen spezifisoth. $-Gr die DC-
spezifischen Oberflachenantigene CD11c und OX62 befinden sich leiderSmaen, auf
den benutzten Microchips, so dass Uber dessen Regulation keine Aussagehtgeerden
konnten.

In der DA-Ratte sind DC-assoziierte Gene besonders starkemdiloler akuten Phase
hochreguliert, was vermuten lasst, dass sie eine wichtige Funktion bei denlgkailierung
von Effektorzellen haben konnten. In dieser Phase war auch das Chemok2@ Giher
MIP-3a) 21-fach aufreguliert. CCL20 bewirkt eine Rekrutierung von DCormEyrs in
entziindete Gewebe (Serafini et al., 2000); in der Remission somieldgsierenden Phase

der EAE war CCL20 im Vergleich zu gesunden Tieren nicht mehr reguliert.
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Im Anschluss an die akute Phase kam es in der Remission zu dinahme der DC-
assoziierten Transkripte. Eine Verringerung der Zahl der DCRiilckenmark kdnnte ein
wichtiger Faktor fur die gleichzeitig auftretende Verringey der Zahl der Effektorzellen im
ZNS sein. Im weiteren Verlauf der EAE kam es wieder zurelgiehten Erhdhung der
Expression von DC-spezifischen Genen im ZNS.

Dass die im ZNS wahrend der EAE auftretenden DCs nicht die Banktben, naive T-
Zellen zu aktivieren, sondern im Gegenteil die Funktionen von aktivier@égll@n im ZNS
zu unterdriicken, wurde bereits aufgrund von Ergebnissen aus der MOG-iRdptierten
EAE von C57BI/6-Mausen vermutet. Die Dendritische Zellen im Zldfseh einen unreifen
Phanotyp und verringertem vitro die Proliferation von aktivierten T-Zellen durch die
Sekretion von TG, IL10 und Trail (Suter et al., 2003).

Bei dem Molekiul GPNMB handelt es sich um glykosiliertes Tramsbmanprotein, dessen
Expression bisher in Dendritischen Zellen (Ahn et al., 2002) und in st&siven
Melanomzellen nachgewiesen wurde (Weterman et al.,, 1995). DBA#23eéV die eine
dominant negative Mutation von GPNMB haben, entwickeln eine Form von
Pigmentglaukomen, die dem humanen Pigmentdispersionssyndrom &ahnlich siret &\,
2003). Es wird vermutet, dass die Pigmentablagerung in den Augen d@¢2D@&urch eine
Immundysfunktion bedingt ist. Da Leukozyten, Neutrophile sowie mononukleden Zsdi
diesen Mausen im Auge gefunden wurden, kdnnte GPNMB bei der Aufieaitteg des
Immunprivilegs im Auge eine Rolle spielen. Eine &hnliche Rolige bei entzindlichen
ZNS-Erkrankungen denkbar.

DORA (IGSF6) ist ebenso ein Transmembranprotein, das hauptsachlichraifen CD11+
DCs exprimiert und nach der Ligation von CD40 herunterreguliert \Badeg et al., 1998).
Es wird spekuliert, dass es an der Aufnahme von Antigenen in die D@s cdengn Homing
und Zirkulation beteiligt ist (King et al., 2003).

Durch die erstmals beschriebene Aufregulation von GPNMB und DORAri&AE ergeben
die vorliegenden Daten somit interessante Ansatzpunkte fur zukiUnftigeslsttengen zur

Klarung der genauen Rolle dieser Molekdle fir die DCs wahrend der EAE.

Die Rolle von TGH in der MOG-induzierten EAE von DA-Ratten

TGR ist ein Zytokin mit ausgepragt immunsuppressiven Wirkungen, spigthedeutende
Rolle bei der der Regulation von Autoimmunvorgangen und ist deswegen l@in se
interessantes Target fur die Therapie von Autoimmunkrankheitenir&Esan einer Vielzahl
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von Zellen freigesetzt — u.a. auch Immunzellen wie T-Zellen und Makgephand wirkt
hauptséachlich Uber die Typ | und Il TERezeptoren, die in fast allen Geweben exprimiert
werden (Prud’homme and Piccirillo, 2000). Neben der Apoptose von Effektorzéhd die
verstarkte Sekretion von T@Fdas u.a. die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
wie z.B. von IFN oder LT/TNF verringert, als ein wichtiger Faktor fur die
Herunterregulation der EAE im Anschluss an die akute Phase edegeg¢Karpus and
Swanborg, 1991). Die systemische Gabe von @G¥r in der Lage, die klinischen
Symptome von verschiedenen EAE-Modellen zu verringern (Johns et al.,Ki9@yjlla et

al., 1991; Racke et al., 1991).

In der vorliegenden Studie kommt es zu keiner signifikanten Verandetangl G-
Expression im Verlaufe der EAE — in der akuten und der relapsierePdase ist seine
Expression insignifikant héher als im Rickenmark von gesunden TierenwDiebestatigt
durch eine RNA-Expressionsstudie aus dem Jahr 1996, in dgf MGENS der DA-Ratte
wahrend der MBP-induzierten EAE gar nicht produziert worden war. LU2wwis-Ratte
unterscheidet sich dabei von der DA-Ratte, da es bei ihnen wahreReméssion zu einer
Aufregulation von TGB kam. In diesem Kontext wurde dahingehend spekuliert, dass die
fehlende Induktion von T@Fwéhrend der EAE ein Grund fur hohe Anfalligkeit der DA-
Ratten ware (Issazadeh et al., 1996).

Diejenigen Gene, die eine Funktion innerhalb des FSignalwegs besitzen, sind in der
vorliegenden Studie nicht sonderlich stark reguliert. Von den bekannterrdaR#m TGP
induzierten Genen werden nur dBtasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1und der
Transforming growth factor-beta -induced factor (TGHEiynifikant in zumindest einer der
untersuchten Phasen aufreguliert. Bei Smad6 zeigt nur einer von ondersatzen eine
starke, aber insignifikante Verstarkung der Expression — Sn&tddber den gesamten
untersuchten EAE-Verlauf im Riuckenmark etwas weniger exprimiebeaigesunden Tieren.
Beide Gene werden durch T@kduziert — bei einer starken Sekretion von PGFare es
also zu erwarten gewesen, dass beide Molekile aufreguliert waren.

Die Gene, deren Expression laut anderer Publikationen durcip §€temmt wird, sind in
dieser Studie kaum supprimiert. Ledigli€dadherin 1wird im Verlauf der EAE leicht
supprimiert. Dabei handelt es sich um eifi"@bhangiges interzellulares Adhasionsmolekill,
das bei der embryonalen Entwicklung des Gehirns bei Mausen von BedestitiMatsunami
and Takeichi, 1995). Ansonsten durch P3fehemmte Gene sind entweder nicht supprimiert

oder wie die ZellzyklusregulatorenMycundCyclin A2sogar induziert.
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Die laut Literatur aufregulierten Gene lassen sich im Gedgerzsi den supprimierten auch in
der vorliegenden Studie wiederfinden. Die Regulation ungefahr einggel$ der
identifizierten Gene tendiert in der vorliegenden Studie in diehlgeRichtung wie in den
Expressionsstudien, die die TEF-abhangige Regulation der betreffenden Gene
charakterisiert hat. AuRer Smad7 ist nur ein weiteres diesee @icht induziert, sondern
supprimiert. Dabei handelt es sich um den Transkriptionsfaktore binding factor, runt
domain, alpha subunit (CBFA2Jer fur die Entwicklung von erythrogenen und lymphoiden
Vorlauferzellen von Bedeutung ist (Westendorf and Hiebert, 1999).

Weder mehrere Molekiile des TEBignalwegs noch ein grol3erer Anteil der Gene, von
denen bekannt ist, dass ihre Expression durchpT@Bguliert wird, zeigen eine deutliche
Veranderung ihrer Expression in irgendeiner der untersuchten Kitsgttesen. Die
Expressionswerte der inhibitorischen Smads 6 und 7, die als Mal3 f8té&diee und Dauer
der TGHPB-Signalgebung gesehen werden kénnen (Miyazawa et al., 2002), legen hieht na
dass im ZNS der EAE-Tiere eine verstarkte Peatgnaltransduktion stattfindet.

Der auf den ersten Blick Uberraschende Befund der geringendieguller Gene des TBF

Systems lasst verschiedene Interpretationen zu:

1. Die Expressionsstudien, aus denen die Liste der durclp T&jlierten Gene extrahiert
wurde, wurden mit epidermalen Zellen durchgefihrt — einem Zelltypind&NS nicht
vorkommt. Da die Expressionsstudien mit den Epithzellkulturen die umfahgien
waren, die zu finden waren, wurden sie aber trotzdem fir diesen Vergleich verwende

2. Die zellulare Zusammensetzung des EAE-ZNS unterscheidét sigrch die
infiltrierenden und die zugrunde gehenden Zellen wesentlich vom gesunden ZNS.
Dadurch kénnte die Suppression von Genen durch@Fdeckt werden.

3. Die erwarteten durch T@Fvermittelte Regulation kénnten sich weniger auf RNA-Ebene
abspielen als auf Proteinebene.

4. Die grolRe Anfalligkeit von DA-Ratten fur die EAE konnte daraufiuzkzufihren sein,
dass bei ihnen die Herunterregulation von Entzindungen durchp Tg&rerell
eingeschrankt ist (Issazadeh et al., 1996; Lukic et al., 2001).

B-Zellen in der MOG-induzierten EAE von DA-Ratten

Die von T-Zellen vermittelte Immunitat beherrschte urspringtiolh Studien Uber die
Pathogenese der MS bzw. EAE. Jedoch geriet die Rolle der humbratamitat bei der
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Entstehung und dem Fortbestand von L&asionen starker in den Vordergrund. SozaBrden
einer Vielzahl von MS-Patienten Anti-Myelin Antikérper produziereBdg€ellen gefunden
(Genain et al., 1999; Lolli et al., 1991). Der Austausch des Plasmasbkammigen MS-
Patienten zu einer Verbesserung der Krankheit fuhren (KieaegrHartung, 2003). Die
Gabe von anti-MOG Antikdrpern induzierte Demyelinisierungen in dePMBluzierten
EAE von Lewis-Ratten, bei der es normalerweise nicht zu éweenyelinisierung kommt
(Linington et al., 1992). Die MOG-induzierte EAE der DA-Rattehkret sich unter anderem
durch Entstehung von Antikdrper-vermittelten demyelinisierten Typ &#idnen aus
(Adelmann et al., 1995; Johns et al., 1995).

Kirzlich wurde beschrieben, dass es wahrend der EAE und MS zur dwsbilvon
sogenannten tertiaren Lymphfollikeln innerhalb der Hirnhaut kommivUEde postuliert, das
in derartigen Lymphfollikeln pathologische B-Zellantworten ausgealdst aufrechterhalten
werden konnen (Magliozzi et al., 2004; Serafini et al., 2004). Die MoleRAEF und
CXCL13 sind in der vorliegenden Studie laut Microarray-ExpressionsstundieRealTime-
PCR aufreguliert. CXCL13 wird besonders von follikularen DendritischadleZ exprimiert
und fordert dasHoming von B-Zellen in Lymphgewebe; BAFF, das von Makrophagen,
Monozyten und DCs exprimiert wird, ist ein antiapoptotischer und kostionideher Faktor
fur B-Zellen dessen Uberproduktion zu spontanen Autoimmunkrankheiten fiihrt givlatk
al., 1999). In verschiedenen relapsierenden EAE-Modellen sind diese Moligkutie
Funktion der bereits erwahnten tertiaren Lymphfollikel wichtig (Megi et al., 2004). Die
erhohte Expression dieser Moleklile konnte also zur Akkumulation von B-Zatien
Ruckenmark und zum Unterhalt der Immunreaktionen beitragen.

Uberraschenderweise konnte anhand der Expression von B-Zell-spezifisGenen,
besonders von Immunglobulinen, nicht belegt werden, dass sich im VeéelaBAE im ZNS
mehr B-Zellen befinden als bei gesunden Tieren. Einzig die erh&kpeedsSion von
Syndecan-1CD138) deutet auf eine Prasenz von B-Zellen im RiuckenmariShindecarl
wird sowohl von Pra-B-Zellen als auch von Antikérper-produzierenden Piafisra
exprimiert (Sanderson et al., 1989).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie fanden Camdodollegen in
der MOG-Peptid (AS 38-50) induzierten EAE von C57BIl/6-Mausen eine starke Alz#tieg
vieler Immunglobulin-Gene wahrend der akuten Phase und besonders wahrBeddsion
(Tabelle 29) (Carmody et al.,, 2002). In dieser Studie wurden eberA&{snetrix
Mikroarrays verwendet, und die Prasenz von Antikdrper-produzierenden &iZellirde

mittels Immunhistochemie gezeigt.
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Immunglobuline | UniGene Code gesund akut Remissjon
Igh-VDJ-2F7 X94418 0 0 389,09
Igh-V AF036736 0,29 0,88 13,42
Igh-V L33943 0 1 5,93
Igh-V L33943 0,41 1 5,93
Igh-V U10410 0,50 0,78| 5,42
Igh-V L33952 0,39 1 1,82
Igh-V AF025445 0,33 1 6,28
Igh-V U55576 0,19 1 8
Igk-V28 M18237 0,16 1 6,25
Igh-V186.2 AF065324 0,58 1 3,02
Igh-Ca J0045 0,33 1 12,58
Igh-Cg2b X67210 0,43 1 6,34
Igh-Cgl V00793 0 0 69,86
Ig-J M90766 0,79 1 3,28
Igk-C M80423 0 1 7,8
Igk-V AB017349 0,71 1 3,49
Igk-V U19315 0,67 1 2,44
Igh-VDJ-1F6 U62386 0,46 1 5,21
Igh-VII H8 X02463 0,56 1 2,30
Igh-VII H17 X02466 0,73 1 4,10

Tabelle 29: Zusammenfassung der aufregulierten ImmunglobulinéGa der akuten Phase und der Remission
in der MOG-Peptid-induzierten EAE von C57BI/6-Méanggeandert nach (Carmody et al., 2002)). Dardestel
sind die gegen den jeweilige Median-Wert normatisie Expressionswerte, die mit der Maus-Chip-Skt&
U74 bestimmt worden sind.

In der MOG-induzierten EAE von DA-Ratten haben Antikérper eine bedeutende Raller be
Demyelinisierung haben (Storch et al., 1998). Bei der MOG-Peptid-exdezi EAE von
C57BIl/6-Méausen sollen Antikorper bzw. B-Zellen dagegen nicht wesendichder
Lasionspathogenese beteiligt sein. So zeigen B-Zell-defiziesit8I(B-Mause eine ,normal”
verlaufende Form der EAE, die zudem auch Demyelinisierungen atfigémstrom et al.,
1998). Carmodyet al. folgern aus der starken Aufregulation von B-Zellgenen wéahrend der
Remission, dass die Antikérper entweder an der Erholung betsiligt — z.B. durch
Erleichterung der Phagozytose von Effektorzellen - oder dasgsit ein Anzeichen fur
einen Wechsel von einer Thl- zu einer Th2-Zytokinantwort wéhrend deis&en sind
(Carmody et al., 2002).

Dass B-Zellgene wahrend der EAE der DA-Ratten nicht im w&tsté Mald innerhalb des
ZNS zu finden waren, obwohl per ELISA anti-MOG-Antikorper im Sertestgestellt
wurden, kénnte dadurch erklart werden, dass sie aul3erhalb des ZNS ptodomen sind
(z.B. in den Lymphknoten nahe am Injektionsort des Immunsierungsreagenz)oibasden
von MOG-Antikdrpern bedeutet Ubrigens nicht automatisch, dass es auch iRdrpgert
bedingten Demylinisierungen kommt, da auch Patienten ohne eine dasigednde
Erkrankung einen hohen anti-MOG-Antikdrpertiter haben kénnen. Das Epitam dag die
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MOG-Antikorper gerichtet sind, ist von entscheidender Bedeutung fiDelmyelinisierung
— so scheint es, dass eher Antikorper gegen diskontinuierliche, koritoretiet MOG-
Epitope bei Primaten demyelinisierend wirken als diejenigen gkgetinuierliche, lineare
Epitope (Mathey et al., 2004).

Die Rolle der hohen BAFF- und CXCL13-Expression im vorliegenden E&Hell ist noch
unklar. Eine Mdglichkeit diese naher zu bestimmen, ware eine funkéoAekschaltung

dieser Molekile z.B. durch Antikdrper

Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) in der EAE

Das am starksten in der EAE aufregulierte Gen dieser Swatliedasjenige fur SLPI, das
besonders in der akuten Phase, aber auch in den anderen Phasen imhveugigEsunden
Tieren sehr stark Uberexprimiert war. Bei ihm handelt es gmohein 11,7 kDa grol3es
sezerniertes Molekul, das von Astrozyten, Neuronen, Epithelzellen, Nelgropind
Makrophagen produziert wird (Wang et al., 2003). Neben der Hemmung v&ingsetn, die
von verschiedenen aktivierten Leukozyten produziert werden und eine bedeRtdledals
Effektormolekiile in der EAE spielen, hat es noch andere Eigenschafte z.B. die
Verhinderung der Aktivierung von N&B, indem es den proteolytischen Abbau vaiB |
inhibiert, wobei der Mechanismus dafir noch nicht ausreichend bekarfudsin besitzt es
antimikrobielle Wirkungen gegen Bakterien, Pilzen und einigen Viren kM-1 oder
Influenza A (Hiemstra, 2002). SLPI kann an das Proteanamblasebinden, das die
Bewegung von Phospholipiden innerhalb der Zellmembran beeinflusst. Es pastidiert,
dass die Membran durch diese Bindung stabilisiert wird, wodurch zsBEaringen von
HIV-1 in die Zelle verhindert wird (Tseng and Tseng, 2000).

Es ist bekannt, dass die Expression von SLPI in Astrozyten und Neuronkeneimac
Ischamie induziert wird und dass dessen Uberproduktion den klinischen \Veaketufeiner
Ischamie verbessert und das Infarktvolumen reduziert (Wang et al.,. 2008ungen-
Endothelzellen verringert es die Expression von ICAM-1 bei Entzindwnggrdadurch die
Akkumulation von Neutrophilen (Lentsch et al., 1999) — im gleichen Zelltyp kdiofe die
Expression vomhepatocyte growth factofHGF) induzieren (Kikuchi et al., 2000).
Interessanterweise fordert HGF u.a. die Proliferation und Magraind Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen (Yan and Rivkees, 2002).

Die entziindungsregulierenden Effekte und das therapeutische Potendiet Ischamie
deuten an, dass der SLPI-Aufregulation in ZNS-L&sionen eine aatnnfhtorische,
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protektive Rolle zukommt. Das heil3t, dass die Aufregulation von SLPlewdhider EAE
einen protektiven Mechanismus darstellen kénnte. Dartber hinaus legiddigion von
HGF durch SLPI in Lungen-Epithelzellen nahe, dass es auch einagBaur neuronalen
Regeneration leisten konnte. Um die Rolle von SLPI in der EAE zarkl&véare es sinnvoll,
eine Uberexpression von SLPI in EAE-Tieren zu simulieren, z.B. duechngiktion des
rekombinanten Proteins oder durch die Verwendung transgener Mause. Da&tiyeot
Wirkung von SLPI kdnnte aber auch belegt werden, indem die Funktion von i®LPI
Rahmen der EAE inhibiert oder supprimiert wiirde. Daflr kdme Bam@andlung von Tieren
mit SLPI-Antikdrpern oder die EAE-Induktion in SLPI defizienten Knock-gigiusen
(Nakamura et al., 2003) in Frage. Falls die Inhibition von SLPI gefhirgplite, ware eine

Verschlechterung der EAE-Symptome in der Folge zu erwarten.

Die Rolle von Kininen in der EAE

Die mRNA fir T-Kininogen war wahrend der akuten Phase aufregulievehrscheinlich
induziert durch die starke Entziindung wahrend der EAE. Beim T-Kininogetelaes sich

um ein Vorlauferprotein von Kininen, das durch die Aktivitat von Serin-Pragen, aber
nicht von den Kallikreinen, die andere Kininogene aktivieren, so gespaitdndass das
aktive Nonapeptid Bradykinin dabei entsteht (Okamoto and Greenbaum, 1983). Die
funktionelle Bedeutung dieses Systems wurde in der vorliegendene Samtiand der
adoptiven Transfer-EAE von SJL/J Mausen durchidigivo Blockade seiner Rezeptoren,
dem Bradykinin-Rezeptor 2 (B mit dem Inhibitor LF 16-0687 Ms (Fournier Pharma,
Frankreich) bzw. dem Bradykinin-Rezeptor L)Bit (Des-Ard,Lelf)-Bk untersucht.

Der By-Inhibitor beruht nicht auf einer Peptid-Basis und ist in der Lageh auecch eine
intakte Bluthirnschranke zu diffundieren, was seine Anwendung im RahereBAE sehr
vielversprechend erscheinen lasst, da deR&eptor auf Zellen im ZNS generell exprimiert
ist, und der Inhibitor dort auch bei einer intakten Bluthirnschranke wirken kann.

Durch den B-Rezeptor wird die Mehrzahl der Effekte der Kinine verntittehd dessen
Inhibition hatte bereits eine Besserung klinischen Verlaufs égodgimie-Modells zur Folge
(Ding-Zhou et al., 2003). Kinin-Effekte, die durch depRBzeptor vermittelt werden und zur
Pathologie der EAE beitragen koénnten, sind eine vermehrte Produktion von
proinflammatorischen Mediatoren  wie  z.B. reaktive  Sauerstoffintdiates
Stickstoffmonoxid oder TNé sowie die Permeabilisierung der Bluthirnschranke, wodurch
die Infiltration von Effektorzellen in das ZNS gesteigert wertann. Zudem ist der B
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Rezeptor auf Neutrophilen exprimiert und férdert nach Stimulierung d@nathykinin deren
Migration — wahrscheinlich u.a. dadurch bedingt, dass Selektine aktiedten, da der nicht
selektive Selektin-InhibitorFucoidin die durch Bradykinin stimulierte Migration von
Neutrophilen reduziert (Santos et al., 2003). Neutrophile werden in \edleden EAE-
Modellen abhéangig von der Auspragung der Entziindung in geringer ZatNl8rgefunden.

In bestimmten Formen der EAE wandern sie aber in groBerem Unradgs ZNS und
initiileren dort sogar die Entziindungsreaktionen, wie z.B. bei BALB/oddia (Nygardas et
al., 2000) oder der MOG-Peptid (AS 92-106) induzierten EAE von A.SW-Madsemdda

et al., 2000) sowie in besonders akut verlaufenden Auspragungen der Mdegers Grund
kann die chemotaktische Wirkung von Kininen auf Neutrophile im Rahmen A&r E
zumindest nicht komplett vernachlassigt werden.

Die Anwendung des Binhibitors begann direkt zum Zeitpunkt der Induktion der passiven
EAE und wurde bis einschlie3lich des neunten Tages zweimal amufetggefihrt. Ab dem
zehnten bis zum sechzehnten Tag wurde LF 16-0687 Ms nur noch einmal pro Tad.i8fz
Mause wurden, eingeteilt in drei Gruppen, behandelt. Eine Gruppedt dxdii jeder Injektion
5mg/kg Kdrpergewicht des Inhibitors, eine weitere 2,5mg/kg Kgeseicht. Einer dritten
Die mit LF 16-0687 Ms behandelten Tiere wiesen einen milderen-\&&tuf als die
Kontrolltiere auf. Dabei waren die Unterschiede zwischen der @rugig 5mg/kg des
Inhibitors pro Injektion bekommen hatte, und der Kontrollgruppe an den Tagen 15 und 16
signifikant. Nach dem Absetzen des Inhibitors n&herten sich allsrdiegdurchschnittlichen
EAE-Verlaufe der drei Gruppen wieder aneinander an und waren aifag2gleich. Dies
deutet daraufhin, dass vor allem kurzfristige vopaR&zeptor vermittelte Effekte durch die
Gabe des Inhibitors LF 16-0687 Ms inhibiert werden konnten. Es scheint atsogler
Effektormechanismen beeinflusst werden als Mechanismen, die beinidie@rung der
Krankheit von Bedeutung sind. Dafur spricht auch, dass die Inzidenz der Erlkgagé&un
nicht und der Krankheitsbeginn kaum verandert waren. Dies wird zubatéidurch
bekraftigt, dass der Inhibitor die Proliferation von enzephalitogenen ll@aZenicht
malf3geblich beeinflussen konnte — also zumindest nicht toxisch wirkt. In einem
Zusatzexperiment, in dem deg-Bihibitor fur vier Tage ab dem 6.Tag nach EAE-Induktion
injiziert wurde, konnte die durch die EAE verursachte Induktion ddRézeptor-mRNA in
den Lymphknoten reduziert werden. Die Aktivierung dedRBzeptors hat u.a. die Induktion
der Bi-Expression zur Folge (Souza et al., 20@iig Reduktion der BRezeptor-mRNA
stellt einen melRbaren Beleg fur die Effektivitat der Applikation von LF 16-0687 Ms dar
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Diskussion

Es konnte also in einem ersten Versuch belegt werden, dass Kirdee EAE zumindest zu
Beginn einen krankheitsverstarkenden Effekt haben, weil die Inhib#ioes der beiden
malf3geblichen Rezeptoren zu einer Abnahme der klinischen Symptomatik. fllhet
protektiven Eigenschaften des Inhibitors mussten in weiteren Versuchersucht werden,

in denen der Inhibitor Gber einen langeren Zeitraum und/oder erst aKrd@kheitsbeginn
verabreicht wird.

Der B;-Rezeptor wird u.a. auf T-Zellen nur nach Induktion durch inflammatoeisStimuli
wie IFNy oder TNFe produziert. Patienten mit einer sekundar, progressiven Form der MS
weisen in ihren T-Zellen eine deutlich erhdhte Expression deReBeptors auf — ebenso
Patienten, deren Krankheit einen schubférmig, remittierenden Vdrkty wahrend eines
Schubes. Aui vitro-Assays ist bekannt, dass darMgyonistSar (D-Phé) des Ard-BK eine
verstarkte Migration von T-Zellen von MS-Patienten verhindert, worauschliessen ist,
dass der BRezeptor Signale Ubermittelt, die zu einer Inhibition der Trzigilation fihren
(Prat et al., 1999). Er ist aber auch induzierbar auf zerebEeadathelzellen exprimiert und
kann die Permeabilisierung der Bluthirnschrank fordern (Prat,e2@00). Die Injektion des
Bi-Inhibitors  (Des-Ard,Lelf)-Bk filhrte zu einer leichten, aber nicht signifikanten
Verbesserung der Krankheitssymptome wahrend der AT-EAE.

Auch wenn der BRezeptor im Ruckenmark innerhalb der MOG induzierten EAE der DA-
Ratte nicht aufreguliert ist, sollte neben der Fortfihrung desuébe mit dem BRezeptor
Inhibitor auch weitere Versuche mit Inhibitoren fiy @irchgefiihrt werden. Der verwendete
Bi-Inhibitor ist ein Peptid und ist deshalb weniger gutvivo einsetzbar, da er schnell
proteolytisch abgebaut werden kann und nicht durch die intakte Bluthirnkehgalangt. Es
ware winschenswert einen Inhibitor zur Verfigung zu haben, der nicldh@zegpert ist und
wenn mdglich auch durch eine intakte Bluthirnschranke diffundieren kann wie d
verwendete BInhibitor LF 16-0687 Ms.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eiiZell-vermittelte,
entziindlich-demyelinisierende Erkrankung des ZNS. Die EAE hat bhlichkeiten zur
MS, wie z.B. den chronisch-relapsierenden Kklinischen Verlauf, dasreferit von
Entzindungen, Demyelinisierung, axonaler Schadigung und reaktiver Glioggtusheshalb
als ihr Tiermodell. Sie wird h&ufig zur Identifizierung bzw. Erprobungeneexperimenteller
Therapieverfahren herangezogen. In der vorliegenden Studie wurden imemRalon
Untersuchungen in EAE-Modellen zwei unterschiedliche Ansétze verthégzum besseren
Verstandnis pathogenetischer Prozesse bei autoimmun vermiidifeEntziindung und zur
Identifikation therapeutischer Zielmolekule fuhren sollten.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Rolle des TNF-Familigghed TWEAK bzw. seines
Rezeptors Fnl4 in der Pathogenese der EAE untersucht. Die Induktionutralisierenden
Antikdrpern gegen die extrazellulare Domé&ne von TWEAK bzw. gegen kit fin zwei
Tiermodellen, der MOG-induzierten EAE von DA-Ratten sowie der-Péptid-induzierten
EAE von SJL/J-Mausen zu einer signifikanten Verbesserung des chkims
Krankheitsverlaufs. Die Verbesserung der Krankheitssymptomg ginher mit einer
deutlichen Verminderung inflammatorischer Infiltrate im Ruckenm&k.wurde gezeigt,
dass TWEAK in zerebralen Endothelzellen bzw. Astrozyten die @@krdes Chemokins
CCL2 verstarkt bzw. induziert. Sowohl TWEAK- als auch Fnl4-spehiisAntikdrper
verhinderten diese Freisetzung. Die Blockade der TWEAK-verteitt€lhemokinfreisetzung
wird daher als wesentlicher Mechanismus neutralisierender TWBAW. Fnl4-Antikorper
angesehen.

Im Gegensatz dazu fuhrte die intramuskuléare Injektion eines fur THdEAK-Protein
kodierenden DNA-Konstrukts sowohl zu einer Verstarkung der Erkrankuragieltszu einer
verstarkten T-Zell-Infiltration ins Rickenmark. Die Expression uekr&ion von TWEAK
konnte als mogliche Ursache dieses krankheitsverstarkenden Effekts zgerhiferden.

Das zweite Teilprojekt bestand aus einer umfangreichen Gensigmestudie im ZNS bei
der MOG-induzierten EAE. Dabei wurde mit der Hilfe der DNA&FrTechnologie die
Genexpression im Ruckenmark wahrend der akuten Phase der Ratteddf ARemission
sowie der relapsierenden Phase der EAE mit derjenigen gestiimter verglichen. Die
Expression ausgewahlter regulierter Gene wurde mittels RealPCR und z.T.
WesternBlots Uberprift. Die Ergebnisse der Mikroarrays konnten durcle dlerfahren

bestatigt werden.
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Zusammenfassung

In den unterschiedlichen Phasen waren ca. 1000 Transkripte herauf- uatrdiciee Anzahl
herunterreguliert. Das Ergebnis dieser Studie deckte sich in visdpekten mit den
Ergebnissen bereits publizierter Studien, in denen andere EAE-ModEléa ahnliche Art
und Weise untersucht wurden. Allerdings gab es auch bemerkenswerescliede.
Wahrend z.B. in der hier untersuchten MOG-induzierten EAE von DA-RditeGene ZNS
residenter Zellen in der akuten Phase eher herunterreguliem wearen sie in der C57BI/6-
Maus zum groRRen Teil stark aufreguliert, was flr eine verst&éatrachtigung neuronaler
Funktionen oder eine ausgepréagtere Schadigung neuronalen Gewebes wéhieA& der
DA-Ratte spricht.

Die erhdhte Expression von Genen, die spezifisch fir dendritischenZ#hd, belegt deren
Anwesenheit im entziindeten Rickenmark. Die Funktion dieser Zellereféngstehung und
Aufrechterhaltung der ZNS-Entzindung ist derzeit noch unklar. Die andeltSuppression
der Gene des Cholesterin-Anabolismus weist auf eine bislang pubhizierte Stérung des
Cholesterinstoffwechsels innerhalb des ZNS wahrend der EAE hin.

Im Rahmen der Expressionsanalyse konnten verschiedene potentielimolgkile
identifiziert werden, wie z.B. BAFF, CXCL13 oder SLPI, und eine kraitgherstarkende
Rolle der Kinine in der EAE konnte durch drevivo-Applikation von Inhibitoren fir seine
beiden Rezeptoren bereits bestétigt werden.

Wahrend also im ersten Teil der Doktorarbeit die Rolle des TaRHEenmitglieds TWEAK
und seines Rezeptors Fnl4 gezielt analysiert wurde, ergabeninsicRahmen der
Expressionsanalyse im zweiten Teil neue potentielle Anpguffkte fir die Therapie

entzindlicher ZNS-Erkrankungen.
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Abklrzungen

APC
AT-EAE
BAFF
BK
CCL2
CFA
DC

DD
DNA
EAE
EST
FasL
GM-CSF
HMG-CoA
i.p.
ICAM-1
IFA
IFNy
IL-6

IL-8
iINOS
IPTG
IRF-1
kDa
LNC
LPS
LRP
LTa
LTBR
M®

Antigen-prasentierende Zellen
Adoptive Transfer-EAE

B cell activating factor

Bradykinin
Monocyte-chemoattractant-protein-1
komplettes Freund sches Adjuvant
Dendritische Zelle

Death Domain (Todesdoméne)
Desoxyribonukleinséure
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Expressed Sequence Tag

Fas Ligand
Granulocyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA
Intraperitoneal

Intercellular adhesion molecule-1
inkomplettes Freund sches Adjuvans
Interferony

Interleukin-6

Interleukin-8

Inducible nitric oxide synthase
IsopropylB-D-Thiogalaktosid
Interferon regulatory factor-1
Kilodalton

Lymphknotenzellen
Lipopolysaccharid

LDL receptor-related Protein
Lymphotoxine

Lymphotoxinf Rezeptor

Makrophagen
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MAG
MBP
MHC
MMP
MOBP
MOG
NF-kB
NO
NOS
OMG
OPC
PCA
PFA
PLP
RANTES

rkFnl4

RM

rMOG

RNA

RT
rTWEAKext
s.C.

SLPI
SOM-Analyse
SRE

TGH

TNFa
TNFSF
TR6
TRADD
TRAF

Trall

ZNS

Myelin-associated glycoprotein

Myelin basic protein

Major histocompatibility complex
Matrixmetalloproteinase

Myelin-associated oligodendrocytic basic Protein
Myelin oligodendrocytic glycoprotein

Nuclear factor ok light chain gene enhancer in B cells-1
Stickstoffmonoxid

Nitric oxide synthase

Oligodendrocyte myelin glycoprotein
oligodendrogliale Vorlauferzelle

Principal component analysis
Paraformaldehyd

Proteolipid Protein

Regulated upon activation, normally T-expressed,
presumably secreted (CCL5)

Ratten Fnl14-Protein

Ruckenmark

Ratten MOG, AS 1-125

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Externe Doméane des Ratten TWEAK-Protein
subkutan

Secretory leukocyte protease inhibitor

Self Organizing Map-Analyse

Sterol regulatory element
Transforming growth factds
Tumor Nekrose Faktou-
Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie

TNF Rezeptor Superfamilien-Mitglied € DcR3)
TNF-R1-Associated Death Domain
TNF-Receptor-Associated-Factor
TNF-related apoptosis inducing ligand
Zentrales Nervensystem
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