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1. EINLEITUNG

1.1. Die Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende
und neurodegenerative Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS). Sie
ist die haufigste nichttraumatische neurologische Erkrankung des jungen und
mittleren Erwachsenenalters (Martin et al., 1995).

Die Pravalenz der Multiplen Sklerose weist ein Nord-Sud Gefalle auf, das von
den Polen zum Aquator hin abnimmt. So liegt die Pravalenz in Nordeuropa,
Nordamerika und Australien bei ca. 100 pro 100.000 Einwohner und in
aquatornahen Landern bei 10 pro 100.000 Einwohner. Die Inzidenz der MS
belauft sich in Nordeuropa auf 4-8 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner
(Kurtzke, 1995).

Die Erkrankung manifestiert sich uberwiegend im Alter von 20 bis 40 Jahren.
Frauen sind zirka doppelt so haufig betroffen wie Manner.

Die Atiologie der MS ist noch nicht geklart. Es gibt aber deutliche Hinweise auf
ein autoimmunes Geschehen, das auch von genetischen Faktoren und
Umwelteinflissen mitbestimmt wird (Hohlfeld et al., 1995; Martin et al., 1995;
Steinmann et al., 1995).

1.1.1. Symptomatik und klinischer Verlauf der Multiplen Sklerose

Der klinische Verlaufs der MS ist inter- und intraindividuell sehr unterschiedlich.
Zu Beginn sind ca. 80% der Patienten von der schubformig-remittierenden
Form der MS (relapsing-remitting MS, RR-MS) betroffen, die durch Schibe mit
neurologischen Funktionsstérungen unterschiedlicher Art und anschlielender

(fast) volliger Ruckbildung der Symptome gekennzeichnet ist.



Als Schub wird das Neuauftreten neurologischer Ausfalle oder die
Verschlechterung bereits vorbestehender Symptome bezeichnet, die
mindestens 24 Stunden anhalten (Poser et al., 1983).

Die meisten dieser Patienten gehen innerhalb von 10 Jahren in einen sekundar
chronisch-progredienten Verlauf Uber, bei dem nach einem Schub Ausfalle
bestehen bleiben, und es zu einer zunehmendem Verschlechterung der
Symptomatik kommt.

In 20% der Falle liegt eine primar chronisch-progrediente Verlaufsform vor, die
eine schlechtere Prognose aufweist (McFarlin, 1982; Steinbrecher et al., 1995).
Die Faktoren, die den Krankheitsverlauf bestimmen, sind nicht bekannt
(Weinshenker et al., 1989). Eine gute Prognose ist statistisch mit einem frihen
Beginn der Erkrankung, weiblichem Geschlecht, dem Auftreten ausschlieRlich
visueller oder sensibler Symptome und wenigen, kurzen Schiben assoziiert
(Kesselring, 1997; Weinshenker et al., 1989).

Aufgrund der Demyelinisierung und der eventuellen zusatzlichen axonalen
Schadigung ist die Erregungsfortleitung gestort.

Die Lasionen treten typischerweise periventrikular auf und sind somit nicht an
bestimmte Systeme gekoppelt; sie konnen aber an jeder Stelle im ZNS
auftreten. Die Symptome bei der MS sind deswegen sehr variabel. Nahezu
jedes pathologische neurologische Zeichen kann bei der MS auftreten
(Lassmann, 1998; Lucchinetti et al., 1996).

Die ersten Symptome sind haufig Parasthesien an Handen und / oder FuRen,
Paresen und / oder Storungen des visuellen Systems. Auch Ataxien, Dysarthrie
und urologische Symptome wie Pollakisurie oder Harninkontinenz kdnnen
schon frih im Krankheitsverlauf auftreten. Nach langerem Verlauf kdnnen sich
eine Bulbarhirnsymptomatik, spastische Bewegungseinschrankungen und
Sexualfunktionsstorungen entwickeln. Auch kognitive und psychische
Storungen wie Depressionen und erhdhtes Suizidrisiko kdnnen auftreten
(McFarlin, 1982; Poser et al., 1979; Stenager et al., 1996).

Wahrend die Lebenserwartung der Patienten haufig nicht verkirzt ist, kann
hingegen die Lebensqualitdt der Betroffenen, insbesondere aufgrund von

Behinderungen, stark beeintrachtigt werden (Sharon et al., 1996).



1.1.2. Diagnostik der Multiplen Sklerose

Die Diagnose kann bis heute nur klinisch und durch bildgebende Verfahren

gestellt werden. Einen eindeutigen Krankheitsmarker gibt es (noch) nicht.

Nach den Schumacher-Kriterien von 1965 kann die Diagnose Multiple Sklerose
gestellt werden, wenn eine Beteiligung von mehr als zwei Abschnitten des ZNS
vorliegt und mindestens zwei zeitlich voneinander getrennte Krankheitsschibe
oder eine kontinuierliche Verschlechterung der Symptomatik Gber mindestens 6

Monate hinweg vorliegen (Schumacher et al., 1965).

Die Poser-Kriterien von 1983 berucksichtigen daruber hinaus die Ergebnisse
einer Liquoruntersuchung. Danach kann ein positiver Liquorbefund hinreichend
zur Diagnosestellung sein, falls gewahrleistet ist, dass sich die neurologischen
Symptome nicht auf eine umschriebene Lasion in einer Hirn- oder Ricken-
marksregion zuruckfuhren lassen (Poser et al., 1983; Steinbrecher et al., 1995).
Ein positiver Liquorbefund liegt bei lymphozytarer Pleiozytose und
Immunglobulinvermehrung mit oligoklonalen Banden in der isoelektrischen
Fokussierung vor. Er ist aber unspezifisch und erfordert den Ausschlul® anderer

Differentialdiagnosen.

Zur Standarddiagnostik gehort heute - neben Anamnese und neurologischer
Untersuchung - die Kernspintomographie (MRT) des Schadels, die das typische
Muster von meist periventrikular lokalisierten, einzelnen oder disseminierten
Lasionen in der weillen Substanz zeigt (Poser et al., 1991). Anhand
unterschiedlicher Wichtung der MRT kann zwischen alteren und frischeren
entzindlichen Lasionen unterschieden werden. Die in T2-Gewichtung
sichtbaren Loci kdnnen nach Kontrastmittelgabe in T1-Gewichtung infolge einer
Anreicherung mit Gadolinium als aktive, neuere Lasionen dargestellt werden
(Miller et al., 1993). Die diagnostische Bedeutung der MRT hat auch in neuere
Diagnosekritierien-Schemata Einzug erhalten (McDonald et al., 2001).



Die Diagnose einer MS wird heute aus dem klinischem Krankheitsbild und den
Ergebnissen bei bildgebenden Verfahren (Kernspin-tomographie), elektro-

physiologischen Messungen und Liquoruntersuchungen gestellt (Miller, 1998).

1.1.3. Die pathologischen Befunde der Multiplen Sklerose

Der Begriff ,Multiple Sklerose®, der das Erscheinungsbild der pathologischen
Anatomie des Gehirns von MS-Patienten beschreibt, ist im 19. Jahrhundert
durch Jean Martin Charcot gepragt worden (Charcot, 1893).

Die Bezeichnung ruhrte von den makroskopisch sichtbaren, sklerotisch
indurierten Entzindungsherden in der weilden Substanz her, die durch die
Gliavermehrung und Narbenbildung entstehen und heute als Plaques
bezeichnet werden. Frische Plaques erscheinen dabei makroskopisch
rosafarben oder gelblich, sind weniger scharf begrenzt und von geringerer
Konsistenz, wahrend altere Lasionen grau-weildlich erscheinen, gut abgegrenzt

sind und konfluieren kénnen.

Im Verlauf der MS verandern sich sowohl die Zellzahl und die
Zusammensetzung der Entzindungszellen, die die Lasionen infiltrieren, als
auch die Lymphokinproduktion (Bongioanni et al., 1996; Bruck et al., 1995).
Wahrend fruher Krankheitsstadien sind die Lasionen charakterisiert durch
Entzindungsreaktionen, Demyelinisierungen und die sklerotische Umwandlung
von Astrozyten.

In aktiven Lasionen findet man perivaskulare entziindliche Infiltrate, die eine
groRe Anzahl von Entzundungszellen, v. a. Lymphozyten (Booss et al., 1983;
Nyland et al., 1982), aber auch Plasmazellen und aktivierte Makrophagen
(Lucchinett et al., 1996; Prineas and Wright, 1978; Traugott et al., 1983)
enthalten, die u.a. Zytokine und Immunglobuline produzieren. Die Expression

von Adhasionsmolekulen und MHC-Klasse |I-Molekulen ist deutlich gesteigert.



Schadigungen von Oligodendrozyten und Axonen sind zu diesem frihen
Zeitpunkt nicht immer nachweisbar, doch gibt es Hinweise, dass es schon sehr
frih neben der Demyelinisierung zu einer schwerwiegenden Schadigung der
Axone kommen kann (Ferguson et al., 1997; Kornek et al., 2000; Trapp et al.,
1998).

In spateren Stadien findet man in den inaktiven Lasionen nur noch wenige
Lymphozyten und durch die deutliche Reduktion der Oligodendrozyten, die
unvollstandige Remyelinisierung und die kompensatorische Vermehrung der
Astrozyten eine ausgepragte Fasergliose. Aul’erdem findet man haufig den
fortbestehenden Untergang von Axonen. Diese axonalen Destruktionen sind
sehr wahrscheinlich an den langerfristig bestehenden neurologischen Schaden
beteiligt und vielleicht auch flr eine Verschlechterung der Symptomatik im
inaktiven Zustand der Erkrankung verantwortlich (Kornek et al., 2000; Storch et
al., 2002; Trapp et al., 1999).

Die Pradilektionsstellen dieser demyelinisierenden Lasionen sind die
postkapillaren Venolen in der periventrikularen weillen Substanz, das Corpus
callosum, der Nervus opticus, das Chisma opticum, der Hirnstamm und das
Ruckenmark (Raine, 1990).

1.1.4. Pathogenese der Multiplen Sklerose

Es wird davon ausgegangen, dass die Multiple Sklerose durch eine T-Zell -
vermittelte Autoimmunreaktion gegen Autoantigene der Myelinscheiden
verursacht wird, die durch genetische Faktoren mit beeinflusst wird, vor allem
durch den HLA-Haplotyp (Human Leukocyte Antigen) und andere noch
weitgehend unbekannte genetische Konstellationen. Auch Umweltfaktoren

scheinen eine wichtige Rolle zu spielen.



Dass die Autoaggression von T-Lymphozyten gegen korpereigenes Myelin eine
Rolle in der Pathogenese spielt, konnte durch zahlreiche Untersuchungen
gezeigt werden, in denen humane T-Lymphozyten aus peripherem Blut von
Myelin-Peptiden aktiviert werden konnten (Hohlfeld et al., 1995; Kerlero de
Rosbo et al., 1993; Martin et al., 1991; Olsson et al., 1992; Pette et al., 1990;
Sun et al.,, 1991; Wallstrom et al., 1998) und insbesondere auch durch
Untersuchungen der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE,
siehe unten), dem Tiermodell der Multiplen Sklerose (Ben-Nun et al., 1981;
Martin and Farland, 1995; Pettinelli and McFarlin, 1981).

Aber auch eine gegen korpereigenes Myelin gerichtete B-Zell-Antwort tragt

wahrscheinlich zur Demyelinisierung bei (Reindl et al., 1999).

Es ist nur noch nicht geklart, ob diese Autoreaktion gegen kdrpereigene Myelin-
bestandteile die Krankheit primar auslost, oder ob es sich dabei um eine Folge-
reaktion handelt, die erst sekundar beim Eintritt der Immunzellen in das ZNS
auftritt. Forschungen an der EAE sprechen fur eine primare Immunantwort
(Martin et al., 1992 a; Olsson, 1992; Steinmann, 1996).

Das ZNS besitzt als immunologisch privilegiertes Organ (Streilein, 1993) kein
lymphatisches Gewebe und verfugt unter normalen Bedingungen nur tber eine
geringe Expression von MHC-Molekulen, die flr eine Aktivierung von T-Zellen
erforderlich sind (Neumann et al., 1995; Neumann and Wekerle, 1998).

Die einzigen ortsansassigen Immunzellen des ZNS sind Mikroglia-Zellen (Perry,
1994), fur die in Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass sie in aktiviertem

Zustand Myelin angreifen konnen (Trapp et al., 1998).

Aktivierte T-Lymphozyten kénnen die Blut-Hirn-Schranke unabhangig von ihrer
Spezifitat passieren (Wekerle et al., 1986). Diese Migration von T-Zellen in das
ZNS wird durch Adhasionsmolekule vermittelt (Brosnan et al., 1995). Diese
werden auf Endothelzellen und Leukozyten exprimiert, nicht jedoch im

Hirngewebe gesunder Individuen (Brosnan et al., 1995).



Von wohl entscheidender Bedeutung bei der Pathogenese der MS sind
Zytokine, die von T-Zellen sezerniert werden, v. a. IFN-y, IL-2 und TNF-a. Sie
sind nicht nur an der Entzindungsreaktion im ZNS beteiligt (Navikas and Link,
1996; Olsson, 1995 a; Selmaj and Raine, 1988), sondern induzieren auch
Leukozytenadhasionsmolekile auf Endothelzellen und auch auf Astrozyten
(Brosnan et al., 1995; Lee and Benveniste, 1999). AuRerdem werden MHC-II-
Molekule durch diese Zytokine hochreguliert, sogar auf Endothelzellen und
Astrozyten (Traugott, 1987; Vass and Lassmann, 1990).

Bei vielen Autoimmun-Erkrankungen tragen die Major Histocompatibility
Complex (MHC) Molekule, die durch die HLA-Gene beim Menschen kodiert
werden, zu einer Pradisposition bei (McDevitt, 1998; Vyse and Todd, 1996). Die
erhdhte Suszeptibilitat flir Menschen mit bestimmten HLA-Haplotypen konnte in
einigen Studien auch fur die MS gezeigt werden. Die MHC-klasse-Il Molekdle,
die am haufigsten mit der MS assoziiert sind, sind HLA-DR2 (DRB1*1501,
DRB5*0101), HLA-DQ6 (DQA1*0102, DQB1*0602) und HLA-DR4 (DRB1*0401)
(Haines et al., 1998; Muraro et al., 1997; Olerup and Hillert, 1991; Spurkland et
al., 1991; Yaouang et al., 1997).

Auch Experimente mit Ratten bei der EAE zeigten, dass die Pradisposition fur
eine Erkrankung und der Verlauf von dem MHC-Haplotyp abhangt (Weissert et
al., 1998).

Es sind sehr wahrscheinlich auch eine Reihe anderer Gene regulierend an der
Pathogenese der MS beteiligt (Ebers et al., 1996; Sawcer et al., 1996).
Zwillingstudien konnten zeigen, dass das Risiko eines eineiigen Zwillings, an
MS zu erkranken, bei etwa 30% liegt, wenn der andere Zwilling erkrankt ist; fur
zweieiige Zwillinge dagegen betragt das Risiko nur etwa 2-4% (Compston and
Sadovnick, 1992; Ebers et al., 1986). AuRerdem haben Verwandte von MS-
Patienten ein erhohtes Risiko, ebenfalls zu erkranken (Sadovnick et al., 1988).
Diese Populationsstudien unterstreichen, dass genetische Merkmale die
Suszeptibilitdt entscheidend mitbestimmen, aber auch, dass Umweltfaktoren
eine Rolle spielen mussen, wofur auch die geographische Verteilung spricht
(Kurtzke, 1995).



Aulerdem konnte in Migrationsstudien gezeigt werden, dass Emigranten unter
15 Jahren die Erkrankungswahrscheinlichkeit des Landes annehmen, in das sie
immigrierten, wahrend fur erwachsene Emigranten das Erkrankungsrisiko des
Heimatlandes bestehen bleibt (Sawcer and Goodfellow, 1998).

Eine Fullle von Umweltfaktoren sind schon diskutiert worden, darunter
Temperatur, Nahrung, Schadeltraumen und entzindliche ZNS-Erkrankungen
(Waksman, 1995).

Insbesondere Virusinfektionen wurden haufig als mogliche Krankheitsausloser
diskutiert (Fujinami and Oldstone, 1985; Soldan et al., 1997).

Das zugrunde liegende Konzept das Molekularen Mimikry, d. h. dass Patho-
gene wie Viren gemeinsame Peptidsequenzen mit einem korpereigenen Stoff
besitzen, woraufhin es zu einer Kreuzreaktion der Immunantwort kommt, wurde
schon vielfach als bedeutend fiur die Pathogenese von Autoimmunkrankheiten
beschrieben (Fujinami and Oldstone, 1985; Jahnke et al., 1985; Oldstone,
1987).

Far die MS konnte ein solcher Erreger aber noch nicht nachgewiesen werden.



1.2. Immunulogische Aspekte der Multiplen Sklerose

1.2.1. Mechanismen der Selbsttoleranz

CD4-positive T-Lymphozyten erkennen Antigene, wenn sie, an MHC-Klasse-II-
Molekule gebunden, von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APC)
prasentiert werden und es zu einer Interaktion ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) mit
dem MHC-Antigen-Komplex kommt und kostimulatorische Signale vermittelt
werden (Unanue, 1995).

Durch die Ausbildung des MHC-Antigen-TCR-Komplexes werden die T-Zellen
aktiviert und differenzieren sich unter dem Einflud verschiedener Mediatoren
entweder in inflammatorische Th1-Zellen oder Th2-Helferzellen, die ihrerseits

ein unterschiedliches Zytokinprofil aufweisen (Seder and Paul, 1994).

Durch verschiedene Mechanismen reifen T-Lymphozyten zu immun-
kompetenten Zellen, die sich nur gegen korperfremde Antigene richten.
Maldgeblich fur diese Reifung sind die positive und die negative Selektion im
Thymus. Bei der positven Selektion werden diejenigen Zellen durch Induktion
von Apoptose aussortiert, die keine ausreichende Affinitat zu MHC-Molekulen
auf den Epithelzellen des Thymus aufweisen. Somit wird gewahrleistet, dal3 nur
immunkompetente Zellen in den Pool der Immunabwehrzellen aufgenommen
werden (Blackman et al., 1989; Jameson et al., 1995; Viret et al., 1999).

Die negative Selektion entfernt - auch wiederum durch Apoptoseinduktion -
diejenigen Zellen aus dem Repertoire, die eine zu hohe Affinitat zum MHC-
Selbstantigen-Komplex der Antigen-prasentierenden Zellen aufweisen, wodurch
potentiell selbstreaktive T-Lymphozyten eliminiert werden, bevor sie den
Thymus verlassen (Amsen et al., 1998; Kappler et al., 1987; Sha et al., 1988).
Bei der negativen Selektion interagieren die reifenden T-Zellen nicht mit
thymalen Epithelzellen, sondern mit professionellen Antigen-prasentierenden
Zellen (APC), hauptsachlich dendritischen Zellen und Makrophagen, die aus

dem Knochenmark stammen.



Dennoch ist es durch diese Mechanismen allein nicht moglich, die Reifung
selbst-reaktiver T-Zellen vollstandig zu verhindern, schon alleine aus dem
Grund, dass im Thymus nicht alle Selbstantigene von den APC exprimiert
werden konnen, auch wenn der Expressionsnachweis einiger wichtiger
potentieller Autoantigenen, darunter Insulin, MBP und Thyreoglobulin, im
Thymus gelang (Klein und Kyewski, 2000; Pribyl et al., 1996; Sospedra et al.,
1998).

So konnte gezeigt werden, dass sowohl bei Patienten als auch bei gesunden
Kontrollen potentiell autoreaktive T-Zellen, die spezifisch auf unterschiedliche
Selbstantigene reagieren, im peripheren Blut zirkulieren. Das konnte unter
anderem auch fur die Autoantigene gezeigt werden, die wohl bei der
Pathogenese der MS von entscheidender Bedeutung sind (MBP, MOG, PLP)
(Kerlero de Rosbo et al., 1993; Olsson et al., 1992; Wallstrom et al., 1998).

Es ist inzwischen durch diverse Untersuchungen belegt, dass auch in der
Peripherie, d.h. nach der Reifung im Thymus eine Eliminierung autoreaktiver T-
Zellen stattfindet (Klein and Kyewski, 2000; Liu und Janeway, 1990;
Scheinecker et al., 2002).

Es gibt einige weitere Mechanismen, durch die verhindert werden kann, dass
die potentiell autoreaktiven T-Zellen auch wirklich gegen die Selbstantigene
vorgehen. So werden T-Zellen in Abwesenheit adaquater kostimulatorischer
Signale bei Interaktion mit dem MHC-Antigen-Komplex anergisch (Janeway,
2002; Rammensee, 1991). Auch regulatorische T-Lymphozyten kdnnen eine
wichtige Rolle spielen und durch Sekretion immunmodulatorischer Zytokine
eine Autoaggression der T-Zellen verhindern (ltoh et al., 1999; Salomon et al.,
2000; Seddon and Mason, 1999).

Ein Erklarungsversuch, warum autoreaktive T-Zellen gegen Myelinbestandteile
sowohl bei MS Kranken als auch bei gesunden Kontrollen zu finden sind, aber
nur bei den Kranken eine Schadigung verursachen konnen, ist, dass das
Expressionsniveau des Autoantigens bei gesunden Personen zu gering ist,
oder dass zusatzlich ein anderer Faktor vorliegen muss, wie eine Schadigung
der Blut-Hirn-Schranke (Barker and Billingham, 1977; Guerder et al., 1994).
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1.2.2. Zytokinsekretion der T-Zellen

CD4+ T-Helferzellen kbnnen anhand ihres Zytokinprofils in 2 Gruppen unterteilt
werden, Th1- Zellen und Th2- Zellen, deren Zytokine auf die andere Gruppe

jeweils inhibitorisch wirken.

(a) Th1-Zellen  sezernieren = Tumornekrosefaktor-alpha  (TNF-a),
Interferon-gamma (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2) und Lymphotoxin
(LT=TNF-B), vor allem nach Stimulation mit IL-12. Diese Th1-
Zytokine vermitteln zellulare Entzindungsreaktionen, u.a. durch
Makrophagenaktivierung, und sind an der Abwehr intrazellularer
Krankheitserreger und der  Hypersensitivitdtsreaktion = vom
verzogerten Typ beteiligt (Crucian et al., 1996; Oksaranta et al.,
1996; Olsson, 1995 a).

(b) Th2-Zellen sezernieren u. a. die Interleukine IL-4, -5, -10 und -13 und
TGF-B und regulieren die humorale Immunantwort, indem sie die
Expansion und Immunglobulinsekretion von B-Lymphozyten
induzieren. Aullerdem sind sie an Hypersensitivitatsreaktionen vom
Soforttyp und der Bekdmpfung von Parasiten beteiligt (Navikas and
Link, 1996).

Es gibt deutliche Hinweise, dass die Zytokine eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der MS spielen, wobei die Th1-Zytokine eher eine
Krankheitsprogression und die Th2-Zytokine eher eine Verbesserung der
Symptomatik zu bewirken scheinen (Navikas and Link, 1996; Olsson, 1995 a).

So konnte gezeigt werden, dass eine Suppression der TNF-a-Sekretion durch
Rolipram bei der EAE eine Milderung des Krankheitsverlaufs bewirkt und TNF-a
fur Oligodendrozyten direkt zytotoxisch ist (Selmaj and Raine, 1988; Sommer et
al., 1995). Bei Patienten mit aktiver Erkrankung kénnen héhere Konzentrationen
von mRNA fir TNF-a, LT und IFN-y gegenlber Patienten mit stabiler
Erkrankung nachgewiesen werden. Aullerdem ist die Anzahl der TNF-a oder

LT-produzierenden T-Zellen bei MS Patienten grolRer als bei gesunden
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Kontrollpersonen (Olsson, 1995 b). MS Patienten mit chronischem Verlauf
wiesen im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine gesteigerte IL-12-Sekretion
mit konsekutivem TNF-a und IFN-y Anstieg auf (Balashov et al., 1997; Ferrante
et al., 1998). Daruber hinaus weisen chronisch-aktive Lasionen die grofte
Konzentration an TNF-a auf, wahrend in stummen chronischen Plaques kein
TNF-a nachgewiesen werden kann (Brosnan et al., 1995). Genauso wurde IFN-
y im Randbereich aktiver MS-Lasionen nachgewiesen, nicht jedoch in nicht
betroffener weiler Substanz (Vartanian et al., 1995). Es konnte auch durch
Liquoruntersuchungen gezeigt werden, dass der TNF-a-Gehalt im Liquor bei
Patienten mit progressiver MS mit der Blut-Hirn-Schranken-Schadigung und mit
dem individuellen Grad der Behinderung korreliert ist (Rieckmann et al., 1995;
Sharief and Hentges, 1991; Sharief et al., 1993). IFN-y ist im Liquor schlecht
nachweisbar, aber es konnte eine erhdohte IFN-y Produktion von zirkulierenden

T-Zellen in Patienten mit akuter MS gezeigt werden (Hartung et al., 1995).

In den MS Lasionen konnten nicht nur die proinflammatorischen Zytokine
sondern auch die Zytokine der Th2-Zellen nachgewiesen werden, z.B. IFN-(3,
IL-4, IL-10 und TGF-B (Burger and Dayer, 1995). Diese auch als regulatorische
Zytokine bezeichneten Zytokine hemmen die Synthese der Th1-Zytokine und
die Makrophagenaktivierung (Burger and Dayer, 1995). Das gleichzeitige
Auftreten proinflammatorischer wie regulatorischer Zytokine in aktiven Lasionen
kann ein Hinweis darauf sein, dass bei der MS demyelinisierende und
reparative Prozesse nebeneinander ablaufen. Dass die Th2-Zytokine fur die
Reparatur und Regeneration forderlich sind, wurde durch Experimente belegt,
die zeigten, dass TGF-B und IL-10 mit der Reparatur der Lasionen und dem
Ende der Entzindungsaktivitat korrelieren (Olsson, 1995 b). Diese
regulatorischen Zytokine sind jedoch, im Gegensatz zu den Th1-Zytokinen,
auch im Hirngewebe gesunder Kontrollpersonen nachweisbar (Brosnan et al.,
1995).
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1.2.3. Experimentelle autoimmune (allergische) Enzephalomyelitis (EAE)

Die EAE ist eine akute schubformig oder chronisch verlaufende
demyelinisierende Erkrankung, die als Tiermodell fur die Multiple Sklerose
dient. Viele Erkenntnisse uber die MS wurden aus tierexperimentellen
Beobachtungen der EAE gewonnen (Martin and Farland, 1995).

Die Induktion der EAE in den Versuchstieren, meistens Mause oder Ratten,
gelingt entweder durch aktive Immunisierung mit den autoantigenen
Myelinbestandteilen, z.B. MBP, (Wekerle et al., 1994) oder durch passive
Ubertragung (adoptive transfer) von Th1-Lymphozyten, die spezifisch gegen
Myelinproteine gerichtet sind (Ben-Nun et al., 1981; Martin and Farland, 1995;
Pettinelli and McFarlin, 1981).

Es gibt bei Tieren keine bekannte spontane Form der EAE. Kritiker dieses
Modells bemangeln daher, dass die EAE ein kunstlich induziertes Modell sei.
Dies muss aber kein Nachteil sein, da die MS bei Menschen ebenso eine von
aulden induzierte Krankheit sein kann, wie man aus Zwillingsstudien mit
eineiigen Zwillingen schlieRen kann, die nur eine Konkordanzrate von 30%
haben, und somit bis heute unbekannte Umweltfaktoren eine wesentliche Rolle
spielen mussen. Viel diskutiert wird z.B. die Krankheitsinduktion durch Viren.
Die ersten EAE Modelle, die MBP und PLP als Autoantigene verwendeten,
zeigten nur einen monophasischen Krankheitsverlauf mit T-Zell- und
Makrophageninfiltration in das ZNS, ohne den fir die MS typischen
rezidivierenden Verlauf und ohne die typischen Demyelinisierungen, weshalb
die EAE nur begrenzt als gultiges Modell fur die EAE akzeptiert wurde.

In den letzten Jahren konnten jedoch nach Immunisierung von DA-Ratten mit
MOG EAE Modelle entwickelt werden, die den typischen chronisch-
rezidivierenden MS-Krankheitsverlauf mit Demyelinisierungen und
Axonschadigungen aufwiesen (Kornek et al.,, 2000; Lorentzen et al., 1995;
Storch et al., 1998; Weissert et al.,1998)
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1.2.4. Aufbau der Myelinscheide und potentielle Autoantigene

Myelinscheiden umgeben Axone und bewirken durch diese Art von Isolierung
eine schnellere Nervenleitgeschwindigkeit. Myelin besteht aus Lipiden,
Kohlenhydraten und Proteinen. Es wird im ZNS von Oligodendrozyten und im
Peripheren Nervensystem von Schwannschen Zellen gebildet. Der Anteil und
die Verteilung der verschiedenen Proteinbestandteile unterscheiden sich dabei.
Die Myelinproteine sind wohl die Zielmolekile, gegen die sich autoreaktive T-
Zellen richten, nachdem sie auf MHC-Klasse |lI-Molekille von Astrozyten und
Mikroglia Zellen im ZNS prasentiert werden. MBP und PLP bilden hauptsachlich
den inneren Anteil der Myelinscheide. MOG macht nur einen kleinen Teil der
Myelinproteine aus, ist aber hauptsachlich an der AulRenseite der
Myelinscheiden exprimiert und dadurch fiur Zellen des Immunsystems

vermutlich besser zuganglich (Gardinier et al., 1992; Piddlesden et al., 1993)

1.24.1. Myelin Basic Protein (MBP)

MBP stellt 10-20% des Proteinanteils des Myelin im ZNS dar. Es existiert in
verschiedenen Isoformen mit einer Grélke von 14-21 kDalton (Martin et al.,
1992). MBP befindet sich nur intrazellular und ist von Bedeutung bei der
Kompaktierung des Myelins. Das Immunsystem erkennt meist nur bestimmte
Regionen, sogenannte Epitope, eines Proteins. Fur das MPB wurden
verschiedene immundominante Regionen gefunden, wobei sich die
hauptimmunogene Region im Mittelteil des Proteins befindet (Aminosauren 83-
102) (Martin et al., 1991; Ota et al., 1990). Die immundominanten Regionen bei
verschiedenen Versuchstierstammen stimmen mit denen beim Menschen
uberein, was die Giiltigkeit der EAE als Tiermodell der MS bestarkt.

MBP spezifische Zellen konnten sowohl bei MS-Patienten als auch bei
gesunden Kontrollen als Bestandteile des naturlichen T-Zell Repertoires
gefunden werden (Burns et al., 1983; Martin et al., 1992; Ota et al., 1990).
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1.2.4.2. Proteolipid Protein (PLP)

PLP ist mit einem Anteil von 50% am Myelinprotein des ZNS ein
Hauptbestandteil des Myelins. Es gibt 2 Isoformen mit Molekulargewichten von
30 bzw. 26 kD. Neben dem MBP hat PLP mit seinen 4-5 transmembranaren
Domanen eine entscheidende funktionelle Rolle beim Aufbau des Myelins
(Martini and Schachner, 1997).

Experimentelle  Untersuchungen sind schwierig gewesen, da PLP
ausgesprochen hydrophob ist. Mit Hilfe synthetischer Peptide konnte das
Protein naher charakterisiert werden. Aus Proben von MS- Patienten konnten
dadurch T-Zelllinien generiert und mit deren Hilfe zwei immundominante
Regionen des Proteins bestimmt werden (Aminosduren 40-60 bzw.
Aminosauren 89-106) (Pelfrey et al., 1993; Pelfrey et al., 1994).

PLP- und MBP- spezifische T-Zelllinien sind sich bezlglich ihres Phanotyps und
ihrer Funktion sehr ahnlich. Auch gegenuber PLP gibt es sowohl bei MS-
Patienten als auch bei gesunden Probanden PLP-reaktive T-Zellen im
naturlichen T-Zell-Repertoir (Sun et al., 1991; Trotter et al., 1991)

1.2.4.3. Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG)

MOG macht nur einen sehr geringen Teil des Myelinproteins aus (0,05-0,1%)
und wird auf der Myelinoberflache und der Oberflache von Oligodendrozyten
exprimiert (Abo et al., 1993; Birling et al., 1993).

MOG wird innerhalb des HLA interspeziell hochst konservativ kodiert und
gehort zur Immunglobulin-Superfamilie. Es besteht aus 218 Aminosauren,
wobei die Aminosauren 1-122 die N-terminale extrazellulare immunglobulin (1g)-
artige Domane und die Aminosauren 123-218 den C-terminalen
transmembranaren (AS 123-155) und intrazellularen Anteil bilden (Gardinier et
al., 1992; Kroepfl et al., 1996; Pham-Dinh et al., 1993).
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Die Funktion von MOG ist bis heute unbekannt, jedoch kénnte die extrazellulare
Immunglobulin-Domane auf eine Rezeptorfunktion hindeuten (Iglesias et al.,
2001).

Insbesondere die  Ahnlichkeiten in der Histopathologie und dem
Krankheitsverlauf zwischen der durch MOG induzierten EAE und der MS mit
demyelinisierenden Lasionen und Axonschadigungen und einem remittierenden
Verlauf, der bei der EAE mit anderen Autoantigenen nicht gezeigt werden
konnte, verleint MOG eine Sonderstellung unter den Autoantigenen (Kornek et
al., 2000; Lorentzen et al., 1995; Storch et al., 1998; Weissert et al.,1998).
Neben einer autoimmunen T-Zellreaktivitat sind wahrscheinlich auch
Autoantikorper gegen MOG an der demyelinisierenden Pathogenese der EAE
und MS beteiligt (Linington et al., 1988; Reindl et al., 1999).

Es gab einige Untersuchungen, die zeigen konnten, dass jedes der
beschriebenen Autoantigene bestimmte immunodominante Epitope aufweisen,
die vom HLA-Haplotyp abhangig sind. Die MHC-klasse II-Molekule, die am
haufigsten mit der MS assoziiert sind, sind HLA-DR2 (DRB1*1501,
DRB5*0101), HLA-DQ6 (DQA1*0102, DQB1*0602) und HLA-DR4 (DRB1*0401)
(Muraro et al., 1997; Olerup and Hillert, 1991; Spurkland et al., 1991; Yaouang
et al., 1997).

Bei Untersuchungen dieser HLA-haplotypen mit MOG-Peptiden konnten die
immundominanten Epitope des MOG bestimmt werden.

In Experimenten mit HLA-DR4 (DRB1*0401) transgenen Mausen wurde das
immundominante Epitop MOG 97-108 gefunden. Aulderdem wurde gleichzeitig
gezeigt, dass humane B-Zellen, die HLA-DR4 exprimierten, rekombinantes
humanes MOG so prozessieren, dass sie dieses Peptid 97-108 T-Zellen
prasentieren und aktivieren (Forsthuber et al., 2001).

Fruhere Tierexperimente zeigten schon, dass diese Region MOG 90-116 ein
immunodominantes Epitop bei Dark Agouti (DA)-Ratten (MOG 93-107; Stefferl
et al., 2000), SJL/J Mausen (MOG 92-106; Amor et al., 1994) und Rhesus-Affen
(MOG 94-116; Kerlero de Rosbo et al., 2000) darstellt.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass dieses Epitop auch eine Rolle

in der Pathogenese der MS beim Menschen spielt (Forsthuber et al., 2001).

Untersuchungen von Lymphozyten von HLA-DR2(15)+ Patienten und
Kontrollen aus peripherem Blut zeigten in ELISPOT-Essays bei Patienten eine
erhohte Reaktivitat nach Stimulation mit verschiedenen MOG-Peptiden
gegenuber den gesunden HLA-DR2(15)+ Kontrollen. Das immunodominanteste
Epitop der untersuchten Peptide war MOG 63-87 (Wallstrom et al., 1998).

Eine neuere, umfassendere Untersuchung, bei der das gesamte MOG Protein
in Uberlappenden 16-Aminosauren langen Peptiden in ELISPOT-Essays auf
immunodominante Epitope bei HLA-DRB1*1501-positiven MS-Patienten und
Kontrollen untersucht wurde, ergab, dass der transmembrane/intrazellulare Teil
von MOG deutlich immunogener ist als der extrazellulare Teil, mit dem
immunodominantesten Epitop in der Region MOG 141-160 (Kernepitop 146-
154) (Weissert et al., 2002).

Schon vor einigen Jahren konnte gezeigt werden, dass der extrazellulare Anteil
von MOG (Aminosauren 1-122) EAE bei Versuchstieren induzieren kann
(Adelmann et al., 1995).
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1.3. CXC - Chemokine und — Rezeptoren

1.3.1. Chemokine und ihre Rezeptoren allgemein

Der Begriff 'Chemokin’ ist eigentlich eine Kurzform fur ’'chemoattractant
cytokine’. Es handelt sich hierbei also um eine Untergruppe der Zytokine.

Chemokine vermitteln ihren biologischen Effekt Uber eine Bindung an spezielle
Chemokin-Rezeptoren, die sich auf der Oberflache unterschiedlicher Zellen

befinden.

Die Interaktion der Chemokine mit ihrem Rezeptor erfolgt Uber zwei
Bindungsstellen der Chemokine. Zum einen Uber die N-terminale Region, zum
anderen Uuber einen prominenten Loop zwischen B-Faltblattstrukturen, der
zwischen dem 2. und 3. Cystein herausragt. Es wird vermutet, dass diese Loop-
Region zuerst erkannt wird, und dass diese Interaktion wichtig ist fur die
korrekte Prasentation der Signal-transduzierenden N-terminalen Bindungsstelle
(Clark-Lewis et al., 1995).

Die N-terminalen Aminosauren sind die kritischen Komponenten fur die
biologische Aktivitat. So kann das Hinzufligen einer einzelnen Aminosaure im
MCP-1 Molekul die biologische Aktivitat um den Faktor 100 oder 1000
verringern (Gong and Clark-Lewis, 1995), und die Deletion einer Aminosaure
kann beispielsweise ein Chemoattractant flir Basophile in ein Chemoattractant
fur Eosinophile umwandeln (Weber et al., 1996). Auf diese Weise kénnen auch
Chemokin-Rezeptor-Antagonisten hergestellt werden. So wurde ein potenter
CXCR4-Antagonist durch Modifikation der ersten beiden N-terminalen
Aminosauren von SDF-1 kreiert (Crump et al., 1997).
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Die Chemokin-Rezeptoren gehoéren zu der grolden Gruppe der heterotrimeren
G-Proteine, die 7 Transmembran-Domanen aufweisen. Die G-Protein-
Untereinheiten aktivieren in einer Kaskade verschiedene Effektorenzyme,
darunter Phosholipasen, die am Ende zu einer Inositol-Trisphosphat
Produktion, einem Anstieg des intrazellularen Kalziums oder einer Aktivierung
von Protein-Kinasen fuhren (Horuk, 2001). Der chemotaktische Effekt wird
durch Polymerisation monomeren Aktins zu filamentosem Aktin (F-Actin)
erreicht, die auch durch die G-Protein-Untereinheiten induziert wird. Diese
Aktin-Polymerisation initiiert Veranderungen am Zytoskelett, die schliel3lich die
Fortbewegung der Zelle in Richtung des Chemokingradienten bewirken
(Murphy, 1994).

Die Chemokin-Rezeptoren lassen sich in zwei grof3e Klassen und zwei kleinere
Klassen unterteilen (Lindley et al., 1993). Die beiden grof’en Klassen werden
von den CC-Rezeptoren (CCR1 — CCR10), auch B-Rezeptoren genannt, und
den CXC-Rezeptoren (CXCR1 — CXCRG6) oder a-Rezeptoren gebildet. Die
beiden kleineren Klassen werden als CX3C-Rezeptoren und C-Rezeptoren
bezeichnet.

Die Nomenklatur ist vom strukturellen Aufbau der Chemokine abgeleitet.
Chemokine besitzen 4 konservierte Cysteinbausteine, die 2 essentielle
Disulfidbricken ausbilden. Bei den CC-Chemokinen liegen die beiden N-
terminal ersten Cysteine unmittelbar nebeneinander, bei den CXC-Chemokinen
sind sie von einer anderen Aminosaure getrennt.

Diese Unterscheidung ist von Bedeutung, da jeder dieser Rezeptoren nur
Liganden der zugehorigen Klasse binden kann, haufig jedoch verschiedene mit
hoher Affinitat. Ebenso kdnnen diverse Liganden an verschiedene Rezeptoren
ihrer Klasse binden. Die Chemokin-Rezeptoren DARC und D6 bilden die
Ausnahmen dieser Regel, da sie gleichermallen CC und CXC-Chemokine
binden kénnen (Horuk et al., 1993; Nibbs et al., 1997), wobei DARC (Duffy
antigen receptor for chemokines), die Duffy-Blutgruppen-Determinante auf
Erythrozyten und Eintrittsportal fur den Malaria-Parasiten Plasmodium vivax,

keine signaltransduzierende Wirkung nach Chemokin-Bindung aufweist.
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Darlber hinaus ist das Spektrum der Zellen, auf die die Chemokine der beiden
Klassen ihre Effekte ausliben, verschieden. CXC Chemokine sind spezifisch fur
Neutrophile und/oder aktivierte T-Zellen. Nur Chemokine, die ein konserviertes
Glutamat-Leuzin-Arginin (ELR-) Motiv in der N-terminalen Rezeptorbindungs-
stelle besitzen, wirken chemotaktisch auf Neutrophile. Zu den Non-ELR a-
Chemokinen gehdéren IP-10 und MIG, die Liganden von CXCR3, die
chemotaktisch auf T-Zellen und Monozyten wirken (Luster and Leder, 1993;
Taub et al., 1993). CC Chemokine dagegen wirken auf Monozyten, Eosinophile,
Basophile und T-Zellen; entsprechend finden sich die zugehdrigen Rezeptoren
nur auf den entsprechenden Zellentypen (Ransohoff, 1999). Eine Ausnahme
von dieser Regel bildet CXCR4, der fast ubiquitdr und auch auf Monozyten
vorkommt (Baggiolini 1998; Luster, 1998).

1987 wurde das erste Chemokin, IL-8, der Prototyp der CXC-Chemokine,
entdeckt und auch seine Funktion als potentes Chemoattractant fur Neutrophile
(Yoshimura, 1987). Bis vor einigen Jahren dachte man, dass Chemokine nur
die Funktion besalen, verschiedene Arten von Blut-Leukozyten zu den Orten
von Infektionen und Entzindungen zu locken. Heute weil3 man, dass
Chemokine auch wichtige regulatorische Molekule bei der Leukozyten-Reifung,
dem 'Homing’ von Lymphozyten und der Entwicklung lymphatischer Gewebe
sind (Baggiolini, 1998).

Der chemotaktische Effekt der Chemokine auf Leukozyten bewirkt nicht nur
eine Veranderung des Zytoskeletts der Leukozyten, sondern induziert in ihnen
auch die Expression und Aktivierung von Integrinen, die es ermdglichen, an das
BlutgefalRendothel zu adharieren (Springer, 1994). An der Diapedese von
Leukozyten durch das Endothel sind verschiedene Mechanismen beteiligt.
Chemokine adharieren lokal an der Glykokalix der Endothelzelloberflachen,
wodurch der chemotaktische Gradient aufgebaut wird. Die angelockten
Leukozyten interagieren zunachst, mit niedrigerer Affinitat, mit Selektinen der
Endothelzellen (,rolling“), wodurch sie abgebremst werden und mit den
Chemokinen in Kontakt kommen. Die Chemokine induzieren in den Leukozyten

Integrine, die zu einer festeren Bindung der Leukozyten an Adhasionsmolekile
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auf den Endothelzellen befahigen. Nur wenige Chemokine sind in der Lage,
diese Integrine in der sehr kurzen Zeit von wenigen Sekunden zu induzieren,
unter anderem SDF-1, der Ligand von CXCR4. Dann erfolgt die Diapedese
(Luster, 1998; Campbell et al., 1998). Der ’Duffy antigen receptor for
chemokines’ (DARC) auf Erythrozyten, der, wie gesagt, keine signaltrans-
duzierende Funktion besitzt, dient vermutlich als eine Art Auffangbecken fir
Chemokine, die aus der Blutzirkulation entfernt werden, um den Gradienten

aufrecht zu erhalten (Luster, 1998).

Chemokine induzieren dartiber hinaus durch die Aktivierung von Leukozyten die
Produktion von bakteriziden Sauerstoffradikalen, bioaktiven Lipiden und auch
das Freisetzen zytoplasmatischer Granula, wie zum Beispiel Proteasen von
Neutrophilen und Monozyten, Histamin von Basophilen und zytotoxische

Proteine von Eosinophilen (Baggiolini et al., 1994; 1997).

Die meisten Chemokine werden unter pathologischen Bedingungen von
Gewebszellen und infiltrierenden Leukozyten gebildet (Baggiolini et al., 1994;
Furie and Randolph, 1995). Die Expression von Chemokin-Rezeptoren wird von
Zytokinen, wie IL-1 oder TNF-a, Lipopolysacchariden und verschiedenen
anderen Stimuli wie viralen Infektionen reguliert (Baggiolini et al., 1994). Diese
programmierte Expression spielt eine sehr wichtige Rolle dabei, sicher zu
stellen, dass eine angemessene Immunantwort gegen ein spezielles Antigen
eingeleitet wird. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Chemokin-
Rezeptor-Expression und deren Assoziation mit Th1 und Th2 Phanotypen von
Zytokinen reguliert wird. Beispielsweise hemmt IFN-a die CCR4-Expression,
induziert jedoch CXCR3 und CCR1 (Sallusto et al., 1998). CXCR3 und CCR5
werden von Th1- Helferzellen exprimiert, CCR3, CCR4 und CCR8 dagegen
werden eher von Th2- Helferzellen exprimiert (Bonecchi et al., 1998; Sallusto et
al., 1997; Zingoni et al., 1998). Es wird vermutet, dass Chemokine auch bei der
Differenzierung in entweder Th1- oder Th2-Zellen beteiligt sind und auch auf

diese Weise eine Immunantwort zu dirigieren vermogen (Luster, 1998).
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T-Zellen exprimieren im Ruhezustand fast nur CXCR4, nach Stimulation (mit IL-
2) jedoch CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3 und nur noch wenig CXCR4
(Baggiolini 1998; Bonecchi et al., 1998; Luster, 1998; Sallusto et al., 1999),
wobei die Expression von CXCR4 bei aktivierten Zellen sehr umstritten ist
(siehe Diskussionsteil).

Es ist durchaus denkbar, dass Chemokin-Rezeptoren bald zur naheren

Klassifizierung von T-Lymphozyten verwendet werden (Bonecchi et al., 1998).

Aktivierte T-Zellen sezernieren an Chemokinen IL-8 (Ligand von CXCR1 und 2),
MIP-1a, MIP-1p3, Lymphotactin und RANTES (Ward and Westwick, 1998).

Chemokine und ihre Rezeptoren sind auller den genannten Funktionen an
einer Reihe anderer Vorgange im Korper beteiligt, so zum Beispiel spielen sie
eine wichtige Rolle bei der HIV-Infektion (siehe unten) und in der Tumorgenese.
Es wurde beispielsweise fur IP10, einem Liganden von CXCR3, gezeigt, dass
es Neovaskularisation, Tumorwachstum und Metastasenbildung hemmen kann
(Luster et al., 1995; Luster and Leder, 1993; Strieter et al., 1995).

In den nachsten Jahren werden voraussichtlich noch weitere Chemokine und

Chemokin-Rezeptoren entdeckt werden, genauso wie bislang unbekannte

Funktionen.
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1.3.2. CXCR3 (CXC-Rezeptor-3) und seine Liganden

Der humane CXCRS3-Rezeptor ist zu 40% mit dem IL-8 Rezeptor identisch.
CXCR3 wird stark auf IL-2-aktivierten T-Lymphozyten exprimiert, ist aber nur
sehr gering auf ruhenden T-Zellen, B-Zellen und Naturlichen Killerzellen und
gar nicht auf Monozyten oder Granulozyten detektierbar (Qin et al., 1998).
Diese Besonderheit dieses Rezeptors, nur auf T-Zellen exprimiert zu werden, -
im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren, die ebenso auf T-Zellen exprimiert
werden, aber auch auf Monozyten und Granulozyten, - laldt vermuten, dass
CXCRS3 fur eine selektive Rekrutierung von Effektor-T-Zellen verantwortlich ist.
Diese Besonderheit liegt darin begrindet, dass die Liganden selektiv fur
aktivierte T-Lymphozyten sind (Loetscher et al., 1996 b).
Es sind bislang 3 Liganden fir CXCR3 gefunden worden:

e |P10 (interferon-inducible protein of 10kD) = CXCL10

e MIG (monokine induced by interferon-y) = CXCL9

e |-TAC (interferon-inducible T cell alpha chemoattractant) = CXCL11.
Die Produktion von IP10 und MIG wird durch IFN-y induziert, das die
Expression der meisten anderen Chemokine hemmt. Diese Eigenschaft ist ein
weiteres Element fur die Selektivitat (Baggiolini et al., 1994) und ein weiterer
Beleg dafur, dass CXCR3+ Zellen an Th1-Immunantworten beteiligt sind
(Bonecchi et al., 1998).
Immunhistologische Farbungen bei Untersuchungen von entzundlichen
Lasionen bei der Rheumatoiden Arthritis ergaben, dass praktisch alle T-Zellen
in den Lasionen CXCR3 exprimierten, insbesondere in perivaskularen
Regionen, wohingegen sehr viel weniger T-Zellen in normalen Lymphknoten
CXCR3 exprimierten (Qin et al., 1998). Diese Ergebnisse zeigen, dass CXCR3
ein Marker fur T-Zellen ist, die an bestimmten entzundlichen Reaktionen
beteiligt sind.
Untersuchungen von Organtransplantat-AbstolRungen zeigten, dass CXCRS3-
Knock-out Mause ein signifikant verlangertes Transplantatliberleben aufwiesen,
was darauf hindeutet, dass CXCR3 auch eine wichtige Rolle bei der

Entwicklung einer Abstol3ungsreaktion spielt.

23



1.3.3. CXCR4 und sein Ligand SDF-1

Das Gen fur CXCR4 wurde auf Chromosom 2 lokalisiert. Der Rezeptor ist
hdchst konserviert bei Vergleichen zwischen verschiedenen Spezies (Horuk,
2001). CXCR4 wird fast ubiquitar auf vielen verschiedenen Zelltypen, unter
anderem auf den meisten Zellen der Hamatopoese, exprimiert (Bleul et al.,
1997), aber nicht auf Neutrophilen (Bleul et al., 1997). AulRerdem findet man
CXCR4 auf vaskularen Endothelzellen (Gupta et al., 1998), Neuronen
(Hesselgesser et al., 1997), Mikroglia und Astrozyten (He at al., 1997).

SDF-1 (stromal-cell derived factor-1) ist der Ligand fir CXCR4. SDF-1 wird als
einziges CXC-Chemokin auf Chromosom 10 kodiert, wahrend alle anderen
CXC-Chemokingene auf Chromosom 4 lokalisiert sind. SDF-1 wurde zunachst
als Wachstumsfaktor flr B-Lymphozyt-Prakursor Zellen beschrieben
(Nagasawa et al., 1991). SDF-1 von Mausen, das sich von dem des Menschen
nur in einer Aminosaure unterscheidet, zieht ruhende T-Lymphozyten in vitro
und in vivo mit ungewdhnlich hoher Wirkung an (Bleul et al., 1996 a).

CXCR4 hat eine wichtige Funktion bei der embryonalen Reifung des
Immunsystems und des Kreislaufsystems, wie Experimente an SDF-1- Knock-
out Mausen zeigten, die in utero aufgrund schwerer Entwicklungsfehler
verstarben (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998).

Ein Symptom dieser Mause war, dass sie abnormal niedrige Zahlen an B-
Lymphozyten und myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark aufwiesen
(Nagasawa et al., 1996). Es wurde deswegen vermutet, dass SDF-1 ein
wichtiger chemotaktischer Faktor fur B-Zell-Vorlauferzellen im Knochenmark ist,
wo die Reifung und Differenzierung der B-Zellen stattfindet (D’Apuzzo et al.,
1997). Es konnte aber gezeigt werden, dass CXCR4 auch auf anderen
Vorlauferzellen in der Hamatopoiese exprimiert wird (Aiuti et al., 1997).

So spielen CXCR4/SDF-1 auch eine wichtige Rolle bei der T-Zellentwicklung
und beim T-Zelltrafficking. CXCR4 wird in hoher Zahl auf doppelt-positiven
Thymozyten exprimiert, im Thymus im Zuge der Reifung zu einfach-positiven
Thymozyten runterreguliert und wieder vermehrt exprimiert, wenn die

Thymozyten den Thymus verlassen (Suzuki et al., 1998). Die hohe Zahl an
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CXCR4 der Vorlauferzellen wird benétigt, um sie aus dem peripheren Blut in
den Thymus flr die weitere Reifung zu dirigieren. Nach der Reifung zu einfach-
positiven Thymozyten mussen die CXCR4-Rezeptoren herunterreguliert
werden, damit die Zellen den Thymus verlassen kdonnen. Analog wurde von
Gazitt gezeigt, dass eine Herunterregulierung von CXCR4 auf CD34+ Zellen
stattfinden muss, damit sie das Knochenmark verlassen kénnen (Gazitt, 2000).
In der Peripherie werden die Rezeptoren fur das Homing zu den peripheren

lymphatischen Geweben (Lymphknoten) wieder hochreguliert.

Experimente an Wildtyp- und Knockout-Mausen zeigten, dass CXCR4-
Transkripte auch schon fruh in der Embryogenese im ZNS gefunden werden.
Somit spielt CXCR4 sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung des ZNS (Jazin et al., 1997).

CXCR4 wurde zum Gegenstand intensiver Forschungen als man herausfand,
dass dieser Rezeptor ein HIV-1 Corezeptor ist, der von T-tropischen (T-Zell —
tropisch) HIV-1 strains fur den zellularen Eintritt gebraucht wird (Feng et al.,
1996). Experimente konnten zeigen, dass der physiologische Ligand SDF-1 den
Eintritt der T-tropischen HI-Viren blockieren konnte (Bleul et al., 1996 b),
genauso wie die Liganden von CCRS5, dem zweiten bedeutenden HIV-
assoziierten Chemokin-Rezeptor, den Eintritt der M-tropischen Viren

(Makrophagen-topisch) in die Zelle verhindern kénnen (Cocchi et al., 1995).
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1.3.4. Die Rolle der Chemokin-Rezeptoren bei der MS

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass CCR1 eine Rolle bei der
Pathophysiologie der MS spielt. Rattenexperimente mit dem CCR1-
Antagonisten BX 471 zeigten, dass dieser Antagonist den klinischen Score um
ca. 50% reduzieren konnte (Liang et al., 2000). Experimente mit CCR1-Knock-
out Mausen zeigten, dass diese Mause eine signifikant niedrigere Inzidenz
einer EAE-Erkrankung aufwiesen (Rottmann et al., 2000).

Auch bei CCR2 konnte in einigen Untersuchungen gezeigt werden, dass dieser
Rezeptor wahrscheinlich an der Pathogenese der MS beteiligt ist. CCR2-Knock-
out Mause entwickelten in Experimenten keine klinische EAE oder ZNS
Histopathologie und zeigten eine signifikant niedrigere T-Zell- und
Makrophagen-Infiltration des ZNS (Fife et al., 2000; lzikson et al., 2000).
Aulerdem wurde gezeigt, dass EAE-Induktion bei Ratten von einer erhéhten

Expression von CCR2 begleitet ist (Jiang et al., 1998).

CCR1 und CCR2 werden auf Makrophagen konstitutiv exprimiert, auf
Lymphozyten jedoch erst nach Stimulation mit IL-2 (Loetscher et al., 1996 a).
Simpson et al. entdeckten in Untersuchungen an post mortem Hirnschnitten von
MS-Patienten und Kontrollen, dass CCR2, CCR3 und CCRS5 in chronisch
aktiven Lasionen von MS-Patienten in erhohter Zahl vorkamen. Die Rezeptoren
waren dabei hauptsachlich mit Schaumzellen und aktivierten Mikrogliazellen
assoziiert und nicht so sehr mit T-Zellen (Simpson et al., 2000a).

Es konnte gezeigt werden, dass MIP-1a und RANTES, beides Rezeptoren fur
CCR1 und CCRS5, von perivaskularen, inflammatorischen Zellen exprimiert

werden (Miyagishi et al., 1997).

MIP-1a, ein Ligand fur die Rezeptoren CCR1, CCR2 und CCRS5, wurde in
niedrigen Mengen im Liquor von MS-Patienten gefunden, nicht aber bei
Gesunden (Miyagishi et al.,, 1995). Der Liquor ist im Gleichgewicht mit dem
Extrazellularraum des ZNS und vom systemischen Blutkreislauf durch die Blut-

Liquor-Schranke getrennt (Ransohoff, 2002).
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Karpus and Kennedy zeigten, dass Antikorper gegen MIP-1a initiale Attacken
der EAE durch adoptiven Transfer unterdriicken konnten, wahrend Antikorper
gegen MCP-1 (Ligand fur CCR2) nachfolgende Schube verhinderte, was darauf
hindeutet, dass mehrere Chemokinrezeptoren in der Pathogenese beteiligt sind

und unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen (Karpus and Kennedy, 1997).

Die wohl bedeutendsten und in den letzten Jahren am meisten erforschten
Chemokinrezeptoren sind CCR5 und CXCR3 mit ihren Liganden MIP-1a und
RANTES bzw. IP-10 und MIG.

Abgesehen von den bereits genannten Untersuchungen gibt es weitere
Ergebnisse, die belegen, dass eine Beteiligung von CCR5 an der Pathogenese
der MS wahrscheinlich ist. Zum Beispiel, dass MS Patienten, die eine Mutation
am Genlocus von CCR5 haben (CCR5 d32) und damit sozusagen Knock-out
Patienten fur diesen Rezeptor sind, zwar keinen signifikant erhdhten Schutz vor
der Initialphase der Erkrankung besitzen, aber ein niedrigeres Risiko fur einen
chronisch schubférmigen Verlauf haben (Sellebjerg et al., 2000). Eine andere
Studie zeigte, dass bei einer Interferon-B Behandlung von Patienten eine
Verbesserung der Symptomatik mit einer Reduktion der CCR5-Expression auf

T-Zellen positiv korreliert ist (Zang et al., 2001).

1.3.5. CXCR3 und Multiple Sklerose

Es konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass T-Zellen von MS-
Patienten im Liquor gegenuber peripherem Blut mehr CCR5 und CXCR3
exprimieren (Misu et al., 2001; Sindern et al., 2002, Sorensen et al., 1999,
2002; Teleshova et al., 2002). Andere Chemokinrezeptoren waren dagegen im
Liquor nicht erhoht, bis auf CCR1, der eine leicht héhere Expression aufwies,
aber dennoch nur auf einem kleinen Anteil der T-Zellen zu detektieren war
(Kivisakk et al., 2002; Misu et al., 2001). Kivisakk et al. konnten jedoch zeigen,
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dass auch Kontrollpersonen, die nicht an MS erkrankt sind, in gleichem Male
eine erhohte Expression von CXCR3 und CCR5 im Liquor aufwiesen (Kivisakk
et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen im Liquor mehrheitlich dem
Memory/Effektor-Zelltyp angehorten, was belegt, dass aktivierte Zellen mehr
CXCR3 exprimieren und dadurch konnte auch die Uberlegung gestiitzt werden,
dass die CXCR3- und evtl. auch die CCR5-Expression eine Voraussetzung
daflr sind, dass aktivierte T-Zellen ins ZNS einwandern konnen (Kivisakk et al.,
2002; Teleshova et al., 2002).

Interessanterweise konnten Kivisakk et al. bei ihren Untersuchungen auch
zeigen, dass CXCR3 im Vergleich zu CCR5 sehr wahrscheinlich der wichtigere
Chemokinrezeptor fur das Trafficking ins ZNS ist, da CXCR3 auf einer deutlich
hdheren Zellzahl zu detektieren war und es praktisch keine CXCR3 — /CCR5 +
T-Zellen im Liquor gab (Kivisakk et al., 2002).

Liquor-Untersuchungen bei Patienten mit akuter MS ergaben, dass die
Konzentration von CXCL10 (=IP10), einem Ligand von CXCR3, der durch IFN-y
induzierbar ist, zehn mal héher als im Blut (Sindern et al., 2002) und deutlich
hoher als bei Kontrollpersonen ist (Franciotta et al., 2001). Sorensen et al.
konnten diesen Befund in ihren Untersuchungen bestatigen und zeigten
darUber hinaus, dass eine Methylprednisolon-Therapie diese hohen IP-10-
Werte nicht beeinflusste (Soérensen et al., 2002). Bereits zuvor konnten Misu et
al. zeigen, dass eine Therapie zwar die Zahl der CCR5+ Zellen im Liquor
senken konnte, nicht jedoch die Zahl der CXCR3+ Zellen. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass CCR5 wichtig fur die
Initierung der Inflammation sei und als Marker fir Schibe bzw. Remission
verwendet werden kann, wahrend CXCR3 eine Rolle bei der Aufrechterhaltung

der Immunantwort spielt (Misu et al., 2001).
Neben Untersuchungen von PBMC aus Liquor und peripherem Blut wurden in

mehreren Studien Hirnschnitte von verstorbenen MS-Patienten und MRT-Bilder

untersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse deuten sehr stark darauf hin, dass
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CXCRS3 eine bedeutende Rolle bei der MS spielt. So ergaben Untersuchungen
von aktiven MS-Lasionen, dass IP-10 auf Astrozyten in der Umgebung der
Lasionen exprimiert wird, nicht jedoch in nicht betroffener weilRer Substanz
(Balashov et al., 1998). Simpson et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass MIG
und IP-10 in aktiv demyelinisierenden Lasionen vorwiegend von Makrophagen
und reaktiven Astrozyten im umliegenden Parenchym exprimiert werden, und
dass CXCR3 von T-Zellen in den Plaques und von Astrozyten exprimiert wird
(Simpson et al., 2000 b).

Sorensen et al. kamen bei ihren Untersuchungen von MS-Lasionen zu einigen
interessanten Ergebnissen. Sie konnten zum einen zeigen, dass altere aktive
Lasionen signifikant mehr CXCR3 enthielten als neuere aktive Lasionen, was
darauf hindeutet, dass kontinuierlich weiter CXCR3-positive T-Zellen in die
Lasion einstromen. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass ein hohe
Korrelation zwischen IP-10 und CXCR3 in den L&sionen besteht. Sie konnten
auch zeigen, dass praktisch alle T-Zellen in den perivaskularen entzindlichen
Infiltraten CXCR3-positiv sind. CXCR3-positive Zellen wurden im ZNS gesunder
Kontrollen dagegen fast nie gefunden, genauso wenig wie IP-10 (Sérensen et
al., 2002).

Die Bedeutung von CXCR3 wurde auch dadurch unterstrichen, dass durch
MRT-Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass Patienten mit aktiven
Lasionen einen signifikant hoheren Anteil an CXCR3-positiven Zellen hatten als
Patienten ohne Gd-anreichernde Lasionen (Sindern et al., 2002).

Auch einige Untersuchungen am EAE-Model untermauern die Rolle von
CXCR3 bei der Pathogenese der MS. So konnte beispielsweise in
Tierexperimenten gezeigt werden, dass IP-10 antisense Mause vor EAE schitzt
(Wojcik et al., 1996). In anderen Experimenten wurden Antikdrper gegen IP-10
eingesetzt, die sowohl die Inzidenz und Schwere der EAE, als auch den
Einstrom mononuklearer Zellen ins ZNS verringern konnten (Fife et al., 2001).
Auch Antikdérper gegen CXCR3 bei EAE-sensiblen Mausen konnten die
Erkrankung verhindern (Arimilli et al., 2000) bzw. das Recruitment von Th1

Zellen zu Orten der Inflammation (Xie et al., 2003).
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1.3.6. CXCR4 und Multiple Sklerose

Die Rolle von CXCR4 bei chronischen, entzundlichen Erkrankungen wurde
bislang noch nicht untersucht. Fast alle wissenschaftlichen Veroffentlichungen
untersuchten die Rolle von CXCR4 bei der HIV-Infektion. Es wird auch von
vielen Autoren davon ausgegangen, dass CXCR4 entweder keine besondere
immunologische Relevanz besitzt oder dass CXCR4, da es auf so vielen
Gewebezellen exprimiert wird, nur fur die Homoostase bzw. das Homing von

Zellen verantwortlich ist (Sallusto et al., 1999).
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1.4. Die Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit

1. Nachdem Gene-Chip Untersuchungen bei LEW.1AV1 Ratten, die an
EAE erkrankt waren, und Kontrollen ergaben, dass CXCR4-mRNA
Werte bei den EAE-Ratten gegenuber den Kontrollen erhoht waren
(eigene unveroffentlichte Ergebnisse), wurden in dieser Arbeit
mononukleare Zellen (PBMC) aus vendsem peripherem Blut von MS-
Patienten und Kontrollpersonen isoliert, um zu untersuchen, ob dieser
Unterschied auch beim Menschen zu beobachten ist. Dazu wurde die
Expression von CXCR4 auf mRNA- und Proteinebene bei beiden

Gruppen gemessen und verglichen.

2. Zur gleichen Zeit wurde auch bei den gleichen Patienten und
Kontrollen die Expression des CXCR3-Chemokinrezeptors auf
MRNA- und Proteinebene in nativen PBMC bestimmt, d. h. eines
Rezeptors, von dem bereits bekannt war, dass er sehr wahrscheinlich
an der Pathogenese der MS beteiligt ist. Dies diente zum einen der
Gewinnung unabhangiger Ergebnisse bei CXCR3, aber auch dem

Vergleich dieser beiden Rezeptoren.

3. Dartber hinaus wurden die MS-Patienten nach ihrem Krankheits-
verlauf in Gruppen mit schubférmigem und chronisch-progredientem
Verlauf eingeteilt und diese beiden Gruppen auf Unterschiede in der

Expression bei beiden Rezeptoren untersucht.
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AulRerdem wurde untersucht, ob eine Stimulation der PBMC mit
autoantigenen Myelinproteinen in Zellkultur die Expression von
CXCR3 und CXCR4 induzieren kann. Stimuliert wurde mit den
kirzeren MOG-Peptiden 91-108, 93-108, 141-156 und 146-154, die
sich in frGheren Studien als immundominante Epitope erwiesen (siehe
auch Kap. 1.2.4.3.), dem extrazellularen Teil von MOG (1-125) und
dem vollstandigen MOG-Protein (1-218). Daruber hinaus mit MBP 83-
99, dem immundominanten Epitop des MBP-Moleklls. Als Kontrollen

wurde mit Influenza-A-Peptid und PHA stimuliert.

Abgesehen von der Untersuchung unstimulierter PBMC von
Patienten und Kontrollen, wurden die stimulieten PBMC dieser
beiden Gruppen miteinander verglichen und auch Patienten mit
unterschiedlichem Krankheitsverlauf untereinander, um zu sehen, ob
die Patientengruppe eine hohere (oder evil. auch niedrigere)

Reaktivitat gegenliber den Antigenen aufweist.

AulBerdem sollte, im Falle einer Induktion durch die genannten
Antigene, untersucht werden, welche Antigene die groften

Reaktionen hervorrufen konnten.
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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material
2.1.1. Zellkultur
21.1.1. Probanden

20 Patienten der Neurologischen Universitatsklinik Tubingen mit Multipler
Sklerose sowie 16 gesunde Kontrollpersonen willigten einer Blutentnahme fir
wissenschaftliche Zwecke zu. Die Patienten konnten zusatzlich nach ihrem
Krankheitsverlauf in 3 Gruppen unterteilt werden. 11 Patienten hatten einen
schubférmigen Verlauf, 2 Patienten hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme
einen Schub und 6 Patienten hatten einen sekundar chronisch progredienten
Krankheitsverlauf.

Das mittlere Alter der MS Patienten betrug 37 +/-10 Jahre und das der
Kontrollen 38 +/-14 Jahre, mit einer Geschlechtsverteilung von mannlich zu
weiblich bei den MS Patienten von 15:85 %, bei den Kontrollen von 31:69 %.

2.1.1.2. Isolierung mononuklearer Zellen (PBMC) aus Vollblut

a) Gerate und Einwegmateralien

Sterilbank (NUAIRE)
Zentrifuge (Rotanta RPC) (HETTICH)
10 ml Monovetten (SARSTEDT)
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sterile Plastikpasteurpipetten (GREINER)

Pipettierhilfe Accu-Jet (BRAND)
2 ml Sterilpipetten, wattiert (FALCON)
50 ml Schraubdeckelréhrchen (FALCON)

b) Chemikalien und Lésungen

PBS (phosphate buffered saline, pH 7,2)(GIBCO)
Lymphoprep (AMERSHAM)

2.1.1.3. Zellfarbung und Zellzahlbestimmung

a) Gerate und Einwegmateralien

Lichtmikroskop (LEICA)
Neubauer-Zahlkammer (EPPENDORF-NETHELER-HINZ)

b) Chemikalien und Lésungen

Trypan-Blau-LAsung (SIGMA)
(0,9 g NaCl + 0,5 g Trypanblau ad

100 ml H,O entionisiert, 0,45 um-

Filter sterilfiltriert)
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21.1.4. Allgemeine Zellkultur

a) Gerate und Einwegmaterialien

Sterilbank

Inkubator

Zentrifuge (Rotanta RPC)
Schuttler Vortex Genie 2
Pipettierhilfe Accu-Jet

5 ml Sterilpipetten, wattiert
10 ml Sterilpipetten, wattiert
25 ml Sterilpipetten, wattiert
Multipipette

Combitips (100-500 ul)

96 MicroWell-Platten
Cellstar 24 Loch-Platten
Pipetten

b) Chemikalien und Lésungen

Kulturmedium (CM)

- DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, 500 ml)

- L-Glutamin (4 mM)

- Penicillin (100 U/ml)

- Streptomycin (100 ug/ml)

- 5% FCS (fetales Kalberserum)

(NUAIRE)
(NUAIRE)
(HETTICH)
(NEOLAB)
(BRAND)
(FALCON)
(FALCON)
(FALCON)
(EPPENDORF-NETHELER-HINZ)
(BRAND)
(NUNC)
(GREINER)
(GILSON)

(GIBCO)

(GIBCO)
(GIBCO)
(GIBCO)
(PAA Laboratories)
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2.1.1.5. Peptidsequenzen

2.1.1.5.1. Sequenzen der synthetischen humanen MOG-Peptide

MOG 91-108 : SDEGGFTCFFRDHSYQEE
MOG 93-108 : EGGFTCFFRDHSYQEE
MOG 141-156 : TVGLVFLCLQYRLRGK
MOG 146-154 : FLCLQYRLR

2.1.1.5.2. Kontrollpeptide

Influenza A YRNLVWFIKKNTRYP
MBP 83-99 : NPVVHFVHFFKNIVTPR
2.1.2. TagMan-PCR

21.21. RNA-Isolierung aus Zellkulturen

a) Gerate und Einwegmateralien

RNA-Kit (QUIAGEN)
- Saulchen

- Eppendorf-Gefalle

- andere Tubes

Pipetten (GILSON)
Biofuge MiniZentrifuge (HERAEUS)
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b) Chemikalien und Lésungen

RNeasy Kit (QUIAGEN)
- RLT-Puffer

- RW1-Puffer

- RPE-Puffer

- RNase-freies H,0

DNAse Kit (QUIAGEN)
- DNAse

- RDD-Puffer

Ethanol (70%ig) (MERCK)
2.1.2.2. Transkription der RNA in cDNA

a) Gerate und Einwegmateralien

Wasserbad

Heizblock (NEOLAB)
Pipetten (GILSON)
Eppendorf-Gefalde (EPPENDOREF)

b) Chemikalien und Lésungen

Random Hexamere

RT-Mastermix (26.5 ul pro Ansatz)
- 5x RT-Puffer (10 ul)

- dNTPs 10mM (10 ul)

- RNase Inhibitor 40 U/ul (0,25 ul)
- M-MLV RT 200 U/ul (1 ul)

- HoOpepc (RNAse frei) (5,25 pl)

(AMMERSHAM PHARMACIA)

(PROMEGA)
(PROMEGA)
(PROMEGA)
(PROMEGA)
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2.1.2.3. TagMan-PCR Reaktion

a) Gerate und Einwegmateralien

TagMan-Gerat ABI PRISM® SDS
TagMan 96-well-Platten
Pipetten

b) Chemikalien und Lésungen

SYBR Green PCR Master Mix
(hot-start-AmpliTaqGold®, 2x SYBR®
Green PCR Puffer, MgCl,, dNTPs)

Primer (siehe unten)

TagMan Mastermix 1.000ul
- SYBR Green PCR MM 750yl
- forward primer 80ul
- reverse primer 80ul
- H204q 0ul

(PERKIN ELMER/ABI)
(GENESCAN)
(GILSON)

(APPLIED BIOSYSTEMS)

(GENESCAN)
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21.2.4. Primer

)  CXCR3

Sequenz:

69 AT GGTCCTTGAG GTGAGTGACC ACCAAGTGCT AAATGACGCC GAGGTTGCCG

121 CCCTCCTGGA GAACTTCAGC TCTTCCTATG ACTATGGAGA AAACGAGAGT GACTCGTGCT

181 GTACCTCCCC GCCCTGCCCA CAGGACTTCA GCCTGAACTT CGACCGGGCC TTCCTGCCAG
241 CCCTCTACAG CCTCCTCTTT CTGCTGGGGC TGCTGGGCAA CGGCGCGGTG GCAGCCGTGC
301 TGCTGAGCCG GCGGACAGCC CTGAGCAGCA CCGACACCTT CCTGCTCCAC CTAGCTGTAG
361 CAGACACGCT GCTGGTGCTG ACACTGCCGC TCTGGGCAGT GGACGCTGCC GTCCAGTGGG
421 TCTTTGGCTC TGGCCTCTGC AAAGTGGCAG GTGCCCTCTT CAACATCAAC TTCTACGCAG
481 GAGCCCTCCT GCTGGCCTGC ATCAGCTTTG ACCGCTACCT GAACATAGTT CATGCCACCC
541 AGCTCTACCG CCGGGGGCCC CCGGCCCGCG TGACCCTCAC CTGCCTGGCT GTCTGGGGGC
601 TCTGCCTGCT TTTCGCCCTC CCAGACTTCA TCTTCCTGTC GGCCCACCAC GACGAGCGCC
661 TCAACGCCAC CCACTGCCAA TACAACTTCC CACAGGTGGG CCGCACGGCT CTGCGGGTGC
721 TGCAGCTGGT GGCTGGCTTT CTGCTGCCCC TGCTGGTCAT GGCCTACTGC TATGCCCACA
781 TCCTGGCCGT GCTGCTGGTT TCCAGGGGCC AGCGGCGCCT GCGGGCCATG CGGCTGGTGG
841 TGGTGGTCGT GGTGGCCTTT GCCCTCTGCT GGACCCCCTA TCACCTGGTG GTGCTGGTGG
901 ACATCCTCAT GGACCTGGGC GCTTTGGCCC GCAACTGTGG CCGAGAAAGC AGGGTAGACG
961 TGGCCAAGTC GGTCACCTCA GGCCTGGGCT ACATGCACTG CTGCCTCAAC CCGCTGCTCT
1021 ATGCCTTTGT AGGGGTCAAG TTCCGGGAGC GGATGTGGAT GCTGCTCTTG CGCCTGGGCT
1081 GCCCCAACCA GAGAGGGCTC CAGAGGCAGC CATCGTCTTC CCGCCGGGAT TCATCCTGGT
1141 CTGAGACCTC AGAGGCCTCC TACTCGGGCT TGTGA 1175

Forward Reverse Exon- Amplicon Sequence Pro
Exon duct
Overlap size

CXCR | CACCCACTGCCAATACAA | TAGCAGTAGGCCATGAC |no FOR: 105
3 CT CAG CACCCACTGCCAATACAAC

TTCCCACAGGTGGGCCGCA
CGGCTCTGCGGGTGCTGCA
GCTGGTGGCTGGCTTTCTG
CTGCCCCTGCTGGTCATGG
CCTACTGCTA

REV:
TAGCAGTAGGCCATGACCA
GCAGGGGCAGCAGAAAGC
CAGCCACCAGCTGCAGCAC
CCGCAGAGCCGTGCGGCC
CACCTGTGGGAAGTTGTAT
TGGCAGTGGGTG

CXCR3.1y = -3,744x + 19 E=1,85
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Il)  CXCR4

Sequenz:

EXONT1 : GTTTGTTGGCT
961 GCGGCAGCAG GTAGCAAAGT GACGCCGAGG GCCTGAGTGC TCCAGTAGCC ACCGCATCTG
1021 GAGAACCAGC GGTTACCATG GAGGGGATCA GTATATAC ACTTCAGATA ACTACACCGA
GGAAATGGGC TCAGGGGACT ATGACTCCAT

EXON 2:
3301 CTACTCCATC ATCTTCTTAA CTGGCATTGT GGGCAATGGA TTGGTCATCC TGGTCATGGG
3361 TTACCAGAAG AAACTGAGAA GCATGACGGA CAAGTACAGG CTGCACCTGT CAGTGGCCGA
3421 CCTCCTCTTT GTCATCACGC TTCCCTTCTG GGCAGTTGAT GCCGTGGCAA ACTGGTACTT
3481 TGGGAACTTC CTATGCAAGG CAGTCCATGT CATCTACACA GTCAACCTCT ACAGCAGTGT
3541 CCTCATCCTG GCCTTCATCA GTCTGGACCG CTACCTGGCC ATCGTCCACG CCACCAACAG
3601 TCAGAGGCCA AGGAAGCTGT TGGCTGAAAA GGTGGTCTAT GTTGGCGTCT GGATCCCTGC
3661 CCTCCTGCTG ACTATTCCCG ACTTCATCTT TGCCAACGTC AGTGAGGCAG ATGACAGATA
3721 TATCTGTGAC CGCTTCTACC CCAATGACTT GTGGGTGGTT GTGTTCCAGT TTCAGCACAT
3781 CATGGTTGGC CTTATCCTGC CTGGTATTGT CATCCTGTCC TGCTATTGCA TTATCATCTC
3841 CAAGCTGTCA CACTCCAAGG GCCACCAGAA GCGCAAGGCC CTCAAGACCA CAGTCATCCT
3901 CATCCTGGCT TTCTTCGCCT GTTGGCTGCC TTACTACATT GGGATCAGCA TCGACTCCTT
3961 CATCCTCCTG GAAATCATCA AGCAAGGGTG TGAGTTTGAG AACACTGTGC ACAAGTGGAT
4021 TTCCATCACC GAGGCCCTAG CTTTCTTCCA CTGTTGTCTG AACCCCATCC TCTATGCTTT
4081 CCTTGGAGCC AAATTTAAAA CCTCTGCCCA GCACGCACTC ACCTCTGTGA GCAGAGGGTC
4141 CAGCCTCAAG ATCCTCTCCA AAGGAAAGCG AGGTGGACAT TCATCTGTTT CCACTGAGTC
4201 TGAGTCTTCA AGTTTTCACT CCAGCTAA
Forward Reverse Exon- Amplicon Sequence Pro
Exon duct
Overlap size
CXCR | CATCAGTCTGGACCGCTA | GGATCCAGACGCCAACA |no FWD: 101
4 CcC TAG CATCAGTCTGGACCGCTAC | bp
CTGGCCATCGTCCACGCCA
CCAACAGTCAGAGGCCAAG
GAAGCTGTTGGCTGAAAAG
GTGGTCTATGTTGGCGTCT
GGATCC
REV:
GGATCCAGACGCCAACATA
GACCACCTTTTCAGCCAAC
AGCTTCCTTGGCCTCTGAC
TGTTGGTGGCGTGGACGAT
GGCCAGGTAGCGGTCCAGA
CTGAT

CXCR4y=-3,371x + 21,248

Iy  18S

18S ist eine ribosomale RNA, die konstitutiv von allen Zellen des menschlichen
Korpers gebildet wird. Das Gen, das fur 18S kodiert, wird deswegen auch als
Housekeeping Gene bezeichnet. In den TagMan Versuchen wurde die

Transkription von 18S als Referenz genommen.
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2.1.3. DurchfluRzytometrie (FACS)

a) Gerate und Einwegmateralien

DurchfluBRzytometer (FACScalibur) (BECTON DICKINSON)
1 ml Rundbodenrdhrchen, Polystyrol  (FALCON)

Mehrkanalpipette (BRAND)
Pipetten (GILSON)
Zentrifuge (Rotanta RPC) (HETTICH)

b) Chemikalien und Lésungen

FACS-Puffer

- PBS (pH 7,2) (GIBCO)

- BSA (bovines Serumalbumin) 0,1 % (SIGMA)

- Natriumazid NaN3; 0,1 % (CARL ROTH)
Blockungs-Puffer

PE-markierte Antikérper (PHARMINGEN)
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2.2. Methoden

2.2.1. Vorbereitung der PBMC Zellkultur
2.2.11. Isolierung mononuklearer Zellen (PBMCs) aus Vollblut
a) Prinzip

Mit Hilfe der Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation konnen die
zellularen Blutbestandteile nach ihrer Dichte getrennt werden.

Die PBMCs und Thrombozyten bleiben aufgrund ihrer geringeren Dichte
oberhalb der Ficoll-Hypaque Schicht, wahrend die Erythrozyten und
Granulozyten aufgrund ihrer hoheren Dichte am Boden des Gefalles
sedimentieren. Die PBMCs konnen nun abpipettiert werden. Durch zwei
folgende Waschschritte wird errreicht, dass die Thrombozyten und das Ficoll

(Lymphoprep) weitestgehend beseitigt werden.

b) Methode

Die heparinisierten Blutproben wurden in 50 ml Schraubdeckelréhrchen mit
PBS im Verhaltnis 1:1 verdinnt. Dann wurden 2 Volumina dieses Blut-PBS-
Gemisches vorsichtig auf 1 Volumen Ficoll (Lymphoprep) uberschichtet.
Danach folgte die Dichtezentrifugation bei 2000 U/min (900g) fur 25 Minuten bei
20°C ohne Bremse, durch die sich die PBMCs deulich sichtbar in der
Interphase ansammelten und von den Erythrozyten und Granulozyten trennten.
Diese Zellschicht wurde entweder mit sterilen Plastikpasteurpipetten oder mit
Hilfe des Accu-Jet® und steriler 2 ml-Plastikpipetten entnommen. Die Zellen
wurden in 50 ml Schraubdeckelréhrchen gegeben, mit PBS aufgeflllt und far 10
Minuten mit 1000 U/min (400g) zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
wiederholt und die Zellen anschlief3end in Kulturmedium resuspendiert. Dann

wurde die Zellzahlbestimmung durchgefuhrt.
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2.2.1.2. Zellfarbung und Zellzahlbestimmung

a) Prinzip

Die Zellen werden mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. In deren
Vertiefung wird bei aufgelegtem Deckglas ein definiertes Volumen von 0,1 ul
pro Eckquadrat, bestehend aus 16 kleineren Quadraten, umschlossen.

Vor der Zahlung werden die Zellen mit Trypan-Blau angefarbt. Vitale Zellen
nehmen den Farbstoff nicht auf und erscheinen unter dem Lichtmikroskop hell,
wahrend tote Zellen mit dem Farbstoff gefillt sind und als blauschwarze Punkte

sichtbar werden.

b) Methode

10 ul Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypan-Blau gemischt und wiederum 10
pl dieses Gemisches auf die mit einem Deckglas bedeckte Zahlkammer
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden 16 Quadrate ausgezahlt, was einem
Eckquadrat entspricht, und die Zellzahlkonzentration nach folgender Formel
berechnet:

Zellzahl / ml = Anzahl der Zellen in den 16 Quadraten x 2 (Verdlinnungsfaktor)

x 10.000 (Volumenfaktor eines Eckquadrats).
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2.2.2. TagMan-PCR

2221. Zellkultur far TagMan-PCR

Die aus 2.2.1. gewonnen PBMC wurden auf eine Konzentration von 1 Mio
Zellen / ml mit CM verduannt und jeweils 200 pl dieser Zellldsung auf 96-Loch-
Platten pipettiert. Diese Zellen wurden mit 20 pl verschiedener Antigene in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml, jeweils in Triplikaten, fur die Zellkultur inkubiert.
Fir den TagMan-PCR Ansatz wurden die Antigene MOG 91-108, MOG 93-108,
MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A, MBP 83-
99, PHA und eine Medium-Kontrolle (= kein-Antigen Kontrolle) verwendet und
aullerdem native PBMC untersucht, die — ebenso ohne ein Antigen stimuliert —

ohne Inkubationszeit gleich weiterverarbeitet wurde, also die reine Zellldsung.

2222 Isolierung der RNA aus den Zellen nach Zellkultur

Um eine Kontaminierung mit RNAsen zu verhindern, wurde bei allen
Arbeitsschritten mit RNA autoklaviertes Material und Handschuhe verwendet
und auf Eis gearbeitet.

Fir die ,nativen PBMC“ Proben wurde 1 ml der Zellldsung direkt weiter
behandelt; die restlichen Proben auf der 96-Loch-Platte wurden in den
Inkubator gestellt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen entnommen und —
genau so wie die ,native PBMC“ Proben zuvor — in autoklavierte 1.5 ml
Eppendorf Gefalke uberflhrt, jeweils aus den drei Triplikat-Lochern einer 96-
Loch-Platte in ein Gefal}, und in der Mikrozentrifuge bei 5000 U / min far 3 min
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 300 uyl RLT- Lyse-
puffer (enthalt 10 pl/ml Mercaptoethanol) resuspendiert. Bei diesem Schritt
werden die Zellen lysiert. Im nachsten Schritt wurde 300 pl 70%iges Ethanol
dazugegeben und vorsichtig geschuttelt. Durch das Ethanol wird die RNA

ausgefallt. Nun wurden diese 600 pl aus jedem Eppendorf Gefal} jeweils auf ein
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RNA-Saulchen Uberfihrt. Die Filtrationen wurden stets beschleunigt durch
zentrifugieren mit 10.000 U/min (8.000g) fir 20 Sekunden in der Mikro-
zentrifuge. Das Filtrat wurde verworfen.

Es folgte ein erster Waschschritt. Auf jedes Saulchen wurde 300 pul RW1-Puffer
pipettiert und anschliellend wieder in der Zentrifuge filtriert.

Auf jedes Saulchen wurde dann 80 ul DNAse Puffer (5 ul DNAse + 75 ul Puffer)
gegeben und fur 15 min inkubiert. Durch diesen Schritt wird die DNA zerstort
und die RNA bleibt als einzige Nukleinsaure erhalten.

Nach diesen 15 min wurde wieder mit 300 yl RW1-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde zwei mal mit 400 uyl RPE-Puffer (enthalt Ethanol)
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde mit 13.000 U/min fur 1 min
zentrifugiert, um die gesamte FlUssigkeit aus der Sdule zu bekommen.

Im letzten Schritt wurde die RNA mit 100 yl RNAse-freies Wasser aus den
Saulchen eluiert und in jeweils einem Eppendorf-Gefald aufgefangen.

Die RNA wurde anschlieBend entweder bei —20°C eingefroren oder, auf Eis

gelagert, gleich in cDNA umgeschrieben.

2223. Reverse Transkription der RNA in cDNA

a) Prinzip

Die Reverse Transkription wird eingesetzt, um messenger RNA (mRNA) in
komplementare einzelstrangige cDNA (complementary) umzuschreiben. Dafur
wird ein virales Enzym verwendet, die Reverse Transkriptase. Die vorliegende
mRNA dient als Matrize, an die sich Oligonukleotidprimer anlagern. Von diesen
Positionen aus wird die neue cDNA in §’-3’- Richtung synthetisiert. Das Erhitzen
der Proben nach Ende der Inkubationszeit dient der Inaktivierung der Reversen

Transkriptase und der Trennung der mRNA-cDNA-Hybride
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b) Methode

Im ersten Schritt wurden 21,5 pl jeder RNA-Probe zusammen mit 2 yl Random
Hexameren in ein autoklaviertes Eppendorf Gefall gegeben und in einem
Heizblock bei 70°C fur 10 min inkubiert, um die Sekundarstrukturen der
Nukleinsauren zu zerstéren. Danach wurden die Proben sofort auf Eis gekuhit
und jeweils 26.5 pl des RT-Mastermixes dazugegeben. Die Proben wurden mit
einem Schuttler gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend fur 50 min in einem Wasserbad bei 42°C und zuletzt 15 min bei

70°C im Heizblock. Die cDNA-Proben wurden dann bei —20°C eingefroren.

2224, Durchfihrung der TagMan-PCR

a) Prinzip

) PCR allgemein

Mittels der Technik der PCR (polymerase chain reaction) werden cDNA
Abschnitte spezifisch amplifiziert und die cDNA-Ausgangsmenge relativ oder
absolut bestimmt. Damit ist es ruckschlieBend moglich, DNATranskripte auf
MmRNA Ebene sehr sensitiv zu detektieren und zu quantifizieren, auch wenn sie
nur in sehr geringer Anzahl vorliegen.

Der Ablauf der Polymerasenkettenreaktion entspricht der Replikation in der
Zelle, d.h. eine Polymerase synthetisiert entlang einer Nukleinsaurematrix den
dazu komplementaren Strang.

Genauso wie bei der in vivo Replikation werden fir die PCR aul3er Polymerase
und Nukleotiden Primer als Startermolekule bendtigt, ein sense oder forward
primer und ein antisense oder reverse primer. Die Primer flankieren ganz
spezifisch den Bereich der cDNA, der amplifiziert (= Amplikon) und gemessen
werden soll.

Die Primer werden anhand eines Primer Design Computerprogrammes so

ausgewahlt, dass moglichst ideale Werte in verschiedenen Kriterien, die die
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Effizienz der Reaktion beeinflussen, gewahrleistet sind. So sollen die Primer
mindestens 18 und langstens 30 Nukleotide lang sein, das eingeschlossene
Amplikon soll 100 — 150 Nukleotide grof3 sein und beide Primer sollen die
gleiche Schmelztemperatur von ca. 60°C besitzen. Wenn mdglich sollten die
Primer eine Exon-Exon Schnittstelle Uberspannen, um eine Amplifizierung
genomischer DNS, die bei einer Kontamination enthalten sein kann, zu
verhindern.

Die Amplifizierung der cDNA erfolgt in mehreren Zyklen, wobei sich bei jedem
Zyklus die cDNA-Menge verdoppelt. Ein Zyklus besteht aus zunachst der
Hitzedenaturierung in Einzelstrange bei 90-95°C, dann Abkuhlung auf auf 50-
70°C wodurch es zur Anlagerung (Annealing) der Primer kommt und schlieRlich
der Polymerisation (Extension) der komplementaren Strange bei ca 72°C.

Fir die PCR wird die Tag-Polymerase verwendet, eine sehr hitzeresistente
Polymerase, die aus dem Bakterium Termus aquaticus gewonnen wird, so daf

mit einem Ansatz mehrere Reaktionszyklen durchgefuhrt werden konnen.

) TagMan-PCR

Die TagMan PCR ist eine sehr sensitive Methode, um den Expressionsgrad
unterschiedlicher Gene zu quantifizieren. Durch die Zugabe von CyberGreen,
eines fluoreszierenden Stoffes, der an doppelstrangige DNS bindet, kann
anhand der Fluoreszenz die Menge des PCR Produkts gemessen werden. Der

Anstieg der Fluoreszenz ist dabei der Menge direkt proportional.

b) Methode

Die cDNA Proben wurden auf 1:10 mit H,Oq4q verdinnt und jeweils 5 pl in
Duplikaten auf TagMan 96-Loch-Platten pipettiert. In jedes well wurden 10 pl
TagMan Mastermix dazu pipettiert. Als Negativ-Kontrolle oder no-template-
control enthalten 2 wells pro Primerpaar pro Platte stets statt cDNA nur H2Oyq.

Die TagMan Platten wurden kurz zentrifugiert, damit sich die cDNA mit dem

Mastermix mischt und die geringen Volumina auf den Boden der Locher der
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PCR-Platte gelangen und anschlieRend mit einer durchsichtigen Kunststofffolie
versiegelt und mit dem ABI PRISM® 7700 SDS von Perkin Elmer analysiert.

Die Parameter fur die PCR wurden auf 2 min bei 50°C (Initiierung), 10 min bei
95°C (zur Aktivierung der TaqPolymerase) und dann 40 Zyklen mit
Denaturierung bei 95°C fur 15 s und annealing/extension bei 60°C fur 1 min

festgelegt.

2.2.2.5. Auswertung der TagMan-PCR

Die Fluoreszenzwerte werden bei jedem Zyklus aufgezeichnet und
reprasentieren die Menge des amplifizierten Produkts. Als Vergleichswerte fur
weitere Berechnungen dienen die Ct-Werte (threshold cycle), relative Werte, die
fur die Zyklus-Anzahl bei Erreichen einer bestimmten Schwelle stehen. Je mehr
DNA-Material in der Probe zu Beginn vorhanden ist, desto weniger Zyklen
werden gebraucht, desto kleiner ist folglich der Ct-Wert. Fir die 3 verwendeten
Primerparchen wurde jeweils immer der gleiche Schwellenwert (threshold) und
die gleiche Grundlinie bestimmt. Es wird also nicht die insgesamt produzierte
DNA-Menge nach 40 Zyklen gemessen, sondern diejenige, die zuerst mit der
Starke ihres Fluoreszenz-signals uber dem Schwellenwert liegt. Vorteil hiervon
ist, dass dadurch die Moglichkeit besteht, die einzelnen Proben in der
exponentiellen Phase der DNA-Amplifikation miteinander zu vergleichen, und
somit nicht die einzelnen Reaktionsteilnehmer die limitierenden Faktoren
darstellen.

Zum Vergleich der verschiedenen Proben wurde die Deltadelta-Ct Methode
angewandt, eine sehr effiziente Methode zur relativen Quantifizierung. Zunachst
wurde aus den beiden Ct-Werten bei der festgelegten threshold der Duplikate
der Mittelwert errechnet und von diesem Mittelwert der Ct-Mittelwert der
gleichen Probe beim 18S house-keeping-gene subtrahiert (ACT).

Dann wurde jeder ACt-Wert mit einem beliebigen Kontroll- ACt-Wert, dem

sogenannten Kalibrator, verglichen. Der Kalibrator war in diesem Fall ein ACt-
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Wert einer kein-Antigen-Probe eines Patienten, der zirka dem Durchschnitt der
kein-Antigen-Proben aller Patienten und Kontrollprobanden entsprach.
Nach folgender Formel wurden dann die relativen Werte berechnet, mit denen

die statistischen Vergleiche durchgefuhrt wurden.

2 —(ACtProbe - ACtKalibrator) _ Endwert

Eine Verdopplung dieses Wertes bedeutet eine Verdopplung der gemessenen
MRNA-Transkripte.

2.2.3. DurchfluRzytometrie (FACS)

2.2.31. Zellkultur far FACS

Die aus 2.2.1. gewonnen PBMC wurden auf eine Konzentration von 2.5 Mio
Zellen / ml mit CM verdinnt und jeweils 1 ml dieser Zellldsung auf 24-well-
Platten pipettiert. Diese Zellen wurden mit 200 pl verschiedener Antigene in
einer Endkonzentration von 10ug/ml, jeweils in Duplikaten, fur die Zellkultur
inkubiert.

Fir den FACS Ansatz wurden die Antigene MOG 91-108, MOG 141-156, MOG
1-125, MOG 1-218, Influenza A, MBP 83-99, PHA und eine Mediumkontrolle

(=kein-Antigen Kontrolle) verwendet.
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2.2.3.2. Durchfuhrung der FACS-Analyse

a) Prinzip

Mit der FACS-Analyse (FACS = fluorescense activated cell sorting) lassen sich
Zellen anhand ihrer Oberflachenproteine durch monoklonale, an einen
Fluoreszenzfarbstoff gebundene Antikorper klassifizieren.

Die Zellen in der Zellsuspension werden aus den Probenrdhrchen
gesaugt und in hoher Geschwindigkeit durch eine Stahlkapillare gefuhrt. Mit der
Tragerflissigkeit FACSFlow™ wird ein laminarer Hillstrom erzeugt. Beim
Eintreten in die Messkammer werden die Zellen so stark beschleunigt, dass sie
einzeln hintereinander aufgereint den Analysepunkt erreichen (hydro-
dynamische Fokussierung). Am Analysepunkt werden die Zellen von einem
Argonionenlaserstrahl der Wellenlange 488 nm erfasst und Uber die
Lichtstreuung konnen mit funf Photodetektoren Grolle, Granularitat und 3
verschiedene Fluoreszenzen gemessen werden.

Das in die Vorwartsrichtung gestreute Licht bezeichnet man als forward light
scatter (FSC). Dieser Parameter ist in erster Linie ein Mal} fir die GroRe der
Zellen. Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht
hangt hauptsachlich von der intrazellularen Granularitat ab und wird als
sideward scatter (SSC) bezeichnet. Man kann aus diesen beiden Messungen
auf die Identitat und Vitalitat einzelner Zellpopulationen schliefl3en.

Zum anderen werden die fluoreszierenden Farbstoffe, meistens FITC
(Fluorescein-Isothiocyanat) und PE (Phycoerythin), durch den Lichtstrahl
angeregt und emittieren kurzwelligere Lichtspektren, die von anderen Detek-
toren gemessen werden. Die Starke der Lichtemission der Fluoreszenzfarb-
stoffe ist proportional zu der Zahl der auf der Zelloberflache gebundenen
markierten Antikorper und somit auch der Anzahl der zu messenden Ober-
flachenmolekile.

Da die fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrper nicht nur an spezifische
Epitope auf der Zelloberflache binden, sondern auch zu einem geringen Teil an

unspezifischen Bindungsstellen, kann dies zu Messfehlern fihren. Daher wird in
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jedem Versuch der Anteil dieser unspezifischen Bindungen mit Hilfe der
Isotypkontrollen ermittelt. Daflr wird eine Mischung aus unspezifischen
isotypgleichen 1gG Antikdrpern verwendet, die auch mit dem gleichen
Fluoreszenzfarbstoff(en) wie die spezifischen Antikérper markiert sind. Das
Programm des DurchfluBzytometers wird in seiner Fluoreszenzverstarkung
dann so eingestellt, dass die unspezifischen Bindungen nicht als
fluoreszenzpositiv erscheinen. Die Schwelle wird dabei fur alle Fluoreszenzen
auf 10 justiert.

Die Analyse der Zellen wurde mit einem Zytometer der Firma Beckton
Dickinson, Immunocytometry Systems und der CellQuest® -Software
durchgefuhrt.

b) Methode

Nach 48 h im Inkubator wurden die Zellldsungen aus der Platte mit einer Pipette
herausgelost und jeder Antigenansatz jeweils in einem 15 ml-Schraubdeckel-
rohrchen pipettiert und bei 1.000 U/min (400 g) flr 10 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abpipettiert und bei -20°C fiir eventuelle weitere Experi-
mente eingefroren. Die sedimentierten Zellen wurden in je 500 yl FACS Puffer
resuspendiert, so dass auf die Ausgangskonzentration bezogen in 100 pl eine
Million Zellen geldst waren. Dann wurden von jedem Ansatz der in FACS Puffer
geldsten Zellen jeweils fir CXCR3, CXCR4 und die Isotypen Kontrolle 90 pl auf
eine 96-Loch-Platte pipettiert und anschliellend in jedes well 10 ul Blockier-
Medium mit einer Mehrkanalpipette dazu pipettiert und im Kihlschrank bei 8°C
far 10 min inkubiert.

Im nachsten Schritt wurden die PE markierten Antikdrper gegen CXCR3 (IgG1),
CXCR4 (IgG2a) und die Isotypen-Antikorper (IgG1 + IgG2a) dazugegeben.
Nach einer 30minutigen Inkubationszeit bei 4 °C im Kuhlschrank wurden die
Zellen in zwei Zentrifugationschritten bei 1.000 U/min (400 g) fur 10 min mit
zuerst 100 yl FACS Puffer und im zweiten Schritt 200 yl FACS Puffer
gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden wiederum in 400 pl FACS Puffer

resuspendiert und in 1 ml Rundbodenréhrchen zur FACS Messung uberfuhrt.
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Die Proben in den FACS-Ro6hrchen wurden auf Eis gekihlt und vor der
Messung im FACS-Gerat mit einem Mikroschuttler gemischt und dann der

Messung zugefuhrt.

2.2.3.3. Auswertung der FACS-Analyse

Die CellQuest® -Software erméglicht die graphische Darstellung der gemess-
enen Werte. Die FSC- und SSC- Lichtintensitat wurde in einem Diagramm
gegeneinander dargestellt, die FSC-Intensitaten auf der Abszisse, die SSC-
Intensitaten auf der Ordinate. Hier zeigten sich jeweils zwei hinsichtlich GroRRe
und Granularitat deutlich abgrenzbare, zusammenhangende und homogene
Zellwolken, die den Monozyten/Makrophagen einerseits und den Lymphozyten
andererseits entsprachen, wie man anhand Doppeltfarboungen mit CD4 oder
CD14 beweisen konnte. Die Lymphozytenwolke wurde fur die Analyse stets
durch ein Fenster (= Gate) markiert. Somit kamen nur die in diesem Fenster
enthaltenen Zellen hinsichtlich ihrer Fluoreszenzintensitaten zur Darstellung.
Gezahlt und gemessen wurde bei jeder Einzelprobe solange bis im Fenster
20.000 Zellen registriert waren, was die Vergleichbarkeit der ermittelten
spezifischen Fluoreszenz mit der jeweiligen, zugehoérigen Negativkontrolle
ermoglichte.

In den Versuchen wurde nur ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, namlich PE,
der an die Antikorper gegen CXCR3 und CXCR4 und die Isotypen-Kontroll-
Antikoérper gekoppelt war. Die PE-Intensitaten der in dem Fenster enthaltenen
Zellen wurden deswegen in der Einparameterdarstellung, dem Histogramm,
dargestellt, das auf seiner Abszisse die Fluoreszenzen in logarithmischen
Klassen des Messbereichs und auf seiner Ordinate die Anzahl der Ereignisse je

Klasse angibt.
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Um einen direkten Vergleich zu ermdglichen, wurden jeweils 3 Intensitats-
verteilungen zusammen in einem Histogramm dargestellt (siehe Abbildung):

1. der Zellen der Isotypen-kontrolle des Medium-Kontroll-Ansatzes (in der
Abbildung die grau ausgeflllte Kurve ganz links)

2. der Zellen des Medium-Kontroll-Ansatzes, die spezifisch mit Antikérpern
gegen CXCR3 oder CXCR4 markiert waren (in der Abbildung die hellgraue
Kurve) und

3. jeweils der Zellen der verschiedenen Antigen-Ansatze, die spezifisch mit
Antikérpern gegen CXCR 3 oder CXCR4 markiert waren (in der Abbildung

die dunklere Kurve).
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2.2.4. Statistische Datenauswertung

Aus den Werten der einzelnen Patienten und Kontrollen wurde flr jedes
Antigen jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Die
statistische Signifikanz dieser Mittelwerte wurde durch Varianzanalyse
(ANOVA) mit nachfolgendem Bonferroni post hoc-Test unter Verwendung der
Software SPSS® ermittelt. Bei der Interpretation der ermittelten p-Werte wurde
die Signifikanzschwelle bei P= 0,05 gesetzt, so dass ein signifikanter

Unterschied bei P < 0,05 angenommen wurde.
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3. ERGEBNISSE

3.1. CXCR3

3.1.1. CXCR3-Induktion nach Stimulation mit MOG-Antigenen
(TagMan-PCR)

Es wurden PBMC von MS-Patienten und Kontrollpersonen mit verschiedenen
Antigenen in einer Zellkultur stimuliert. Anschlielend wurde die CXCR3-
Induktion anhand der mRNA-Transkripte mit der TagMan-PCR Methode

gemessen.

Die Ergebnisse der Stimulation mit MOG-Peptiden stand bei den
Untersuchungen im Vordergrund. AuRerdem wurde zum Vergleich zwischen
der Potenz von MOG und MBP mit dem immundominanten MBP-Peptid (83-99)
stimuliert. Influenza A-Peptid diente als Kontroll-Peptid, das nicht MS-assoziiert
ist, und somit bei Patienten- und Kontrollgruppenzellen die gleichen Reaktionen
hervorrufen sollte. Als Positivkontrolle wurde das Mitogen PHA verwendet.

Als Negativkontrolle dienten die ’kein Antigen’-Proben bzw. 'Medium’-Proben,
die ohne Antigen, aber unter denselben Kulturbedingungen wie die restlichen

Proben inkubierten.

Verglichen wurden die Induktionen zwischen der Patientengruppe und der
Kontrollgruppe bei den einzelnen Antigenen. Daruber hinaus die Unterschiede
zwischen Patienten mit schubférmigem Krankheitsverlauf und Patienten mit
chronisch-progredientem Verlauf. Aullerdem wurden die Induktionswerte der

verschiedenen Antigene untereinander verglichen.
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Die Patientengruppe umfasste 20 Testpersonen, davon 13 mit einem
schubférmigen Verlauf und 6 mit chronisch-progredientem Verlauf, die
Kontrollgruppe umfasste 13 Personen (bei einem Patient war der

Krankheitsverlauf unbekannt).

AuBerdem wurden PBMC von Patienten und Kontrollen direkt nach der
Isolierung, also ohne vorherige Zellkultur, untersucht, um die Basalinduktion
von CXCR3 zu bestimmen und diese zwischen den Gruppen zu vergleichen.
Diese ’ohne Inkubation’-Proben bzw. 'native PBMC’-Proben waren formell eine

weitere Negativkontrolle.

Fir die Diagramme wurden jeweils die Mittelwerte aus den CT-Werten fur jedes

Antigen bei den einzelnen Gruppen gebildet.

Die Expressionswerte fur CXCR3 und CXCR4 der einzelnen Patienten und
Kontrollpersonen bei den unterschiedlichen Antigenen sind in den Tabellen im

Anhang wiedergegeben.

Ergebnisse:
Die basale CXCR3-Induktion der nativen PBMC, d. h. ohne Zellkultur, war bei

Patienten und Kontrollen gleich niedrig. Auch zwischen schubférmigen
Patienten und chronisch-progredienten Patienten gab es keinen signifikanten
Unterschied.

Interessanterweise waren die Werte der ’Medium’-Negativkontrolle (’kein
Antigen’-Proben) deutlich hoéher als die der nativen PBMC, was darauf
hindeutet, dass die Zellkultur alleine, auch ohne Antigenstimulation, zu einer
erhohten Induktion von CXCR3 bei den PBMC fuhrt. Fur die Vergleiche mit den
Antigenen wurde aus diesem Grund als Negativkontrolle nur die 'Medium’-

Negativkontrolle verwendet.
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Es gab zwischen Patienten und Kontrollen bei keinem Antigen signifikante
Unterschiede der CT-Mittelwerte. Die Werte sind sogar fast identisch (siehe
Abbildungen 1a und 1b; Tabellen 1a und 1b). Der Unterschied zwischen den
beiden Diagrammen ist, dass bei Abbildung 1b ein Quotient aus den
Mittelwerten der einzelnen Peptide und dem Mittelwert der Negativkontrolle
('Medium’-Proben) gebildet wurde. Dadurch sind die Werte weniger anfallig fur
Ausreiler und die Standardabweichung verringert sich. Allerdings hatte diese

Variante keine Auswirkung auf die Ergebnisse bei diesem Vergleich.

Auch zwischen Patienten mit schubféormigem Verlauf und Patienten mit
chronisch-progredientem Verlauf gab es keine signifikanten Unterschiede
(siehe Abbildung 2; Tabelle 2). Fir dieses Diagramm wurden wieder die
Mittelwerte bei den einzelnen Antigenen durch die Negativkontrolle geteilt und
graphisch dargestellt. Das war hier erforderlich, da die Gruppen ziemlich klein

waren und es sonst leicht zu Verfalschungen gekommen ware.

Unter den Antigenen gab es deutliche Unterschiede (Abbildungen 1a und 1b),
wobei die Unterschiede bei Patienten und Kontrollen gleichermal3en zu sehen
sind.

Die kurzeren MOG-Peptide (MOG 91-108, MOG 93-108, MOG 141-156, MOG
146-154) zeigten eine nur gering erhdhte Induktion von CXCR3 gegenuber der

Negativkontrolle.
MBP 83-99 wies bei der Kontrollgruppe fast die gleichen Werte wie die kurzeren

MOG-Peptide auf; bei der Patientengruppe einen leicht niedrigeren Wert. Der

Unterschied war aber nicht signifikant.
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MOG 1-125 zeigte eine hohere Induktion von CXCR3 nach Inkubation
gegenuber den kirzeren MOG-Peptiden und MBP 83-99. Die Kontroll-Gruppe
zeigte keine signifikanten Unterschiede zur Negativkontrolle und zu den
anderen Antigenen. Bei der Patientengruppe war die Induktion gegenuber MBP
83-99 signifikant erhoht (P<0,05) und fast signifikant gegenlber der
Negativkontrolle (P=0,123) und MOG 93-108 (P=0,101).

MOG 1-218 erreichte noch héhere Werte als MOG 1-125. Dennoch waren bei
der Kontrollgruppe die Werte nicht signifikant hoher. Bei der Patientengruppe
dagegen war die Induktion durch MOG 1-218 gegenuber der Negativkontrolle
und allen anderen Antigenen bis auf MOG 1-125 und PHA signifikant erhoht
(P<0,05).

Die CT-Werte der Positivkontrolle PHA waren gegenuber allen anderen Werten
signifikant erhoht (P=0,00), bis auf MOG 1-218 (bei Kontrollen:P=0,013
signifikant, bei Patienten:P=0,131 fast signifikant).

Zusammengefaldt waren die Unterschiede zwischen Kontrollen und Patienten
mit unterschiedlichem Krankheitsverlauf untereinander sehr gering. Das gilt
sowohl fur native PBMC als auch fur PBMC nach Zellkultur.

Die groRen MOG-Peptide, das extrazellulare MOG 1-125 und das gesamte
MOG 1-218, zeigten eine deutliche Induktion von CXCR3. Die ubrigen Antigene

konnten keine deutlich erkennbare Induktion erzeugen.
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TagMan CXCRS3

- O kein Antigen

9 4 MOG 91-108
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@ MOG 1-125
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mMOG 1-218

@ Influenza A
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— L mPHA
Kontrollen Patienten Onative PBMC

Antigene

Abb. 1a. CXCR3 — Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen

Gezeigt sind die Mittelwerte der 2 ~#4<)

—Werte, d. h. der relativen Werte der
einzelnen Patienten und Kontrollpersonen fur die einzelnen Antigene,
einschlie3lich der Standardabweichungen. Das Kontrollenkollektiv umfasste 13
Personen, das Patientenkollektiv 20 Personen. Dargestellt sind die Ergebnisse
nach Stimulation mit MOG 91-108, MOG 93-108, MOG 141-156, MOG 146-
154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A-Peptid, MBP 83-99, PHA und die
Negativkontrollen.

Es ist zu erkennen, dass die Antigene MOG 1-125 und MOG 1-218 zu einer
gesteigerten Induktion von CXCR3 fuhrten. Die Ubrigen Antigene zeigten
gegenuber der 'kein Antigen’-Kontrolle keine deutlich erhdhte Induktion.

Die Werte sind bei den Patienten und den Kontrollen sowohl bei nativen PBMC
als auch nach Stimulation mit Antigenen gleich.

(* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)
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TagMan CXCR3 Q
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Kontrollen Patienten O native PBMC
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Abb. 1b. CXCR3 - Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen
Gezeigt ist eine abgewandelte Form der Abbildung la. Die Mittelwerte der
relativen Werte der einzelnen Patienten und Kontrollpersonen fir die einzelnen
Antigene wurden durch die Mittelwerte der relativen Werte der Medium-
Kontrollen ('kein Antigen’) jeweils der Patienten- oder Kontrollgruppe geteilt,
aulBerdem sind die Standardabweichungen dargestellt. Der Vorteil davon liegt
darin, dass die Standardabweichungen kleiner werden und Ausreil3er nicht so
sehr ins Gewicht fallen.

Das Kontrollenkollektiv umfasste 13 Personen, das Patientenkollektiv 20
Personen. Dargestellt sind die Ergebnisse nach Stimulation mit MOG 91-108,
MOG 93-108, MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218,
Influenza A-Peptid, MBP 83-99, PHA und die Werte der nativen PBMC in
Relation zur Medium-Kontrolle.

Es ist zu erkennen, dass die Antigene MOG 1-125 und MOG 1-218 zu einer
gesteigerten Induktion von CXCR3 fuhrten. Die Ubrigen Antigene zeigten
gegeniber der Medium-Kontrolle keine deutlich erhéhte Induktion.

(* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)
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TagMan CXCR3 Q nach Krankheitsverlauf
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Abb. 2. CXCR3 - Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen

Gezeigt ist der Vergleich zwischen den Patienten mit schubférmigem Verlauf
und den Patienten mit chronisch-progredientem Krankheitsverlauf innerhalb der
Patientengruppe aus den beiden vorherigen Diagrammen. Wie in Abbildung 1b
wurde ein Quotient gebildet aus den Mittelwerten der relativen Werte der
unterschiedlichen Antigene und den Mittelwerten der relativen Werte der
Medium-Kontrollen.

Das Kollektiv der schubférmigen Patienten umfasste 13 Patienten, das der
chronisch-progredienten Patienten 6 Patienten.

Dargestellt sind wieder die Ergebnisse nach Stimulation mit MOG 91-108, MOG
93-108, MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A-
Peptid, MBP 83-99, PHA und die der nativen PBMC.

Es sind keine deutlichen Unterschiede bei der CXCR3-Induktion zwischen den

beiden Krankheitsverlaufen zu erkennen.
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3.1.2. CXCR3-Expression nach Stimulation mit MOG-Antigenen (FACS)

Nach der Messung der CXCR3-Induktion durch MOG und andere Antigene mit
Hilfe der TagMan-PCR wurde anschlieBend die CXCR3-Expression auf
Lymphozyten im Durchflu3zytometer (FACS) bestimmt, um zu sehen, ob auch
wirklich die Rezeptoren gebildet und exprimiert werden, und um die Ergebnisse

der TagMan-PCR Experimente zu bestatigen oder zu erganzen.

Es wurden wiederum PBMC von MS-Patienten und Kontrollpersonen mit
verschiedenen Antigenen in einer Zellkultur stimuliert. AnschlieBend wurden die
PBMC mit Antikbrpern gegen CXCR3 markiert und die Zahl der Rezeptoren auf
der Zelloberflache mit der FACS-Methode gemessen. Im FSC/SSC-Dotplot-
Diagramm wurde die Lymphozyten-Population eingegrenzt (Gate) und nur die
Fluoreszenz dieser Zellgruppe gemessen. Dass es sich bei den untersuchten
Zellwolken tatsachlich um Lymphozyten handelte, wurde mit Kontroll-
Doppelfarbungen gegen CD4 bzw. CD14 bestétigt.

Als Antigene wurden MOG 91-108, MOG 141-146, MOG 1-125 und MOG 1-218
verwendet. Dartber hinaus, wie schon bei den TagMan-PCR Untersuchungen,
MBP 83-99, Influenza A-Peptid und PHA als Positivkontrolle. Eine Probe war

wieder die 'kein-Antigen’-Negativkontrolle bzw. 'Medium’-Kontrolle.

In den FACS-Histogrammen wurden fiir jeden Antigen-Ansatz drei Intensitats-
verteilungen Ubereinander dargestellt: Die Intensitatsverteilung der (1) Zellen
der Isotypen-Kontrolle des Medium-Kontroll-Ansatzes, der (2) Zellen des
Medium-Kontroll-Ansatzes, die spezifisch mit Antikérpern gegen CXCR3
markiert waren und jeweils der (3) Zellen der verschiedenen Antigen-Ansatze,
die spezifisch mit Antikdrpern gegen CXCR 3 markiert waren (siehe auch
'Material und Methoden’).
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Fur die statistische Auswertung wurde in jedes Histogramm ein Marker
eingebaut, der 99% der gemessenen Intensitat der unspezifischen Isotypen-
Kontrolle des Medium-Kontroll-Ansatzes ausblendet, so dass fur die Messung
der spezifischen Ansatze nur die Ereignisse bertcksichtigt wurden, die tber der
Intensitat der Isotypen-Kontrolle lagen und somit spezifisch fir CXCR3 waren.

Bestimmt wurden die geometrischen Mittelwerte der Intensitaten der Ereignisse.
Wiederum wurden die gemessenen geometrischen Mittelwerte der einzelnen
Proben fur die verschiedenen Antigene als Quotient in Relation zur jeweiligen
Negativkontrolle gesetzt. Aus diesen Quotienten der geometrischen Mittelwerte
wurde ein Mittelwert aus den Ergebnissen des Patienten- bzw.
Kontrollgruppenkollektivs fur jedes Antigen gebildet und in einem Diagramm
dargestellt (Abbildung 3). Die absoluten Werte der Negativkontrollen waren bei

Patienten und Kontrollen gleich grof3 (nicht dargestellt).

Die Patientengruppe und die Kontrollgruppe umfassten jeweils 6 Personen.
Aufgrund des relativ kleinen Kollektivs konnte die Patientengruppe nicht mehr
weiter nach dem Krankheitsverlauf geteilt und getrennt untersucht werden.
Trotz des verhaltnismaRig kleinen Kollektivs sind die Ergebnisse
aussagekréftig, da die Werte sehr homogen waren und es keine grof3en

Abweichungen gab.
Verglichen wurden wieder Unterschiede bei den einzelnen Antigenen zwischen

Patienten und Kontrollpersonen und Unterschiede zwischen den einzelnen

Antigenen untereinander.
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Ergebnisse:
Zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe gibt es einen auffalligen

und signifikanten (P<0,05) Unterschied (Abbildung 3). Die Expression von
CXCR3 nach Stimulation mit dem extrazellularen MOG 1-125 ist bei den
Patienten deutlich héher als bei den Kontrollpersonen.

Zwar sind auch die Expressionen nach Stimulation mit MOG 1-218, Influenza A
und PHA etwas hoher bei den Patienten, die Unterschiede sind jedoch nicht
signifikant.

Innerhalb der beiden Gruppen konnten Unterschiede in der CXCR3-Expression
bei den verschiedenen Antigenen festgestellt werden.

Wie schon bei den TagMan-PCR Ergebnissen waren die Expressionen bei den
kirzeren MOG-Peptiden MOG 91-108 und MOG 141-156 sowie bei MBP 83-99
nur gering gegenuber der Negativkontrolle erhéht und auch untereinander nicht

signifikant unterschiedlich.

Das extrazellulare MOG (MOG 1-125) induzierte bei den Patienten und bei den
Kontrollen die hochste CXCR3-Expression nach PHA, wobei die Expression bei
den Patienten deutlich héher war und nur bei den Patienten der Unterschied
gegenuber der Negativkontrolle signifikant war (P<0,05). Die Unterschiede zu
den anderen Antigenen sind aber weder bei den Patienten noch bei den

Kontrollen signifikant.

Die Expression nach Stimulation mit MOG 1-218 war zwar hoher als bei den
kirzeren MOG-Peptiden und MBP, die Unterschiede waren aber nicht

signifikant, weder bei den Patienten noch bei den Kontrollen.
Die Expression nach Stimulation mit dem Mitogen PHA war sowohl bei

Patienten als auch bei den Kontrollen signifikant héher als bei allen Antigenen.
Die einzige Ausnahme bildet MOG 1-125 bei den Patienten.
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FACS CXCR3
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Abb. 3. CXCR3-Expression nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen

Gezeigt sind die Mittelwerte der CXCR3-Expression von 6 Patienten und 6
Kontrollen fur jedes Antigen, gemessen durch FACS.

Stimuliert wurde mit MOG 91-108, MOG 141-156, MOG 1-125, MOG 1-218,
Influenza A-Peptid, MBP 83-99 und PHA.

Es wurde ein Quotient aus den geometrischen Mittelwerten der einzelnen
Antigene und der Negativkontrolle gebildet.

Beim Vergleich zwischen Patienten und Kontrollen ist einzig die Expression von
CXCR3 nach Stimulation mit MOG 1-125 signifikant erhéht (P<0,05).

Zwischen den einzelnen Antigenen innerhalb der beiden Gruppen wurden keine
signifikanten Unterschiede gemessen. (* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)

Tabelle 3 (Anhang) zeigt alle geometrischen Mittelwerte, die in Abbildung 3

eingegangen sind. Daneben sind auch die Prozentwerte angegeben, die aus-
sagen, wie viele Zellen von allen gegateten Zellen innerhalb des Markers lagen.
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3.1.3. Zusammenfassung der Ergebnisse fur CXCR3

Sowohl bei den Untersuchungen mit der TagMan-PCR als auch bei
Untersuchungen mit FACS konnte gezeigt werden, dass die CXCR3-
Rezeptoren in PBMC durch Stimulation mit Autoantigenen hochreguliert werden
konnen.

Zwar war der induzierende Effekt bei den kirzeren MOG-Peptiden nicht grol3
oder signifikant im Vergleich zur Negativkontrolle, aber er war dennoch zu
erkennen.

Wesentlich groRer aber war die Reaktion auf die grol3eren MOG-Polypeptide
MOG 1-125 und MOG 1-218, die beide, zumindest bei den TagMan-PCR
Untersuchungen, eine deutliche Induktion von CXCR3 bewirkten, zum Teil mit
signifikant erhéhten Werten, nicht nur gegentiber der Negativkontrolle, sondern
auch gegentber den anderen Antigenen. Im FACS waren die Werte flir diese
beiden Antigene auch hdher als bei den anderen Antigenen, wenngleich nur die
Werte nach Stimulation mit MOG 1-125 in der Patientengruppe deutlich erhght
waren.

Beim Vergleich zwischen den TagMan-PCR Untersuchungen und den FACS
Untersuchungen fallt auf, dass die Induktion auf mMRNA-Ebene viel deutlicher zu
erkennen ist als auf Rezeptorebene.

Zwischen dem Patientenkollektiv und dem Kontrollpersonenkollektiv waren die
Unterschiede bei den einzelnen Antigenen nur gering und nicht signifikant. Die
einzige Ausnahme war die CXCR3 Expression nach Stimulation mit MOG 1-125
im FACS. Allerdings waren bei den TagMan-PCR Untersuchungen bei den
Patienten die Induktionen von CXCR3 nach Stimulation mit MOG 1-125 und
MOG 1-218 deutlicher gegentber den anderen Antigenen als bei den
Kontrollen, und nur bei der Patientengruppe gab es signifikante Unterschiede.
Die Untersuchung der CXCR3-Expression der nativen PBMC ergab keine
erhohte Expression bei den Patienten gegeniber den Kontrollpersonen.

Der unterschiedliche Krankheitsverlauf innerhalb des Patientenkollektivs hatte

keine Auswirkung auf die CXCR3-Expression.
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3.2. CXCR4

3.2.1. CXCR4-Induktion nach Stimulation mit MOG-Antigenen
(TagMan-PCR)

Es wurden PBMC von MS-Patienten und Kontrollpersonen mit verschiedenen
Antigenen in einer Zellkultur stimuliert. Anschlieend wurde die CXCRA4-
Induktion anhand der mRNA-Transkripte mit der TagMan-PCR Methode

gemessen.

Die Ergebnisse der Stimulation mit MOG-Peptiden stand bei den
Untersuchungen von CXCR4, wie schon fur CXCR3, auch wieder im
Vordergrund. Zum Vergleich zwischen der Potenz von MOG und MBP wurde
auch wieder mit dem immundominanten MBP-Peptid (83-99) stimuliert.
Influenza A-Peptid diente als Kontroll-Peptid, das nicht MS-assoziiert ist, und
somit bei Patienten- und Kontrollgruppenzellen die gleichen Reaktionen
hervorrufen sollte. Als Positivkontrolle wurde das Mitogen PHA verwendet,
genauso wie bei den Untersuchungen von CXCR3.

Als Negativkontrolle dienten die 'kein Antigen’-Proben bzw. 'Medium’-Proben,
die ohne Antigen, aber unter denselben Kulturbedingungen wie die restlichen

Proben inkubierten.

Verglichen wurden die Induktionen zwischen der Patientengruppe und der
Kontrollgruppe bei den einzelnen Antigenen. Dariiber hinaus die Unterschiede
zwischen Patienten mit schubférmigem Krankheitsverlauf und Patienten mit
chronisch-progredientem Verlauf. Auf3erdem wurden die Induktionswerte der

verschiedenen Antigene untereinander verglichen.

Die Proben fur die TagMan-PCR stammen von denselben Personen wie schon
fur CXCR3.
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Die Patientengruppe umfasste 20 Testpersonen, davon 13 mit einem
schubférmigen Verlauf und 6 mit chronisch-progredientem Verlauf, die
Kontrollgruppe umfasste 13 Personen (bei einem Patient war der
Krankheitsverlauf unbekannt).

AuRRerdem wurden PBMC von Patienten und Kontrollen direkt nach der
Isolierung, also ohne vorherige Zellkultur, untersucht, um die Basalinduktion
von CXCR3 zu bestimmen und diese zwischen den Gruppen zu vergleichen.
Diese 'ohne Inkubation’-Proben bzw. 'native PBMC’-Proben waren formell eine

weitere Negativkontrolle.

Fur die Diagramme wurden jeweils die Mittelwerte aus den CT-Werten fir jedes

Antigen bei den einzelnen Gruppen gebildet.

Ergebnisse:
Die basale CXCRA4-Induktion der nativen PBMC, d. h. ohne Zellkultur, war bei

Patienten und Kontrollen fast gleich. Auch zwischen schubfoérmigen Patienten
und chronisch-progredienten Patienten gab es keinen signifikanten
Unterschied.

Die Werte der nativen PBMC waren nur leicht niedriger als die Werte der
Medium-Kontrollen; es konnte hier also im Gegensatz zu CXCR3 keine durch
die Zellkultur bedingte Induktion festgestellt werden. Fir die Vergleiche mit den
Antigenen wurde aber, genauso wie bei CXCR3, als Negativkontrolle die

'Medium’-Negativkontrolle verwendet.

Es gab zwischen Patienten und Kontrollen bei keinem Antigen signifikante
Unterschiede der CT-Mittelwerte. Die Werte sind sogar nahezu identisch (siehe
Abbildungen 4a und 4b). Der Unterschied zwischen den beiden Diagrammen ist
wieder, dass bei Abbildung 4b ein Quotient aus den Mittelwerten der einzelnen
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Peptide und dem Mittelwert der Negativkontrolle gebildet wurde. Dadurch sind
die Werte weniger anfallig fur Ausreif3er und die Standardabweichung verringert
sich. Durch diese Darstellung sind auch einige Unterschiede zwischen den
Antigenen signifikant geworden, v. a. bei der Kontrollgruppe (siehe Abbildungen
4a und 4b).

Auch zwischen Patienten mit schubformigem Verlauf und Patienten mit
chronisch-progredientem Verlauf gab es keine signifikanten Unterschiede
(siehe Abbildung 5). Fur dieses Diagramm wurden wieder die Mittelwerte bei
den einzelnen Antigenen durch die Negativkontrolle geteilt und graphisch

dargestellt.

Zwischen den einzelnen Antigenen innerhalb der Gruppen gab es einige
bemerkenswerte Unterschiede. Diese Unterschiede sind in beiden Gruppen

gleichermal3en zu sehen (siehe Abbildungen 4a und 4b).

Das Auffélligste an den Diagrammen ist, dass die MOG-Peptide zu einer
Induktion von CXCR4 fuhren — die kurzeren Peptide weniger und die
vermeintlich potenteren grof3eren Peptide mehr — wahrend das Mitogen PHA zu

einer Induktionshemmung fuhrt.
Die 3 kurzeren MOG-Peptide MOG 91-108, MOG 93-108 und MOG 141-156

zeigten eine nur geringfugig erhdhte Induktion von CXCR4, genauso wie MBP
83-99 und Influenza A-Peptid.
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Das MOG-Peptid MOG 146-154 zeigte eine erkennbar hohere Induktion als die
anderen kurzeren MOG-Peptide, aber auch bei MOG 146-154 waren die
Unterschiede gegenuber der Negativkontrolle nicht signifikant. Allerdings war
der Unterschied zwischen MOG 146-154 und PHA in der relativen Darstellung,

—AACY _\werten der

das heil3t bei der Darstellung des Quotienten aus den 2
jeweiligen Antigene durch den der Negativkontrolle, bei Patienten und
Kontrollen signifikant (P<0,05), nicht jedoch in der Darstellung der absoluten 2 ~

(AACY _\Werte.

Das extrazellulare MOG-Peptid (MOG 1-125) bewirkte eine noch hohere
Induktion von CXCR4 als MOG 146-154. Die Werte nach einer Stimulation mit
MOG 1-125 waren signifikant héher als die Werte nach Stimulation mit PHA
(P<0,05), sowohl bei Patienten als auch bei Kontrollen. Allerdings ist dieser
Unterschied bei den Kontrollen wiederum nur in der relativen Darstellung

signifikant.

Das gesamte MOG (MOG 1-218) erzielte die hdchsten Induktionswerte von
CXCRA4. Die Werte waren in der relativen Darstellung sowohl bei den Patienten
als auch bei den Kontrollen signifikant hoéher als bei fast allen Gbrigen
Antigenen, ausgenommen MOG 146-154 und MOG 1-125 (P<0,05). In der
absoluten Darstellung ist bei den Kontrollen die Induktion von MOG 1-218 nur

im Vergleich zu PHA signifikant erhoht.

Zusammengefal3t waren die Unterschiede zwischen Kontrollen und Patienten
und Patienten mit unterschiedlichem Krankheitsverlauf untereinander sehr
gering. Das gilt sowohl fir native PBMC als auch fir PBMC nach Zellkultur.

Die groRen MOG-Peptide, das extrazellulare MOG 1-125 und das gesamte
MOG 1-218, und zu einem geringen Mal3e auch MOG 146-154, zeigten eine
deutliche Induktion von CXCR4. PHA dagegen bewirkte eine deutliche
Induktionshemmung: Die Werte lagen deutlich unter der Negativkontrolle. Die

Ubrigen Antigene konnten nur eine leichte Induktion erzeugen.
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Abb. 4a. CXCR4 — Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen

—(AACY) _\Werte der einzelnen Patienten und

Gezeigt sind die Mittelwerte der 2
Kontrollpersonen  fir die einzelnen  Antigene, einschlie3lich  der
Standardabweichungen. Das Kontrollenkollektiv umfasste 13 Personen, das
Patientenkollektiv 20 Personen.

Dargestellt sind die Ergebnisse nach Stimulation mit MOG 91-108, MOG 93-
108, MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A-
Peptid, MBP 83-99, PHA und die Negativkontrollen.

Es ist zu erkennen, dass die Antigene MOG 1-125 und MOG 1-218 zu einer
gesteigerten Induktion von CXCR4 fuhrten und zu einem geringeren Mal3 auch
MOG 146-154, wahrend PHA zu einer verminderten Induktion flhrte. Die
Ubrigen Antigene zeigten gegentber der 'kein Antigen’-Kontrolle keine deutlich
erhohte oder verminderte Induktion. (* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)
Die Werte sind bei den Patienten und den Kontrollen sowohl bei nativen PBMC

als auch nach Stimulation mit Antigenen gleich.
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Abb. 4b. CXCR4 - Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen

Gezeigt ist eine abgewandelte Form der Abbildung 4a.

Die Mittelwerte der 2 ™*“_Werte der einzelnen Patienten und Kontrollpersonen
fur die einzelnen Antigene wurden durch die Mittelwerte der 2 "**“Y _werte der
'kein Antigen’-Kontrollen jeweils der Patienten- oder Kontrollgruppe geteilt,
aul3erdem sind die Standardabweichungen dargestellt. Das Kontrollenkollektiv
umfasste 13 Personen, das Patientenkollektiv 20 Personen.

Dargestellt sind die Ergebnisse nach Stimulation mit MOG 91-108, MOG 93-
108, MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A-
Peptid, MBP 83-99, PHA und die Werte der nativen PBMC in Relation zur
Medium-Kontrolle. (* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)

Es ist zu erkennen, dass die Antigene MOG 1-125 und MOG 1-218 zu einer
gesteigerten Induktion von CXCR4 fuhrten und zu einem geringeren Mal3 auch
MOG 146-154, wéhrend PHA zu einer verminderten Induktion fihrte. Die
Ubrigen Antigene zeigten gegenitber der Medium-Kontrolle keine deutlich

erhohte oder verminderte Induktion.
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Abb. 5. CXCR4 - Induktion nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen
Gezeigt ist der Vergleich zwischen den Patienten mit schubférmigem Verlauf
und den Patienten mit chronisch-progredientem Krankheitsverlauf innerhalb der
Patientengruppe aus den beiden vorherigen Diagrammen. Wie in Abbildung 4b
wurde ein Quozient gebildet aus den Mittelwerten der 2-“*““_\werte der
unterschiedlichen Antigene und den Mittelwerten der 2“*“_werte der
Negativkontrolle.

Das Kollektiv der schubférmigen Patienten umfasste 13 Personen, das der
chronisch-progredienten Patienten 6 Personen.

Dargestellt sind wieder die Ergebnisse nach Stimulation mit MOG 91-108, MOG
93-108, MOG 141-156, MOG 146-154, MOG 1-125, MOG 1-218, Influenza A-
Peptid, MBP 83-99, PHA und die 'ohne Inkubation’-Negativkontrolle.

Es sind keine deutlichen Unterschiede bei der CXCR4-Induktion zwischen den

beiden Krankheitsverlaufen zu erkennen.
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3.2.2. CXCR4-Expression nach Stimulation mit MOG-Antigenen (FACS)

Nach der Messung der CXCR4-Induktion durch MOG und andere Antigene mit
Hilfe der TagMan-PCR wurde, wie bei CXCRS3, anschlieRend die CXCR4-
Expression auf Lymphozyten im DurchfluRzytometer (FACS) bestimmt, um zu
sehen, ob auch wirklich die Rezeptoren gebildet und exprimiert werden, und um

die Ergebnisse der TagMan-PCR Experimente zu bestatigen oder zu erganzen.

Es wurden wiederum PBMC von MS-Patienten und Kontrollpersonen mit
verschiedenen Antigenen in einer Zellkultur stimuliert. AnschlieBend wurden die
PBMC mit Antikbrpern gegen CXCR4 markiert und die Zahl der Rezeptoren auf

der Zelloberflache mit der FACS-Methode gemessen.

Als Antigene wurden MOG 91-108, MOG 141-146, MOG 1-125 und MOG 1-218
verwendet, dartiber hinaus MBP 83-99, Influenza A-Peptid und PHA als
Positivkontrolle. Eine Probe war wieder die Medium-Negativkontrolle bzw. 'kein-

Antigen’-Negativkontrolle.

Fur die statistische Auswertung wurde, wie bei CXCR3, in jedes Histogramm
ein Marker eingebaut, der 99% der gemessenen Intensitat der unspezifischen
Isotypen-kontrolle des Medium-Kontroll-Ansatzes ausblendet, so dass fir die
Messung der spezifischen Ansatze nur die Ereignisse bertcksichtigt wurden,
die Uber der Intensitat der Isotypen-Kontrolle lagen und somit die unspezifische

Hintergrundintensitat subtrahiert werden konnte.
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Bestimmt wurden wieder die geometrischen Mittelwerte der Intensitaten der
Ereignisse. Wiederum wurden die gemessenen geometrischen Mittelwerte der
einzelnen Proben fir die verschiedenen Antigene als Quotient in Relation zur
jeweiligen Negativkontrolle gesetzt. Aus diesen Quotienten der geometrischen
Mittelwerte wurde ein Mittelwert aus den Ergebnissen des Patienten- bzw.
Kontrollgruppenkollektivs fur jedes Antigen gebildet und in einem Diagramm
dargestellt (Abbildung 6). Die absoluten Werte der Negativkontrollen waren bei

Patienten und Kontrollen gleich groR3 (nicht dargestellt).

Die Patientengruppe umfasste 6 Personen, die Kontrollgruppe 4 Personen.
Aufgrund des relativ kleinen Kollektivs konnte die Patientengruppe nicht mehr
weiter nach dem Krankheitsverlauf geteilt und getrennt untersucht werden.
Trotz des verhaltnismaRig kleinen Kollektivs sind die Ergebnisse
aussagekraftig, da die Werte auch hier sehr homogen waren und es keine

grof3en Abweichungen gab.
Verglichen wurden wieder Unterschiede bei den einzelnen Antigenen zwischen

Patienten und Kontrollpersonen und Unterschiede zwischen den einzelnen

Antigenen untereinander.
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Ergebnisse:
Sowohl bei der Patientengruppe als auch bei der Kontrollgruppe sind die

Expressionen von CXCR4 nach Stimulation mit PHA deutlich geringer als bei
der Negativkontrolle und allen anderen Antigenen. Bei der Patientengruppe ist
dieser Unterschied zu allen anderen Antigenen signifikant (P<0,05). Bei der
Kontrollgruppe ist der Wert von PHA signifikant niedriger als die von MOG 91-
108, MOG 1-125 und MBP 83-99 (P<0,05) und fast signifikant niedriger als
MOG 141-156 (P=0,112) und Influenza A (P=0,081).

Bei der Patientengruppe unterschieden sich die Werte der anderen Antigene
nur sehr gering von der Negativkontrolle und untereinander.

Bei der Kontrollgruppe waren die Werte nach Stimulation mit MOG 91-108,
MOG 1-125 und MBP 83-99 auf fast dem gleichen Niveau wie die
Negativkontrolle. Nach Stimulation mit MOG 141-156 und Influenza A lagen die
Werte etwas niedriger, nach Stimulation mit MOG 1-218 war die Expression von
allen Antigenen, abgesehen von PHA, am niedrigsten. Die Unterschiede zur

Negativkontrolle oder untereinander waren nicht signifikant.

Zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe war nur der Unterschied
nach Stimulation mit MOG 1-218 signifikant, das bei der Patientengruppe etwa
Werte auf dem Niveau der anderen Antigene und der Negativkontrolle hatte,

wéahrend es bei der Kontrollgruppe zu einer niedrigeren Expression fuhrte.
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Abb. 6. CXCR4-Expression nach Stimulation mit verschiedenen Antigenen
Gezeigt sind die Mittelwerte der CXCR4-Expression von 6 Patienten und 4
Kontrollen fir jedes Antigen, gemessen durch FACS.

Stimuliert wurde mit MOG 91-108, MOG 141-156, MOG 1-125, MOG 1-218,
Influenza A-Peptid, MBP 83-99 und PHA.

Es wurde ein Quozient aus den geometrischen Mittelwerten der einzelnen
Antigene und der 'kein Antigen’-Kontrolle gebildet.

Beim Vergleich zwischen Patienten und Kontrollen ist einzig die Expression von
CXCRS3 nach Stimulation mit MOG 1-125 signifikant erhéht (P < 0,05).
Zwischen den einzelnen Antigenen innerhalb der beiden Gruppen wurden keine
signifikanten Unterschiede gemessen. (* = signifikanter Unterschied, P < 0,05)
(PHA ist bei den Patienten gegenuber allen anderen Antigen signifikant erhéht)
Tabelle 6 (Anhang) zeigt alle Geometrischen Mittelwerte, die in Abbildung 3
eingegangen sind. Daneben sind auch die Prozentwerte angegeben, die aus-
sagen, wie viele Zellen von allen gegateten Zellen innerhalb des Markers lagen.
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3.2.3. Zusammenfassung der Ergebnisse fir CXCR4

Sowohl bei den TagMan-PCR als auch bei den FACS-Untersuchungen flhrte
eine Stimulation mit dem Mitogen PHA zu einer Downregulation der CXCR4-
Rezeptoren, sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollen.

Es ist ausgeschlossen, dass das PHA nicht funktionsfahig war, da die Proben
fur die Untersuchungen von CXCR3 und CXCR4 identisch waren und es bei

CXCR3 erwartungsgemald zu einer deutlichen Induktion fuhrte.

Bei den anderen Antigenen gab es, wie beim PHA, fast keine Unterschiede
zwischen den Patienten- und Kontrollgruppen:

Bei den TagMan-PCR Untersuchungen gab es keine Unterschiede zwischen
diesen beiden Gruppen und auch nicht innerhalb der Patientengruppe bei
unterschiedlichem Krankheitsverlauf.

Bei den FACS Untersuchungen gab es bei fast allen Antigenen keine
bemerkenswerten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen. Einzig bei
MOG 1-218 waren die Unterschiede bei den FACS Untersuchungen signifikant
zwischen den Patienten und den Kontrollen. Wahrend die Expression bei den
Patienten auf dem Niveau der anderen Antigene und der Negativkontrolle lag,

war die Expression bei den Patienten deutlich niedriger.

Die TagMan-PCR und die FACS Untersuchungen ergaben unterschiedliche
Ergebnisse bei den Stimulationen mit den verschiedenen Antigenen, wobei
diese Ergebnisse sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollen zu
sehen sind.

Bei den TagMan-PCR Untersuchungen konnten die Antigene MOG 146-154
und insbesondere MOG 1-125 und MOG 1-218 eine erkennbare Induktion
bewirken, wahrend bei den FACS Untersuchungen in der Patientengruppe kein
Antigen zu einer erkennbaren Expressionssteigerung flhrte. In der
Kontrollgruppe flihrten die Antigene MOG 141-156 und MOG 1-218 sogar zu
einer verminderten Expression. Die Ubrigen Antigene bewirkten keine deutliche

Veranderung gegenuber den Negativkontrollen.
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3.2.  Vergleich der Expression zwischen CXCR3 und CXCR4 bei nativen
PBMC, nach Stimulation mit Myelinantigenen und Stimulation mit
dem Mitogen PHA

Wahrend man in nativen PBMC nur wenig CXCR3-mRNA findet (AACt-Werte
von ca. 0,5), wird der Rezeptor alleine durch die Zellkultur im Medium
hochreguliert (AACt-Werte von ca. 1,5). Bei den groRen MOG-Peptiden werden
Werte von 3 bzw. 3,7 erreicht und nach Stimulation mit PHA sogar Werte von 5
bis 6. Auch im FACS ist diese Hochregulation zu sehen. Wahrend die in
Medium kultivierten PBMC nur zu ca. 25% CXCRS3 exprimieren, sind es nach
Stimulation mit den grollen MOG-Peptiden 35% und nach Stimulation mit PHA
sogar 45 - 50% (siehe Tabelle 3).

Bei CXCR4 sind die Verhaltnisse vor und nach Stimulation im Vergleich zu
CXCR3 vollig unterschiedlich. CXCR4 wird auf ruhenden Lymphozyten in
hohen Zahlen exprimiert (ca. 80% der Lymphozyten sind CXCR4-positiv). Nach
Stimulation mit den Myelinantigenen bleibt die Zahl der CXCR4-positiven Zellen
ungefahr gleich, bzw. nimmt tendentiell eher ab (siehe Tabelle 6). Nach
Stimulation mit PHA kommt es jedoch zu einer deutlichen Rezeptor-
runterregulation auf der Zelloberflache (nur noch ca. 50% der Zellen sind
CXCR4-positiv).

Auch auf mRNA-Ebene gibt es deutliche Unterschiede zwischen CXCR3 und
CXCRA4. Die basale Transkription nativer PBMC liegt mit AACt-Werten von ca. 2
deutlich héher als bei CXCR3. Die Kultivierung in Medium allein fihrt zu keiner
verstarkten Induktion. Die Stimulation mit den groRen MOG-Peptiden flhrt zu
einer Induktion auf Werte von ca. 3,8 - 4,5, wahrend die Stimulation mit PHA zu

einer verminderten Transkription mit Werten von ca. 1,7 - 1,8 fuhrt.

78



4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal das Expressionsverhalten von
Chemokinrezeptoren mononuklearer Zellen aus peripherem venésem Blut nach
Stimulation mit autoantigenen Myelinpeptiden untersucht.

Die ausgewahlten Rezeptoren waren CXCR3, fur den in zahlreichen Studien
gezeigt werden konnte, dass er mit groRer Wahrscheinlichkeit eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der MS spielt, und CXCR4, der bislang praktisch noch
nicht in Verbindung mit der Pathogenese der MS untersucht worden ist und
daher auch (noch) nicht als bedeutender Faktor bei der MS angesehen worden

ist.

Die vorliegende Studie konnte zwar bei beiden Chemokinrezeptoren nur wenige
Unterschiede zwischen der Patientengruppe und den gesunden Kontrollen
feststellen. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Stimulation mit
Myelinantigenen bei beiden Rezeptoren zu Reaktionen in Form einer

Hochregulierung gefuhrt hat.

Die erzielten Ergebnisse konnten nicht nur untermauern, dass CXCR3 ein
wichtiger Chemokinrezeptor in der Pathogenese der MS ist, sondern auch
Hinweise liefern, dass auch CXCR4 eine wichtige Rolle spielen konnte.

Aus den hier prasentierten Ergebnissen und den zuvor erlangten Erkenntnissen
anderer Forschungsgruppen konnten neue Theorien Uber die Pathogenese der

MS formuliert werden.
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4.1. CXCR3

4.1.1. Expression von CXCR3 auf nativen PMBC ist bei Patienten mit
unterschiedlichem Verlauf und Kontrollen gleich.

Die Untersuchungen der nativen, unstimulierten PBMC ergab, dass sich die
Expressionen von CXCR3 bei Patienten und gesunden Kontrollpersonen nicht
signifikant unterschieden, sowohl auf mRNA- als auch auf Rezeptorebene. Es
gab auch keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit

schubférmigem und Patienten mit chronisch-progredientem Krankheitsverlauf.

Die Expression von CXCR3 auf unstimulierten Lymphozyten aus peripherem
Blut und Liquor bei Patienten und Kontrollen wurde schon von vielen
Forschungsgruppen untersucht. Dabei wurden zum Teil sehr unterschiedliche
Ergebnisse erzielt, die in Tabelle 7 zusammengetragen sind. Im peripheren Blut
lagen die Werte zwischen 3% CXCRS3-positiver Zellen (Teleshova et al., 2002)
und 84% (Soérensen et al.,, 1999; Sindern et al., 2002). Die sehr
unterschiedlichen Werte wurden von den Autoren zum Teil damit erklart, dass
hohe Prozentzahlen in den Studien erzielt wurden, bei denen Patienten
untersucht wurden, die in den letzten Tagen einen Schub erlitten (Kivisakk et
al., 2002; Sindern et al., 2002; Sérensen et al., 1999, 2002). Das erklart aber
nicht die hohen Werte in den Kontrollgruppen, die jeweils gleich waren wie die
bei den Patienten. Es wurde auch versucht, die unterschiedlichen Ergebnisse
darauf zuruckzufuhren, dass bei manchen PBMC durch Ficoll-Hypague-
Dichtezentrifugation, bei anderen aus Vollblut isoliert wurden und bei manchen
PBMC zuvor tiefgefroren waren. Kivisakk et al. konnten aber zeigen, dass die
unterschiedlichen Verfahren fast keinen Einfluss auf die Expression hatten
(Kivisakk et al., 2002). Eventuell sind die Unterschiede auf unterschiedliche

Markerantikdrper zurtickzufihren.
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Ubereinstimmend wurde aber bei allen gezeigt, dass der Anteil der CXCR3-
positiven Zellen im Liquor deutlich héher liegt als im Blut, und dass CD8+ T-

Zellen zu einem hoheren Prozentsatz CXCR3 exprimieren als CD4+ T-Zellen.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit stand die Bestimmung der
Prozentzahl der CXCR3+ Zellen an der Gesamtpopulation unstimulierter T-
Zellen nicht im Vordergrund. Es sollte stattdessen untersucht werden, ob es
Unterschiede zwischen Patienten mit den verschiedenen Krankheitsverlaufen
und gesunden Kontrollen gibt. Es wurde gezeigt, dass es sowohl zwischen den
unterschiedlichen MS-Formen als auch zwischen Patienten und Kontrollen
keine Unterschiede gibt bei der CXCR3-Expression nativer PBMC.

Dies wurde auch in den meisten Publikation beschrieben (Kivisakk et al., 2002;
Martinez-Caceres et al., 2002; Misu et al., 2001; Sindern et al., 2002; Sérensen
et al., 1999, 2002). Die einzigen Autoren, die in ihren Studien zu dem Ergebnis
kamen, dass der Prozentsatz der CXCR3+ T-Zellen bei Patienten grof3er ist als
bei der Kontollgruppe sind Balashov et al. und Teleshova et al. (Balashov et al.,
1998 ; Teleshova et al., 2002). Bei beiden wurden aber nicht die beiden T-
Zellsubsets getrennt untersucht, und die Prozentzahlen waren so niedrig, dass
bereits kleine Unterschiede signifikant wurden. Nebenbei waren bei beiden die
Werte der schubférmigen und der chronisch-progredienten Patientengruppen
gleich. Eikelenboom et al. stellten fest, dass bei ihren Experimenten die Zahl
der CXCR3-positiven CD8+ T-Zellen bei den Patienten héher war als bei der
Kontrollgruppe. Bei CD4+ T-Zellen gab es dagegen keinen Unterschied. Auch
in dieser Studie gab es keinen Unterschied zwischen den einzelnen

Patientenuntergruppen (Eikelenboom et al., 2002).

Zang et al. kamen bei ihren Untersuchungen der CXCR3-Transkripte mit Hilfe
einer semiquantitativen PCR, bei der die PCR-Produkte mit einem
Densitometer gemessen wurden, auch zu dem Ergebnis, dass die Expression

bei Patienten und Kontrollen fast gleich war (Zang et al., 2000).
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Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der FACS-Untersuchung zeigten mit
Werten von 26,7% bzw. 24,7% CXCRS3-positiver unstimulierter Lymphozyten
(siehe Tabelle 3) bei den Patienten und Kontrollen fast gleiche Werte fur diese
beiden Gruppen. Allerdings beziehen sich diese Werte auf die Mediumkontrolle,
fur die ja bei den TagMan-PCR Untersuchungen gezeigt wurde, dass die Zell-

kultur alleine bereits zu einer Hochregulierung fuhrt.

4.1.2. Unterschiedliche Expression nach Stimulation mit Antigenen

zwischen Patienten und Kontrollen

Nach Stimulation mit MOG-Peptiden waren die Ergebnisse der TagMan-PCR
Untersuchungen und FACS Untersuchungen beim Vergleich zwischen der
Patientengruppe und der Kontrollgruppe uneinheitlich.

Wahrend die Ergebnisse der TagMan-PCR Untersuchungen bei Patienten und
Kontrollen bei jedem Antigen fast gleich waren, gab es bei den FACS
Untersuchungen einen signifikanten Unterschied. MOG 1-125 fuhrte bei der
Patientengruppe zu einer signifikant hoheren Induktion als bei der
Kontollgruppe. Auch bei den anderen Antigenen waren die Werte in den FACS
Untersuchungen bei den Patienten leicht héher, allerdings nicht signifikant. Es
muss jedoch gesagt werden, dass die Induktion von CXCR3 auf Rezeptorebene
selbst durch PHA zwar erkennbar, aber nicht sehr ausgepragt ist. Auch PHA,
das bei den TagMan-PCR Untersuchungen einen dreimal hoheren Wert bei den
Patienten, bei den Kontrollen sogar einen viermal héheren Wert gegenuber der
Negativkontrolle erhdhen konnte, erreichte bei den FACS-Untersuchungen nur
eine Erhohung um den Faktor 1,52 bei den Patienten und 1,36 bei den
Kontrollen. Bei den MOG-Peptiden lagen die Werte noch deutlich geringer. Auf

die mdglichen Ursachen flr diese Diskrepanz wird spater noch eingegangen.
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Der signifikant hdhere Wert nach Stimulation mit MOG 1-125 bei den Patienten
ist also mit Vorsicht zu betrachten. Allerdings konnte auch bei den TagMan-
PCR Untersuchungen festgestellt werden, dass — trotz der ahnlichen absoluten
Werte zwischen den beiden Gruppen — nur bei den Patienten die Unterschiede
der Peptide MOG 1-125 und MOG 1-218 im Vergleich zu der Negativkontrollen

signifikant war, nicht jedoch bei den Kontrollen.

Es kann also durchaus sein, dass die Reaktivitat der PBMC der MS-Patienten

groler ist als die der gesunden Kontrollen.

Es wurde zwar noch nie zuvor die Chemokinrezeptor-Induktionen nach
Stimulation mit Myelinantigenen zwischen Patienten und Kontrollen verglichen.
Nachdem aber bekannt war, dass auch gesunde Probanden T-Zellen besitzen,
deren Rezeptoren spezifisch Myelinantigene erkennen (Kerlero de Rosbo et al.,
1993; Martin et al., 1992 a; Olsson et al., 1992; Wallstrom et al., 1998; Weissert
et al.,, 2002) wurden in einigen Studien die Reaktivitaten von PBMC von MS-
Patienten mit denen von Kontrollen nach Inkubation mit MOG-Antigenen
untersucht und verglichen. Fur diese Untersuchungen wurden als Methoden
entweder ELISPOT- oder Proliferations-Assays angewandt. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen waren jedoch gegensatzlich. So konnten Kerlero de
Rosbo et al. bei ihren Experimenten in der Tat eine hdohere Reaktivitat der MS-
Patienten-Zellen feststellen, genauso wie Wallstrom et al. und Sun et al.
(Kerlero de Rosbo et al., 1993, 1997 ; Sun et al., 1991 ; Wallstrom et al., 1998).
Diaz-Villoslada et al. und Lindert et al. konnten jedoch diese Ergebnisse in ihren
neueren Untersuchungen nicht bestatigen (Diaz-Villoslada et al., 1999; Lindert
et al., 1999).
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4.1.3. Deutliche Induktion von CXCR3 nach Stimulation mit MOG-Peptiden
und PHA

Wahrend die kirzeren MOG-Peptide und MBP 83-99 nur zu einer schwachen
Induktion von CXCR3 fuhrten, war bei den TagMan-PCR Untersuchungen nach
Stimulation mit den groReren MOG-Peptiden MOG 1-125 und MOG 1-218 eine
deutliche Induktion zu erkennen. Bei MOG 1-125 wurden Werte erreicht, die
doppelt so hoch waren wie die Negativkontrolle, bei MOG 1-218 waren die
Werte sogar noch hdher.

Die Stimulation mit PHA erreichte die hochste Induktion mit Werten von zirka
drei- bis viermal so hoch wie die Negativkontrolle.

Bei den FACS Untersuchungen sind fur diese beiden Peptide auch hohere
Werte als bei den Negativkontollen zu erkennen. Die Unterschiede sind jedoch
nie signifikant und auch nicht sehr deutlich zu erkennen, bis auf die Expression
von CXCR3 nach Stimulation mit MOG 1-125 bei den Patienten. Aber selbst
hier ist die Expression nur um den Faktor 1,35 gegenuber der Negativkontrolle
und nicht signifikant erhoht, bei MOG 1-218 nur um den Faktor 1,16 (bei den
Patienten) bzw. 1,14 (bei den Kontrollen).

Nach Stimulation mit PHA lagen die Werte zwar signifikant hoher als bei den
Negativkontrollen, aber mit Erhdhungen um den Faktor 1,52 bzw. 1,36 bei
Patienten und Kontrollen auch hier deutlich unter den Ergebnissen der TagMan-
PCR Untersuchung.

Wie ist diese Diskrepanz zwischen den beiden Untersuchungen zu erklaren?
Man kann natdrlich nicht sagen, dass eine um den Faktor 2 erhdhte
Transkription zu einer Verdopplung in der Rezeptorexpression auf der
Zelloberflache fuhren musste, doch dieser Unterschied in den Zahlenwerten ist
verwunderlich.

Es liegen bislang nur wenige Studien vor, in denen die CXCR3-Expression

nach Stimulation gemessen wurde.
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Loetscher et al. zeigten in ihren Experimenten, in denen sie native T-Zellen aus
peripherem menschlichem Blut mit IL-2 oder IL-2 + PHA stimulierten, dass erst
nach 10-15 Tagen eine deutlich gesteigerte Rezeptorexpression auf der
Zelloberflache zu finden war. Nach 3 Tagen jedoch waren nur geringe
Veranderungen zu sehen. Der Entzug von IL-2 fuhrt wieder zu einer
Herunterregulation der Rezeptoren. Interessanterweise flihrte eine
weiterfuhrende Stimulation mit anti-CD3 mit oder ohne anti-CD28 von Zellen,
die bereits 13 Tage mit IL-2/PHA stimuliert worden waren und eine hohe
Rezeptordichte aufwiesen, zu einer Hemmung der CXCR3-Expression und die
Rezeptorzahlen gingen wieder zurtick (Loetscher et al., 1998).

Qin et al. konnten in ihren Untersuchungen auch zeigen, dass CXCR3 zwar
durch anti-CD3 hochreguliert werden kann, allerdings auch erst nach 5-8
Tagen. Auch nach IL-2-Stimulation wurde der Peak in dieser Studie erst nach 3
Wochen erreicht (Qin et al., 1998).

Die Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen konnten also erklaren, warum

bei den FACS Untersuchungen noch kein grol3er Effekt festzustellen war.

4.1.4. Modell des Pathomechanismus CXCR3-positiver T-Zellen in der MS

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse Uber die Induktion von CXCR3
durch MOG-Peptide tragen erheblich zum weiteren Verstandnis der Rolle von
CXCR3 bei der Pathogenese der MS bei, so dass — mit Einbindung der zuvor
erlangten Kenntnisse Uber CXCR3 und die MS (siehe Einleitung) — eine
abschiel3ende Hypothese Uber den Pathomechanismus CXCR3-positiver Zellen

im ZNS von MS-Patienten formuliert werden kann.

Es ist bekannt, dass CXCR3 nur in geringen Zahlen auf ruhenden T-Zellen zu
finden ist, CXCR3 jedoch in grolRer Zahl auf der Oberflache von Effektor-T-
Zellen zu finden ist. Die Effektor-T-Zellen gehoren dabei dem Th1-Subtyp an,

der hauptsachlich fur die Schaden an den Myelinscheiden und Axonen
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verantwortlich gemacht wird. Untersuchungen an ZNS-Gewebsschnitten
ergaben, dass CXCR3 in aktiven Lasionen auf T-Zellen und Astrozyten
exprimiert wird. Daneben werden IP-10 und MIG, die Liganden von CXCRS,
auch auf Astrozyten in der Nahe der Lasionen gefunden, nicht jedoch in
unbeteiligter weilRer Substanz.

Im Liquor wurden im Vergleich zum peripheren Blut erhdhte Zahlen CXCR3-
positiver T-Zellen gefunden. In der Tat exprimieren nahezu 100% aller T-Zellen
im Liquor CXCR3. Allerdings trifft dies auch auf gesunde Kontrollen zu. Diese
Zellen gehoren Uberwiegend dem Memory/Effektortyp der T-Zellen an, was
wiederum bestatigt, dass CXCR3 fast nur auf aktivierten T-Zellen zu finden ist.
Es ist aber nicht verwunderlich, dass auch CXCR3-positive Zellen im Liquor
gesunder Kontrollen gefunden werden. In friheren Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass aktivierte T-Zellen unabhangig von ihrer Antigenspezifitat
die Blut-Hirn-Schranke passieren kénnen. Und dass CXCR3 kein spezifischer
Chemokinrezeptor fur ZNS-Erkrankungen ist, konnte dadurch gezeigt werden,
dass auch die meisten aktivierten T-Zellen in entzindlichen Infiltraten in
anderen Korperregionen CXCR3 exprimierten, so wird zum Beispiel auf 97%
der T-Zellen in der Synovialflissigkeit bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis
CXCR3 exprimiert (Qin et al., 1998). Diese Ergebnisse lassen aber die Aussage
zu, dass die Expression von CXCR3 auf T-Zellen eine Voraussetzung fur T-
Zellen sein kdnnte, um ins ZNS immigrieren zu kénnen.

Bei MS-Patienten und gesunden Kontrollen sind zwar der Anteil der CXCR3-
positiven Zellen gleich, die absolute Zahl an T-Zellen ist jedoch bei MS-
Patienten groRer (Pleiozytose) (Sorensen et al., 2002).

Es konnte auch die Assoziation von CXCR3 und seinen Liganden in aktiven
MS-Lasionen und deren positive Korrelation gezeigt werden. Dartber hinaus ist
belegt worden, dass es im Parenchym gesunder Kontrollen und auch in nicht
betroffenen Hirnregionen von MS-Patienten keine CXCR3-positiven Zellen und

auch keine Liganden gibt.
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Selbstverstandlich gibt es auch im Kreislauf ,gesunder‘ Kontrollen, d. h. bei
Menschen, die zwar nicht an MS erkrankt sind, aber dennoch mit dem
Immunsystem das eine oder andere Agens abwehren mussen, aktivierte T-
Zellen, die dann auch CXCR3 exprimieren. Auf der Suche nach ihrem
Zielantigen durchlaufen sie den Korper und passieren auch die Blut-Hirn-
Schranke. Da sie dort aber weder auf ihr Antigen treffen noch auf die
erforderlichen Liganden, die die Zellen dort halten wurden, wandern sie in den
Liquor ab und von dort zurick in die Blutzirkulation. Die Zahl der Zellen, die im
Liquor ,gesunder® Kontrollpersonen gefunden werden sind aber zahlenmalig
geringer.

Bei den MS-Patienten werden aber auch viele Zellen im Liquor gefunden und
nicht nur in den Lasionen. Das liegt wohl daran, dass es dort auch aktivierte T-
Zellen gibt, die nicht in ihr Zielantigen im ZNS finden kénnen.

Warum kénnen diese Zellen in den Liquor abwandern, wenn doch im ZNS von
MS-Patienten die Liganden IP-10 und MIG prasent sind, um die aktivierten T-
Zellen in den entzindlichen Herden zu halten?

Untersuchungen zeigten, dass die Zahl der T-Zellen in den entzindlichen
Infiltraten im Vergleich zu anderen Zellen wie beispielsweise Makrophagen eher
gering ist. Es ist also logisch zu folgern, dass nur die T-Zellen auch wirklich im
ZNS gehalten werden, die spezifisch gegen die dort ansassigen Antigene
vorgehen konnen. Wie aber wird gewahrleistet, dass T-Zellen, die fur andere
Antigene spezifisch sind, wieder zurtick in die Zirkulation abwandern kénnen?
Hier kdonnten die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse den entscheidenden
Hinweis liefern. Es konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation, d. h. eine
Prasentation von MOG-Antigenen an T-Zellen zu einer Aktivierung und zu einer
Hochregulierung von CXCRS3 fihrt, zumindest auf mRNA-Ebene. Auf
Rezeptorebene war zwar auch eine Hochregulierung feststellbar, jedoch nur
maRig. Fruhere Stimulationsversuche zeigten bereits, dass eine Stimulation
uber mehrere Tage nétig ist, um eine deutliche Hochregulation von CXCR3 zu

erreichen.
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Fir die FACS-Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen fir
48 Stunden mit den verschiedenen Antigen stimuliert. Das ist genau die Dauer,
die T-Zellen im Lymphknoten dem prasentierten Antigen ausgesetzt sind, bevor
sie den Lymphknoten verlassen, wie in vivo Studie ergaben (Mackay et al.,
1992).

Es ist also denkbar, dass das Priming der T-Zellen im Lymphknoten, wenn
ihnen ihr Antigen von Antigenprasentierenden Zellen prasentiert wird, zu einer
nur maligen Hochregulation von CXCR3 fuhrt, die aber gerade ausreicht, um
die Blutbahn durch die Blut-Hirn-Schranke verlassen zu kdnnen. Dort treffen die
aktivierten Zellen wieder auf ihr Antigen und werden weiter stimuliert, woraufhin
sie die CXCRS3-Expression weiter hochfahren. Diese Hochregulierung ist
vielleicht die entscheidende Voraussetzung dafur, dass die T-Zellen an der
Stelle der Inflammation gehalten werden kdnnen und nicht wieder zurtck in den
Blutkreislauf abdriften.

Andererseits konnte gezeigt werden, dass eine fortfuhrende Stimulation der T-
Zellen Uber 2 Wochen hinaus wieder mit einer Herunterregulierung der CXCR3-
Expression einhergeht. Dieser Verlauf konnte klinisch als Remission in

Erscheinung treten.
Ob diese Uberlegungen zutreffen, wird in weiteren Studien zu untersuchen sein.

Dazu ware beispielsweise interessant zu sehen, ob die T-Zellen in den aktiven

Lasionen tatsachlich mehr CXCR3 exprimieren als die Zellen im Liquor.
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4.2. CXCR4

4.2.1. Expression von CXCR4 auf nativen PMBC ist bei Patienten mit
unterschiedlichem Verlauf und Kontrollen gleich.

Die Untersuchungen der nativen, unstimulierten PBMC ergaben, dass sich die
Expressionen von CXCR4 bei Patienten und gesunden Kontrollpersonen nicht
signifikant unterschieden, sowohl auf mRNA- als auch auf Rezeptorebene. Es
gab auch keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
schubférmigem und Patienten mit chronisch-progredientem Krankheitsverlauf.

Mit den fir diese Arbeit gewahlten Untersuchungsmethoden menschlicher
Zellen aus peripherem Blut ist also nicht ein ahnliches Ergebnis erzielt worden
wie bei den Gene-Chip Untersuchungen an gesunden und EAE-Ratten. Dort
konnte man feststellen, dass in den lymphatischen Organen der kranken Tiere
CXCR4 in einer hoheren Zahl als bei den gesunden Tieren exprimiert wurde.
Uber den Grund fiir diesen Unterschied zwischen den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit und den Ratten-Untersuchungen kann man nur
Vermutungen anstellen. Der Grund liegt vermutlich nicht darin, dass die
Zellauftrennung mit Ficoll oder die anschlieBende Zellkultur zu einer
Hochregulation oder Herunterregulation von CXCR4 in den Zellen fuhrt (siehe
unten). Es ist jedoch durchaus denkbar, dass sich die Expression von CXCR4 —
sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen — zwischen peripherem Blut und

lymphatischen Organen erheblich unterscheidet.
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Der CXCR4-Rezeptor ist bis heute fast noch nie mit der MS in Verbindung
gebracht worden. In nur zwei Studien wurde die CXCR4-Expression, neben
anderen Chemokinrezeptoren, zwischen MS-Patienten und Kontrollen
verglichen. Beide kamen bei ihren FACS-Untersuchungen auch zu dem
Ergebnis, dass der Anteil an CXCR4-positiven T-Zellen bei Patienten mit
unterschiedlichem Verlauf und Kontrollen immer gleich war (Balashov et al.,
1999; Martinez-Caceres et al., 2002). Untersuchungen von dendritischen Zellen
aus peripherem Blut auf ihre CXCR4-Expression ergaben auch keine
Unterschiede zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen (Pashenkov et
al., 2002).

Die native, unstimulierte Lymphozytenpopulation aus Vollblut wies bei FACS-
Untersuchungen eine Expression von ca. 80% auf (unverdffentlichte Daten der
Forschungsgruppe Weissert von ca. 50 Patienten und 20 Kontrollen). Diese
Daten gleichen denen aus anderen Forschungsgruppen (Bermejo et al., 1998;
Forster et al., 1998, Lee et al., 1999).

Auch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bei der FACS-Untersuchung von
CXCR4 ergaben Werte von 40-90% bei den Patienten und 80% bei den
Kontrollen fur T-Zellen (siehe Tabelle 6), allerdings nach Ficoll-
Dichtegradientenauftrennung von PBMC aus Vollblut. Bermejo et al. konnten
dagegen zeigen, dass sich die Rezeptorexpression der T-Zellen nach Ficoll-
Hypaque-Gradienten-Isolation nicht von T-Zellen aus Vollblut unterschied
(Bermejo et al., 1998).

Einige Gruppen untersuchten auch die Subpopulationen von PBMC und kamen
ubereinstimmend zu folgenden Ergebnissen: 70-90% der naiven T-Zellen
(sowohl CD4+ als auch CD8+), 20-40% der Gedachtnis-T-Zellen, 90% der B-
Zellen, 75% der Makrophagen und nahezu 0% der naturlichen Killerzellen
exprimieren CXCR4 (Forster et al., 1998, Lee et al., 1999). Allerdings kamen
Bermejo et al. zu dem Ergebnis, dass sowohl naive T Zellen als auch
Gedachtnis-T-Zellen zu ca. 80% CXCR4 exprimieren (Bermejo et al., 1998).
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4.2.2. Expression von CXCR4 auf mit Antigenen stimulierten, aktivierten
PBMC ist auch bei allen Gruppen gleich

Auch nach Stimulation mit den verschiedenen Antigenen oder PHA in einer
Zellkultur waren keine signifikanten Unterschiede in der CXCR4-Expression bei
Patienten mit unterschiedlichem Krankheitsverlauf und gesunden Kontrollen
feststellbar, sowohl bei den TagMan-PCR- als auch bei den FACS-
Untersuchungen. Die einzige Ausnahme war die Expression von CXCR4 im
FACS nach Stimulation mit MOG 1-218, die bei den Patienten die gleichen
Werte aufwies wie die anderen Antigene, bei den Kontrollen jedoch deutlich
niedriger war. Da sich aber die Werte bei den anderen Antigenen und auch von
MOG 1-218 bei der TagMan-PCR Untersuchung bei den verschiedenen
Gruppen nicht unterschieden, kann man wohl davon ausgehen, dass es sich
um einen Zufallsbefund handelt. Zumal der Unterschied zwischen diesen
Proben, die mit MOG 1-218 stimuliert wurden, und der Mediumkontrolle bei den

Kontrollen nicht signifikant war.

Auf die Ergebnisse, die sich bei Untersuchungen der Reaktivitdt gegenlber
MOG und anderen Myelinproteinen bei PBMC von MS-Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollen ergaben, ist bereits bei der Diskussion der Ergebnisse
von CXCR3 eingegangen worden.

Die Stimulation und Aktivierung von PBMC lasst keinen Unterschied in der

reaktiven Expression von CXCR4 bei Patienten und Kontrollen erkennen.

4.2.3. Die Stimulation mit Antigenen oder PHA ergab verschiedene

Ergebnisse
In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal die Expression von CXCR4

auf PBMC nach Stimulation mit MOG-Peptiden oder MBP-Peptiden untersucht.

Auf die Ergebnisse wird spater naher eingegangen.
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Die TagMan-Werte der Mediumkontrollen waren gegenuber den nativen PBMC
nur ganz gering erhoht, was darauf hindeutet, dass die Zellkultur alleine zu
keiner Veranderung der CXCR4-Expression auf mRNA-Ebene fuhrt. Dies wurde
auch bei TagMan-Untersuchungen an CXCR4 von anderen Forschungs-

gruppen festgestellt (Jinquan et al., 1999).

Verschiedene Forschungsarbeiten beschaftigten sich bereits mit dem
Expressionsverhalten von CXCR4 auf T-Zellen, Makrophagen, Dendritischen
Zellen und anderen Zellen des Immunsystems nach Stimulation mit
verschiedenen T-Zellaktivatoren. Dabei kamen haufig gegensatzliche
Ergebnisse heraus.

In dieser Arbeit ergab die Stimulation von PBMC mit PHA sowohl auf mRNA-
Ebene als auch auf Rezeptorebene eine deutliche, gegenliber der
Negativkontrolle signifikante, Downregulation von CXCR4.

Es ist ausgeschlossen, dass das PHA nicht funktionsfahig war, da die Proben
fur die Untersuchungen von CXCR3 und CXCR4 identisch waren und es bei

CXCR3 erwartungsgemald zu einer deutlichen Induktion fuhrte.

Zwei Studien aus dem Jahr 1997 kamen bei Untersuchungen der Wirkung von
PHA auf die Expression von CXCR4 bei isolierten T-Zellen zu dem Ergebnis,
dass PHA CXCR4 stark induziert (Carroll et al., 1997; Bleul et al., 1997). Carroll
et al. stimulierten dabei CD4+ T-Zellen mit PHA und IL-2 zusammen fur 24-72
Stunden. Danach wurde die mRNA mit einer einfachen PCR und einem
Northern Blot gemessen. Diese Methode ist jedoch nicht quantitativ und
gegenuber der TagMan-PCR nicht sehr aussagekraftig. Daneben wurden in
dieser Veroffentlichung keine Angaben darliber gemacht, wie viele Proben
untersucht wurden.

Bleul et al. stimulierten auch isolierte T-Lymphozyten mit PHA und auch, hier
jedoch in getrennten Proben, mit IL-2 fur 72 Stunden. Auch diese Forschungs-

gruppe stellte eine Hochregulierung in beiden Fallen fest. Untersucht wurde in
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dieser Arbeit mit der FACS-Methode. Es wurden allerdings wurden nur drei
Experimente durchgeflihrt und deren Ergebnisse veroffentlicht.

Eine neuere Forschungsarbeit ergab jedoch, wie in der hier vorliegenden Arbeit,
eine Downregulation von CXCR4 nach Stimulation mit PHA (Bermejo et al.,
1998).

Auch fur die Stimulation mit IL-2 gibt es andere Ergebnisse. Bei Mo et al. fuhrte
die Stimulation mit IL-2 zu einer maRigen Herunterregulierung von CXCR4 auf
CD4+ Zellen (Mo et al., 1998). Jourdan et al. konnten keinen Effekt von IL-2 auf
die Rezeptor-Expression (FACS) von isolierten T-Zellen feststellen, genauso
wie Jinquan et al. (Jinquan et al., 1999; Jourdan et al., 1998).

Der uberwiegende Teil der Autoren ist der Auffassung, dass CXCR4 nur auf
naiven oder ruhenden T-Zellen exprimiert wird, nicht jedoch, oder in nur sehr
geringer Zahl, auf aktivierten T-Zellen (Baggiolini 1998; Luster, 1998; Sallusto et
al., 1999). Von diesem Standpunkt ware es logisch, wenn PHA und IL-2 zu
einer Herunterregulation von CXCR4 fuhren wurden. Jedoch wird dies, wie
bereits erlautert, kontrovers diskutiert.

Die Regulation von CXCR4 durch Zytokine und andere Mediatoren scheint sehr
komplex zu sein. Es wurde gezeigt, dass IL-4 die Expression von CXCR4 bei T-
Zellen hochreguliert, wahrend IL-10 die Expression herunterreguliert (Jinquan et
al., 1999; Jourdan et al., 1998). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird
CXCR4 keinem speziellen T-Zellsubtyp zugeordnet, weder Th1 noch Th2-
Zellen (Bonecchi et al., 1998), wobei auch das in der Literatur unterschiedlich
beschrieben ist, und manche Autoren CXCR4 dem Th2-Subtyp zuschreiben
(Annunziato et al., 1998). Die zwei genannten Zytokine gehdren jedoch beide
zu den Th2-Zytokinen, regulieren aber CXCR4 bei T-Zellen gegensatzlich.
Diese Einteilung der T-Zellen in Subtypen ist also zu einfach, um Reaktionen
von T-Zellen und deren Expressionsverhalten zu klassifizieren. Fur IL-5 und
TNF-a wurde kein Effekt festgestellt, bei IFN-y eine leichte Hochregulation, die

aber nicht signifikant war (Jinquan et al., 1999).
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Unter welchen Bedingungen CXCR4 hoch- oder herunterreguliert wird, ist also
noch lange nicht vollstandig geklart, und auch nicht, ob dieser Rezeptor

vordringlich von einem bestimmten T-Zelltyp exprimiert wird.

Die Stimulation mit den MOG-Antigenen fihrte auf mRNA-Ebene - je nach
Antigen in einem unterschiedlichen Ausmal} - zu einer Induktion von CXCR4.
Bei Untersuchung der Expression von CXCR4 auf der Zelloberflache mit der
FACS-Methode wurde gegenuber der Mediumkontrolle keine Veranderung der
Expression festgestellt, sie war evtl. sogar leicht vermindert.

Diese Konstellation kann nicht eindeutig erklart werden. Es gibt hierfur zwei

Erklarungen.

(1) Zum einen ist es denkbar, dass die Stimulation mit den Antigenen zu einer
Aktivierung der T-Zellen fuhrte, wodurch CXCR4 induziert wurde. Fur diese
Annahme spricht, dass die Induktionswerte bei den unterschiedlichen
Antigenen in der Relation zueinander dem Bild bei CXCR3 entspricht, d. h. die
kleinen Antigene konnten fast keinen Effekt erzielen, die groReren MOG-
Peptide (MOG 1-125 und MOG 1-218) konnten eine deutliche Induktion
bewirken. Nur MOG 146-154 von den kleineren MOG-Peptiden konnte eine
hdhere Induktion von CXCR4 gegenuber der Mediumkontrolle bewirken. Der

Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Wenn aber die MOG-Antigene Uber eine Aktivierung zu einer CXCR4-Induktion
fuhren, warum wird CXCR4 nicht auch durch PHA hochreguliert? Dies kdnnte
dadurch erklart werden, dass PHA und Antigene, die von APC Uber den MHC-
Komplex prasentiert werden, Uber unterschiedliche Mechanismen T-Zellen
stimulieren. PHA wirkt als Mitogen und nicht Gber den T-Zell-Rezeptor.

Bleul et al. kamen in ihren Untersuchungen auch zu dem Ergebnis, dass PHA
und IL-2 zu einer Hochregulation von CXCR4 bei T-Zellen flhren. Sie
Untersuchten in der gleichen Studie auch die Wirkung von anti-CD3- und anti-

CD28-Antikorpern, die zusammen den T-Zell-Receptor (CD3) und den Rezeptor
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fur das co-stimulatorische Signal (CD28) aktivieren, auf die CXCR4-Expression.
Sie kamen auch hier zu dem Ergebnis, dass CXCR4 hochreguliert wird (Bleul et
al., 1997). Jourdan et al. zeigten jedoch wiederum, dass bei ihren
Untersuchungen anti-CD3/anti-CD28 zu einer Herunterregulation von CXCR4
fuhrt und entkrafteten das zuvor erzielte Ergebnis (Jourdan et al., 1998).

Es gibt also auch hier keine Klarheit daruber, ob eine Aktivierung uber den T-
Zell-Rezeptor, zu einer Hochregulierung von CXCR4 fuhrt oder nicht.
Interessant ist jedoch, dass die Hochregulierung von CXCR4 durch die MOG-
Peptide, die auf mRNA-Ebene konstatiert werden konnte, nicht auch auf
Rezeptorebene festgestellt werden konnte. Eine Erklarung daftir ware, dass der
Effekt der Hochregulierung nur wenige Stunden anhalt und nach 48 Stunden
Inkubationszeit auf der Zelloberflache nicht mehr detektierbar ist.
Wahrscheinlicher ist aber, dass die Rezeptoren zwar durch Transkription der
MRNA gebildet werden, dann aber im Zytosol verweilen und nicht an der
Zelloberflache exprimiert werden. Bermejo et al. konnten zeigen, dass
Lymphozyten aus peripherem Blut nur wenig CXCR4 an der Zelloberflache
exprimieren, aber alleine die Zellkultur fuhrt zu einer vermehrten Rezeptorzahl
auf der Zelloberflache (Bermejo et al., 1998). Dies wurde auch von Jourdan et
al. festgestellt (Jourdan et al., 1998). Bermejo et al. stellten dartber hinaus fest,
dass fast alle Lymphozyten CXCR4-Rezeptoren in ihnrem Zytosol aufweisen, die
in SDF-1-freier Zellkultur an die Oberflache gebracht werden. Sie zeigten
aulRerdem, dass sowohl der Ligand SDF-1, als auch das Mitogen PHA, als auch
ein anti-CD3-Antikorper, der den T-Zell-Rezeptor aktivieren kann, zu einer
deutlichen Herunterregulation der CXCR4-Rezeptoren auf der Oberflache
fuhren. Bei SDF-1 nahm gleichzeitig die Konzentration der Rezeptoren im
Zellinneren leicht zu, was darauf hindeutet, dass die Rezeptoren durch
Endozytose ins Zytoplasma aufgenommen wurden, um dann wieder, wenn
wenig SDF-1 im extrazellularen Raum um den Lymphozyten vorhanden ist, an
der Oberflache exprimiert zu werden. Bei PHA und anti-CD3 fand man auch die
Rezeptoren im Zytoplasma, aber im Vergleich zu SDF-1 und zu unbehandelten
Zellen bei einer geringeren Zellzahl. Dartuber hinaus war auch die Konzentration

geringer. Das lieRe sich dadurch erklaren, dass PHA zusatzlich die
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Transkription von CXCR4 hemmt, was auch durch die Ergebnisse der TagMan-
PCR Untersuchung bei PHA-stimulierten PBMC in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden konnte.

Nach Stimulation mit Myelinantigenen kommt es so vielleicht zu einer
vermehrten Transkription der CXCR4-DNA, die Rezeptoren verweilen aber im
Zytosol. Bermejo et al. zeigten aber, dass es auch nach Aktivierung mit anti-
CD3-Antikorpern zu einer verminderten Rezeptor-Konzentration in der Zelle
kommt, d. h. eine Aktivierung Uber den T-Zellrezeptor alleine ist wohl nicht
imstande, CXCR4 zu induzieren. Es ist allerdings mdglich, dass ein ko-
stimularisches Signal tber CD28 und B7-Molekile vorhanden sein muss, wie
es bei der Aktivierung der Lymphozyten durch die Myelinantigene der Fall ist.
Dies wurde von Bermejo et al. nicht untersucht.

So ware die Hochregulation von CXCR4-mRNA nach Stimulation mit

Myelinantigenen bei Lymphozyten zu erklaren.

(2) Die andere Erklarung fur die Ergebnisse ist, dass die Induktion von CXCR4
auf mRNA-Ebene nach Stimulation mit MOG-Antigenen auf die
Hochregulierung in der Monozyten/Makrophagen-Fraktion der PBMC
zuruckzufihren ist, und eine Stimulation und Aktivierung der Lymphozyten zu
einer Herunterregulation von CXCR4 fuhrt. Dass aktivierte T-Lymphozyten
weniger CXCR4 exprimieren als naive T-Zellen ist die weitverbreitete Meinung
in der Literatur (Baggiolini 1998; Bermejo et al., 1998; Luster, 1998; Sallusto et
al., 1999). In diesem Fall wurde die Stimulation mit MOG-Antigenen zu keinem
Effekt in der Lymphozyten-Fraktion flhren, allenfalls zu einer Herunter-
regulation, was das Ergebnis der FACS-Untersuchungen erklaren kénnte, bei
der nur die Lymphozyten untersucht wurden. Jourdan et al. erwahnten in ihrer
Publikation, dass eine Antigen-spezifische Stimulation von PBMCs eher zu
einer Herunterregulation als zu einer Hochregulation gefuhrt hat. Allerdings
wurde nicht gesagt, welche Antigene verwendet wurden und die Ergebnisse

wurden nicht veroffentlicht (Jourdan et al., 1998).
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Interessanterweise wird die Expression bei Makrophagen genau gegensatzlich
zu den T-Zellen reguliert. IL-4 fuhrt bei Monozyten zu einer Herunterregulation,
wahrend IL-10 zu einer Hochregulation fuhrt (Wang et al., 2001). Diese
gegensatzliche Regulierung kann ein Hinweis darauf sein, dass bei
Monozyten/Makrophagen eine Aktivierung zu einer Hochregulation von CXCR4
fuhrt. AulRerdem wird CXCR4 durch M-SCF, TGF-B und IFN-y hochreguliert und
durch IL-13 und GM-SCF herunterreguliert (Lee et al., 1999; Penton-Rol et al.,
1998; Wang et al.,, 2001). Insbesondere die Tatsache, dass IFN-y, der
Hauptaktivator fur Makrophagen, zu einer Hochregulation von CXCR4 fuhrt,

stutzt diese Hypothese.

Der Effekt von PHA ist dennoch eine Herunterregulation bei der TagMan-
Untersuchungen, obwohl PHA ja auch Makrophagen Uber die Indukion von IFN-
y in T-Zellen aktivieren kann, wie die ELISPOT-Versuche zeigen (Weissert et
al., 2002). Das liegt wohl daran, dass PHA in erster Linie zu einer
Herunterregulation von CXCR4 bei T-Zellen fuhrt. Lymphozyten machen 20-
40% an den Leukozyten im peripheren Blut aus, Monozyten dagegen nur 2-4%.
Dementsprechend stellen Monozyten bei den PBMC nur 10% dar und die
Lymphozyten ca. 90% (wenn man die naturlichen Killerzellen nicht
berlcksichtigt, die aber nur einen kleinen Teil ausmachen). Der induzierende
Effekt bei den Monozyten ist also in Addition weitaus geringer als der
herunterregulierende Effekt bei den Lymphozyten. Man kann auch erkennen,
dass die Herunterregulation bei den FACS-Untersuchungen, bei denen nur die
Lymphozyten untersucht wurden, deutlicher ist als bei den TagMan-PCR-
Untersuchungen.

Diese Hypothese wird auch dadurch gestarkt, dass gezeigt werden konnte,
dass dendritische Zellen, die bedeutendsten Antigen-prasentierenden Zellen, im
peripheren Blut nur wenig CXCR4 exprimieren, nach ihrer Aktivierung und
Reifung jedoch sehr viel mehr (Lee et al., 1999).

Die Hochregulation von CXCR4 in Monozyten infolge der Antigenaufnahme,
deren Prasentation an Lymphozyten und die Aktivierung der Monozyten

wiederum durch die Lymphozyten kdnnen bedeutend sein fur das Trafficking
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der Monozyten. Es ist beispielsweise denkbar, dass Makrophagen an der
Entzindungsstelle Antigene an T-Lymphzyten prasentieren und daraufhin
CXCR4 hochregulieren, wodurch ein Homing in die Lymphknoten zur weiteren
Rekrutierung von Effektorzellen eingeleitet wird. Oder, wenn die Makrophagen
noch nicht am Ort der Inflammation sind, kann die Rezeptorinduktion die
Chemotaxis zum Ort der Entziindungsgeschehen initiieren.

Dass die CXCR4-Rezeptoren auf Monozyten/Makrophagen eine wichtige Rolle
bei der Pathogenese der MS spielen konnte, wird auch durch die Ergebnisse
von Martinez-Caceres et al. gestutzt, die zeigen konnten, dass Monozyten von
MS-Patienten zu einem hoéheren Prozentsatz CXCR4-positiv sind und auch eine
hohere durchschnittliche Fluoreszenzintensitat aufweisen als Monozyten von

gesunden Kontrollpersonen (Martinez-Caceres et al., 2002).

Zusammenfassend kann uUber CXCR4 festgestellt werden, dass sich die
Expression bei Patienten und Kontrollen bei den in dieser Arbeit durchge-
fuhrten Untersuchungen nicht unterschied.

Die Stimulation von PBMC mit Myelinautoantigenen fuhrt auf mMRNA-Ebene zu
einer Hochregulation, in der Lymphozytenpopulation ist auf Rezeptorebene
jedoch kein Effekt festzustellen. Die Stimulation mit PHA fihrt in beiden
Untersuchungen zu einer deutlichen Herunterregulation. Diese unter-
schiedlichen Ergebnisse zwischen den Myelinautoantigenen und PHA und die
Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsmethoden sind nicht
eindeutig zu erklaren. Es ist durchaus moglich, dass Myelinautoantigene zu
einer Induktion von mRNA fihren kdnnen, wobei dieser Effekt nicht auf der
Zelloberflache zu erkennen ist, evtl. deswegen, weil die Rezeptoren im Zytosol
liegen. Vieles spricht aber auch daflir, dass die Hochregulation auf mRNA-
Ebene durch die Makrophagen-Population der PBMC bedingt ist.

Insgesamt ist die Regulation des CXCR4-Rezeptors, sowohl bei Lymphozyten
als auch bei Makrophagen, sehr komplex und bleibt weiterhin nicht einwandfrei

geklart.
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4.3. Vergleich zwischen CXCR4 und CXCR3

Beim Vergleich zwischen CXCR3 und CXCR4 fallt ein sehr unterschiedliches
Expressionsverhalten auf. Wahrend CXCR3 nur in geringer Zahl auf nativen,
unstimulierten PBMC transkribiert und exprimiert wird, ist CXCR4 auf einem
hohen Prozentsatz von PBMC zu finden und wird konstitutiv in hohen Zahlen
transkribiert. Nach Stimulation mit Myelinantigenen oder PHA jedoch wird
CXCR3 auf T-Zellen deutlich hochreguliert, CXCR4 dagegen wird nach
Stimulation mit PHA deutlich herunterreguliert.

4.4. Schlussuberlegungen

Fur CXCR3 wurde bereits in friheren Arbeiten gezeigt, dass dieser Rezeptor
sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MS spielt. Dies
wurde auch durch die Ergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit erzielt wurden,
untermauert. Es konnte gezeigt werden, dass CXCR3 durch Stimulation mit

Myelinautoantigenen induziert werden kann.

CXCR4 ist in Verbindung mit der MS bisher nicht in Erscheinung getreten, es
wurde sogar behauptet, dass CXCR4 keine immunologischen Aufgaben
besalle, abgesehen von der Rolle bei der Reifung von Vorlauferzellen
verschiedener Zellreihen (Sallusto et al., 1999).

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse jedoch und auch schon alleine die
Tatsache, dass der Rezeptor von verschiedenen Mediatoren hoch- oder
herunterreguliert werden kann, deuten jedoch verstarkt darauf hin, dass dieser
Rezeptor eine wichtige Rolle bei Immunreaktionen spielt, sowohl bei
Abwehrreaktionen gegen koérperfremde Organismen und Stoffe als auch bei

Autoimmunreaktionen.

Die hier vorliegende Arbeit konnte einige Fragen beantwortet aber auch einige

neue Fragen aufwerfen, die es in zuklnftigen Forschungsarbeiten zu klaren gilt.
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden mononukleare Zellen aus dem peripheren
Blut von Multiple Sklerose (MS)-Patienten und gesunden Probanden mit Hilfe
der Dichtegradientenzentrifugation getrennt und anschlieBend auf die
Expression der Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR4 untersucht.
Gemessen wurde die Expression vor und nach Stimulation mit Myelin-
Oligodendrocyte-Glykoprotein (MOG)-Antigenen. Als Untersuchungsmethoden
wurden TagMan-PCR und FACS angewandt.

CXCR3 wurde durch die Stimulation mit MOG-Antigenen in den TagMan-PCR
Untersuchungen, d. h. auf RNA-Ebene signifikant hochreguliert. In den FACS-
Untersuchungen, d. h. auf Rezeptorebene war auch eine Induktion erkennbar,
aber deutlich schwacher. Anhand der erzielten Ergebnisse konnte eine
Hypothese zu den Pathomechanismen, die eine Einwanderung
myelinspezifischer, autoreaktiver T-Zellen ins ZNS bei MS-Patienten bewirken,
formuliert werden. CXCRS spielt dabei eine entscheidende Rolle.

CXCR4 wurde durch die Stimulation mit MOG-Antigenen auf RNA-Ebene
deutlich induziert. Auf Rezeptorebene dagegen ist bei den Lymphozyten
praktisch kein Effekt feststellbar gewesen. Interessanterweise flhrte die
Stimulation mit dem Mitogen PHA bei beiden Untersuchungsmethoden zu einer
signifikanten Herunterregulierung. Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnen
dadurch erklart werden, dass CXCR4 in den mononuklearen Zellen zwar
induziert wird, die Rezeptoren jedoch im Zytoplasma verweilen und nicht an der
Zelloberflache exprimiert werden. Einiges spricht jedoch auch daflur, dass die
Stimulation mit MOG-Antigenen nur in der Makrophagen-Population eine
Induktion bewirkt, wahrend es in der Lymphozyten-Population zu einer
Induktionshemmung kommt.

Die erzielten Ergebnisse deuten nachdricklich darauf hin, dass nicht nur
CXCR3, sondern auch CXCR4 sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der MS spielen. Diese Arbeit tragt dazu bei, neue Erkenntnisse
Uber die Uberaus komplexen Effekte und Aufgaben der Chemokin-Rezeptoren

und ihrer Liganden bei der MS zu erlangen.
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6. TABELLEN
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Tabelle 1a TagMan-PCR CXCR3 Absolute  Deltadelta CT-Werte

kein Antigen MOG91-108 MOG93-108 MOG141-156 MOG146-154 MOG1-125 MOG1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC

Kontrolle 01 1,56 0,53 1,12 0,93 0,88 0,98 1,51 0,57 0,97 291 0,31
Kontrolle 02 0,72 1,02 0,74 0,88 0,92 1,30 1,49 0,74 0,71 8,69 0,24
Kontrolle 03 0,30 0,40 0,77 0,51 0,86 0,68 1,05 0,59 0,70 0,83 0,16
Kontrolle 04 1,00 0,69 0,76 0,79 1,00 1,10 1,02 0,86 0,79 2,05 0,44
Kontrolle 05 0,27 0,55 0,69 0,49 0,76 0,64 0,58 0,44 0,65 1,94 0,14
Kontrolle 06 1,67 1,89 1,97 1,85 2,62 3,36 4,69 1,95 2,31 4,03 0,81
Kontrolle 07 1,41 1,40 1,19 1,31 1,38 4,96 3,06 191 2,14 12,00

Kontrolle 08 2,43 4,07 3,62 3,72 3,42 5,43 5,90 4,18 3,38 6,52

Kontrolle 09 3,43 3,16 3,18 3,00 3,90 5,00 5,46 5,41 1,39 12,00 0,61
Kontrolle 10 1,01 2,14 0,91 1,60 1,32 2,46 4,26 0,88 1,00 5,39

Kontrolle 11 1,52 1,48 3,77 1,49 1,65 4,23 5,03 3,75 2,03 4,13

Kontrolle 12 1,28 1,48 1,10 1,34 1,31 2,84 3,89 2,03 1,74 9,61 0,86
Kontrolle 13 2,81 3,45 1,87 1,92 2,63 6,84 8,43 3,47 3,31 11,51 0,87
Durchschnitt 1,49 1,71 1,67 1,53 1,74 3,06 3,57 2,06 1,62 6,28 0,49

Tabelle 1a. Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR3 der Kontrollgruppe, die in

Abbildung 1a eingegangen sind. Angegeben sind die absoluten 2 <**<Y _werte.




Tabelle 1a

Fortsetzung

kein Antigen MOG91-108 MOG93-108 MOG141-156 MOG146-154 MOG1-125 MOG1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC
Patient 01 0,62 0,68 0,58 0,77 1,00 1,26 1,53 0,84 0,90 2,45 0,55
Patient 02 1,15 1,46 1,76 1,64 2,32 2,85 2,56 2,11 1,88 9,88 0,56
Patient 03 1,52 1,76 1,21 2,97 2,28 3,32 1,18 1,66 5,15 0,24
Patient 04 3,45 2,98 2,82 2,79 2,38 2,86 4,08 2,36 1,66 5,68 0,90
Patient 05 1,57 1,78 2,69 1,99 1,56 8,25 6,82 3,07 1,97 7,01
Patient 06 1,38 1,39 0,98 1,61 1,10 2,11 4,79 1,09 0,55 3,12 0,48
Patient 07 1,64 1,02 1,44 1,47 1,02 2,01 2,58 1,89 0,21 1,14 0,19
Patient 08 1,74 1,31 1,21 0,99 1,28 1,62 1,74 1,25 1,03 2,03 0,30
Patient 09 1,08 1,43 0,79 1,02 1,78 4,96 1,81 3,11 0,99 2,69 0,18
Patient 10 0,71 0,90 1,91 1,45 1,38 2,67 2,37 1,31 1,10 5,66
Patient 11 0,59 0,73 0,62 0,73 0,99 0,98 0,80 0,64 0,86 1,02 0,23
Patient 12 0,60 0,66 0,93 0,70 0,82 1,23 1,60 0,55 0,72 1,65 0,01
Patient 13 2,06 1,62 1,89 2,21 3,42 3,84 2,07 1,53 3,22
Patient 14 1,87 2,79 1,56 2,23 2,83 4,71 4,17 3,08 2,91 5,88
Patient 15 3,01 2,98 3,33 2,18 1,96 3,51 3,84 2,45 1,89 8,63 0,69
Patient 16 2,53 2,47 2,74 1,88 3,67 4,17 8,97 1,89
Patient 17 1,06 1,31 1,40 1,51 1,42 3,38 5,22 1,60 0,42 9,06 0,75
Patient 18 2,14 2,29 1,71 2,31 2,50 2,41 4,77 4,76 1,58 8,11 1,11
Patient 19 1,41 2,31 1,63 2,01 2,27 1,93 4,41 1,97 1,64 5,01 0,72
Patient 20 3,36 2,70 2,06 3,24 2,81 3,54 5,06 3,97 2,23 8,66 0,92
Durchschnitt 1,68 1,73 1,65 1,77 1,86 3,01 3,71 2,07 1,38 5,05 0,52
Tabelle 1a. (Fortsetzung) Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR3 der

Patientengruppe, die in Abbildung 1a eingegangen sind. Angegeben sind die absoluten 2 ““*“_werte.




Tabelle 1b TagMan-PCR CXCR3 Q Relative Deltadelta CT-Werte

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC

Kontrolle 01 0,34 0,71 0,60 0,56 0,63 0,97 0,37 0,62 1,86 0,20
Kontrolle 02 1,41 1,02 1,22 1,27 1,80 2,07 1,03 0,98 7,00 0,33
Kontrolle 03 1,34 2,60 1,72 2,92 2,30 3,54 1,99 2,36 2,80 0,55
Kontrolle 04 0,69 0,76 0,79 1,00 1,10 1,02 0,86 0,79 2,05 0,44
Kontrolle 05 2,02 2,55 1,82 2,80 2,35 2,14 1,63 2,37 7,11 0,51
Kontrolle 06 1,13 1,18 1,11 1,57 2,01 2,81 1,16 1,38 2,41 0,48
Kontrolle 07 0,99 0,84 0,93 0,97 3,51 2,17 1,35 151 7,00

Kontrolle 08 1,68 1,49 1,53 1,41 2,23 2,43 1,72 1,39 2,69

Kontrolle 09 0,92 0,93 0,87 1,14 1,46 1,59 1,57 0,40 3,49 0,18
Kontrolle 10 2,12 0,90 1,58 1,31 2,44 4,21 0,87 0,99 5,33

Kontrolle 11 0,98 2,49 0,98 1,09 2,79 3,32 2,47 1,34 2,72

Kontrolle 12 1,15 0,86 1,04 1,02 2,21 3,03 1,58 1,35 7,49 0,67
Kontrolle 13 1,23 0,66 0,68 0,94 2,44 3,00 1,24 1,18 4,10 0,31
Durchschnitt 1,23 1,31 1,14 1,38 2,10 2,48 1,37 1,28 4,31 0,41

Tabelle 1b. Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR3 der Kontrollgruppe, die in

2 ~4ACY _\werte, das heit es wurde ein

Abbildung 1b eingegangen sind. Angegeben sind die relativen
Quotient aus den 2 “**“Y _werte der einzelnen Antigene und der jeweiligen Negativkontrolle (kein

Antigen’-Kontrolle) gebildet.



Tabelle 1b  Fortsetzung

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A  MBP PHA  Native PBMC
Patient 01 1,09 0,93 1,24 1,60 2,03 2,45 1,34 1,45 3,93 0,88
Patient 02 1,27 1,53 1,42 2,01 2,47 2,22 1,83 1,63 8,57 0,49
Patient 03 1,16 0,80 1,96 1,51 2,19 0,78 1,09 3,40 0,16
Patient 04 0,86 0,82 0,81 0,69 1,00 1,19 0,69 0,48 1,65 0,26
Patient 05 1,13 1,71 1,26 0,99 4,50 4,33 1,95 1,25 4,45
Patient 06 1,01 0,71 1,17 0,80 1,53 3,48 0,80 0,40 2,27 0,35
Patient 07 0,62 0,88 0,90 0,62 1,23 1,57 1,15 0,13 0,69 0,12
Patient 08 0,76 0,69 0,57 0,74 0,93 1,00 0,72 0,59 1,16 0,17
Patient 09 1,32 0,73 0,95 1,65 4,59 1,68 2,88 0,91 2,50 0,17
Patient 10 1,26 2,68 2,03 1,93 3,74 3,32 1,83 1,54 7,92
Patient 11 1,24 1,05 1,24 1,68 1,67 1,36 1,09 1,47 1,74 0,38
Patient 12 1,11 1,55 1,17 1,37 2,06 2,68 0,92 1,21 2,76 0,02
Patient 13 0,78 0,92 1,07 1,66 1,86 1,00 0,74 1,56
Patient 14 1,49 0,84 1,19 1,51 2,51 2,23 1,65 1,55 3,14
Patient 15 0,99 1,11 0,72 0,65 1,16 1,27 0,82 0,63 2,87 0,23
Patient 16 0,98 1,08 0,74 1,45 1,65 3,54 0,74
Patient 17 1,24 1,32 1,41 1,34 3,17 4,91 1,50 0,39 8,51 0,70
Patient 18 1,07 0,80 1,08 1,16 1,13 2,23 2,22 0,74 3,78 0,52
Patient 19 1,64 1,16 1,42 1,61 1,37 3,13 1,40 1,16 3,55 0,51
Patient 20 0,80 0,61 0,96 0,84 1,05 1,51 1,18 0,66 2,57 0,27
Durchschnitt 1,11 1,09 1,16 1,25 2,05 2,41 1,35 0,94 3,53 0,35
Tabelle 1b. (Fortsetzung) Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan PCR Untersuchung von CXCRS3 der

Patientengruppe, die in Abbildung 1b eingegangen sind. Angegeben sind die relativen 2 “**°Y _werte.




Tabelle 2

TagMan-PCR

Krankheitsverlauf:

schubférmig

CXCR3 Q nach Krankheitsverlauf

Relative Deltadelta CT-Werte

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA Native PBMC
Patient 01 0,86 0,82 0,81 0,69 1,00 1,19 0,69 0,48 1,65 0,26
Patient 02 1,13 1,71 1,26 0,99 4,50 4,33 1,95 1,25 4,45
Patient 03 0,62 0,88 0,90 0,62 1,23 1,57 1,15 0,13 0,69 0,12
Patient 04 0,76 0,69 0,57 0,74 0,93 1,00 0,72 0,59 1,16 0,17
Patient 05 1,32 0,73 0,95 1,65 4,59 1,68 2,88 0,91 2,50 0,17
Patient 06 1,26 2,68 2,03 1,93 3,74 3,32 1,83 1,54 7,92
Patient 07 1,11 1,55 1,17 1,37 2,06 2,68 0,92 1,21 2,76 0,02
Patient 08 0,78 0,92 1,07 1,66 1,86 1,00 0,74 1,56
Patient 09 1,49 0,84 1,19 151 2,51 2,23 1,65 1,55 3,14
Patient 10 0,98 1,08 0,74 1,45 1,65 3,54 0,74
Patient 11 1,24 1,32 1,41 1,34 3,17 491 1,50 0,39 8,51 0,70
Patient 12 1,64 1,16 1,42 1,61 1,37 3,13 1,40 1,16 3,55 0,51
Patient 13 0,80 0,61 0,96 0,84 1,05 1,51 1,18 0,66 2,57 0,27
Durchschnitt 1,10 1,14 1,10 1,22 2,27 2,53 1,41 0,88 3,37 0,42
Krankheitsverlauf: chronisch-progredient

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA Native PBMC
Patient 01 1,09 0,93 1,24 1,60 2,03 2,45 1,34 1,45 3,93 0,88
Patient 02 1,27 1,53 1,42 2,01 2,47 2,22 1,83 1,63 8,57 0,49
Patient 03 1,01 0,71 1,17 0,80 1,53 3,48 0,80 0,40 2,27 0,35
Patient 04 1,24 1,05 1,24 1,68 1,67 1,36 1,09 1,47 1,74 0,38
Patient 05 0,99 1,11 0,72 0,65 1,16 1,27 0,82 0,63 2,87 0,23
Patient 06 1,07 0,80 1,08 1,16 1,13 2,23 2,22 0,74 3,78 0,52
Durchschnitt 1,11 1,02 1,15 1,32 1,67 2,17 1,35 1,05 3,86 0,47




FACS CXCR3 Tabelle 3
Relative Geometrische Mittelwerte

MOG91-108 MOG141-156 MOG1-125 MOG1-218  Influ. A MBP PHA
Patient 01 1,00 1,06 1,21 1,30 1,17 1,08 1,50
Patient 02 0,98 1,00 1,43 1,21 1,09 1,00 1,33
Patient 03 1,06 1,03 1,59 1,35 1,26 1,04 1,63
Patient 04 1,15 1,08 1,37 0,93 1,27 1,10 1,27
Patient 05 1,02 1,15 1,15 1,09 1,16 1,03 1,24
Patient 06 1,01 1,08 1,36 1,08 1,04 1,00 2,17
Durchschnitt 1,04 1,07 1,35 1,16 1,16 1,04 1,52
Kontrolle 01 1,06 1,05 1,09 1,05 1,00 0,96 1,12
Kontrolle 02 1,09 1,26 1,22 1,18 1,18 1,11 1,15
Kontrolle 03 1,04 0,94 1,10 1,07 1,04 1,11 1,45
Kontrolle 04 1,05 1,00 1,01 1,06 1,09 1,01 1,27
Kontrolle 05 1,05 0,98 1,31 1,19 1,06 1,06 1,53
Kontrolle 06 1,02 0,99 1,09 1,14 1,07 1,10 1,67
Durchschnitt 1,05 1,04 1,14 1,12 1,07 1,06 1,36
Prozentsatz der Zellen, die innerhalb der Marker- Grenzen lagen

MOG91-108 MOG141-156 MOG1-125 MOG1-218  Influ. A MBP PHA  keinAntigen
Patient 01 26,12 43,58 42,72 44,92 51,83 32,23 55,95 25,39
Patient 02 23,93 24,54 39,76 32,33 30,36 24,37 54,46 25,90
Patient 03 32,19 34,46 46,42 40,70 40,12 31,73 29,23 37,06
Patient 04 42,19 42,97 49,77 41,04 45,03 41,41 67,23 36,11
Patient 05 17,02 25,56 24,92 21,70 33,55 19,12 31,11 18,27
Patient 06 16,48 21,93 27,90 21,52 21,13 18,14 74,51 17,55
Durchschnitt| 26,32 32,17 38,58 33,70 37,00 27,83 52,08 26,71
Kontrolle 01 15,12 17,18 24,34 17,29 14,07 13,06 29,93 15,21
Kontrolle 02 31,08 40,46 40,17 39,79 32,17 44,22 31,98 28,01
Kontrolle 03 39,48 34,33 44,08 41,51 38,92 40,98 68,65 39,74
Kontrolle 04 21,27 22,23 29,08 26,91 24,46 21,05 47,56 19,77
Kontrolle 05 29,18 27,76 40,94 35,13 35,10 28,45 47,03 27,23
Kontrolle 06 21,11 19,75 34,22 31,57 25,65 22,95 48,61 18,25
Durchschnittf 26,21 26,95 35,47 32,03 28,40 28,45 45,63 24,70




Tabelle 4a TagMan-PCR

CXCR4

Absolute

Deltadelta CT-Werte

kein Antigen MOG91-108 MOG93-108 MOG141-156 MOG146-154 MOG1-125 MOG1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC

Kontrolle 01 2,46 1,34 3,61 2,37 2,39 1,22 2,23 2,66 2,56 1,07 1,02
Kontrolle 02 0,75 1,23 0,80 0,74 2,71 0,94 1,74 0,84 111 1,30 0,80
Kontrolle 03 1,52 151 2,13 1,49 2,01 2,17 1,93 1,94 1,80 0,81 1,75
Kontrolle 04 1,00 0,91 0,63 0,93 1,28 1,19 1,13 0,51 0,76 0,62 1,19
Kontrolle 05 0,75 1,18 1,56 0,88 1,54 1,40 1,00 1,20 0,97 1,05 1,30
Kontrolle 06 3,00 3,90 4,10 3,18 5,41 8,60 6,94 4,14 3,47 4,27 2,87
Kontrolle 07 2,90 2,91 2,45 2,01 2,98 8,00 5,17 3,39 3,10 2,56

Kontrolle 08 3,78 6,59 5,24 4,56 6,80 7,41 7,84 4,66 4,30 1,78 2,43
Kontrolle 09 7,16 7,16 7,14 6,13 7,00 6,80 6,73 4,17 2,82 3,89
Kontrolle 10 2,60 2,06 1,61 2,09 2,20 2,56 5,10 1,91 4,56 1,04

Kontrolle 11 3,30 3,29 4,61 3,32 4,11 531 8,94 4,96 2,64 1,97

Kontrolle 12 2,52 3,06 2,63 2,39 4,33 4,71 4,26 2,87 3,12 1,77 2,08
Kontrolle 13 2,68 3,42 3,03 2,75 4,35 5,64 5,26 4,10 3,69 0,89 3,85
Durchschnitt 2,88 2,97 3,04 2,53 3,62 4,10 4,49 3,07 2,79 1,69 2,12

Tabelle 4a. Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR4 der Kontrollgruppe, die in

Abbildung 4a eingegangen sind. Angegeben sind die absoluten 2 “**Y _werte.




Tabelle 4a Fortsetzung

kein Antigen MOG91-108 MOG93-108 MOG141-156 MOG146-154 MOG1-125 MOG1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC
Patient 01 1,19 0,98 1,01 0,66 1,21 1,50 1,28 1,32 0,97 0,53 0,53
Patient 02 0,80 1,12 1,11 1,41 1,78 2,06 2,51 2,26 2,15 3,00 1,19
Patient 03 3,23 4,11 4,14 2,11 1,82 4,53 8,94 3,43 4,38 4,47 1,04
Patient 04 6,89 5,88 5,92 4,24 5,39 5,22 8,11 6,17 3,31 2,54 5,12
Patient 05 1,93 2,58 2,53 1,77 1,58 4,71 6,48 5,66 3,31 2,69
Patient 06 5,10 4,42 2,96 3,59 2,28 6,99 5,48 3,10 1,74 1,38 1,62
Patient 07 2,51 2,69 2,86 1,95 1,89 3,53 2,80 2,90 1,87 2,23 2,04
Patient 08 2,35 2,50 2,22 1,75 2,78 3,03 2,33 1,87 1,64 1,19 1,78
Patient 09 2,71 2,36 1,50 1,72 3,33 4,21 4,00 2,78 2,75 1,54 2,23
Patient 10 1,31 1,67 2,48 0,75 1,58 1,16 2,60 2,07 1,53 2,14 1,49
Patient 11 1,03 1,38 0,81 1,49 1,90 1,70 0,83 1,02 0,69 1,41 1,12
Patient 12 1,02 1,06 1,40 1,04 1,52 1,91 2,11 1,05 1,27 0,84 1,71
Patient 13 2,53 1,45 1,45 1,75 3,24 2,77 1,64 1,59 0,99
Patient 14 2,85 2,96 2,69 3,29 5,74 4,18 4,99 4,17 2,80 0,83
Patient 15 1,69 2,25 3,39 2,99 4,99 4,01 4,47 3,43 2,28 0,85 1,89
Patient 16 3,53 3,61 3,46 3,61 5,31 5,84 3,53 2,61 3,06 3,53 3,17
Patient 17 2,78 3,36 1,93 1,85 4,10 4,55 3,45 2,29 3,71 0,52 2,58
Patient 18 2,39 3,32 2,26 2,41 4,96 3,51 5,86 3,75 2,72 1,07 2,24
Patient 19 2,47 5,31 4,08 4,94 4,52 4,91 7,16 5,62 4,29 2,72 2,74
Patient 20 3,14 2,72 2,21 3,33 5,56 4,99 5,56 2,54 2,39 1,72 1,29
Durchschnittf 2,57 2,86 2,52 2,32 3,20 3,79 4,26 2,98 2,42 1,81 1,99
Tabelle 4a. (Fortsetzung) Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR4 der

Patientengruppe, die in Abbildung 4a eingegangen sind. Angegeben sind die absoluten 2 “**°Y _\erte.




Tabelle 4b TagMan-PCR CXCR4 Q Relative Deltadelta CT-Werte

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA  Native PBMC

Kontrolle 01 0,54 1,46 0,96 0,97 0,49 0,91 1,08 1,04 0,44 0,42
Kontrolle 02 1,64 1,07 0,99 2,00 1,25 2,31 1,13 1,48 0,80 2,15
Kontrolle 03 0,99 1,40 0,98 1,32 1,43 1,27 1,27 1,18 0,53 1,15
Kontrolle 04 0,91 0,63 0,93 1,28 1,19 1,13 0,51 0,76 0,62 1,19
Kontrolle 05 1,58 1,50 1,18 2,06 1,88 1,33 1,60 1,29 1,40 1,74
Kontrolle 06 0,65 0,68 0,53 0,90 1,42 1,15 0,69 0,57 0,71 0,48
Kontrolle 07 1,00 0,85 0,69 1,03 2,00 1,78 1,17 1,07 0,88

Kontrolle 08 1,74 1,39 1,21 1,80 1,96 2,07 1,23 1,14 0,47 0,64
Kontrolle 09 1,00 1,00 0,86 0,98 0,95 0,94 0,58 0,39 0,54
Kontrolle 10 0,79 0,62 0,80 0,85 0,98 1,96 0,73 1,75 0,40

Kontrolle 11 1,00 1,40 1,01 1,25 1,61 2,71 1,50 0,80 0,60

Kontrolle 12 1,21 1,04 0,95 1,72 1,87 1,69 1,14 1,24 0,70 0,82
Kontrolle 13 1,28 1,13 1,03 1,62 2,11 1,97 1,53 1,38 0,33 1,44
Durchschnitt 1,15 1,14 0,97 1,44 1,64 1,72 1,17 1,14 0,69 1,00

Tabelle 4b. Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR4 der Kontrollgruppe, die in

o ~(AACY)

Abbildung 4b eingegangen sind. Angegeben sind die relativen —Werte, das heil3t es wurde ein

—(AACY)

Quotient aus den 2 —Werten der einzelnen Antigene und der jeweiligen Negativkontrolle ('kein

Antigen’-Kontrolle) gebildet.



Tabelle 4b  Fortsetzung

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influu A  MBP PHA  Native PBMC
Patient 01 0,82 0,85 0,55 1,02 1,26 1,08 1,11 0,82 0,45 0,45
Patient 02 1,40 1,39 1,76 2,00 2,58 3,14 2,00 2,69 1,49
Patient 03 1,27 1,28 0,66 0,56 1,40 2,77 1,06 1,36 1,39 0,32
Patient 04 0,85 0,86 0,62 0,78 0,76 1,18 0,90 0,48 0,37 0,74
Patient 05 1,34 1,31 0,92 0,82 2,44 3,36 2,00 1,72 1,39
Patient 06 0,87 0,58 0,70 0,45 1,37 1,08 0,61 0,34 0,27 0,32
Patient 07 1,07 1,14 0,78 0,75 1,41 1,12 1,16 0,75 0,89 0,82
Patient 08 1,06 0,94 0,74 1,18 1,29 0,99 0,79 0,69 0,50 0,76
Patient 09 0,87 0,55 0,64 1,23 1,55 1,47 1,02 1,01 0,57 0,82
Patient 10 1,27 1,89 0,57 1,21 0,89 1,99 1,58 1,16 1,64 1,14
Patient 11 1,34 0,78 1,45 1,85 1,65 0,80 0,99 0,68 1,37 1,09
Patient 12 1,04 1,37 1,02 1,48 1,87 2,06 1,02 1,24 0,82 1,66
Patient 13 0,57 0,57 0,69 1,28 1,09 0,65 0,63 0,39
Patient 14 1,04 0,94 1,16 2,01 1,47 1,75 1,46 0,98 0,29
Patient 15 1,33 2,00 1,77 2,00 2,37 2,64 2,03 1,35 0,50 1,11
Patient 16 1,02 0,98 1,02 1,51 1,65 1,00 0,74 0,87 1,00 0,90
Patient 17 1,21 0,69 0,66 1,47 1,64 1,24 0,82 1,33 0,19 0,93
Patient 18 1,39 0,94 1,01 2,07 1,46 2,45 1,56 1,14 0,45 0,94
Patient 19 2,15 1,65 2,00 1,83 1,99 2,90 2,27 1,74 1,10 1,11
Patient 20 0,87 0,70 1,06 1,77 1,59 1,77 0,81 0,76 0,55 0,41
Durchschnitt 1,17 1,07 0,98 1,33 1,60 1,79 1,23 1,09 0,74 0,88
Tabelle 4b. (Fortsetzung) Tabellarische Darstellung aller Werte der TagMan-PCR Untersuchung von CXCR4 der

Patientengruppe, die in Abbildung 4b eingegangen sind. Angegeben sind die relativen 2 “**°Y _werte.




Tabelle 5

TagMan-PCR

Krankheitsverlauf:

schubférmig

CXCR4 Q nach Krankheitsverlauf

Relative Deltadelta CT-Werte

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA Native PBMC

Patient 01 0,85 0,86 0,62 0,78 0,76 1,18 0,90 0,48 0,37 0,74
Patient 02 1,34 1,31 0,92 0,82 2,44 3,36 2,00 1,72 1,39

Patient 03 1,07 1,14 0,78 0,75 1,41 1,12 1,16 0,75 0,89 0,82
Patient 04 1,06 0,94 0,74 1,18 1,29 0,99 0,79 0,69 0,50 0,76
Patient 05 0,87 0,55 0,64 1,23 1,55 1,47 1,02 1,01 0,57 0,82
Patient 06 1,27 1,89 0,57 1,21 0,89 1,99 1,58 1,16 1,64 1,14
Patient 07 1,04 1,37 1,02 1,48 1,87 2,06 1,02 1,24 0,82 1,66
Patient 08 0,57 0,57 0,69 1,28 1,09 0,65 0,63 0,39

Patient 09 1,04 0,94 1,16 2,01 1,47 1,75 1,46 0,98 0,29

Patient 10 1,02 0,98 1,02 1,51 1,65 1,00 0,74 0,87 1,00 0,90
Patient 11 1,21 0,69 0,66 1,47 1,64 1,24 0,82 1,33 0,19 0,93
Patient 12 2,15 1,65 2,00 1,83 1,99 2,90 2,27 1,74 1,10 1,11
Patient 13 0,87 0,70 1,06 1,77 1,59 1,77 0,81 0,76 0,55 0,41
Durchschnitt 1,15 1,05 0,90 1,29 1,52 1,69 1,17 1,03 0,75 0,93
Krankheitsverlauf: chronisch-progredient

MOG 91-108 MOG 93-108 MOG 141-156 MOG 146-154 MOG 1-125 MOG 1-218 Influ. A MBP PHA Native PBMC

Patient 01 0,82 0,85 0,55 1,02 1,26 1,08 1,11 0,82 0,45 0,45
Patient 02 1,40 1,39 1,76 2,00 2,58 3,14 2,00 2,69 1,49
Patient 03 0,87 0,58 0,70 0,45 1,37 1,08 0,61 0,34 0,27 0,32
Patient 04 1,34 0,78 1,45 1,85 1,65 0,80 0,99 0,68 1,37 1,09
Patient 05 1,33 2,00 1,77 2,00 2,37 2,64 2,03 1,35 0,50 1,11
Patient 06 1,39 0,94 1,01 2,07 1,46 2,45 1,56 1,14 0,45 0,94
Durchschnitt 1,19 1,09 1,21 1,56 1,78 1,86 1,38 1,17 0,61 0,90




FACS CXCR4 Tabelle 6
Relative Geometrische Mittelwerte

MOG91-108 MOG141-156 MOG1-125 MOG1-218  Influ. A MBP PHA
Patient 01 1,00 1,00 0,92 1,05 0,87 0,99 0,78
Patient 02 0,90 0,85 0,99 1,03 1,02 0,93 0,79
Patient 03 1,11 1,02 1,21 1,23 0,95 1,13 0,79
Patient 04 1,23 1,24 1,22 1,19 1,31 0,56
Patient 05 1,03 1,11 0,98 0,85 1,17 1,11 0,69
Patient 06 0,97 0,97 0,99 0,99 0,86 0,97 0,64
Durchschnitt 1,04 1,03 1,02 1,06 1,01 1,07 0,71
Kontrolle 01 1,00 0,90 0,92 0,68 0,81 0,96 0,68
Kontrolle 02 0,94 0,86 1,02 0,89 0,93 0,83
Kontrolle 03 1,07 0,84 0,95 0,87 0,90 1,01 0,42
Kontrolle 04 1,05 0,90 0,86 0,71 0,90 0,99 0,54
Durchschnitt 1,02 0,87 0,94 0,79 0,88 0,99 0,62
Prozentsatz der Zellen, die innerhalb der Marker- Grenzen lagen

MOG91-108 MOG141-156 MOG1-125 MOG1-218  Influ. A MBP PHA keinAntigen
Patient 01 53,97 53,97 50,62 54,17 59,15 51,16 48,39 54,51
Patient 02 63,21 67,12 83,69 83,95 73,73 65,97 68,83 70,40
Patient 03 76,82 73,95 85,83 83,28 70,29 80,39 39,76 69,24
Patient 04 70,43 67,86 73,40 70,58 72,41 46,64 90,36
Patient 05 46,95 45,05 57,94 46,98 53,30 47,53 35,57 40,17
Patient 06 60,80 59,58 75,67 77,97 63,04 61,44 23,21 66,40
Durchschnitt| 62,03 61,26 72,19 69,96 65,02 63,15 43,73 65,18
Kontrolle 01 64,34 63,66 72,24 57,89 57,69 63,48 55,61 84,51
Kontrolle 02 81,70 73,58 90,22 86,87 81,88 75,50 82,39
Kontrolle 03 89,92 84,96 92,56 91,56 88,79 89,58 48,45 88,79
Kontrolle 04 82,98 81,68 87,46 80,23 83,19 81,97 49,86 82,40
Durchschnitt] 79,74 75,97 85,62 79,14 77,89 74,72 57,36 84,52




Tabelle 7

Autor (et al.) Sorensen Sorensen Martinez-C. Misu Eikelenboom
Jahr d. Publikation 1999 2002 2002 2001 2002
MS-Patientenzahl 7 21 68 21RR (Schub-Rem) 124 (39RR/40SP/45PP)
CDA4+ Zellen im Blut 38 32 13 27/29 23 (22/22/26)
CD8+ Zellen im Blut 80 67 15 57/52 46* (49/50/42)
CD4+ Zellen im Liquor 79 82 n.u. 74 n.u.
CD8+ Zellen im Liquor 97 92 n.u. 87 n.u.
Kontrollenzahl 6 24 26 12 22
CD4+ Zellen im Blut 47 31 12 22 21
CD8+ Zellen im Blut 84 66 16 45 30
CD4+ Zellen im Liquor n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
CD8+ Zellen im Liquor n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
Autor (et al.) Teleshova Kivisakk  Sindern Balashov

Jahr d. Publikation 2002 2002 2002 1999

MS-Patientenzahl 41 5 22RR 34 (14RR/20SP)

T-Zellen ges. Blut * 44 77 14*/15*

T-Zellen ges. Liquor 55 91 94 n.u.

Kontrollenzahl 22 11 22 20

T-Zellen ges. Blut 3 51 84 9

T-Zellen ges. Liquor n.u. 92 n.u. n.u.

Tabelle 7.

Expression auf T-Zellen bei Patienten vs. Kontrollen.

Die Daten zu den T-Zellen sind jeweils Prozentangaben.

(RR = schubférmig, SP = sekundéar chronisch-progredient,

Zusammenstellung der Ergebnisse anderer Autoren bezlglich der CXCR3-

PP = primar

chronisch-progredient; Schub = Patienten im Schub, Rem = Patienten in der

Remission; * = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe)
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