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1 Zusammenfassung

Bei entziindlichen Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS) spielt die Aktivierung von
myeloiden Zellen und von zirkulierenden Leukozyten sowie deren Rekrutierung zum
Entziindungsort eine entscheidende Rolle. Bei all diesen Inflammationsvorgingen stellt der
NF-xB Signalweg ein Schliisselelement dar.

Um die Rolle von NF-xB in myeloiden Zellen bei entziindlichen ZNS-Erkrankungen zu
untersuchen, wurden konditionale Knockout-Tiere fiir die IkB Kinase 2, einem Element im NF-
kB Signalweg, unter der Kontrolle des LysM-Promotors (IKK2™¢) generiert. /n vitro wurde
eine spezifische Deletion von IKK2 in Monozyten, Makrophagen und Granulozyten auf
mRNA- und Proteinebene detektiert. /n vivo konnte die Expression des RFP-Reporterproteins
in Monozyten, Makrophagen und Granulozyten von LysMCre“Rf? Tieren bestitigt werden.
Hingegen zeigten Mikroglia eine sehr geringe Rekombinationseffizienz in vivo.

Im experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE)-Modell der Multiplen Sklerose
fiihrte die myeloid-spezifische IKK2-Deletion zu einer reduzierten Inzidenz und zu einem
milderen Krankheitsverlauf. In Transferexperimenten, in denen in vitro-generierte MOG-
spezifische Thl17-Zellen zur wiederhergestellten EAE-Inzidenz in den IKK2™° Maéusen
fiihrten, konnte der primdre Einfluss der myeloid-spezifischen IKK2-Deletion auf das T-Zell-
Priming bestétigt werden. Im Gegensatz dazu konnte kein Unterschied im Krankheitsverlauf
der experimentellen bakteriellen Meningitis, deren Induktion mit Pam3CysSK4 unabhéngig von

T-Lymphozyten verlduft, zwischen IKK2™°- und Kontrolltieren gefunden werden.

Myeloide Zellen aus dem Knochenmark kdnnen unter inflammatorischen Bedingungen in das
ZNS einwandern. Ansonsten ist jedoch eine Konditionierung, z.B. durch Bestrahlung oder
Behandlung mit Chemotherapeutika wie Busulfan, erforderlich. Im Rahmen der vorliegenden
Dissertation haben wir ein neues Modell einer nicht-myoloablativen Konditionierung etabliert,
die eine Rekrutierung myeloider Zellen aus dem Knochenmark ins Gehirn ermoglicht. Die
selektive kraniale Bestrahlung (HI) mit 11 Gy war mit einem geringeren Blutchimerismus
assoziiert als die Ganzkorperbestrahlung (TBI), allerdings fand sich auch einen geringe
Immunantwort des ZNS. Die mRNA Expression der Zytokine CCL2, CXCL10 und CCL5 war
in HI Méiusen reduziert gegeniiber TBI Médusen, aber hoher als in unbestrahlten Tieren. Im
Gegensatz zur Behandlung mit Busulfan konnte zwei Wochen nach Fazialisnerv-Axotomie

(FNA) eine Einwanderung von Donorzellen in den ldsionierten Fazialiskern von HI Méusen



Zusammenfassung

detektiert werden. Trotz der Induktion von CXCL10 nach Bestrahlung ergaben sich keine
Hinweise auf eine Rolle von CXCR3, dem Chemokinrezeptor von CXCL10, beim

Rekrutierungsprozess von myeloiden Zellen ins ZNS.



2 Abstract

In inflammatory diseases, the activation of myeloid cells and circulating leukocytes as well as
their recruitment to sites of inflammation plays a crucial role. A key regulator in these
inflammatory processes is the nuclear factor NF-kB. The activation of NF-kB is mediated by a
protein complex, which includes the kB kinase 2 (IKK2).

In order to investigate the role of NF-«kB activation in myeloid cells in inflammatory diseases,
conditional knockout mice for 7kk2 under the control of the LysM promoter (IKK2™°) were
generated. In vitro a specific depletion of IKK2 was detected in monocytes, macrophages and
granulocytes on mRNA and protein level. In vivo the expression of the RFP reporter was
confirmed in monocytes, macrophages and granulocytes of LysMCre'"® " animals. However,
microglia showed poor in vivo recombination efficiency.

In the experimental autoimmune encephalitis (EAE) model of multiple sclerosis the myeloid-
specific IKK2 deletion resulted in a significantly reduced incidence and a milder disease course.
In transfer experiments in vitro-primed MOG-specific Th17 cells restored the EAE incidence
to 100% in IKK2™° mice. Thus, the primary influence of the myeloid-specific IKK2 deletion
on T-cell priming was confirmed. In contrast, no differences in disease progression of
experimental bacterial meningitis, whose induction by synthetic bacterial lipopeptide
Pam3CysSK4 occurs independent of T lymphocytes, could be found between IKK2™° and

control mice.

Under inflammatory conditions myeloid cells from the bone marrow can migrate into the CNS.
Otherwise, CNS preconditioning by irradiation or treatment with chemotherapeutic agents such
as busulfan are required. Here, a non-myeloablative conditioning protocol for targeting myeloid
cells from the bone marrow into the brain was established. Despite the same cranial irradiation
dose of 11 Gy, selective head irradiation (HI) was associated with reduced blood chimerism as
well as CNS immune response compared to whole body irradiation (TBI). The mRNA
expression levels of CCL2, CXCL10, and CCL5 were increased in the brains of HI mice
compared to untreated animals but reduced to TBI. In contrast to the treatment with busulfan,
migration of donor cells into the lesioned facial nucleus of HI mice could be detected two weeks
after facial nerve axotomy (FNA). Despite the induction of CXCL10 after irradiation, there was
no evidence for a role of CXCR3, the chemokine receptor of CXCLI10, in the recruitment

process of myeloid cells into the CNS.



3  Einleitung

3.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Organen, Zelltypen und
chemischen Molekiilen, das der Abwehr von Pathogenen dient. Dabei wird zwischen der
angeborenen und der adaptiven Immunantwort unterschieden. Erstere wird von myeloiden
Zellen vermittelt. Dazu gehdren dendritische Zellen, Makrophagen und Granulozyten.!!! Diese
Immunzellen erkennen mit ihren Zelloberflichenrezeptoren, den sogenannten PRRs (pathogen
recognition receptors), konservierte Molekiile auf Pathogenen, die als PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns) bezeichnet werden. Darauthin kommt es zur Phagozytose,
Antigenprisentation oder Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine.?! Bei Voranschreiten
der Infektion kommt es zur adaptiven Immunantwort, die durch B- und T-Zellen vermittelt
wird. Diese Lymphozyten werden im Knochenmark aus hdmatopoetischen Vorlauferzellen
(HSCs) gebildet und reifen dort (B-Zellen) bzw. im Thymus (T-Zellen). In den sekundiren
lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten und der Milz, finden die Antigenprisentation
und die darauf folgende Induktion der adaptiven Immunantwort statt.!'*! Im ZNS wird die
Immunantwort dagegen groftenteils durch Mikroglia initiiert, die als ZNS-residente
Makrophagen, wie auch andere Gewebemakrophagen, in der Lage sind zu phagozytieren,
Antigene zu prisentieren und Entziindungsmediatoren zu sezernieren.!* Sie gehdren genauso

wie dendritische Zellen, Makrophagen und Monozyten zu den mononukledren Phagozyten.

3.2 Das mononukleire Phagozytensystem

Wiéhrend der Embryonalentwicklung werden Monozyten in der fetalen Leber aus HSCs
gebildet und wandern iiber die Blutbahn ins ZNS ein. Im adulten Organismus entstehen die
myeloiden Zellen dagegen im Knochenmark aus HSCs (Abbildung 1).5% Diese multipotenten
Zellen sind negativ fiir die murinen Differenzierungsmarker CD19 (fiir B-Zellen), Ter-119
(erythroider Zellmarker), CD4 und CDS8 (T-Lymphozytenmarker), zusammenfassend als
Lineage negativ (Lin) bezeichnet, sowie positiv fiir Sca-1 und c-kit (CD117)."? HSCs
differenzieren ilber myeloide Vorlduferzellen (CMPs) und Makrophagen-dendritische
Vorlduferzellen (MDPs) zu  Blutmonozyten oder dendritischen Vorldufern (CDPs).
Granulozyten entstehen im Knochenmark aus den Granulozyten-Makrophagen Vorlduferzellen

(GMPs), die sich aus CMPs differenzieren (Abbildung 1).[%!
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MDPs und CDPs sind phanotypisch iiberlappende Zellpopulationen im murinen Knochenmark.
So exprimieren beide Vorldufer den Fraktalkinrezeptor (CX3CR1), c-kit und CDI115.
Funktionell jedoch kénnen CDPs nur zu cDCs (conventional dendritic cells) und PDCs
(plasmacytoid dendritic cells) differenzieren. Ihr Potential zur Differenzierung in Monozyten

und Makrophagen, wie es MDPs aufweisen, haben sie verloren (Abbildung 1).[57-9-11]
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Abbildung 1 Myeloide Zelldifferenzierung. Mikroglia/ZNS-Makrophagen entstehen aus EMPs im
murinen Dottersack (vor E8) und besiedeln das Gehirnmesenchym. Monozyten werden aus HSCs in der
fetalen Leber bzw. im adulten Knochenmark gebildet. HSCs entwickeln sich dabei iiber mehrere
Vorldufer zu Granulozyten, dendritische Zellen und Monozyten. Bei murinen Monozyten unterscheidet
man residente Ly6C'"*"- und inflammatorische Ly6C™-Monozyten, die im Gewebe zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen differenzieren. Der direkte Vorldufer der ZNS-Makrophagen/Mikroglia im adulten
Knochenmark ist derzeit noch nicht identifiziert. ¢cDC: konventionelle dendritische Zelle, CDP:
dendritischer Zellvorlaufer, CMP: myeloide Vorldufer, EMP: erythromyeloider Vorldufer, GMP:
Granulozyten/Makrophagen Vorldufer, MDP: Makrophagen/dendritischer Vorldufer, PDC:
plasmazytoide dendritische Zelle, TipDC: TNF/iNOS-produzierende dendritische Zelle. (Abbildung
erstellt nach aktuellem Forschungsstand)i-7»'%!213]
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3.2.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen entwickeln sich, wie bereits erwdhnt, aus myeloiden Vorldufern, die mit
denen der Makrophagen teilweise tiberlappen (Abbildung 1). Sie sind fiir die Prozessierung und
Prisentation von Antigenen verantwortlich. Morphologisch, funktionell und anhand ihrer
Oberflichenmarker unterscheidet man PDCs, die Interferon-o als Immunantwort auf
mikrobielle Infektionen produzieren, von den im Blut zirkulierenden Pre-cDCs. Diese Pre-
cDCs stellen die Vorldufer der cDCs im lymphatischen Gewebe dar. cDCs sind nicht in der

Lage ins Knochenmark zuriick zu migrieren.!'¥

3.2.2 Monozytenentwicklung und -differenzierung

Murine Blutmonozyten exprimieren CD115, CD11b and F4/80.["' Im peripheren Blut der Maus
unterscheidet man zwei Monozytenpopulationen, die sich im Knochenmark aus MDPs
differenzieren. Anhand der Expression ihrer Oberflichenmolekiile lassen sich residente
(CD11b"CX3CRIMCCR2'CD62L"Gr1'Ly6C°")  von  inflammatorischen =~ Monozyten
(CD11b"CX3CR1°YCCR2"CD62L*Gr1 Ly6CM) abgrenzen (Abbildung 1).['%!51¢I Hinsichtlich
ithrer  Adhidsionsmolekiile und Chemokinrezeptoren zeigen sich  vergleichbare
Expressionsmuster zu den humanen Monozytensubpopulationen (CD14"CDI16
CCR2'CX3CRI1®™ und CDI14°"CD16 CCR2 CX3CR1M).5:15171 Chemokine und ihre
Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle beim Rekrutierungsprozess. So konnte gezeigt
werden, dass bei einer Infektion der Chemokinrezeptor CCR2, welcher u.a. CCL2/MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) bindet, fiir die Mobilisierung von inflammatorischen
Ly6Ch-Monozyten aus dem Knochenmark zum Entziindungsort erforderlich ist.['822) Auch fiir
die Differenzierung der Ly6C"-Monozyten in inflammatorische Makrophagen oder
TNF/iNOS-produzierende dendritische Zellen (TipDCs) im Gewebe sind Zytokine
verantwortlich.l'>*!1 Unter nicht-pathologischen Bedingungen migrieren Ly6C"-Monozyten
ins Knochenmark und kénnen dort zu Ly6C'**-Monozyten differenzieren (Abbildung 1).116-23-24]
Ly6C°"-Monozyten patrollieren im Lumen der BlutgefiBe, indem sie mit dem vaskuléren
Endothelium assoziieren. Dieser Vorgang wird von Selektinen, wie P-Selektin, und Integrinen,
wie LFA-1 und VLA-4, welche an ICAM-1 und VCAM-1 binden, gesteuert.*>?%) Zudem
ersetzen sie Makrophagen und DCs im peripheren Gewebe, wie der Haut, dem Verdauungstrakt

11,15,27-30

und der Lunge.! Unter inflammatorischen Bedingungen 16sen Ly6C'°"-Monozyten eine

transiente Immunantwort aus. Dabei differenzieren sie zu Makrophagen und sezernieren
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Zytokine, die die Rekrutierung und Aktivierung von anderen Effektorzellen, wie Ly6CM-

Monozyten, Granulozyten und T-Zellen, bewirken.[?>2¢]

3.2.3 Makrophagen

Aus Monozyten differenzierte Makrophagen zeichnen sich durch ihre Féhigkeit zur
Phagozytose, Antigenprdsentation und der Interaktion mit Lymphozyten aus. Dieser als
Polarisation bezeichnete Prozess ermoglicht den Makrophagen die angeborene Immunantwort
zu steuern. Dabei unterscheidet man zwischen der M1- und M2-Polarisation, wobei Zytokine
die Entwicklung dieser Phinotypen steuern.®!2?! So wirken die von Thl-Lymphozyten
freigesetzten Zytokine IFN-y, GM-CSF sowie LPS auf die Makrophagen-Polarisation in
Richtung M1-Phénotyp, wéhrend IL-4, IL-10, IL-13 und CCL2 die M2-Polarisation
begiinstigen.’!33-31  CCL2 wird unter neurodegenerativen und -inflammatorischen
Bedingungen induziert.®¥ Auch funktionell unterscheiden sich diese beiden
Makrophagensubpopulationen. M1-Makrophagen sezernieren die pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1B, IL-6, IL-23 und TNFa. Sie rekrutieren Thl-Zellen durch die Freisetzung der
Chemokine CXCL9 und CXCL10, und weisen zudem eine bessere Antigenpréisentation auf.
M2-Makrophagen sezerniert dagegen das anti-inflammatorische Zytokin IL-10, treiben die

Th2-Immunantwort voran und weisen eine erhdhte Phagozytoseaktivitit auf,33-36-38]

3.2.4 Granulozyten

Granulozyten sind genauso wie Makrophagen phagozytierende Zellen, die sich im
Knochenmark aus HSCs entwickeln (Abbildung 1). Die zytoplasmatischen Granula und der
segmentierte Zellkern verleihen ihnen eine spezifische Morphologie. Man unterscheidet
zwischen Eosinophilen, Basophilen und Neutrophilen.!!! Letztere sind die am héufigsten im
Korper vorkommenden Granulozytensubpopulation und eine der ersten Immunzellen, die
chemotaktisch zum Inflammationsort migrieren. Sie stellen professionelle Phagozyten dar und
sezernieren Zytokine, die zur Rekrutierung und Aktivierung von anderen Immunzellen, wie
Monozyten und Makrophagen beitragen.***”! Basophile und Eosinophile stellen dagegen eher
Antigenprisentierende Zellen (APCs) dar, die bei Parasiteninfektionen und Allergien eine

wichtige Rolle spielen.!!#142]
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3.2.5 Mikroglia

Funktion

Adulte Mikroglia sind sehr dynamische Zellen, die kontinuierlich ihre Umgebung erforschen
und so direkt auf pathologische Verinderungen im Gehirn reagieren konnen.[**! Verinderung
in der ZNS-Homdostase fiihren zur Mikrogliosis. Dieser Prozess ist durch Verdnderung der
Mikrogliamorphologie, Antigenexpression auf der Zelloberfliche, Proliferation und
Modulation in der Interaktion mit anderen Immunzellen charakterisiert.l**! So sezernieren die
aktivierten Mikroglia eine Reihe von Chemokinen (u.a. CCL2, CCLS5) und Zytokinen (u.a.
IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-10), die eine Rekrutierung anderer Immunzellen aus dem
Blut ins ZNS auslésen.[**) Zudem besitzen aktivierte Mikroglia neuroprotektive Eigenschaften,
beispielsweise durch die Synthese neuroprotektiver Faktoren und durch die Foérderung

[4647] Im Gegensatz dazu

regenerativer Prozesse mit Hilfe der Phagozytose von Zelltriimmern.
produzieren sie eine Vielzahl potentiell schiadlicher Faktoren, u.a. freie Sauerstoffradikale,
Stickstoffverbindungen, proteolytische Enzyme, Komplementfaktoren und diverse Zytokine,
die die Pathogenese verschiedener neurologischer Erkrankungen beeinflussen.[**4%1 So stehen
Mikroglia im Verdacht die Neuroinflammation und damit die neuronale Schidigung bei der
Amyothrophen Lateralsklerose zu verstérken.>*!1 Auch bei der bakteriellen Meningitis und
der Multiplen Sklerose konnte eine neurotoxische Wirkung der aktivierten Mikroglia im ZNS
nachgewiesen werden.5233]

Neben ihrer Funktion als Immunzellen kommt den Mikroglia eine besondere Rolle bei der
neuronalen Proliferation und Differenzierung sowie bei der Entstehung synaptischer
Verkniipfungen zu.’*") Bei all diesen Funktionen spielt der auf Mikroglia exprimierte
Fraktalkinrezeptor (CX3CR1) eine zentrale Rolle.’®®") Dessen einzig bekannter Ligand

CX3CL1 findet sich im adulten ZNS auf Neuronen.!6!)

Verteilung, Morphologie und Differenzierungsmarker

Mikroglia sind im gesunden adulten ZNS heterogen verteilt, wobei sie eine Dichte zwischen
5% im Corpus callosum und 12% in der Substantia nigra aufweisen.[®?) Anhand ihrer
Morphologie und mit Hilfe von Antikdrpern lassen sich Mikroglia von anderen myeloiden
Zellen im ZNS unterscheiden. Hierbei sind nur die fiir die vorliegende Arbeit relevanten
mikroglialen Marker erwdhnt. So exprimieren Makrophagen und Mikroglia Iba-1 (ionized
calcium binding adapter molecule 1), Neutrophile jedoch nicht. Monozyten/Makrophagen
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werden als CD11b"CD45"-Zellen charakterisiert, Mikroglia als CD11b"CD454m [63:64] Zydem
exprimieren Mikroglia den Mikroglia/Makrophagenmarker F4/80 und CX3CRI1, welcher

ebenfalls auf den myeloiden Vorliuferzellen zu finden ist.[53:65-67]

Vorliuferzellen

Mikroglia entstethen wéhrend der frithen Embryonalentwicklung (vor Tag 8 der
Embryonalentwicklung, E8) aus erythromyeloiden Vorlduferzellen (EMP) im murinen
Dottersack.[1363686%1 (Jber BlutgefiBe wandern diese Zellen vom Dottersack ins
Gehirnmesenchym ein, wo sie wihrend der Embryonalentwicklung und der perinatalen Phase
ein hohes Proliferationspotenzial zeigen (Abbildung 1).1°8] Bei der Mikrogliaentwicklung
spielen die myeloid-spezifischen Transkriptionsfatoren Pu.l und Irf8 eine entscheidende
Rolle.'**%  Im Vergleich zu anderen Gewebemakrophagen verliuft sie jedoch MYB-
unabhingig. MYB ist fiir die Entwicklung von HSCs und HSC-abgeleiteten Zellen

notwendig.["!

Damit  stellen = Mikroglia ~ ontogenetisch  eine eigenstandige
Makrophagenpopulation dar.

Wihrend Makrophagen und dendritische Zellen kontinuierlich von myeloiden Vorlduferzellen,
die ausdifferenzieren, ersetzt werden (Abbildung 1), verhindert die Blut-Hirn-Schranke unter
physiologischen Bedingungen den Ersatz der residenten Mikroglia im ZNS durch myeloide
Vorldufer. In adulten parabiotischen Mdusen konnte ebenfalls keine Einwanderung myeloider
Zellen ins ZNS detektiert werden. Daraus ergibt sich, dass hdmatopoetische Vorldufer und
zirkulierende Monozyten nicht signifikant zur adulten Mikroglia-Homdostase beitragen.!3-6%70-
72l Damit stellen Mikroglia, im Gegensatz zu anderen Gewebsmakrophagen, langlebige Zellen

im ZNS mit der Féhigkeit zur Selbsterneuerung dar.

3.3 Myeloide Zellrekrutierung ins ZNS

Unter  inflammatorischen =~ Bedingungen  kénnen =~ Monozyten  oder  andere
Knochenmarkvorlduferzellen in das Gehirn einwandern.[>6%73-76 Beers et al. konnten so
zeigen, dass in PU.1 Knockout (KO) Maiusen, die keine embryonalen Mikroglia aufweisen,
Knochenmark-abgeleitete Zellen postnatal ins ZNS einwandern. Sie differenzieren dort zu

[50

Zellen, die morphologisch und funktionell Mikroglia #hneln.*”) Zudem wurden in den Gehirnen

von myeloablativ bestrahlten Tieren Zellen entdeckt, die dem transplantierten Knochenmark

9
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der Spendertiere entstammen.l”’!1 Aufgrund ihrer Fihigkeit ins ZNS einzuwandern, kommt

diesen Knochenmark-abgeleiteten Zellen ein mogliches therapeutisches Potenzial zu.

3.3.1 Konditionierung des ZNS

Fiir die myeloide Zellrekrutierung ins ZNS ist dessen Konditionierung, zum Beispiel in Form
einer myeloablativen Behandlung, erforderlich. Dabei haben sich in den letzten Jahren die
Bestrahlung und die Behandlung mit Chemotherapeutika wie Busulfan, etabliert.

Priller et al. zeigten, dass die myeloablative Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation,
TBI) die Migration von Knochenmark-abgeleiteten Zellen ins ZNS bewirkt.[®?) Im Gegensatz
dazu erfolgt keine Einwanderung myeloider Zellen ins Gehirn, wenn das ZNS vor der
Bestrahlung geschiitzt wird.®334 Bei der myeloablativen Ganzkdrperbestrahlung wird im ZNS
eine Inflammation ausgelost, die mit der Freisetzung pro-inflammatorischer Chemokine und
Zytokine einhergeht. Zudem wird die Funktion der Blut-Hirn-Schranke bestrahlungsbedingt

t.358] Durch die Zerstérung des hiimatopoetischen Systems ist diese

temporér beeintrachtig
Konditionierung ohne anschlieBende Rekonstitution mit Knochenmarkzellen letal. In
parabiotischen Maiusen konnte gezeigt werden, dass die Bestrahlung als alleinige
Konditionierung fiir die Einwanderung Knochenmark-abgeleiteter Zellen ins ZNS nicht
ausreicht.[”?) Die Transplantation einer ausreichenden Anzahl von Knochenmarkzellen in die

Blutzirkulation der bestrahlten Tiere stellt somit eine weitere Bedingung fiir die myeloide

Zellrekrutierung ins ZNS dar.[60:8284]

Busulfan wird seit Jahren als Alternative zur Ganzkorperbestrahlung diskutiert. Dieses
Chemotherapeutikum zerstort endogene Mikroglia und wird in der humanen klinischen
Behandlung von Chronisch Myeloischer Leukdmie und zur Konditionierungsbehandlung vor
Stammzelltransplantationen erfolgreich eingesetzt.®”-%8 Lampron et al. zeigten, dass sowohl
Busulfan als auch die Ganzkoperbestrahlung fiir die Induktion eines stabilen peripheren
Blutchimerismus ausreichend sind.®®! Zudem konnte in einigen Studien eine Einwanderung
Donor-abgeleiteter Zellen nach Knochenmarktransplantation ins ZNS von Busulfan-
behandelten Tieren detektiert werden, wenngleich diese viel geringer als bei der

60.83.90911 Djese Einwanderung ist dabei sehr stabil. So konnten auch

Ganzkérperbestrahlung ist.!
mehrere Wochen und Monate nach der Transplantation in den Gehirnen myeloablativ
bestrahlter Empfingertiere, genauso wie in Busulfan-behandelten Rezipienten, Donorzellen

gefunden werden.[60:83-91.92]

10
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In TBI-Chimirenstudien zeigte sich, dass im Durchschnitt nur etwa 5-10% der myeloiden
Zellen im Gehirn Knochenmark-abgeleitet sind.[*%“%] Unter pathologischen Prozessen, wie etwa
der Motoneuron-Degeneration nach einer Fazialisnerv-Axotomie (FNA), erfolgt dagegen eine
verstirkte Rekrutierung Knochenmark-abgeleiteter Zellen ins ZNS und zwar bevorzugt an den

n'[82,94,95

Ort einer Inflammatio I Im Mausmodellen der zerebralen Ischimie, der bakterieller

Meningitis und der neuronalen Degenerationen wurde so die Rekrutierung von myeloiden

Zellen aus dem Knochenmark ins Gehirn nachgewiesen. 8849

3.3.2 Rolle von Knochenmark-abgeleiteten myeloiden Zellen in neurodegenerativen
Erkrankungen

Die Rekrutierung von Knochenmark-abgeleiteten mononukledren Phagozyten unter den oben
genannten Konditionierungsbedingungen wurde bereits in  Modellen verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen untersucht. Dabei zeigten die ins ZNS eingewanderten
myeloiden Zellen abweichende Funktionen gegeniiber den im Gehirn residenten Mikroglia.””!
In einem transgenen Mausmodell der Alzheimer-Krankheit (APP/PS1, amyloid precursor
protein/presenilin 1), welche durch eine zerebrale Akkumulation von Amyloid-beta (Ap)
gekennzeichnet ist, wurde eine Rekrutierung peripherer Immunzellen aus dem Blut detektiert.
Diese Ly6C®"CCR2-exprimierenden Zellen spielen bei der Elimierung von AP in APP/PSI
Tieren eine entscheidende Rolle.”®'°1 Im Gegensatz dazu produzieren die residenten
Mikroglia im transgenen APP/PS1 Mausmodell zwar proinflammatorische Zytokine und
reaktive Sauerstoffspezies, zeigen aber eine verminderte Phagozytoseaktivitit gegeniiber Af-
Plaques.['°192) Auch bei Riickenmarkverletzungen wurde gezeigt, dass Ly6C'CCR2*-
Monozyten zum Ldsionsort rekrutiert werden und zur funktionellen Wiederherstellung
beitragen.!'®®! Bei all diesen Rekrutierungsprozessen spielt der Chemokinrezeptor CCR2 eine
entscheidende Rolle. So konnte in CCR2-defizienten Méiusen eine signifikant reduzierte
Rekrutierung von myeloiden Zellen in verschiedenen Krankheitsmodellen gefunden
werden [18:21:22104] Dabej zeigte sich in CCR2-defizienten transgenen Miusen fiir die Alzheimer
Krankheit ein beschleunigter Krankheitsverlauf sowie eine zunehmende zerebrale Ap-
Ablagerung [1%]

Auch die ebenfalls auf Monozyten exprimierten Chemokinrezeptoren CCR5 und CX3CR1
spielen eine entscheidende Rolle bei der CCR2-vermittelten Rekrutierung aus dem

Knochenmark.[!3-20:106-108]

11
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Der Mechanismus, der der Einwanderung Knochenmark-abgeleiteter Makrophagen ins Gehirn
zu Grunde liegt, ist noch nicht ausreichend geklart. Jedoch konnte u.a. bei der EAE gezeigt
werden, dass nur Lin'c-kit'Sca-1" multipotente Vorlduferzellen aus dem Knochenmark eine

langfristige Einwanderung myeloider Zellen in das ZNS erméoglichen.!”!-77]

3.3.3 Fazialisnerv-Axotomie

Bei der von Blinzinger und Kreutzberg 1968 beschriebenen FNA handelt es sich um ein
Lasionsmodell, bei dem der Nervus facialis auB3erhalb des Gehirns durchtrennt wird, ohne dass
die Blut-Hirn-Schranke hierdurch beeintrichtigt wird.['%11% Es kommt zum axonalen Verlust
der Motoneurone im Fazialiskern und zu einer Aktivierung von Mikroglia um die
degenerierenden Motoneurone *!1%1 ersichtlich durch morphologische Verinderungen sowie
die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wie ICAM-1.1""!"114] Innerhalb von sieben
Tagen nach Axotomie ist eine Zunahme an Mikroglia im ldsionierten Fazialiskern um das vier-
bis sechsfache detektierbar. Urséchlich hierfiir ist eine lokale Proliferation der Mikroglia.l!%%113]
Es kommt zum neuronalen Zelltod im Bereich des ldsionierten Fazialiskern und zur
Rekrutierung von Leukozyten aus dem peripheren Blut innerhalb von zwei Wochen nach
FNA .51 Im weiteren Verlauf kommt es zur Bildung von Gliakndtchen um die Neuronen
und zur Phagozytose des neuronalen Debris, was zur verbesserten Regeneration eines Grofteils
der betroffenen Neuronen beitriigt.!!'!®!] Die aktivierten Mikroglia werden von Astrozyten

verdringt, die die Oberfliche der Neuronen mit feinen Zellausliufern umschlingen. ']

3.3.4 CXCR3 und dessen Ligand CXCL10

Bei Chemokinen handelt es sich um chemotaktische Zytokine, die bei der Erzeugung von
Immun- und Entziindungsreaktionen eine entscheidende Rolle spielen.!'?!"123] Sie steuern die
Migration von Lymphozyten und anderen Immunzellen durch die Aktivierung spezifischer
Sieben-Transmembran, G-Protein-gekoppelter Zelloberflichenrezeptoren (GPCR), die auf
spezifischen Zellen exprimiert werden.[!?]

Bei verschiendenen neurodegenerativen Erkrankungen wurde eine hohe Expression des
Chemokins CXCL10, welches auch als IP-10 (interferon-inducible protein of 10 kDa)

125.126] Bg steuert die Infiltration von CXCR3-exprimierenden

bezeichnet wird, beschrieben.!
Lymphozyten in das entziindete Gewebe.['*”) Dariiber hinaus wurde eine CXCR3-Expression

auch auf NK- und dendritschen Zellen[!>*'?"] sowie auf residente Zellen des ZNS, u.a. auf

12
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Neuronen!!?61281 " Astrozyten und Mikroglial'*-1*21 sowohl im humanen als auch murinen
Gewebe, beschrieben.[?4130.13L133] Deren Expressionslevel sind jedoch viel geringer als auf
peripheren T-Lymphozyten.!!24]

Neben CXCLI0 stellen auch CXCL9/MIG und CXCL11/I-TAC Liganden von CXCR3
dar.l?"1341 Die Induktion aller drei CXCR3 Liganden wird dabei von IFN-y vermittelt, wie
Versuche mit IFN-y- defizienten T-Zellen zeigten.[!34135]

Janatpour et al. (2001) konnten eine Expression von CXCR3 auf murinen zirkulierenden CD14"
Blutmonozyten zeigen, wobei dies jedoch nur bei einem kleinen Prozentsatz (< 2%) der Fall
warl!2+13¢] shnlich wie in gesunden humanen Individuen. Bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis und chronischer Inflammation konnte eine Zunahme an CXCR3" Monozyten im
peripheren Blut festgestellt werden.[!36137]

Eine pathogenetische Rolle von CXCR3 und seinem Liganden CXCL10 wurde mehrfach im
EAE-Modell beschrieben. So konnte eine Korrelation zwischen CXCL10-Expression und
klinischem Verlauf der murinen EAE beschrieben werden.!'3¥14% Klein et al. konnten zeigen,
dass CXCL10-defiziente Méuse eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber EAE-Induktion haben,
einhergehend mit einer gesteigerten Leukozytenrekrutierung ins ZNS.!'*!] Dagegen konnte in
Knockout-Méusen fiir CXCR3 kein Einfluss auf die Leukozytenmigration in der EAE
beobachtet werden. Jedoch zeigten die T-Zellen dieser Tiere eine modulierte IFN-y Produktion
einhergehend mit einem schweren Verlauf der EAE-Erkrankung [!24142]

CXCL10 wird auch nach Lision des entorhinalen Kortex induziert.'*’! Wihrend es in
Wildtyptieren drei Tage nach Lasion zur Rekrutierung von Mikroglia in den Bereich der
axonalen Degeneration kam, zeigten CXCR3”~ Miuse eine beeintrichtigte Rekrutierung dieser
Zellen.!* Dariiber hinaus konnte, anders als bei Wildtyp-Mausen, kein Verlust von
denervierten distalen Dendriten im Bereich der axonalen Degeneration nach entorhinaler
Lision in CXCR3 Knockout-Tieren gefunden werden.[!44]

Im FNA-Modell konnten Rappert et al. keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und CXCR3"
Miusen hinsichtlich der Mikrogliaproliferation finden!!**, CXCR3 scheint fiir die
Mikrogliarekrutierung, jedoch nicht fiir die Proliferation bedeutungsvoll zu sein.

SchlieBlich wurde auch das hauptsédchlich in der Peripherie exprimierte Chemokin CCL21 als
Ligand fiir CXCR3 beschrieben, der in der Lage ist, Chemotaxis in humanen Mikroglia zu

induzieren [132143.146]
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3.4 Neurologische Erkrankungen

3.4.1 Bakterielle Meningitis

Die Meningitis stellte eine der schwerwiegendsten Infektionserkrankungen des Menschen dar.
Dabei handelt es sich um eine Entziindung der Meningen, die sowohl durch bakterielle, als auch
durch virale Erreger und Pilze ausgelost werden kann.!'47148] Pneumokokken (Streptococcus
pneumoniae) stellen die hiufigsten Erreger der Meningitis bei Erwachsenen dar.l!'*1%] Die
Steptokokken-Meningitis ist durch eine besonders ungiinstige Prognose gekennzeichnet. So
liegt die Mortalitit, trotz Einsatz antibiotischer Therapien, bei bis zu 30%.'%152 Die
Folgeschidden bei iiberlebenden Patienten reichen von Entwicklungsverzogerungen,
epileptischen Anfillen und Horverlust bis hin zu kognitiven Defiziten.!33-15]

Die durch Tropfcheninfektion {ibertragenen Meningitis-Erreger breiten sich himatogen aus.['%”]
Dabei iiberwinden sie die Blut-Hirn-Schranke und vermehren sich anschlieBend nahezu
ungehindert im Subarachnoidalraum.!'*3-1¢") Innerhalb weniger Stunden nach dem Eindringen
der Bakterien in den Liquorraum wird eine konstitutive Immunantwort ausgeldst, bei der
Immunzellen wie Makrophagen mit ihren PRRs (vorallem TLR2, TLR4 und TLR9) die
bakteriellen Bestandteile erkennen.!'®!) Im Verlauf der Immunreaktion werden Granulozyten
und Monozyten chemotaktisch aus dem Blut in die Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) rekrutiert.

157.162] ynd zur Aktivierung

Es kommt zum massiven Anstieg der Leukozytenzahl im Liquor !
lokaler Mikroglia."¥! Zur Diagnosestellung der bakteriellen Meningitis wird daher eine
Lumbalpunktion durchgefiihrt.['*%!163] Vor allem die Pleozytose von Neutrophilen und die
Isolation der Bakterien aus dem CSF gelten dabei als klinisches Merkmal.

Sowohl im Tiermodell als auch in post mortem-Gewebeschnitten von Meningitis-Patienten sind
apoptotische neuronale Zellen, vor allem im hippokampalen Bereich des Gyrus dentatus,
nachweisbar.[>>1641651 Bei Uberlebenden der Erkrankung resultieren diese in einer
hippokampalen Atrophie, welche ursichlich fiir die zuriickbleibenden neurologischen Schiden
it [53.166]

Wie bereits beschrieben, weisen Forschungsergebnisse darauf hin, dass die Erkennung der
Pneumokokken iiber TLR4, TLR9 und vor allem iiber TLR2 erfolgt. In TLR2-Knockout
Maiusen ist die Entziindungsreaktion auf Pneumokokkenmeningitis vollstindig unterdriickt,
was die zentrale Rolle dieses Rezeptors bei der Pathogenese der Pneumokokkenmeningitis

unterstreicht '*”' Die Applikation von Pam3CysSKa, einem TLR2-Agonisten, fiihrt nach 24h zu

einer Pleozytose sowie Zunahme apoptotischer Neuronen im Gyrus dentatus.!'®®! Damit
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ermoglicht dieses Modell durch selektive Stimulation von TLR2-Rezeptoren die klinischen

Aspekte der akuten bakteriellen Meningitis zu replizieren.

3.4.2 Multiple Sklerose

Bei der Multiple Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-entziindliche Erkrankung
des ZNS, die mit Demyelinisierung und Zerstorung von Axonen sowie Neuronen
einhergeht.!%’] Sie stellt eine der hiufigsten nicht-traumatischen Ursachen fiir neurologische
Defekte bei jungen Erwachsenen dar.!!”"!

Histologisch ist die MS durch disseminierte Lésionen in der weillen Substanz zusammen mit
der Infiltration von Entziindungszellen ins ZNS gekennzeichnet. Die Pathogenese der MS
beginnt dabei mit der Aktivierung autoreaktiver CD4" T-Zellen durch APCs im peripheren Blut
und den Lymphknoten. Da auch im gesunden Menschen autoreaktive T-Zellen nachweisbar
sind, ist der Ausloser dieser antigenspezifischen T-Zellaktivierung noch unbekannt.'’!! Die
antigenspezifische = T-Zellaktivierung  filhrt zur  vermehrten = Expression  von
Adhésionsmolekiilen, u.a. ICAM-1 und VCAM-1, mit deren Hilfe sich die T-Zellen ans

(172]' AnschlieBend migrieren diese autoreaktiven

Endothel der Blut-Hirn-Schranke anlagern.
CD4" T-Zellen zwischen oder auch durch die Endothelzellen in den perivaskuldren Raum,
erkennen dort spezifische Antigene aus der Myelinscheide auf APCs und I6sen eine gegen das
Myelin gerichtete Enziindungsreaktion aus.!”*!75  In deren Folge werden weitere
Immunzellen, darunter B-Lymphozyten, die Myelin-reaktive Antikdrper sezernieren,
Makrophagen und ZNS-residente Mikroglia rekrutiert.’*!78l Letztendlich kommt es zur
antikdrpervermittelten Demyelinisierung, Oligodendrozytenschdadigung, reaktiven Astrogliose

(1771781 Durch die Entziindungsprozesse ist die Erregungsweiterleitung

und Axondegeneration.
an den beschddigten Arealen der Myelinscheide gestort, was sich pathophysiologisch in den
neurologischen Ausfallerscheinungen eines Schubes widerspiegelt. An die Schiibe schlief3t sich
eine Phase an, in der Oligodendrozyten die freiliegenden Nervenfasern remyelinisieren.!””]
Durch diesen Regenerationsmechanismus verlaufen die ersten MS-Schiibe meist inapparent.
Man vermutet, dass erst ab einer bestimmten Schwelle der Lasionslast die MS durch ihre

diagnostizierbaren neurologischen Defizite klinisch in Erscheinung tritt.[!8]

Bei der MS unterscheidet man drei klinische Verlaufsformen: Die schubférmige MS (relapsing
remitting MS, RRMS) stellt dabei die groBte und hdufigste Gruppe von Patienten dar. Das

durchschnittliche Erkrankungsalter liegt hierbei zwischen 20 und 30 Jahren, wobei Frauen etwa
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doppelt so hiufig betroffen sind wie Minner.'81:1821  Erste Symptome reichen von
Sehstorungen, allgemeiner Schwiche (Fatigue), Sensibilitdtsstorungen, kognitiven
Einschrinkungen, Schmerzen, Blasen- und Mastdarmstdrungen, bis hin zu Depressionen.[!8*-
1851 Nach etwa 10 Jahren Krankheitsdauer kommt es bei etwa 50% der Patienten mit RRMS
zum Ubergang in eine chronische Form, die man als Sekundir-Progrediente MS (SPMS)
bezeichnet. Von dieser abzugrenzen ist die Primar-Progrediente MS (PPMS). Diese dritte Form
der MS ist ebenfalls chronisch, manifestiert sich klinisch jedoch durch aufsteigende
Lahmungserscheinungen. Schiibe sind bei der PPMS nicht mehr abgrenzbar. Nach heutigem
Kenntnisstand steht bei den beiden chronischen Formen der MS nicht mehr der
Entziindungsprozess im Vordergrund, sondern sekundir-neurodegenerative
Verinderungen, 741861871

Zur Verringerung der Schubhiufigkeit bei der RRMS werden sogenannte “immun-
modulatorische Substanzen”, wie Interferon-p (IFN-f) und Glatirameracetat, als Basistherapie

188,189

eingesetzt.! I Die Wirkung von IFN-B beruht dabei u.a. auf der Induktion von anti-

inflammatorischem Interleukin-10 (IL-10) sowie neurotropher Faktoren, und der Hemmung der

190] Glatirameracetat dhnelt in seiner Struktur

T-Zellmigration iiber die Blut-Hirn-Schranke.!
dem in der Myelinscheide des ZNS vorkommendem Myelin-basischem Protein (MBP). Sein
therapeutischer Effekt beruht u.a. auf einer modifizierten T-Zelldifferenzierung und einer
immunmodulatorischen Wirkung auf APCs und Mikroglia.[!1-1%4]

Im akuten Schub wird u.a. Methylprednisolon oder alternativ eine Plasmapherese eingesetzt,
um ein schnelles Abklingen der Symptome zu erreichen.!!%3-17]

Fir die sogenannte ‘“Eskalationstherapie” stehen immunmodulatorische und immun-
suppressive Substanzen zur Verfiigung, die das Eindringen von Immunzellen ins ZNS
reduzieren. So hindert Fingolimod, eine Substanz die als Sphingosin-1-Phosphat-Analogon
wirkt, die T-Zellen an der Extravasion aus den Lymphknoten.!!”®!?) Natalizumab, ein
monoklonaler Antikorper, blockiert dagegen VLA-4 (04-Integrin), wodurch die Adhédsion der
Lymphozyten an das Endothel des Blutgefisse im ZNS verhindert wird.!!73-192:200]

Die bei der Behandlung von MS eingesetzten immunsuppressiven Substanzen, wie
Mitoxantron, Azathioprin und Cyclophosphamid, wirken dagegen zytostatisch. Sie verringern
die Anzahl der Lymphozyten und reduzieren damit sekundar die Entziindungslast. Der Einsatz
dieser Zytostatika ist durch ihre Kardiotoxizitdt und der Erhohung des Leukdmierisikos

limitiert.!?°!]
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Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis

Grundlage der EAE ist die Immunisierung von Versuchstieren mit Bestandteilen der
Myelinscheide von Axonen zusammen mit pro-inflammatorischen Adjuvanzien, wie Complete
Freund’s Adjuvans (CFA), mit dem Ziel autoreaktive T-Zellen zu generieren.202-2%%]

Durch den Einsatz einzelner Proteine der Myelinscheide oder davon abgeleiteter Peptide
konnen in verschiedenen Tiermodellen unterschiedliche Aspekte der MS moduliert werden. In
SJL Méusen kann ein schubformiger Verlauf der EAE durch den Einsatz von Proteolipid-

(2041 Ein monophasischer Verlauf der EAE kann dagegen durch

Protein (PLP) induziert werden.
Verwendung von MBP bei Lewis-Ratten erzeugt werden.[*! Dies #hnelt einem akuten
Schub.!?%! Limitierend bei der EAE ist jedoch, dass es histologisch bei diesen Tiermodellen
lediglich zur Einwanderung von Lymphozyten in das Riickenmark kommt, was zur Bildung
von Odemen fiihrt, die sich klinisch als Lihmungserscheinungen manifestieren, jedoch keine
Gewebezerstérung hervorgerufen wird.?”! Anders verhilt es sich bei der Immunisierung von
C56BL/6 Maiusen mit Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein-Peptid 35-55 (MOGss.ss),
welches von APCs phagozytiert wird und anschlieBend in den Lymphknoten oder der Milz zur
Interaktion mit T-Lymphozyten fiihrt.?%8] Die T-Zellen verlassen daraufhin die peripheren
lymphatischen Organe, wandern iiber die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS ein, wo sie Chemokine
und Wachstumsfaktoren sezernieren. Hierdurch werden zunichst Monozyten (Ly6CM) aus dem
Knochenmark zum Inflammationsort rekrutiert, die zu Makrophagen differenzieren und die
Demyelinisierung in Gang setzen.”! Es kommt zur Zerstérung von Axonen und damit zu
einem chronischen Krankheitsverlauf.?®®! Histologisch dhnelt dieses Tiermodell damit der
humanen MS mehr, zumal es hierbei zur Einwanderung von T-Zellen und aktivierten
Makrophagen ins Riickenmark kommt. Diese eingewanderten Immunzellen zerstoren die
Mpyelinscheide und die in ihnen verlaufenden Axone, wodurch es bei den Tieren klinisch zu
einer aufsteigenden Lihmung, beginnend von der Schwanzspitze bis hin zur Parese der Hinter-
und Vorderbeine kommt.21%2!!1 Beim Modell der MOGss-ss EAE wird das Autoantigen im
Gemisch mit CFA, welches abgetdtete Mycobacterium-tuberculosis Partikel enthélt, appliziert.
Dies trdgt zu einer Stimulation der angeborenen Immunantwort und zu einer effektiven
Prisentation des Autoantigens bei.?!??!3] Die simultane Injektion von Pertussistoxin (PTX)
verstdrkt die Reaktion u.a. durch Erleichterung der Extravasation von Immunzellen iiber die
Blut-Hirn-Schranke.?!*]

Neben dieser aktiven Immunisierung mit Myelinproteinen (aktive EAE), kann die EAE auch

durch den adoptiven Transfer enzephalitogener T-Zellen induziert werden (passive EAE),
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wodurch die Aktivierung der T-Zellen im peripheren lymphatischen Gewebe umgangen
wird.?!3] Dabei zeigte sich, dass nicht wie lange Zeit angenommen Thl-Zellen die
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der EAE spielen, sondern Th17-Zellen. So konnte in
IFN-y Knockout-Mdusen nach Immunisierung mit MBP kein protektiver Effekt gegeniiber
EAE, sondern sogar ein schwererer klinischer Verlauf, nachgewiesen werden.*'*! Dagegen
zeigte sich keine EAE-Induktion in IL-23-defizienten Maiusen, bei denen keine IL-17-
Produktion nachweisbar ist. Der adoptive Transfer von Thl7-Zellen fiihrte zu einem
schwereren Krankheitsverlauf in diesen Tieren.[?'*] Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Th17-
Lymphozyten in vitro in der Lage sind das ZNS-Endothel zu durchwandern. Sie lassen sich

post mortem auch in humanen MS-Lisionen nachweisen.?!®!

Neuere Forschungsergebnisse geben Hinweise darauf, dass Makrophagen eine duale Rolle bei
der Pathogenese der MS spielen. So sind sie nicht nur an der Degeneration von Axonen und der
Ausbildung von Lésionen beteiligt, sondern produzieren auch neurotrophe Faktoren und anti-
inflammatorische Molekiile. Zusitzlich sind sie an der Beseitigung des Myelins beteiligt.!?!7-2!8]
Die EAE stellt insgesamt ein niitzliches Tiermodell zur Erforschung der Rolle von
Makrophagen bei der MS dar, jedoch ist es nicht in der Lage die volle Komplexitit und
Heterogenitidt der humanen Pathologie, vor allem in Bezug auf den Langzeitverlauf der

Erkrankung, abzubilden.

3.5 NF-kB

Bei entziindlichen ZNS-Erkrankungen spielt, wie bereits erwidhnt, die Aktivierung von
myeloiden Zellen im ZNS und von peripheren Leukozyten sowie deren Rekrutierung zum
Entziindungsort eine entscheidende Rolle. Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) stellt bei all diesen Inflammationsvorgingen
ein Schiisselelement dar, da er von allen Immunzellen exprimiert wird und Einfluss auf die
Differenzierung, Proliferation und das Uberleben von Immunzellen hat.[?!-220]

In Sdugetieren wurden fiinf Mitglieder der NF- kB Familie gefunden: c-Rel, p65 (RelA), RelB,
p105/p50 (NF-kB1) und pl100/p52 (NF-kB2).[2!223] Thnen gemeinsam ist eine ca. 300
Aminosduren umfassende Sequenz, die als Rel-Homologie-Domine (RHD) bezeichnet wird.

Diese enthilt die nukledre Lokalisierungssequenz (NLS), welche fiir die Translokation vom

Zytoplasma in den Zellkern verantwortlich ist (Abbildung 2). Dariiber hinaus vermittelt die
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RHD die Interaktion mit inhibitorischen kB Proteinen (IkB), ist fiir die Dimerisierung mit
anderen NF-xkB Proteinen verantwortlich und vermittelt die sequenzspezifische DNA-
Bindung.???) Wihrend c-Rel, RelA und RelB als Transkriptionsaktivatoren fungieren, fehlt
diese fiir die Initiation der Transkription notwendige Transaktivierungsdoméne (TAD) am C-
Terminus der p50- und p52 Proteine.[*! Homodimere von p50 bzw. p52 agieren daher als
transkriptionelle Repressoren. 224!

In unstimulierten Zellen interagieren NF-kB Dimere mit [kB Proteinen, die als gemeinsames
strukturelles Motiv finf bis acht ankyrin repeats aufweisen (Abbildung 2). Dabei binden die
IxkB Proteine iiber ihre ankyrin repeats an die RHD der NF-kB Proteine, maskieren dadurch die
NLS und verhindern so die Translokation in den Nukleus.?”) In Siugetierzellen sind acht
Mitglieder der IkB Familie bekannt: IkBa, IxkBp, IxBe, IxkBy, [kBn, Bcl-3 sowie die NF-kB
Vorlidufer p105 und p100.1225226] Erst nach Prozessierung der Proteine p50 und p52 aus den
Vorldufern pl05 und pl00 werden diese zu potentiellen Transkriptionsfaktoren

(Abbildung 2).1227)
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der NF-kB- und IxB Proteinfamilie. In Siugetieren
besitzen die IkB Proteine ankyrin repeats, mit denen sie an die Rel-Homologie-Doméine (RHD) am N-
Terminus der NF-kB Proteine binden und deren Translokation in den Nukleus, durch Blockierung der
nukledren Lokalisierungssequenz (NLS), verhindern. Die Proteine p50 und p52 weisen im Vergleich zu
den anderen Mitgliedern der NF-kB Proteinfamilie keine Transaktivierungsdomine (TAD) am C-
Terminus auf. Beide Proteinfamilien iiberschneiden sich bei den Vorldufern pl105 und pl100, die
zusétzlich zur RHD ankyrin repeats aufweisen und die an den markierten Stellen zu p50 bzw. p52
proteolytisch prozessiert werden. LZ: Leucin-Zipper (Abbildung erstellt nach Hayden und Ghosh, 2012
sowie Yamauchi et al., 2010) 226228

NF-xB kann durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli, zum Beispiel Zytokine, Mitogene,
zelluldrer Stress und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), aktiviert werden.?*”) Dabei
unterscheidet man zwischen dem kanonischen und dem nicht-kanonischen Signalweg.

Das Prinzip der NF-kB Aktivierung beruht stets auf einer induzierten proteolytischen
Degradation von IxB Proteinen. Diese wird von einem IxkB Kinasekomplex (IKK), der aus den
katalytischen Kinaseuntereinheiten IKKa (IKK1) und IKKp (IKK2) sowie der regulatorisch
wirkenden Untereinheit NEMO (NF-«B essential modulator, IKKY) besteht, reguliert.22!:223:230]
Beim kanonischen Signalweg stellen neben den proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a
und IL-1pB, auch bakterielle und virale Molekiile (PAMPs) aktivierende Stimuli dar. Diese
binden an Vertreter der TNF-Rezeptor (TNFR) bzw. Toll-like-Rezeptor-Interleukin-1 Familie
(TLR/IL-1R).2Y Die intrazellulire Signalweiterleitung erfolgt dabei iiber Adapterproteine der
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TRAF Proteinfamilie (TNF-receptor associated factor), wobei TRAF-6 fiir die IL-1 vermittelte
IKK-Aktivierung verantwortlich ist, wihrend TRAF-2 (oder in deren Abwesenheit TRAF-5)
fiir die TNF-a-induzierte Signaliibertragung essentiell ist. Uber die Interaktion und
Ubiquitinierung von RIP (receptor-interacting protein) kommt es zur Aktivierung von TAK1
(transforming growth factor-B-activated kinase I). TAK1 wiederum phosphoryliert IKK2 im
IkB Kinasekomplex. In deren Folge kommt es zur IKK2-vermittelten Phosphorylierung von
IxB Proteinen an ihren Serinen 32 und 36. Dies resultiert in der Rekrutierung einer Ubiquitin
E3 Ligase, die Lysinreste in IkBs ubiquitiniert und sie damit fiir die Degradation durch 26S
Proteosomen markiert. Die dabei freiwerdenden NF-kB Dimere konnen nun in den Kern
translozieren. Hier binden sie spezifisch an kB-sites in Promotoren bestimmter Gene und
aktivieren bzw. inhibieren deren Transkription (Abbildung 3).1221:232-234]

Abhidngig vom Stimulus und dem jeweiligen Zelltyp kann NF-kB unterschiedliche zelluldre
Reaktionen auslosen. Die Zielgene von NF-kB umfassen dabei u.a. die folgenden Zytokine,

Chemokine und Zelladhédsionsmolekiile: GM-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-18, IL6, IL-8, RANTES,
VCAM-1, E-Selektin, ICAM-1.[2%]

Beim nicht-kanonischen Signalweg wird der IKK-Komplex dagegen durch andere Vertreter der
TNF-Zytokinfamilie, zum Beispiel Lymphotoxin-, CD40 und BAFF (B-cell activating factor),
sowie der TRAF-Familie aktiviert. Zudem kommt es hier zur IKKI1-vermittelten
Phosphorylierung von pl00, in deren Folge p52/RelB Dimere in den Nukleus

translozieren,227-228:230]
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Abbildung 3  Vereinfachtes Schema zur Aktivierung von NF-kB durch den kanonischen
Signalweg am Beispiel von TNF. Der Tumornekrosefaktor (TNF) bindet an den TNF-Rezeptor 1
(TNFR1), wodurch es iiber TRAF2, RIP und TAK1 zur Aktivierung des IKK-Komplexes kommt. Die
IKK B-vermittelte Phosphorylierung und Ubiquitinierung von IkB fiihrt zu deren Proteolyse. Die frei-
werdenden p50/p65 Heterodimere translozieren in den Nukleus und aktivieren bzw. inhibieren die
Transkription von NF-kB Zielgenen. (Abbildung erstellt nach Oeckinghaus et al. 2011)%%

Bei der Aktivierung von NF-kB durch den kanonischen Signalweg stellt IKK2 im IkB
Kinasekomplex ein Schliisselelement dar. Damit ist es fiir die Forschung ein wichtiges

Zielprotein zur Untersuchung und Modulation NF-kB-abhéngiger Immunantworten.
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In Maédusen wurde gezeigt, dass die Deletion von IKK2 zu einer apoptotischen
Leberdegeneration fiihrt und im Alter von E13,5 embryonal lethal ist.!*3%! Gleiches gilt fiir die
Deletion von NEMO in Miusen.!>*¢! Im Gegensatz dazu starben IKK 1-defiziente Miuse bei der
Geburt. Sie zeigen zudem morphogenetische Defekte, was die unterschiedliche Rolle von IKK 1
und IKK?2 bei der Aktivierung des NF-kB Signalweges verdeutlicht.”*”) Der Knockout von
RelA/p65 fiihrt zur massiven Apoptose der murinen Hepatozyten und in deren Folge zum Tod
(E15). Durch Deletionen von 7nf oder Tnfrl Genen konnten diese Leberschdden jedoch
umgangen werden.[?8-2#] Diese Ergebnisse zeigen die Sensibilitit der sich entwickelnden
Leber gegentiber TNF-induziertem Zelltod bei Verlust der Genfunktion von Vertretern der NF-
kB Familie.

Im Gegensatz dazu zeigen p50-defiziente Miuse keine Entwicklungsdefekte.!>*!]

p50 scheint
damit fiir die Induktion anti-apoptotischer Gene nicht notwendig zu sein. Jedoch konnten in
diesen Tieren multifokale Defekte hinsichtlich ihrer Immunantworten gefunden werden. So
fehlt den B-Lymphozyten in den p50-defizienten Tieren u.a. die Fahigkeit zur Proliferation als
Reaktion auf LPS. AuBlerdem zeigen sie verdnderte Immunantworten gegeniiber

Infektionen.**! Dies verdeutlicht die Relevanz des p50/p65 Heterodimers im TLR-Signalweg.

Aufgrund der embryonalen Letalitit von IKK2-Deletionsmutanten miissen konditionale
Knockout-Tiere verwendet werden, um die /kk2-Genfunktion und die Rolle von NF-kB in

myeloiden Zellen adulter Tiere zu untersuchen.

3.5.1 Konditionaler Knockout von Ikk2 — das Cre/loxP System

Mit Hilfe des Cre/loxP Systems, welches erstmals von Sternberg et al. 1981 beschrieben wurde,
kann eine gewebe- oder zellspezifische Deletion eines Gens untersucht werden.?**! Es besteht
dabei aus zwei Elementen: den loxP-sites (locus of crossing (X) over PI), palindromischen
DNA-Sequenzen, die das zu untersuchende Gen flankieren, sowie einer Cre-Rekombinase
(causes recombination). Die Cre-vermittelte Rekombination ist dabei abhdngig von der
Orientierung der loxP-sites. So konnen neben Deletionen auch Insertionen, Translokationen
und Inversionen an spezifischen Stellen der DNA erfolgen.

Fiir die spezifische Deletion von Genen in myeloiden Zellen wurden LysMCre Méuse, die

t. [243

erstmals von Clausen et al. generiert wurden, verwendet.?*! Bei diesen Méusen wurde eine

Cre-Rekombinase in den Lokus des Lysozym M (LysM)-Gens kloniert (Abbildung 4). Die

resultierenden LysMCre Miuse weisen keinen LysM-abhingigen Phinotyp auf.?*4243] Clausen
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et al. konnten mit Hilfe homozygoter LacZ-Reportermiuse zudem zeigen, dass eine
Deletionseffizienz von 83-98% in ausdifferenzierten Makrophagen, von fast 100% in
Granulozyten und von 16% in dendritischen CD11c¢" Milzzellen in diesen Miusen erreicht
werden kann. In B- und T-Zellen sowie isolierter DNA aus dem Schwanz der Tiere, wurde

[243

dagegen keine Cre-vermittelte Deletion festgestellt.**}] Ahnliche Resultate wurden auch in

244]

einer LysM-EGFP Reportermaus gefunden.!

LysM wildtyp Lokus

LysMCre Lokus

ATG

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Klonierung der Cre-Rekombinase in den LysM-
Lokus. Der murine LysM wildtyp Lokus enthilt vier Exons. Die Cre-Rekombinase wurde ins erste
Exon des LysM Gens direkt hinter das Transkriptionsstartkodon (ATG) kloniert.

Um die Rolle von IKK2 in unterschiedlichen Geweben zu untersuchen wurden die von
Pasparakis et al. generierten 1kk2"™ Miuse, welche gefloxte (von loxP-sites flankierte) Exons
6 und 7 im Tkk2 Allele tragen, verwendet (Abbildung 5).**¢! Diese Miuse weisen eine normale
postnatale Entwicklung sowie Ikk2-Expression auf?*®) Die Kreuzung dieser Tiere mit
ubiquitdren Cre-Deletionsméusen resultierte in Nachkommen mit deletierten /kk2-Allelen in
allen Zellen. Aufgrund der Degeneration der Leber sterben die Nachkommen dieser Tiere in
utero.**’?*1 Um die Rolle von NF-«B bei inflammatorischen Erkrankungen zu untersuchen,
haben sich daher konditionale Knockout-Tiere von lkk2 etabliert. Dazu wurden LysMCre
Miuse mit IKK2"1 Tieren verpaart, wobei die Cre-Rekombination an den loxP-sites zur
Deletion von Exon 6 und 7 des 7kk2-Allels fiihrt und damit ein 7kk2-Nullallel in myeloiden
Zellen generiert wird (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der Generierung von myeloid-spezifischen IKK2
Knockout-Méusen (IKK2™*). Exon 6 und 7 des endogenen IKK2 wildtyp Lokus werden von loxP-
sites flankiert. Die Cre-Rekombination an diesen loxP-sites fiihrt zur Deletion der Exons 6 und 7 und
verursacht /kk2-Nullallele.

Bei Verpaarung von Ikk2"® Miusen mit K14-Cre Tieren, die Cre spezifisch in Keratinozyten
exprimieren, konnte eine vollstdndige Deletion von IKK2 in der Epidermis gefunden werden.
Die Tiere entwickelten eine schwere entziindliche Erkrankung der Haut, verursacht durch eine
TNF-vermittelte, T-Zell unabhéngige Immunantwort.?**! C19-Cre Ikk2"" M#usen, welche eine
B-Zell spezifische Ablation von IKK2 aufweisen, fehlen reifen B-Zellen, was die Relevanz der
IKK2-vermittelten Aktivierung von NF-«B bei deren Erhaltung verdeutlicht.**) Auch fiir die
Generierung und das Uberleben reifer T-Zellen ist die IKK2-induzierbare NF-kB Aktivierung
verantwortlich. So konnten Schmidt-Supprian et al. zeigen, dass durch IKK2-Deletion in CD4-
Cre Ikk2"® Miusen die Entwicklung von regulatorischen und memory T-Zellen verhindert
wird.[2%0]

LysM-Cre X Ikk2"" Mzuse, die eine myeloid-spezifische Deletion von IKK2 aufweisen
(IKK2™¥¢), zeigen erhohte Mengen an IL-1p im Plasma, welches von Makrophagen und
Neutrophilen sezerniert wird. Bei LPS-induziertem endotoxischen Schock weisen diese Tiere
eine erhdhte Mortalititsrate auf.*>!l Die enorme Bedeutung von myeloid-spezifischem IKK2
bei Inflammationsprozessen und der Tumorentstehung wurde durch Studien an Knochenmark-
abgeleiteten Makrophagen aus IKK2™¢ Maiusen verdeutlicht. Diese zeigten nach LPS-

Stimulation eine erhdhte Apoptose.232%]
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3.6 Aufgabenstellung

Bei entziindlichen Erkrankungen des ZNS spielt die Aktivierung von myeloiden Zellen und
zirkulierenden Leukozyten sowie deren Rekrutierung zum Entziindungsort eine entscheidende
Rolle. Bei all diesen Inflammationsvorgéngen stellt der NF-xB Signalweg ein Schliisselelement
dar. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit 1) die Rolle von NF-kB in myeloischen
Zellen bei entziindlichen Erkrankungen des ZNS am Beispiel der EAE untersucht werden. Dazu
wurden konditionale Knockout-Tiere fiir die IxkB Kinase IKK2, einem Element im NF-xB

Signalweg, unter der Kontrolle des LysM Promotors (IKK2™°) verwendet.

Neben der Modulation von kB-abhingigen Immunantworten birgt die stabile Einwanderung
myeloider Zellen ins adulte ZNS ebenfalls ein hohes therapeutisches Potenzial zur Behandlung
von ZNS-Erkrankungen. Unter nicht-pathologischen Bedingungen ist der Zugang zum ZNS
durch die Blut-Hirn-Schranke jedoch limitiert. Publizierte Daten verdeutlichen die
Notwendigkeit einer Konditionierung, zum Beispiel in Form einer myeloablativen Behandlung,

72841 Im Rahmen der vorliegenden Dissertation

fiir die myeloide Zellrekrutierung ins ZNS.!
sollte daher 2) ein nicht-myeloablatives Modell zur Rekrutierung myeloider Zellen ins ZNS
etabliert werden. Dabei stellen die selektive Kopfbestrahlung sowie die Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum Busulfan vielversprechende Alternativen zur Ganzkorperbestrahlung
dar 12542551

Publizierte Daten geben Hinweise darauf, dass die Bestrahlung des ZNS die Regulation von
Genen induziert, darunter Zytokine und Chemokine, die die Migration von Knochenmarkzellen
ins ZNS steuern. So wurde u.a. eine Hochregulation der Genexpression von CXCL10 nach
Bestrahlung im Gehirn publiziert.*%*] Daher sollte 3) die Rolle des CXCL10-Rezeptors,
CXCR3, beim Rekrutierungsprozess von myeloiden Zellen ins ZNS nédher untersucht werden.
Da keine CXCR3-Knockout Tiere, die ubiquitdr GFP exprimieren, kommerziell zur Verfiigung
standen, wurden Knochenmarkzellen aus CXCR3-Knockout Tieren retroviral GFP markiert

und diese dann fiir Transferexperimente verwendet. Die gleiche Methode wurde fiir die

CXCR3-Wildtyp-Kontrolltiere angewandt.
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4 Materialien

4.1

Bezeichnung

Autoklavierband
Bakterieninkubator Minitron
Bestrahlungsgerit Gammacell® 40
BioPhotometer

Bunsenbrenner Gasprofi 2

CCD Kamera

COz Inkubator MCO-18AIC (UV)
Dampfsterilisator/Autoklav
Deckgldschen

Durchflusszytometer
FACSCalibur™
FACSCanto™ II
LSRII

MACSQuant

Einmalkaniilen: 24G, 30G
Elektrophoresekammer (Sub-Cell® GT)
ELISA-Photometer

Filter: 0,2 um, 0,45 pm

Glasware

Homogenisierer

Infarotlampe

Insulinspritzen (BD MicroFine)
LightCycler® 2.0

MACS

AutoMACS
gentleMACS™ C tubes
gentleMACS™ Dissociator
MACSmix™ Tube Rotator
MACS MS und LS Séaulen
MiniMACS™

Magnetriihrer VMS-A

Mikroskop
Konfokalmikroskop Leica DM2500

Licht- und Fluoreszenzmikroskop Leica

DMRA2

Lichtmikroskop Olympus CKX41
Stereomikroskop Leica Zoom 2000
Mikrowelle MW 736

Mini Trans-Blot® Elektrophoresekammer

Geriate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Infors AG, Bottmingen (Schweiz)

Best Theratronics, Ottawa (Kanada)
Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

WLD-TEC, Géttingen (Dtl.)

Finger Lakes Instrumentation, New York (USA)
Sanyo, Miinchen (Dtl.)

H&P Labortechnik, OberschleiBheim (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.); Marienfeld, Lauda-
Konigshofen (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)

B. Braun, Melsungen (Dtl.)

BioRad, Miinchen (Dtl.)

Dynex Technologies, Denkendorf (Dtl.)
GE Healthcare, Solingen (Dtl.)

Schott Duran, Wertheim/Main (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Rossmann, Burgwedel (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
Roche, Mannheim (Dtl.)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)

VWR, Darmstadt (Dtl.)
Leica, Wetzlar (Dtl.)
Leica, Wetzlar (Dtl.)
Olympus, Hamburg (Dtl.)
Leica, Wetzlar (Dtl.)
Clatronic, Kempen (Dtl.)
BioRAD, Miinchen (Dtl.)
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Bezeichnung

Netzgerat Power Pac 200

Objekttrager

Objekttriiger SuperFrost® ULTRA plus
PCR Mastercycler Gradient

pH-Meter (pH100)

Pipetten und —spitzen
Combitips Plus
Einkanalpipetten

Mehrkanalpipette
Multistep-Pipette
Pasteur-Pipette
Pipettenspitzen

Serologische Pipetten: 2ml, 5ml, 10ml,
25ml

Pipettierhelfer accu-jet® pro

Pistille fiir Homogenisierer
Polyinylidenfluorid (PVDF)- Membran
Priparierbesteck

Reaktionsgefifie/-platten
Einfrierrdhrchen (Cryotubes)
FACS Rohrchen: 5Sml, 10ml, 50ml
PCR-Tubes: 1,5ml, 2ml

Petrischalen

Polypropylen-Roéhrchen: 15ml
Safe-Lock Eppis: 0,5ml, 1,5ml
Vacutainer

Zellkulturflaschen: 75cm?
Zellkulturplatten: 6-, 12-, 24-, 96-well

Restrainer

Scanner und Bildgerit Typhoon 8600
Schiittler K50-500

Spritzen: 1ml, Sml, 30ml
Sterilwerkbank Biowizard

Vertikaler Schiittler SM-30

Vortexer MS2 Minishaker

Waage (Analytical Balances LC 620 S)
Zahlkammer Neubauer Improved
Zellsiebe: 40 um, 70um

Zentrifugen
Biofuge pico
Universal 32

Hersteller

BioRAD, Miinchen (Dtl.)

Dako, Kalifornien (USA)

R. Langenbrinck, Emmendingen (Dtl.)
Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

VWR, Darmstadt (Dtl.)

Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

Eppendorf, Hamburg (Dtl.);

Gilson, Limburg-Oftheim (Dtl.)

Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt (Dtl.)
Sarstedt, Niirnberg (Dtl.); Sorenson BioScience,
Utah (USA)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

Brand, Wertheim (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)
FST, Heidelberg (Dtl.)

Thermo Scientific, Massachusetts (USA)

BD Biosciences, Heidelberg, (Dtl.)

Biozym, Hessisch Oldenburg (Dtl.); Eppendorf,
Hamburg (Dtl.)

Nunc, Wiesbaden (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

LabArt, Waldbiittelbrunn (Dtl.)
Amersham Biotec, Kalifornien (USA)
Incutec, Mossingen (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg, (Dtl.)

Kojair, Vilppula (Finnland)

Edmund Biihler Lab Tec, Hechingen (Dtl.)
IKA, Staufen (Dtl.)

Sartorius, Gottingen (Dtl.)

Laboroptik, Bad Homburg (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

Heraeus, Hanau (Dtl.)
Hettich, Oberhausen (Dtl.)
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Bezeichnung
Universal 320
Zentrifuge 5804R

4.2 Chemikalien und Losungen

Bezeichnung

Agarose NEEO Ultra
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampuwa, Plastipur (steriles H20)
Anti-PE microbeads

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Collagenase

Complete Freund's Adjuvanz (CFA)
Cotrim (250 mg/5ml)
Deoxyribonuclease I (DNase 1)
D-Glucose

4’, 6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Dithiothreitol (DTT)

dNTP Mix (10mM)

Dulbecco’s MEM (DMEM)
Eosinlosung

Essigsdure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FluorSave™

5-Fluoruracil

Fotales Kalberserum (FKS)
GelRed™

Glutaraldeyd

Glycerin

4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsdure (HEPES)
Héamatoxylin nach Mayer

Hank'’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Heparin

Histoacryl

Histopaque®-1083

Isofluran

Isopropanol

Ketamin 10%

Kresylviolett

L-Glutamin, 200mM
Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli

Hersteller
Hettich, Oberhausen (Dtl.)
Eppendorf, Hamburg (Dtl.)

Vertrieb

Roth, Karlsruhe (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Fresenius Kabi, Bad Homburg (Dtl.)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
New England Biolabs, Frankfurt/Main (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Difco, Michigan (USA)
Ratiopharm, Ulm (Dtl.)

Roche, Mannheim (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Promega, Mannheim (Dtl.)
Biochrom AG, Berlin (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Merck, Darmstadt (Dtl.)

J.T. Baker, Deventer (NL)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Merck, Darmstadt (Dtl.)

Hexal, Holzkirchen (Dtl.)

Biochrom AG, Berlin (Dtl.)
Biotium, Kalifornien (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Roth, Karlsuhe (Dtl.)

Roth, Karlsuhe (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Roche, Mannheim (Dtl.)

B. Braun, Melsungen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Abbott, Baar (Schweiz)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

WDT eG, Garbsen (Dtl.)

Merck Millipore, Schwalbach (Dtl.)
Biochrom AG, Berlin (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
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Bezeichnung

Lithiumcarbonat
B-Mercaptoethanol

2-Methylbutan

M-MLYV Puffer

M-MLYV Reverse Transkriptase
Mycobacterium tuberculosis H37Ra
Natriumazid (NaN3)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)

Natriumchlorid (0,9%)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid-Platzchen

Normal donkey serum

Normal goat serum

Pam3CysSKa4

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptamycin 10.000 U/ml
Percoll

Perm/Wash Puffer

Pertussis Toxin (PTX)

Pharm Lyse Puffer
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

Polybrene

Ponceau S

Random Primers

Rapamycin

Roti®-Histokitt

Roti®-Histol

Rotiphorese® Gel 30

Roti Quant Bradford Reagent
RPMI 1640 Zellkulturmedium
RQI1 DNAse

RQ1 DNAse stop solution
Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Spezialdidtfutter SDS VRF1
Sucrose

SuperBlock T20
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tissue-Tek O.C.T.™ Compound
Tris-hydrochlorid (Tris HCI)
Triton X-100

Trypsin-EDTA

Tiirks Losung

Whatman Papier

Western Lightning Plus
Electrochemiluminescence
Xylazin 2%

Vertrieb

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Promega, Mannheim (Dtl.)
Promega, Mannheim (Dtl.)

Difco, Michigan (USA)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Roche, Mannheim (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Biozol, Eching (Dtl.)

Biozol, Eching (Dtl.)

EMC Microcollections, Tiibingen (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Biochrom AG, Berlin (Dtl.)

GE Healthcare, Solingen (Dtl.)
BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
List Biological Laboratories, Kalifornien
(USA)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
Life Technologies, Darmstadt (Dtl.); Sigma-
Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
AppliChem, Darmstadt (Dtl.)
Promega, Mannheim (Dtl.)
BioVision, Kalifornien (USA)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Roth, Karlsuhe (Dtl.)

Roth, Karlsuhe (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Biochrom, Berlin (Dtl.)

Promega, Mannheim (Dtl.)
Promega, Mannheim (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Charles River, Wilmington (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Pierce, Bonn (Dtl.)

Roth, Karlsruhe (Dtl.)

Sakura Finetek, Staufen (Dtl.)
Roth, Karlsruhe (Dtl.)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Dtl.)
Biochrom, Berlin (Dtl.)

Merck, Darmstadt (Dtl.)

NeoLab, Heidelberg (Dtl.)

Perkin Elmer, Rodgau (Dtl.)

Bayer AG, Leverkusen (Dtl.)
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Bezeichnung Vertrieb

Zytokine

Interleukin-23, murines (IL-23) R&D Systems, Wiesbaden (Dtl.)

Interleukin-3, murines (IL-3) BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

Interleukin-6, humanes (IL-6) BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.); R&D
Systems, Wiesbaden (Dtl.)

rSCF (rat stem cell factor) AbD Serotec, Oxfordshire (GB)

Transforming growth factor beta, humanes R&D Systems, Wiesbaden (Dtl.)
(TGF-B)

4.3 Marker
Bezeichnung Vertrieb
50bp DNA Marker New England Biolabs, Fankfurt/Main (Dtl.)
100bp Marker New England Biolabs, Fankfurt/Main (Dtl.)

4.4 Reaktions-Kits

Bezeichnung Vertrieb

ApopTag® Fluorescein In Situ Apoptosis Merck Millipore, Schwalbach (Dtl.)
Detection Kit

CD4"CD62L" T Cell Isolation Kit II (mouse) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
CD11b MicroBeads (mouse/human) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Dtl.)
Cytometric Bead Array (CBA) Kit: Mouse BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)
Th1/Th2/Th17 Cytokine

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Roche, Mannheim (Dtl.)

Green I Kit

Mouse IL-1B/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Wiesbaden (Dtl.)

REDExtract-N-Amp'™ Tissue PCR Kit Sigma-Aldrich, Steinheim (Dtl.)
RNeasy Plus Mini Kit QIAGEN, Hilden (Dtl.)
SIGMAFAST™ DAB tablets Sigma-Aldrich, Steinheim (Dtl.)
VECTASTAIN® ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA)

4.5 Peptide
Fiir die EAE-Versuche wurde das MOGs3s-ss (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) Peptid von

Activotec (Cambridge, GroB3britannien) verwendet.

4.6  Oligonukleotidprimer

Alle Oligonukleotidprimer wurden mit dem Programm ,,Primer 3* designt und von der Firma

Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Dtl.) bezogen.
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Genotypisierungsprimer

Bezeichnung
NLSCre-FP
Cre8-RP

HL15

HL54

HL152
LysM-FP
LysM-RP
Ikk2-FP
Ikk2-RP
CXCR3-WT-FP
CXCR3-WT-RP
CXCR3-KO-FP
CXCR3-KO-RP

Sequenz

5’- CCC AAG AAG AAG AGG AAG GTG TCC -3’
5’- CCC AGA AAT GCC AGA TAA CG-37

5’- AAG ACC GCG AAG AGT TTG TCC -3’

5’- TAA GCC TGC CCA GAA GAC TCC -3’

5’- AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA -3°
5'-CCATTA TTT CAC AGC AGC ATT GC -3

5’- GCT GAC TCC ATA GTA GCC AG -3’

5’- CCT ATT CCA AGA AGG CCA CACCTCC-3’
5’- GAC TAG CCT GCA AGA GAC AAT ACG -3
5’- AGA ATC ATC CTG GTC TGA GAC AA -3’
5’- AAG ATA GGG CAT GGC AGC TA -3°

5’- CAA GAT GGA TTG CAC GCA G -37

5’- CAT CCT GAT CGA CAA GAC -3’

Quantitative RT-PCR Primer

Bezeichnung
Itgb3 FP
Itgb3 RP
CCL2 FP
CCL2 RP

CCL21 FP
CCL21 RP
CCLS5 FP
CCL5 RP
CD40 FP
CD40 RP
CXCL4 FP
CXCL4 RP
CXCL10 FP
CXCL10RP
E-Selektin FP
E-Selektin RP
GAPDH FP
GAPDH RP
ICAM-1 FP
ICAM-1 RP
IL-1B FP
IL-1B RP
IL-10 FP
IL-10 RP
P-Selektin FP
P-Selektin RP
TNF-alpha FP

Sequenz

5’- AAA ACG CCG TGA ATT GTA CC -3’

5’- GAG TAG CAA GGC CAA TGA GC -3’

5’- TCT GGG CCT GCT GTT CAC -3’

5-GTC TGG ACC CAT TCC TTC CTT C -3’
5’- TTG GGA TCA TCT TGC TGG TG -3’

5’- GCT ATA GGA AGC AAG AACC -3’

5’- GGA GGC CCT TTC CTT TCT TTC C -3°
5’- TGC CCA CGT CAA GGA GTATTT -3’

5’- TCT CTG GGT TGG CAC ACA CTT -3°

5’- GAC TCA GGC GAA TTC TCA GC -3’
5'-CCC TCCTTC TTA ACC CGA AG -3’
5-CTT CTG GGC CTG TTG TTT CT -3°

5’- CCC AGA GGA GAT GGT CTT CA -3’

5’- TGC TGG GTC TGA GTG GGA CT -3’

5’- CCC TAT GGC CCT CAT TCT CAC -3’

5- AGC TAC CCA TGG AAC ACG AC -3’

5’- CGT TAT CCC AGA TGC CAG AT -3’

5- AGA TTG TCA GCA ATG CAT CCT GC -3’
5’- CCT TCT TGA TGT CAT CAT ACT TGG -3’
5’-GAG AGT GGA CCC AACTGG AA -3’

5’- GCC ACA GTT CTC AAA GCA CA -3°

5’- CAG GCA GGC AGT ATC ACT CA -3

5’- AGG TGC TCA TGT CCT CAT CC -3’

5’- CTT GCA CTA CCA AAG CCA CA -3°

5’- TAA GAG CAG GCA GCA TAG CA -3’
5-TCC TGC TAC CCA GGC TTC TA -3°

5’- GGC TGC AGT TCA TGA GAA CA -3

5’- CATC TTC TCA AAA TTC GAG TGA CAA -3’
5’- TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG -3’
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Bezeichnung Sequenz

TNF-alpha RP 5’- TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC -3
5’- AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT -3’

VCAM-1 FP 5’- ACA GAC AGT CCC CTC AAT GG -3°

VCAM-1 RP 5’- GTC ACA GCG CAC AGG TAA GA -3°

4.7 Puffer, Losungen und Medien

Die Losungen und Puffer wurden vor Verwendung steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Dissektionspuffer: 10ml HBSS, 130ul 45% Glucose, 150ul 1M HEPES

MACS-Waschpuffer: 1x PBS, 2mM EDTA

S5x Laemmli Puffer: 28 g/l Glycin, 6 g/l Tris Base, 1 g/l SDS in dH20

L929-konditioniertes Medium:

Konfluente L929-Zellen wurden in 75¢cm? Zellkulturflaschen in 30ml Mikrogliakulturmedium
bei 37°C und 0,5% CO2 im Brutschrank fiir 3-4 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen durch einen 0,2pm Filter filtriert und das Medium bei -20°C in Aliquote weggegefroren.
Die L929-Zellen wurden anschlieBend mit PBS gewaschen, fiir 5 min bei 37°C trypsiniert, 1:10
gesplittet und in neue 75cm? Zellkulturflaschen ausgesit. Nach 3-4 Tagen wurden die
konfluenten L.929-Zellen erneut filtriert und das Medium weggefroren. Nach ca. 15 Passagen

wurden die Zellen eliminiert.

Makrophagenmedium: RPMI-Medium, 20% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin

Mausmedium: RPMI-Medium, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% HEPES,
1% L-Glutamin, 10 pg/ml B-Mercaptoethanol

Mikroglia-/Astrozytenkulturmedium:
DMEM (4,5 mg/l Glucose), 1% Penicillin/Streptomycin, 20% FKS
10x modifiziertes PBS: 20ml 10x PBS, 0,2g D-Glucose, 0,07g NaHCO3

4% Paraformaldehyd: 20g PFA in 250ml dH20 bei 50°C fiir 30 min 16sen, NaOH-Plétzchen
zufligen bis PFA aufgelost, 250ml 0,2M PB, pH 7,4
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0,2M Phosphatpuffer (PB): 21,8 g/l Na2HPOs4, 6,4 g/l NaH2PO4in dH20, pH 7,4

1x PBS: 9,6 g/l PBS in dH20

10% Polyacrylamid-Sammelgel:
0,33ml Rotiphorese® Gel 30, 0,4ml 0,625M Tris HCI (pH 6.8),

0,4ml 0,5% SDS in 0,87ml dH20 I5sen + 2 pl TEMED, 10 pl APS

10% Polyacrylamid-Trenngel:
2ml Rotiphorese® Gel 30, 1,2ml 1,88M Tris HCI (pH 8.8), 1,2ml 0,5%
SDS in 1,6ml dH20 16sen + 5ul TEMED, 30 ul 10% APS

Producer-Cell-Medium (PCM):
DMEM (4,5mg/l Glucose), 20% FKS, 1% L-Glutamin,

1% Penicillin/Streptamycin

4x SDS Probenpuffer: 200mM Tris HCI (pH 6.8), 8% SDS, 0,4% Bromphenolblau,
40% Glycerin, 400mM DTT

50x Tris-Acetat-EDTA (TAE):
242 ¢/l Tris-HCL, 57,1 ml/l Essigsdure, 100 ml/l EDTA (0,5M) in
dH20 16sen, pH 8

50mM Tris-buffered saline (TBS):
6,61 g/l Tris HCI, 0,97g/1 Tris Base in dH20 16sen, pH 7,4, 9 g/l NaCl

Waschmedium fiir die Th17-Zelldifferenzierung:
RPMI-Medium, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% HEPES

Western Blot Transfer Puffer:
200 ml/1 5x Laemmli Puffer, 200 ml/1 Methanol in dH20 16sen

Stock Isotonic Percoll (SIP):
36ml Percoll, 4ml 10x modifiziertes PBS
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4.8 Antikorper

Antikorper fur die Zellkultur

Spezifitit Klon Herkuntft
Anti-mouse CD28 37.51 eBioscience, San Diego (USA)
Anti-mouse CD3e 145-2C11  eBioscience, San Diego (USA)

Immunhistochemische Antikérper

Spezifitat Verdiinnung Herkunft
Primirantikorper
anti-CD11b 1:250 (Mikroglia) AbD Serotec, Oxfordshire (GB)

1:500 (Makrophagen)
anti-CD45 1:200 BD Biosciences, Heidelberg, (Dtl.)
anti-GFAP 1:1000 Zymed Laboratories, Kalifornien (USA)
anti-GFP rb 1:200 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
anti-GFP rat 1:200 Nascalai testque, Kyoto (Japan)
anti-ibal rabbit 1:200 Wako, Neuss (Dtl.)
anti-NeuN rabbit 1:200 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
po65 rabbit 1:500 Santa Cruz, Heidelberg (Dtl.)
Sekundirantikorper
Alexa 488 donkey anti-rabbit 1:250 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
Alexa 488 donkey anti-rat 1:250 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
Alexa 594 donkey anti-rabbit 1:250 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
Alexa 594 goat anti-rat 1:250 Invitrogen, Karlsruhe (Dtl.)
biotinylierter goat anti-rabbit 1:200 Vector Laboratories, Karlifornien (USA)

FACS-Antikorper (Bezug Uber BD Biosciences, Heidelberg, Dtl. oder BioLegend, Fell, Dtl.)

Spezifitat gekoppeltes Klon Isotyp Verdiinnung
Fluorophor
B220 PE RA3-6B2 Rat IgG2a, € 1:400
CDIl11b APC M1/70 Rat IgGab, 1:400
CDl11b BV M1/70 Rat IgGob, « 1:200
CDI11b PerCP Cy5.5 M1/70 Rat IgGab, 1:200
CD115 PE AFS98 Rat IgGza, € 1:200
CD16/CD32 - 93 Rat IgGaa, A 1:400
CD183 (CXCR3) BV 173 Armenian 1:200
Hamster IgG
CDh4 APC RM4-5 Rat IgG2a, € 1:400
CDh4 FITC GK1.5 Rat IgGaw, 1:200
CDh4 PE GK1.5 Rat IgGow, 1:200
CD45 FITC 30-F11 Rat IgGaw, 1:200
CD45 PerCP Cy5.5 30-F11 Rat IgGov, x 1:200
CD45 PB 30-F11 Rat IgGab, 1:200
CD45 V500 30-F11 Rat IgGab, 1:200
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Spezifitat gekoppeltes Klon Isotyp Verdiinnung
Fluorophor
CD8 PE 53-6.7 Rat IgG2a, € 1:200
CD8 PE Cy7 53-6.7 Rat IgGaa, € 1:400
c-kit (CD117) APC 2B8 Rat IgGap, 1:200
IFNy APC XMG1.2 Rat IgGi, x 1:200
IL-17A PE TC11-18H10.1 Rat IgGi1, 1:200
Ly6C APC Cy7 HK1.4 Rat IgGac, € 1:200
Ly6C FITC HK1.4 Rat IgGaze, € 1:400
Ly6G FITC 1A8 Rat IgGaa, € 1:200
Ly6G PB 1A8 Rat 1gG2a, € 1:400
Ly6G PE Cy7 1A8 Rat IgGaa, € 1:200
Sca-1 BV D7 Rat 1gG2a, € 1:200
Sca-1 PE D7 Rat IgG2a, © 1:200
Streptavidin PE-Cy7 - - 1:200
Terl19 PE TER-119 Rat IgGab, 1:200
Vbetall TCR FITC RR3-15 Rat IgGov, x 1:200

Antikorper far Western Blot

Spezifitat Klon Herkunft
mouse-anti-human IKK?2 10AG2 Imgenex, Kalifornien (USA)
goat-anti-mouse Actin I-19 Santa Cruz, Kalifornien (USA)

4.9 Mausstimme und Zelllinien

Mauslinie Herkunft

C57BL/6 Charles Rivers Laboratories, Sulzfeld (Dtl.)

C57BL/6 2d2 tdRFP  Infante-Duarte, Charité Universitdtsmedizin Berlin (Dtl.)

B-Actin EGFP Dr. Schuchmann, Charité Universititsmedizin Berlin (Dtl.)123¢

CerTN L15 LysM“RFP Infante-Duarte, Charité Universititsmedizin Berlin (Dtl.)

CXCR3-KO Kettenmann, Max-Delbriick-Centrum Berlin (Dtl.)

CXCR3-WT Kettenmann, Max-Delbriick-Centrum Berlin (Dtl.)

IKK211 Marco Prinz, Institut fiir Neuropathologie, Universitétsklinikum
Freiburg (Dtl.)

LysMCre Marco Prinz, Institut fiir Neuropathologie, Universitétsklinikum
Freiburg (Dtl.)

LysMCre Rosa26'"f?  eigene Verpaarungen (Priller, Institut fiir Molekulare Psychiatrie,
Charité Universititsmedizin Berlin, Dtl.)

Rosa26'RFP Hans Jorg Fehling, Institut fiir Inmunologie, Universititsklinikum
Ulm (Dtl.)12*7
Zelllinie Herkunft

GP+ES86 (Retrovirale = Derek A. Persons, St. Jude Children’s Hospital, Tennessee (USA)
Produzerzellen)
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4.10 Anasthesie

Die Méuse wurden durch eine Inhalationsnarkose (4% Isofluran in 100% Sauerstoff) mit

anschlieBender i.p.-Injektion von 50 mg/kg Ketamin und 7,5 mg/kg Xylazin in 0,9%-iger

Natriumchloridlésung betdubt.

4.11 Computerprogramme

Programm

FACS Diva

FCAP Array Analysis
FlowJo

GraphPadPrism 5

Imagel

LightCycler Data Analysis
Microsoft Office

Primer 3

Stereo Investigator
TINA 2.0
UCSC Genome Bioinformatics

Intas GDS? Geldokumentation

QCapture Pro 7

Firma

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

BD Biosciences, Heidelberg (Dtl.)

TreeStar Inc., Oregon (USA)

GraphPad Software Inc., Kalifornien (USA)
National Institutes of Health, Maryland (USA)
Roche Diagnostics, Mannheim (Dtl.)

Microsoft, Washington (USA)

Whitehead Institute for Biomedical Research,
Massachusetts (USA)

MicroBrightField, Magdeburg (Dtl.)

Raytest GmbH, Straubenhardt (Dtl.)

Center for Biomolecular Science & Engineering,
Kalifornien (USA)

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen
(Dtl.)

QImaging, British Columbia (Kanada)
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 DNA-Extraktion fiir die Genotypisierung
Fiir die Genotypsierung der Versuchstiere wurde aus Ohr- oder Schwanzspitzenbiopsien die
chromosomale DNA mittels RED Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit nach Herstellerangaben

extrahiert und anschlieBend durch eine entsprechende PCR analysiert.

5.1.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Genotypsierung wurden jeweils Sul Gewebeextrakt (5.1.1) verwendet und die Primer
(4.6) in einer Endkonzentration von 0,3-0,5uM in 20ul Reaktionsvolumen eingesetzt. Die
unterschiedlichen PCR-Programme sind in Abbildung 6 dargestellt.

Fiir die Genotypisierung der LysMCre IKK2 Mause wurde fiir die Gene LysM und Cre eine
Multiplex-PCR durchgefiihrt, wobei die Primer NLSCre-FP, Cre§8-RP sowie LysM-FP und
LysM-RP gemeinsam in die PCR eingesetzt wurden. Das tdRFP Gen der Rosa26'"*? Miuse
wurde mit den Primern HL15, HL54 und HL152 in einer PCR nachgewiesen. Fiir die
Genotypsierung der CXCR3 Miuse mussten jeweils zwei PCRs durchgefiihrt, um entweder das
Cxcr3-Gen oder den knockout von Cxcr3 nachzuweisen. Die zu erwartenden PCR-

Produktgréfen sind in Abbildung 7E aufgelistet.

LysMCre Tkk2 1dRFP
Temperatur  Dauer  Zyklen Temperatur ~ Dauer  Zyklen Temperatur ~ Dauer  Zyklen
94°C 3 min. 1x 94°C 3 min. 1x 94°C 3 min. 1x
94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s
58°C 30s 30x 64°C 30s 30x 55°C 30s 30x
72°C 60 s 72°C 40 s 72°C 40s
72°C 10 min. 1x 72°C 10 min. Ix 72°C 10 min 1x
4°C o0 4°C oo 4°C o0
Cxcr; - wit Cxcr; - ko
Temperatur  Dauer  Zyklen Temperatur ~ Dauer  Zyklen
94°C 3 min. 1x 94°C 2 min. 1x
94°C 45s 94°C 60s
62°C 30s 30x 64°C 60s 30x
72°C 90 s 72°C 60 s
72°C 10 min. Ix 72°C 5 min. 1x
4°C 0 4°C o0

Abbildung 6 PCR-Programme fiir die Genotypisierung von LysM, Cre, Ikk2, tdRFP, Cxcr3-wt
und Cxcr3-ko.
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5.1.3 Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurde in einem 1%-igen Agarosegel (1g Agarose in 100ml TAE + 2ul
GelRED™) bei 100V fiir 30-60 min aufgetrennt und die Banden unter UV-Licht detektiert. Die
GroBenbestimmung der Banden erfolgte anhand von 50bp oder 100bp Markern (Abbildung 7).

A Marker LysMCre E Gen zu erwartende
S0bp  H,0 he  ho R G i
LysM 436bp
Cre 512bp
wildtyp Jkk2 244bp
B Marker Ixk2 gefloxtes Tkk2 346bp
bp  50bp H,0  wt/wt fl/wt fI/fl .
P tdRFP wildtyp 209bp
tdRFP homozygot 301bp
Cxer3 wildtyp 459bp
C  Marker (dRFP Cxr3 knockout 255bp

50bp  H,0

D  Marker Cxcr3

bp  100bp  wt ko  H,0
500
400
300

200

Abbildung 7 Genotypisierung der LysMCre IKK2 (A und B), LysMCre Rosa26"®*? (A und
C), CX;3CR3-WT und -KO (D) Tiere. Genomische DNA wurde aus Ohr- oder Schwanzspitzen-
biopsien isoliert, die zu untersuchenden Genfragmente mittels PCR und entspre-chenden Primern
amplifiziert und die PCR-Produkte im Agarosegel nach ihrer GroBe aufgetrennt. Zur Groflen-
bestimmung wurden 50bp bzw. 100bp DNA-Marker verwendet. E) Zu erwartenden PCR-
ProduktgroBen. wt: wildtyp, ko: knockout, he: heterozygot, ho: homozygot, fl: gefloxt.
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5.1.4 RNA-Priparation aus Organen, DNase-Verdau und cDNA-Generierung

Fiir die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) wurden die Tiere andsthesiert und transkardial
mit kaltem PBS perfundiert. Das Riickenmark bzw. die Gehirne wurden pripariert und die
einzelnen Gehirnregionen (Hirnstamm mit Fazialiskerne, Bulbus Olfactorius, Cerebellum,
Kortex; Abbildung 9) in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die RNA
wurde mit Hilfe des RNeasy Plus Mini Kits nach Herstellerangaben aus den einzelnen
Gehirnregionen bzw. dem Riickenmark isoliert und die RNA-Konzentration mit Hilfe des
Nanodrops bestimmt. Anschlieend erfolgte ein DNAse-Verdau. Dazu wurden 0,5-2ug RNA
mit zwei Einheiten RQ1 DNAse in DNase Reaktionspuffer fiir 30 min bei 37°C verdaut. Die
Reaktion wurde durch 10-mintitige Inkubation mit 3,511 RQ1 DNase Stop Losung bei 65°C
abgestoppt. Es wurden jeweils 2ul Dnase-verdaute RNA pro Probe weggefroren und die
restliche RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die DNase-verdaute RNA zunéchst mit
6uM Random hexamer Primern fiir 10 min bei 70°C inkubiert und anschlieend auf Eis gestellt.
dNTPs (jeweils 0,5uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 1ul M-MLV Reverse Transkriptase
in M-MLV Buffer in einem Endvolumen von 40ul wurden zugefiigt und die cDNA-Synthese
erfolgte iiber das folgende PCR-Programm: 5 min bei 21°C, 1 h bei 37°C, 5 min bei 95°C. Um
die erfolgreiche cDNA-Synthese zu iiberpriifen wurde im Anschluss eine GAPDH-PCR
durchgefiihrt, wobei die zuvor eingefrorene DNase-verdauten RNA-Probe als Negativkontrolle
(zum Ausschluss einer Kontamination mit genomischer DNA) mitgefiihrt wurde. Es wurde der
in Tabelle 1 dargestellte PCR-Ansatz und Thermocycler-Programm verwendet und die PCR-
Produkte anschlieBend in einem 1%-igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dabei
lieferte die GAPDH-PCR ein 348bp grofles PCR-Produkt bei den cDNA-Proben, bei den RNA-
Proben jedoch nicht.

Tabelle 1 Ansatz (A) und Thermocycler-Programm (B) fiir die GAPDH-PCR

A Reaktionskomponenten  Volumen B Temperatur Dauer Zyklen
10x PCR-Puffer 2ul 95°C 2 min 1x
dNTPs (10mM) 0,5ul 95°C 30s
MgClL, (25mM) 1,2ul 63°C 30s 40x
Primer (10pM) je lul 72°C 30s
Taq-Polymerase 2U/ul)  0,2ul 72°C 5 min Ix
RNA/cDNA 1,5ul 4°C s
Rnase-freies Wasser 12,6ul
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5.1.5 Quantitative Real-Time PCR

Die qRT-PCR wurde mittels LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I Kit nach
Herstellerangaben im LightCycler 2.0 durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 2ul cDNA
zusammen mit den Pimern fiir das zu untersuchende Zytokin, Chemokin oder
Adhésionsmolekiil (siehe 4.6), in Anwesenheit des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green I, in
die PCR-Reaktion eingesetzt (Tabelle 2). Von jeder Probe wurden Doppelbestimmungen
durchgefiihrt.

Tabelle 2 Reaktionsansatz fiir die quantitative RT-PCR

Reaktionskomponenten ~ Volumen

MgCl, 0,8 —24ul
Primer (10puM) je 0,5ul

LC Fast Start 2ul

cDNA 2ul

Rnase-freies Wasser Endvolumen 20pl

Die Magnesiumchloridkonzentrationen sowie die Reaktionsbedingungen variierten zwischen
den untersuchten Molekiilen und sind in Tabelle 3 dargestellt. SYBR-Green I interkaliert
wihrend der PCR-Reaktion in die doppelstringige DNA, so dass die Amplifikatmenge
proportional zum Fluoreszenzsignal ist und nach jedem Elongationsschritt gemessen wurde.
Die Spezifitit der Primer und damit des gebildeten Amplifikates, wurde iiber eine
angeschlossene Schmelzkurvenanalyse bestimmt. Die PCR-Produkte wurden am Ende
gelelektrophoretisch (siehe 5.1.3) auf ihre GroBe hin kontrolliert.

Fiir die relative Quantifizierung der Expressionsniveaus der untersuchten Zytokine, Chemokine
und Adhésionsmolekiile, wurden die Ergebnisse jeweils mit denen des Housekeeping-Gens

Gapdh als Referenzwert normalisiert.
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Tabelle 3 Light-Cycler Reaktionsbedingungen und MgCl,-Konzentrationen in der qRT-

PCR
A Za)lill;:;ll- AR temf)iee:z-ltur Dauer TI:rI:lin)tei(l;ztslll':te Erfﬁ(s)stilunsgs-
Pre-Inkubation
1 95°C 10 min 20°C/s -
Amplifikation fiir Quantifizierung
45 Denaturierung 95°C 15s 20°C/s -
Annealing [A] [B] 20°C/s -
Extension 72°C [C] 20°C/s 1x
Abstoppen [D] 0s 20°C/s
Schmelzkurve
1 Denaturierung 95°C 0s 0,05°C/s -
Annealing 70°C 15s 20°C/s -
Schmelzen [E] 0s 20°C/s kontinuierlich
Kiihlen
1 40°C 30s 20°C/s -
Molekiil HEELE A] [B] [C] D] [E]
Konzentration
CCL2 2,4ul 66°C 5s 10s 84°C 95°C
CCL5 2,4ul 60°C 10s 15s 84°C 95°C
CCL21 1,6pul 63°C 10s 15s 87°C 95°C
CD40 2,4u1 60°C S5s 10s 86°C 95°C
CXCL4 2,4ul 63°C 10s 15s 87°C 95°C
CXCL10 1,6pul 65°C 10s 15s 86°C 98°C
E-Selektin 2,4ul 60°C S5s 10s 82°C 95°C
GAPDH 2,411 63°C 10s 15s 87°C 95°C
ICAM-1 0,8ul 60°C 10s 15s 83°C 95°C
IL-1B 2,4u1 60°C 10s 15s 83°C 95°C
IL-10 2,4u1 68°C 10s 15s 84°C 98°C
Itgb3 1,6ul 60°C 5s 10s 86°C 98°C
P-Selektin 2,4ul 60°C 10s 15s 82°C 95°C
TNF-a 2,4ul 68°C 5s 10s 87°C 95°C
VCAM-1 2,4ul 60°C 5s 10s 82°C 95°C
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5.2  Zellbiologische Methoden

5.2.1 Organpriparation und Zellisolation

Fiir die Isolation der Leukozyten aus unterschiedlichen Geweben erfolgten alle Zentrifugations-
und Waschschritte, sofern nicht anders angegeben, in PBS bei 1200rpm fiir 10 min und 4°C.
Alle verwendeten Losungen waren stets auf 4°C vorgekiihlt. Die Zellzahl der resuspendierten

Zellen wurde anschlieBend mit Tiirks Losung in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt.

Die Milz euthanasierter Tiere wurde operativ entfernt und zunichst durch ein 100pum und
anschlieBend durch ein 40pm Sieb gedriickt. Das Blut wurde aus der Vena cava von betdubten
Maiusen mit Hilfe einer mit Citrat benetzten Spritze abgenommen und die Tiere anschlieend
durch zervikale Dislokation getdtet. Die Erythrozyten in Milz und Blut wurden nach einem
Waschvorgang mit Hilfe des Pharm Lyse™ Puffers fiir 10 min bei RT lysiert. Das Abstoppen
der Erylyse erfolgt durch Zugabe eines Uberschusses an Dulbecco’s PBS mit 2% FKS. Im
Anschluss folgten ein Zentrifugations- sowie zwei Waschschritte.

Die mesenterialen Lymphknoten euthanasierter Mause wurden entfernt, zunichst durch ein
100pm und anschlieend durch ein 40um Zellsieb gedriickt und in PBS gewaschen. Wurde
eine groBere Zellzahl benétigt, wurden zusitzlich die inguinalen, axialen und brachialen
Lymphknoten prépariert.

Knochenmarkzellen wurden mit Hilfe einer 24G Kaniile aus dem préiparierten Femur und Tibia
mit PBS + 2% FKS gespiilt, die Zellen durch ein 70um Zellsieb gedriickt, gewaschen und in
PBS + 2% FKS resuspendiert. Die Tiere wurden fiir die Zellisolation zuvor durch zervikale
Dislokation getdtet und in 70%-igen Ethanol gelegt.

Fir die Isolation der Leukozyten aus dem Riickenmark wurde die Wirbelsdule des
euthanasierten Tieres frei prépariert und an beiden Enden durch einen Schnitt erdffnet.
Anschliefend wurde das Riickenmark mit einer am distalen Ende fixierten 24G Kaniile
herausgespiilt und in Dissektionspuffer {iberfiihrt, bevor es durch ein 70um Zellsieb gedriickt
wurde. Es folgte ein Zentrifugationsschritt. AnschlieBend wurde das Pellet in Sml 25% (v/v)
Percoll in SIP-Losung resuspendiert. In einem 15ml Zentrifugationsrohrchen wurde dieses
Gemisch auf 5ml 75% (v/v) Percoll in SIP-Losung pipettiert und mit 1ml kaltem PBS als
weitere Phase {liberschichtet. Es folgte eine 25-miniitige Zentrifugation bei 800g und 4°C, wobei
die kleinstmdgliche Beschleunigung gewéhlt und die Bremse ausgeschaltet wurde, um die

Zellen im Dichtegradienten aufzutrennen. Die Leukozyten in der Interphase zwischen 75% und
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25% Percoll wurden mit Hilfe einer Pipette abgenommen, gewaschen und die Zellzahl
bestimmt.

Die Leukozytenisolation aus dem Gehirn erfolgte dhnlich wie beim Riickenmark, jedoch mit
einem zusitzlichen enzymatischen Verdau. Dazu wurde das Gehirn nach seiner Préparation in
kleine Stiicke geschnitten und in 15ml RPMI-Medium + 20% FKS + 0,75mg Collagenase
(125 CDU/mg) + 0,026mg DNase I (spezifische Aktivitdt 2,000 U/mg) fiir 30 min bei 37°C
auf einem Schiittler inkubiert. Zwischendurch wurden die Gehirnstiicke mechanisch mit Hilfe
des gentleMACS™ Dissociator in C Tubes weiter zerkleinert. Der enzymatische Verdau wurde
durch Zugabe von PBS + EDTA in einer Endkonzentration von 10mM abgestoppt, das Gewebe
durch ein 70um Zellsieb gegeben, in PBS gewaschen und anschliefend in 25% Percoll
aufgenommen. Die Auftrennung der Einzelzellsuspension im Dichtegradienten erfolgt analog

zum Rickenmark.

5.2.2 Priparation von Mikroglia, Makrophagen und Astrozyten

Primére Mikrogliazellen und Astrozyten wurden aus den Gehirnen von 1-3 Tage alten Miusen
isoliert. Dazu wurden die Gehirne entnommen, die Meningen unter einem Stereomikroskop
entfernt und das Gehirn durch auf- und abpipettieren zerkleinert. AnschlieBend wurde es in
10ml Mikrogliakulturmedium in einer 75cm? Zellkulturflasche iiberfiihrt und bei 37°C und
0,5% CO2 fiir 9-12 Tage inkubiert. Nach zwei Tagen war am Flaschenboden bereits ein
adhirenter Astrozytenlayer erkennbar, der mit kaltem PBS gewaschen und mit 10ml frischem
Mikrogliakulturmedium weiter inkubiert wurde. An Tag 9-12 wurde das Medium durch 10ml
Mikrogliakulturmedium + Sml L929-konditioniertes Medium ersetzt. L929 Mausfibroblasten-
konditioniertes Medium enthdlt M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), welches die
Proliferation und das Uberleben von Mikroglia, Makrophagen und Granulozyten fordert. Nach
drei Tagen wurden die primédren Mikrogliazellen, die auf dem Astrozytenlayer gewachsen
waren, auf einem Zellkulturshaker im COz-Inkubator fiir 30-60 min bei 200 rpm abgeschiittelt.
Das Medium, welches die Mikrogliazellen enthielt, wurde abgenommen, zentrifugiert (300g,
10 min, 4°C) und das Zellpellet in Mikrogliakulturmedium resupendiert. Die Zellen wurden
gezdhlt, in well-Platten ausgesit und nach 30-miniitiger Inkubation das Medium erneuert.

Die Astrozytenkultur wurde wihrenddessen mit 10ml Mikrogliakultur- und 5ml L929-
konditioniertem Medium versetzt und nach 3-4 Tagen erfolgte ein erneutes Abschiitteln von
Mikrogliazellen. Dieser Vorgang erfolgte insgesamt dreimal. Nach dem letzten Abschiitteln der

Mikroglia wurden die Astrozyten in PBS gewaschen, fiir 5 min bei 37°C trypsiniert und in 10ml
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Zellkulturmedium gewaschen. Nach Zentrifugation bei 300g und 4°C fiir 10 min wurden die
Zellen ebenfalls gezéhlt und in 6 well-Platten ausgesit.

Makrophagen wurden durch eine peritoneale Lavage aus 8-12 Wochen alten Maiusen
gewonnen. Dazu wurden diese in Isoflurannarkose durch zervikale Dislokation getdtet und
anschlieBend 5ml kaltes Makrophagen-Kulturmedium ins Peritoneum injiziert. Nach einer 5-
miniitigen Massage wurde das Peritoneum erdéffnet und das Medium mit einer 2ml Pipette
herauspipettiert. Fiir die Erythrozytenlyse wurde die Zellsuspension 1:1 mit dH20 versetzt und
nach 5 s durch Zugabe von 30ml PBS + 2% BSA abgestoppt. Nach Zentrifugation der Zellen
fiir 10 min bei 300g und 4°C wurden sie in Makrophagen-Kulturmedium resuspendiert und in

6-well-Platten ausgesit. Nach 2 h wurde das Medium erneuert.

Die Reinheit der primdren Mikroglia, Makrophagen und Astrozyten wurde immunzyto-
chemisch durch geeignete Marker (CD11b als Mikroglia-Makrophagen Marker, GFAP fiir
Astrozyten) iiberpriift.

5.2.3 Retrovirale Tranduktion von Knochenmarkzellen

Die retrovirale Transduktion von Knochenmarkzellen mit dem Markergen GFP wurde wie in
Huck et al. (2015) beschrieben, durchgefiihrt.[>3®! In Kiirze: Knochenmarkzellen wurden aus 8-
12 Wochen alten CXCR3-KO oder CXCR3-WT Tieren isoliert (siehe 5.2.1), denen drei Tage
zuvor intraperitoneal 5-Fluoruracil (5-FU; 150mg/kg Korpergewicht) verabreicht wurde. Die
isolierten Knochenmarkzellen wurden mit 50ng/ml IL-6, 20ng/ml IL-3 und 50ng/ml rSCF fiir
48h bei 35°C und 5% CO2 in PCM préstimuliert. An Tag 5 wurden die Knochenmarkzellen mit
zuvor kultivierten und mit 12 Gy bestrahlten GP+E86 viralen Producer-Zellen (in PCM mit
50ng/ml IL-6, 20ng/ml IL-3, 50ng/ml rSCF und 6pg/ml Polybrene) inkubiert. Nach 48h wurde
die Transduktionsrate der nicht adhdrenten Zellen durchflusszytometrisch bestimmt
(Abbildung 8) und jeweils 5x10° retroviral transduzierte Knochenmarkzellen adoptiv in zuvor

ganzkdrperbestrahlte Empfangertiere transferiert.
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Abbildung 8 Durchflusszytometrische Kontrolle der retroviralen GFP-Transduktion von
Knochenmarkzellen

Zusitzlich  wurden  die  retroviral  transduzierten = Knochenmarkzellen  einem
Methylzelluloseassay unterzogen, um die Fahigkeit zur Bildung von Kolonien zu iiberpriifen.
Dazu wurden jeweils 25.000 Zellen in DMEM-Medium auf aufgetaute Methylzellulose gesetzt
und bei 1200rpm auf einem Minishaker gelegt. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 48h im
Brutschrank in Peptrischalen inkubiert, bevor der Differenzierungsgrad unterm Mikroskop

tiberpriift wurde.

5.2.4 Generierung von Knochenmarkchiméren

Nach einer kurzen Isofluran-Anisthesie wurden die 8-12 Wochen alten Donorméause durch
zervikale Dislokation getotet. AnschlieBend erfolgte die Knochenmarkisolation unter sterilen
Bedingungen aus Tibia und Femur (siehe 5.2.1). Nach Aufreinigung und Zellzdhlung wurden
die Zellen in die zuvor kopf- bzw. ganzkorperbestrahlten 8-12 Wochen alten Empfangertiere
transplantiert. Dabei wurden jeweils 2x107 Zellen intravends iiber die Schwanzvene injiziert.
Die Bestrahlung erfolgte in Ketamin-Xylazin-Narkose am Max-Planck-Institut fiir
Infektionsbiologie (Charité Berlin) mit einer Gesamtdosis von 3 bzw. 11 Gy, wobei bei der
fokalen Kopfbestrahlung der Rest des Korpers mittels einer 3cm dicken Bleiabschirmung

geschiitzt wurde (Abbildung 21A).

5.2.5 Kerntranslokation der NF-kB Untereinheit p65
200.000 primére Mikrogliazellen/well wurden auf Glasscheiben mit 12mm Durchmesser in 24-

well Platten ausgesdat und fiir einen Tag kultiviert, bevor das Medium gewechselt wurde.
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Die Stimulation der Zellen erfolgte in Triplikaten mit 1 pg/ml LPS fiir 30 min im Brutschrank
bei 37°C und 5% COz. Nach Inkubation der Zellen mit bzw. ohne LPS wurden sie mit PBS
gewaschen, fiir 10 min mit 4% PFA fixiert, und nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS

immunzytochemisch gefarbt (5.3.2).

5.3 Histologische Methoden

5.3.1 Organpriparation und Anfertigung von Kryoschnitten

Zur Gewinnung von Material fiir die Immunhistochemie ist es notwendig eine transkardiale
Perfusionsfixierung vorzunehmen. Dazu wurden die anédsthesierten Maéuse zunichst
transkardial mit 30ml kaltem PBS und anschlieend mit 30ml 4% Paraformaldeyd in PBS
perfundiert und die préparierten Organe in 30% Sucrose + 0,05% Natriumazid bei 4°C
equilibriert.

War es aufgrund des Versuchsautbaus nicht méglich die Tiere mit PFA zu perfundieren, so
wurden die Organe fiir die Histochemie nach Perfusion mit 30ml kaltem PBS entnommen und
fir 24-48 h in 4% PFA nachfixiert. Anschlielend wurden sie in 30% Sucrose + 0,05%
Natriumazid bei 4°C equilibriert.

Die Organe wurden am Kryostaten in 20-30um dicke Schnitte geschnitten und anschlieend
gefarbt, oder bei -80°C gelagert. Fiir die immunhistologischen Farbungen wurden die Schnitte
auf Objekttrager gezogen oder free-floating in 24-well Platten gefarbt.

Abbildung 9 zeigt die Lage der in dieser Arbeit untersuchten Gehirnregionen.
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Abbildung 9  Schematische Ubersicht eines Mausgehirns mit fiir diese Arbeit relevanten
Gehirnstrukturen (A). Die einzelnen Strukturen in den Coronalschnitten wurden mit
Acetylcholinesterase (AChE) oder einer Nissl-Farbung sichtbar gemacht (B). Abbildungen verdndert
aus The Mouse Brain Stereotaxic Coordinates.**”

5.3.2 Immunbhistologische Gewebefirbung

GFP-, Iba-1-, CD45-, CD11b-, NeuN-, GFAP, CXCL10, p65-, DAPI- Fluoreszenzfarbung
Die coronalen Organschnitte wurden zunéchst 30 min mit 50mM TBS + 0,3% Triton X-100
gewaschen, anschlieend in 20% Normal Donkey/Goat Serum und 0,3% Triton X-100 in 50mM
TBS fiir 1 h bei RT geblockt. Die Inkubation mit den Primérantikdrpern (Antikdrper und
Verdiinnungen siche 4.8) in 300ul 50mM TBS + 0,3% Triton X-100 + 1% Serum erfolgte {iber
Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen der Schnitte fiir je 10 min in 50mM TBS bei RT,
wurden sie mit den Sekunddrantikorpern (siehe 4.8) in 300ul 50mM TBS + 0,3% Triton X-100
und 1% Serum bei RT fiir 4 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut dreimal fiir
je 10 min in 50mM TBS auf einem Schiittler bei RT gewaschen und die Zellkerne mit DAPI
(Verdiinnung 1:10.000 in 50mM TBS) fiir 5 min bei RT gefirbt. Uberschiissige Reagenzien
wurden erneut abgewaschen, free-floating Schnitte auf Objekttriger aufgezogen, und nach
Trocknung in Einbettmedium (FluorSave™) eingedeckelt. Die gefirbten Schnitte wurden unter

einem konventionellem Fluoreszenz- oder konfokalem Laserscanning Mikroskop untersucht.
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Zur Untersuchung der Translokation der NF-kB Untereinheit p65 in den Kern von priméren
Mikrogliazellen wurden ca. 500 ausgeséte Zellen pro Genotyp untersucht und mit Hilfe der
Software MATLAB ausgewertet.

Die Quantifizierung der GFP*-Zellen im Fazialiskern nach Fazialisnerv-Axotomie erfolgte
stereologisch mit einem Leica DMR Mikroskop und der Software Stereo Investigator. Die
GFP*-Zellen wurden dazu in Serien von jedem sechsten 25um Schnitt (in rostrocaudale

Richtung geschnitten) ausgezahlt.

GFP-DAB-Farbung

Fluoreszenzfarbstoffe bleichen bei langer Exposition unter der Lichtquelle schnell aus. Sie sind
daher fiir stereologische Untersuchungen nur bedingt geeignet. Durch Zufiigen von 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) und dessen Oxidation (DAB reagiert mit dem bei der Reaktion der
Peroxidase mit Wasserstoffperoxid entstehenden Sauerstoff) bildet es ein braunes unlosliches
Prézipitat, welches unterm Lichtmikroskop detektierbar ist.

Fiir die Quantifizierung der GFP*-Zellen im Fazialiskern von CXCR3 Knochenmarkschiméren
wurden die 40pm dicken Organschnitte daher DAB gefarbt. Dazu wurden sie wie bei der
normalen Fluoreszenzfarbung zunichst gewaschen, geblockt und iiber Nacht mit dem
Priméarantikdrper GFP-rat inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Schnitte dann mit
dem biotyliniertem goat anti-rat Sekundérantikorper (1:200 in 50mM TBS + 0,3% Triton X-
100 + 3% normal goat serum) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10
min in 50mM TBS auf einem Schiittler, wurden die Schnitte fiir 2 h bei RT mit einem Avidin-
Biotin-Peroxidase Komplex (VECTASTAIN® ABC Kit; 1:100 in 50mM TBS) inkubiert.
Uberschiissige Reagenzien wurden anschlieBend heruntergewaschen (dreimal 5 min in 50mM
TBS), bevor eine Inkubation mit DAB und Wasserstoffperoxid (SIGMAFAST™ DAB
Tabletten) erfolgte. Die Reaktion wurde visuell, bei Erreichen einer Dunkelbraunfarbung der
Schnitte, durch Zugabe eines Uberschusses an 50mM TBS abgestoppt und die Schnitte erneut
dreimal fiir je 10 min in PBS bei RT gewaschen. Die Schnitte wurden anschlieend auf
Objekttrager aufgezogen, liber Nacht getrocknet und mittels aufsteigender Alkoholreihe
(jeweils 1 min in 70%, 96% und 100% Ethanol) dehydriert. Die Fixierung der Schnitte erfolgte
fiir 1 min in Roti-Histol, bevor sie in Roti®-Histokitt eingebettet wurden.

Die Quantifizierung der GFP*-DAB Zellen erfolgte stereologisch mit einem Leica DMR
Mikroskop (20x VergroBerung) und der Software Stereo Investigator. Dabei wurde jeder
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sechste Schnitt des ldsionierten Fazialiskerns ausgezihlt und die Anzahl GFP* Zellen pro mm?

(Zelldichte) bestimmt.

Hamatoxylin-Eosin (HE) - Farbung

Fir die HE-Farbung wurden die 20um groen Riickenmarkschnitte auf Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 10 min in 100% Ethanol
fixiert, liber eine absteigende Ethanolreihe (jeweils 1 min in 96% und 70% Ethanol) rehydriert,
bevor sie mit destilliertem Wasser gewaschen wurden. Die anschlieBende Hdmalaun-Farbung
in Hématoxylin nach Mayer erfolgte progressiv fiir 5-10 min. Nach einem erneuten
Waschschritt in Wasser erfolgte die Blaufarbung der basophilen Zellbestandteile durch
Waschen der Schnitte in 1% NaHCO3 in warmem Leitungswasser fiir 15 min.

Fiir die Gegenfarbung mit Eosin, wobei alle eosinophilen Zellbestandteile rot geférbt werden,
wurden die erneut mit destilliertem Wasser gewaschenen Schnitte fiir 1 min in einer wissrigen
Eosinlésung (0,25g Eosin in 100ml 80%-igem Ethanol) geférbt. Uberschiissige Eosinlésung
wurde durch Spiilen mit Wasser entfernt und die Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe
(jeweils 1 min in 70%, 96% und 100% Ethanol) dehydriert. Die Fixierung der Schnitte erfolgte

fiir 5 min in Roti-Histol, bevor sie in Roti®-Histokitt eingebettet wurden.

Luxol Fast Blue/Kresylviolett-Farbung

Zur Visualisierung der Demyelinisierung im Riickenmark der EAE-Tiere wurden die 20um
Schnitte zunichst iiber Nacht in 70% Ethanol inkubiert, bevor die Hydratisierung in 95%
Ethanol erfolgte. AnschlieBend wurden die Schnitte iiber Nacht bei 56°C im Ofen in 0,1% Luxo!
Fast Blue Losung (0,1g Luxol Fast Blue + 100ml 95% Ethanol + 0,5ml Essigsédure) inkubiert.
Uberschiissige Firbelosung wurde durch Waschen in 95% Ethanol und anschliefend in
destilliertem Wasser entfernt. Die Differenzierung der Farbung erfolgte in 0,05%
Lithiumcarbonatldsung mit einem angeschlossenen Bad in 70% Ethanol fiir jeweils 30 s. Nach
dem Waschen der Schnitte in destilliertem Wasser wurde die Farbung mikroskopisch tiberpriift
und gegebenenfalls die Differenzierungsschritte  wiederholt. Nach  vollstdndiger
Differenzierung erfolgte eine Gegenfarbung der Schnitte in 0,1% Kresyl-violettldsung (0,1g
Kresylviolett + 100ml destilliertes Wasser + 10 Tropfen Essigsédure) bei 37°C fiir 30-40 s. Nach
erneutem Runterwaschen iiberschiissiger Féarbelosung wurden die Schnitte 5 min in 95%

Ethanol belassen und die erfolgte Differenzierung mikroskopisch kontrolliert. Die Schnitte
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wurden fiir 10 min in 100% Ethanol entwissert, in Roti-Histol fiir 5 min fixiert und in Roti®-

Histokitt eingebettet.

TUNEL-Farbung und Quantifizierung apoptotischer Zellen

Um den neuronalen Schaden im Gyrus dentatus 24 h nach Meningitis-Induktion zu
quantifizieren, wurden 20um Serienschnitte in der Coronalebene des Gyrus dentatus
(Abbildung 9B) mit dem Kryostaten angefertigt und mit dem ApopTag® Fluorescein In Situ
Apoptosis Detection Kit behandelt. Dabei wurden die Schnitte zundchst mit 1% PFA in PBS
fiir 10 min bei RT fixiert und anschlieBend zweimal fiir je 5 min in PBS bei RT gewaschen,
bevor die Permeabilisierung in einer 2:1 Mischung aus Ethanol und Essigsdure fiir 5 min bei
-20°C erfolgte. Nach erneutem zweimaligem Waschen der Schnitte in PBS fiir je 5 min bei RT,
wurde der Equilibrierungspuffer und 100ul Reaktionslosung (bestehend aus 30% TdT Enzym
und 70% Reaktionspuffer) auf die Schnitte gegeben und diese bei 37°C fiir 1 h inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch 10-miniitige Inkubation in Stop/Wash Puffer
abgestoppt und die Schnitte dreimal fiir je 1 min in PBS gewaschen. Es folgte eine 30-mintitige
Inkubation bei RT mit Anti-Digoxygenin-Alkalischer Phosphatase (62ul Primérantikorper +
68ul Blocking Losung) und anschlieBendem viermaligem Waschen in PBS fiir jeweils 2 min.
Die Zellkerne wurden mit DAPI (Verdiinnung: 1:10.000 in 50mM TBS) bei RT gefirbt, bevor
iiberschiissige Reagenzien erneut abgewaschen und die Schnitte auf Objekttriger gezogen

werden konnten. Nach Trocknung der Schnitte wurden sie in Einbettmedium eingedeckelt.

Bei der TUNEL (7dT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)-Farbung katalysiert das Enzym
TdT (terminale Desoxyribonukleotidyltransferase) die Verkniipfung von Digoxigenin-
markierten dNTPs an die 3’-Hydroxyl-Enden der DNA-Molekiile. Die Inkubation mit Primér-
antikorpern, die gegen Digoxigenin gerichtet und mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt sind,
ermdglichte die Detektion der apoptischen Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop.!?6%!

Die Quantifizierung der apoptotischen Zellen erfolgte stereologisch mit einem Leica DMR
Mikroskop und der Software Stereo Investigator. Dabei wurde jeder sechste Schnitt des Gyrus

dentatus ausgezihlt und die Anzahl apoptotischer Zellen pro mm? (Zelldichte) bestimmt.
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5.4 Immunologische Methoden

5.4.1 Durchflusszytometrische Genotypisierung

Die C57BL/6 2d2 tdRFP Méuse exprimieren hohe Level des transgenen T-Zellrezeptors, der
iiber die Expression von V11 nachgewiesen werden kann. Die Genotypisierung dieser Mduse
erfolgte daher durchflusszytometrisch. Dazu wurde das entnommene und aufgearbeitete Blut
(siehe 5.2.1) mit den FACS-Antikorpern CD4-PE und VB11-FITC gefarbt (siehe 5.4.2). Die

durchflusszytometrische Messung erfolgte mit dem LSR™ II.
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Abbildung 10 Durchflusszytometrische Typisierung transgener C57BL/6 2d2 tdRFP Miuse. Die
isolierten Blutleukozyten wurden mit CD4-PE und VB11-FITC gefirbt und anschlieBend im
Durchflusszytometer analysiert. Das Histogramm zeigt CD42D2" (blaue Linie) und CD42D2"- (rote
Linie) Zellen.

5.4.2 Durchflusszytometrische Firbung und Messung

Fir die FACS (fluorescence activated cell sorting)-Farbung erfolgten alle Wasch- und
Zentrifugationsschritte in eiskaltem FACS-Puffer bei 1200 rpm und 4°C fiir 10 min.

Fiir den Nachweis der Expression von Zelloberflichenmolekiilen wurden zunichst 1x10° bis
1x10° Zellen pro Probe (Aufarbeitung der Organe zu Einzelzellsuspension siehe 5.2.1) in ein
FACS-Rohrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert und anschlieBend in 1ml FACS-Puffer
resuspendiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen mit 50pl Fc Block™ (anti-mouse
CD16/CD32; Verdiinnung 1:100 in FACS-Puffer) fiir 5 min bei 4°C inkubiert, um
unspezifische Bindungen der FACS-Antikorper iiber ihren Fc-Teil zu minimieren.
Anschliefend wurden die Zellen durch Zugabe von 50ul Antikdrper-Mix in FACS-Puffer fiir
30 min bei 4°C im Dunkeln geférbt. Nach einem Waschschritt erfolgte die Fixierung der Zellen
mit 100ul 1% PFA in PBS fiir 8 min bei 4°C. Die fixierten Zellen wurden gewaschen und in
100ul FACS-Puffer bei 4°C bis zur Messung gelagert. Die durchflusszytometrischen
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Messungen erfolgten am FACSCanto™ II, FACSCalibur™, LSR™ II oder dem MACSQuant

und wurden mit Hilfe der FlowJo-Software ausgewertet.

5.4.3 tRFP-Expression in LysMCre'RFP Miusen

Mittels Durchflusszytometrie wurde die tdRFP-Expression in LysMCre' ™" Miusen
untersucht, um daraus Riickschliisse auf die Cre-Expression in verschiedenen Zellpopulationen
schlieBen zu konnen. Dazu wurden die Leukozyten aus Knochenmark, Blut, Milz und dem ZNS
isoliert und anschlieBend, wie unter 5.4.2 beschrieben, gefarbt.

Abbildung 11 verdeutlicht die verwendete Gatingstrategie der untersuchten Zellpopulationen.
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Abbildung 11 Gatingstrategie der tdRFP-exprimierenden myeloiden (CD45°CD11b*) und
nicht-myeloiden (CD45" CD11b") Zellkompartimente. Alle toten Zellen, wurden zundchst im
FSC/SSC Bereich ausgegatet und die tdRFP-exprimierenden Zellpopulationen anschlieBend anhand
ihrer Zelloberflichenmarker mit Hilfe des BD LSR II gemessen. Monozyten (CD45" CD11b* Ly6C™
Ly6G", B), Granulozyten (CD45"CD11b" Ly6C™Ly6G", C) und residente Mikroglia (CD45%™
CD11b", A) wurden dabei im myeloiden Zellkompartiment unterschieden.

5.4.4 Intrazellulire Zytokinfirbung

Fiir die intrazelluldre Farbung der Zytokine IFN-y und IL-17A wurden die Zellen zunichst mit
Hilfe von anti-CD3/anti-CD28 stimuliert. Dazu wurden 96-well-Platten mit 3 pg/ml anti-CD3
und 2,5 pg/ml anti-CD28 iiber Nacht beschichtet und die Zellen fiir 4 h bei 37°C und 5% CO2
darauf inkubiert. AnschlieBend folgte eine FACS-Oberflichenfarbung und die Fixierung dieser
Féarbung mit 1% PFA in FACS-Puffer (siehe 5.4.2). Die Zellen wurden in 1ml BD Perm/Wash-
Puffer gewaschen und durch 15-miniitige Inkubation bei RT in 1ml BD Perm/Wash-Puffer
permeabilisiert. Nach Zentrifugation und Inkubation mit 50ul Fc Block™ (anti-mouse
CD16/CD32; Verdiinnung 1:100 in BD Perm/Wash-Puffer fiir 5 min bei 4°C) wurden die
Zellen durch Zugabe von 50ul Antikorper-Mix in BD Perm/Wash-Puffer fiir 20 min bei 4°C
im Dunkeln gefdarbt. Nach einem Waschschritt wurden die Proben in 100ul FACS-Puffer
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aufgenommen und durchflusszytometrisch am FACSCalibur™ gemessen. Die Messung wurde

anschlieend mit Hilfe der FlowJo-Software ausgewertet.

5.4.5 Zellseparation mittels MACS

Die Zellseparation mittels MACS (magnetic activated cell sorting) erfolgte entweder manuell
mit Hilfe von MS-Séulen nach Herstellerangaben, oder automatisiert mit dem AutoMACS. Die
Methode basiert auf der Kopplung magnetischer Partikel an Antikorper fiir
Zelloberflichenmolekiile. Zellen, die diese Zelloberflichenmolekiile aufweisen, werden
markiert und in einer Sdule, die sich in einem Magnetfeld befindet, zuriickgehalten. So werden

sie von den nicht-markierte Zellen, die durch die Sdule laufen, getrennt.

5.4.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die IL-1B Konzentration im Serum von Méusen nach Meningitis oder EAE wurde mit Hilfe
des Mouse IL-1B/IL-1F2 Quantikine ELISA Kits bestimmt. Die Durchfithrung erfolgte dabei
wie in Scheibe et al. (2012) beschrieben.?*!I Dabei bindet ein Antikdrper, der spezifisch fiir das
gesuchte Antigen ist und an einer Mikrotiterplatte absorptiv gebunden ist, das in der Probe
enthaltene IL-1p. Die anschlieBende Inkubation mit dem Enzym-gekoppelten Zweitantikorper,
der spezifisch murines IL-1B bindet, fiihrt zur Reaktion eines hinzugefiigten
Farbstoffsubstrates. Die Enzymaktivitit wurde im ELISA-Photometer bei 450nm in
Doppelbestimmungen gemessen. Die detektierte Farbintensitit stieg dabei mit der
Konzentration an IL-1p im Serum und wurde mit Hilfe einer zuvor erstellten Standardreihe

(Verdiinnungen bekannter Konzentrationen) berechnet.

5.4.7 Cytometric Bead Array

Zur Untersuchung der Zytokinproduktion bei EAE und Meningitis wurde der T7h1/Th2/Th17
Cytometric Bead Array (CBA) Kit von BD Biosciences nach Herstellerangaben verwendet.
Dieser erlaubt eine gleichzeitige durchflusszytometrische Bestimmung mehrerer Zytokine
durch Markierung der Probe mit Polystyrol-Kiigelchen, die mit einem fluoreszierenden
Farbstoff (PE) und einem spezifischen Antikorper fiir das zu untersuchende Zytokine markiert
sind.[26%]

Die Konzentration von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-o und IFN-y im Serum der EAE-
und Meningitis-Tiere wurde mit dem FACSCalibur™ gemessen und mit der FCAP Array
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Analysis™ Software ausgewertet. Die Fluoreszenzintensitit im Durchflusszytometer gabt dabei
Aufschluss tiber die freigesetzte Zytokinmenge durch Vergleich mit einer zuvor erstellten
Standardkurve mit bekannten Zytokinkonzentrationen.26?!

Fiir die ex vivo Stimulation von Milzzellen aus immunisierten Tieren wurden 96-well-Platten
mit 3pg/ml anti-CD3 und 2,5ug/ml anti-CD28 iiber Nacht gecoatet (37°C, 5% COz2) und die
Zellen anschlieBend fiir 1 h darin inkubiert. Die MOGas-ss Stimulation erfolgte ebenfalls fiir 1h

bei 37°C, 5% CO2mit 12pg/ml Peptid.

5.5 Biochemische Methoden

5.5.1 Proteinextraktion und -quantifizierung nach Bradford

Die Isolation von Mikroglia, Makrophagen und Astrozyten erfolgte wie unter 5.2.2
beschrieben. Die Zellen wurden nach zwei Tagen in Kultur, durch Zugabe von eiskaltem PBS,
mit Hilfe eines Zellschabers geerntet. Es folgte ein 10-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 300g
und 4°C. Anschlieend wurden die Zellen, durch Zugabe von RIPA-Puffer fiir 10 min auf Eis,
lysiert. Die zelluldren Proteine wurden durch 5-miniitige Zentrifugation bei 22000g und 4°C
aus dem Uberstand gewonnen und die Proteinkonzentration photometrisch nach der Methode
von Bradford bestimmt. Dazu wurden 2ul der Probe oder des Standards mit 398ul PBS und
100ul Roti Quant Bradfort Reagent versetzt, 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend die
Absorption bei 595nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der

Regressionskurve des Standards bekannter Konzentration ermittelt.

5.5.2 SDS-PAGE

Fir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde das
Proteinlysat mit 4x SDS Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieSend
auf Eis gestellt. Jeweils 20pug Proteinlysat pro Geltasche wurden in Triplikaten auf ein SDS-
Polyacrylamidgel (7,5%-iges Sammel- und 10%-iges Trenngel) geladen und in 1x Laemmli-
Puffer bei 120V fiir ca. 90 min aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel fiir 1 h bei 15V auf
eine PVDF-Membran transferiert und der erfolgreiche Proteintransfer durch S5-miniitige
Inkubation der Membran mit Ponceau S Losung tliberpriift. Nach dem Wachen der Membran
mit destilliertem Wasser und Blocken mit SuperBlock T20 Blocking Puffer fiir 1 h bei RT,

wurde die Membran {iber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler mit dem Priméarantikdrper (IKK2;
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1:125 in SuperBlock T20) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBS wurde die Membran
fiir 2 h bei RT mit dem HRP-konjugierten anti-rabbit Sekundarantikérper (1:1000) inkubiert.
Die Membran wurde dreimal gewaschen und anschlieBen fiir 1 min mit Western Lightening
Plus ECL Enhanced Chemilumiescene Substrate inkubiert. Die immunreaktiven Banden
wurden mit einer CCD Kamera von Vilber sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der
Proteinexpression erfolgte mit der Software TINA 2.0, wobei Standardkurven fiir IKK2 und

Aktin herangezogen wurden.

5.6 Tiermodelle

Zucht und Haltung der Tiere erfolgten im FEM (Forschungseinrichtungen fiir experimentelle
Medizin; Berlin, Dtl.) unter SPF (spezifisch pathogenfreien) Bedingungen. Kurz vor und
wihrend eines Versuchs wurden die Versuchstiere in der Tierhaltung der Experimentellen
Neurologie der Charité Berlin gebracht. Die Tierhaltung erfolgte in klimatisierten Rdumen mit
einem 12 h hell : 12 h dunkel-Rhythmus. Die Kéfige wurden durch Filterdeckel beliiftet, waren
mit Einstreu aus Holzgranulat ausgelegt und enthielten Enrichment in Form von Rd&hren
und/oder Hauschen. Das Wasser wurde taglich gewechselt und pelletiertes Mausalleinfutter
gereicht.

Die Haltung immunsupprimierter Tiere (zum Beispiel nach Bestrahlung oder Induktion von
EAE) erfolgte in einem IVC- (individuell ventilierte Kéifig) Bereich, wobei alle
Kafigbestandteile, Futter (Spezialdidtfutter SDS VRF1), Einstreu und Wasser autoklaviert
wurden.

Bestrahlte und mit Busulfan-behandelte Tiere wurden vorbeugend iiber vier Wochen oral
mittels des Breitbandantibiotikums Cotrim (28 mg/100ml Sulfamethoxazol und 5,6 mg/100ml
Trimethoprim) gegen Infektionen geschiitzt.

Tiere mit motorischen Handicaps wurde die Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme durch Gabe
von eingeweichtem Trockenfutter, welches tiaglich gewechselt wurde, ermoglicht.

Alle Tierversuche wurden im Voraus vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LaGeSo)
Berlin genehmigt und nach den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten transgenen Mauslinien hatten als genetischen
Hintergrund C57BL/6. Sowohl vor als auch nach den Versuchen wurden die Tiere genotypisiert

(siehe 5.1.1-5.1.3).
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5.6.1 IKK2™e¢, IKK2™*"t TKK2" und LysM*® Miiuse

Fiir den konditionalen Knockout von IKK2 wurden LysMCre Maéuse, die eine Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Lysozyme M (LysM) Promotors exprimieren (generiert
von Clausen et al.)?* I mit IKK2"® Miusen (Klonierung beschrieben von Pasperakis et al.)?4¢]
gekreuzt. Die resultierenden Méuse tragen homozygot gefloxte 7kk2 Allele und zusétzlich die
Cre-Rekombinase in einem (LysMCre™" Ikk2" hier IKK2™*" genannt) oder beiden LysM
Loki (LysMCre™* Ikk2%1, hier als IKK2™°bezeichnet). Aus der Kreuzung von LysMCre und
IKK2"" Tieren entstanden auch Miuse mit gefloxten /kk2 Allelen und LysM-Wildtyp-Loki
(LysMCre”~ Ikk2" hier IKK2"* genannt). Diese dienten genauso wie die generierten LysM*°
Tiere, die homozygot die Cre-Rekombinase exprimieren, aber ungefloxte /kk2 Allele tragen
(LysMCre™"" Ikk2""™, hier als LysM*° bezeichnet), als Kontrollgruppe.

Die Genotypen der Nachkommen wurden mittels PCR aus Schwanzspitzen- oder Ohrbiopsien
ermittelt (5.1.1-5.1.3). Dabei zeigten Tiere, die homozygot fiir Cre im LysM Lokus waren
(LysMCre™") im Agarosegel eine Bande bei 512bp, wihrend eine Bande bei 436bp das intakte
LysM Allee demonstrierte (Abbildung 7A). Das wildtyp 7kk2 Gen wurde durch eine 244bp
groBes PCR-Produkt nachgewiesen, wihrend das gefloxte /kk2 eine 346bp groBle Bande im
Agraosegel lieferte. Bei Vorliegen beider Banden fiir ein Gen lag eine Heterozygotie vor

(Abbildung 7B).

5.6.2 LysMCre'RF? Reportermaus (LysM"RFP)

Um die LysM-Expression in den verschiedenen Organen und Zellpopulationen zu analysieren,
wurden LysMCre Miuse mit ROSA26“RF? Miusen!®>’! gekreuzt. Die resultierenden
LysMCre'"®fF Miuse (in der vorliegenden Arbeit als LysM'RFF Tiere bezeichnet) exprimieren
das Gen fiir tdRFP (tandem dimer red fluorescent protein) im ROSA26 Lokus, welcher
ubiquitir exprimiert wird und eine gute Rekombinationseffizienz aufweist. Abbildung 12
verdeutlicht die von Luche et al. beschriebene Insertion einer Cre-induzierbaren Genkassette in
den ROSA26 Lokus embryonaler Stammzellen von C57BL/6 Miusen.!**”) Dabei ist dem
Reportergen tdRFP ein loxP-flankierender Transkriptionsstopp vorgeschalten. Durch
Expression einer Cre-Rekombinase wird das Stoppsignal irreversible an der /oxP-Sequenz

herausgeschnitten und es kommt zur Inversion des tdRFP Gens.?>”]
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Abbildung 12 Schematische Darstellung der genetischen Verinderungen zur Generierung von
tdRFP Reportertieren. Die Cre-induzierbare tdRFP Genkassette, bestechend aus einem
Transkriptionsstopp, einem invertiertem tdRFP Gen, loxP- und loxP2272 Sequenzen, wurde zunichst
in den ROSA26 Lokus zwischen Exon 1 und 2 inseriert (ROSA26 knockin Lokus). In Anwesenheit der
Cre-Rekombinase kommt es an den /oxP-Sequenzen zur Exzision der Stoppsequenz sowie zur Inversion
des tdRFP Gens; der ROSA26“R? Lokus entsteht.

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte anhand der tdRFP Insertion in den Rosa26 Lokus. War
das Reportergen in beiden Allelen des Rosa26 Lokus vorhanden (homozygot fiir tdRFP), so
zeigte sich, nach entsprechender Genotypisierungs-PCR, eine 301bp groBe Bande im
Agarosegel, wihrend ohne diese Insertion (wildtypisch fiir tdRFP) eine 209bp gro3e Bande
detektierbar war. Tiere, die das Reportergen nur in einem Allel des Rosa26 trugen, also

heterozygot fiir tdRFP waren, zeigten beide Banden im Agarosegel (Abbildung 7C).

5.6.3 CerTN L15 LysM"“RFF Reportermaus

Die CerTN L15 LysM"RFP Reportermiuse entstanden durch Verkreuzung von C57BL/6 Thy1.1
CerTN L15 Tiere 2], die den Troponin-C-basierenden Sensor CerTN L15 unter dem Thyl
Promotor exprimieren und eine starke CerTN LI5-Expression in Neuronen aufweisen, mit
LysMCre®” Mzusen. Die C57BL/6 Thyl.l CerTN L15 Miuse stammen von O.Griesbeck
(Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie, Miinchen, Dtl.).

Die Tiere wurden iiber eine Genotypsierung-PCRs fiir Cre, LysM sowie auf die Insertion des

tdRFP Gens in den Rosa26 Lokus identifiziert (5.1.1-5.1.3).

5.6.4 C57BL/6 202 tdRFP Maus
C57/BL/6 2d2 TCR Miuse (C57BL/6-Tg(Tera2D2Terb2D2)IRuchly - hegitzen spezifisch fiirs

MOGss-ss Peptid transgene T-Zellrezeptoren, welche durch die Expression von Va3.2- und

58



Methoden

VP11 charakterisiert sind.**¥ Diese transgenen Miuse wurden urspriinglich im Kuchroo Labor
(Center for Neurologic Diseases, Harvard Medical School, Massachusetts, USA) generiert!?64!
und stammen aus dem Labor von A. Waismann (Institut fiir Molekulare Medizin, Mainz, Dtl.).
Im Labor von Infante-Duarte wurden sie mit ROSA26'RFP Miusen verpaart. Die Typisierung

der doppelt transgenen C57BL/6 2d2 tdRFP Mause erfolgte durchflusszytometrisch (5.4.1).

5.6.5 pB-Actin EGFP Miuse

C57BL/6 Mause, die das griin fluoreszierende Protein (EGFP) unter der Kontrolle des B-Actin
Promotors exprimieren!?>®), wurden iiber eine heterozygote Zucht mit C57BL/6 Tieren im FEM
geziichtet. Diese Maiuse dienten als Knochenmarkdonoren fiir bestrahlte oder Busulfan-
behandelte Tiere, da deren Zellen Gfp ubiquitir exprimieren und daher sowohl im
Durchflusszytometer, als auch in der Histologie, gut detektierbar sind.

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte vor Versuchsbeginn visuell mittels einer UV-Lampe,

die die griin-fluoreszierenden Zellen im Schwanzvenenblut sichtbar machte.

5.6.6 CXCR3 Miiuse

Die CXCR3-defizienten Méause (CXCR3-KO) und ihre nicht-transgenen Wurfgeschwister
(CXCR3-WT) stammen aus dem Labor von Prof. Dr. H. Kettenmann (Max-Delbriick-Centrum
Berlin, Dtl.). Die Generierung der CXCR3-KO Maus wurde 2000 von Hancook et al.
beschrieben. Dabei wurde der Grofteil des Exons 2 des murinen Cxcr3 Gens durch ein
Neomycin Resistenzgen ersetzt, welches durch den Phosphoglycerat Kinase Promotor
getrieben wird.[2%%]

Die Genotypisierung der CXCR3-KO und -WT Maiuse erfolgte in zwei getrennten PCRs (5.1.1-
5.1.3).

5.7 Krankheitsmodelle und ihre tierexperimentellen Methoden

5.7.1 Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
EAE kann aktiv oder passiv induziert werden. Die aktive EAE wurde durch subkutane Injektion
von insgesamt 200ul Immunisat rechts und links der Schwanzwurzel induziert. Das Immunisat,

bestehend aus 800ug Mycobacterium tuberculosis H37Ra in PBS und 250pg MOGs3s-s5 in
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Komplettes Freund-Adjuvanz (CFA), wurde dabei 8-12 Wochen alten weiblichen Tieren
injiziert. Zwei Stunden sowie zwei Tage nach Immunisierung erfolgte eine intraperitoneale

Injektion von 400ng Pertussistoxin (PTX) in PBS.

Fiir den adoptiven Transfer von T-Zellen (passive EAE) wurden zundchst Milzzellen aus
C57BL/6 2d2 tdRFP Miusen isoliert und die CD4'CD62L"-Zellen mittels MACS Kit
(CD47CD62L* T Cell Isolation Kit II) separiert. AnschlieBend wurden die T-Zellen im
Verhéltnis 1:5 mit APCs in Mausmedium (+ 3ng/ml TGF-B, 20ng/ml IL-23, 20ng/ml IL-6)
kokultiviert. Die APCs wurden zuvor aus der Milz von C57BL/6 Miusen isoliert, mit 30 Gy
bestrahlt und anschlieBend 30 min bei 37°C mit 12,5 pg/ml MOGss-ss Peptid inkubiert. An Tag
7 und 14 erfolgte eine Restimulation der differenzierten T-Zellen mit APCs aus der Milz von
C57BL/6 Miusen, die zuvor ebenfalls mit 30 Gy bestrahlt und mit 12,5ug/ml MOGss-ss Peptid
inkubiert wurden. Die Kokultur erfolgte erneut im Verhéltnis 1:5 in Mausmedium. Dieser
wurden bei der ersten Restimulation an Tag 7 10ng/ml IL-23, 10ng/ml IL-6 sowie 0,75ng/ml
TGF-p zugefiigt, wihrend bei der zweiten Restimulation an Tag 14 dem Mausmedium 10ng/ml
IL-23 und 5ng/ml IL-6 zugesetzt wurden. Zusdtzlich wurden bei jeder Zellsplittung 10ng/ml
IL-23 sowie 50U IL-2/ml dem Mausmedium zugefiigt. Drei Tage nach der zweiten
Restimulation erfolgte die Uberpriifung der Th17-Zelldifferenzierung mittels intrazellulirer
Zytokinfirbung (siehe 5.4.4). AnschlieBend wurden jeweils 30x10° Th17-Zellen intravends in
Knochenmarkchiméren (siehe 5.2.4) transferiert.

Die Méuse wurden tdglich auf das Vorhandensein klinischer EAE-Symptome hin kontrolliert

und der Schweregrad protokolliert (Tabelle 4).

Tabelle 4 Bewertungsparameter fiir die klinischen Symptome der EAE
Ab einem Schwergrad von 3 wurden die Tiere euthanasiert.

Schweregrad klinische Symptome
0 keine erkennbaren Symptome
0,5 Tonusverlust im Schwanz, keine Lihmung
| Schwanzparalyse
1,5 Schwanzparalyse und gestorter Wiederaufrichtungsreflex
2 Schwanzparalyse, gestorter Wiederaufrichtungsreflex und Hinterbeinparese
25 Schwanzparalyse, gestorter Wiederaufrichtungsreflex, Hinterbeinparese,
’ beginnende Vorderbeinparese
3 Schwanzparalyse, gestorter Wiederaufrichtungsreflex, Hinterbeinparalyse
4 Schwanzparalyse, Hinterbeinparalyse und Vorderbeinparese
4,5 Schwanzparalyse, Hinterbein- und Vorderbeinparalyse
5 Tod durch EAE
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Soweit nicht anders angegeben, wurden die Tiere an Tag 30 nach Immunisierung, sofern sie
nicht durch Uberschreiten des Schweregrades von drei friihzeitig getdtet werden mussten,
euthanasiert und die aufgearbeiteten Organe durchflusszytometrisch und/oder histologisch
untersucht (sieche 5.2.1, 5.3.1, 5.3.2, 5.4.2). Aus dem rechten Vorhof wurde zusitzlich Blut
entnommen, welches anschlieBend bei RT innerhalb von 2 h geronn, bevor es bei 1000g
zentrifugiert wurde. Das Serum wurde anschlieBend bei -20°C fiir ELISA und CBA

weggefroren.

5.7.2 Fazialisnerv-Axotomie

Die Lasion des Nervus Fazialis ist ein gut etabliertes Tiermodell zur Untersuchung neuronaler
Degenerations- und Regenerationsprozesse, ohne die Blut-Hirn-Schranke zu beeintrichtigen.
Die Mause wurden zunichst durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Ketamin und 7,5
mg/kg Xylazin andsthesiert. Der Nervus Fazialis des rechten Ohres wurde freiprapariert und
distal des Foramen stylomastoideum durchtrennt. AnschlieBend wurde die Wunde mit
Histoacryl verschlossen. Die erfolgreiche Operation wurde {iber die resultierende ipsilaterale
Whiskerparese iiberpriift.®?! Die Zellen der kontralateralen Seite dienten als interne Kontrollen.
Die Fazialisnerv-Axotomie wurde von Dr. Chotima Bottcher (Labor fiir Molekulare

Pyschiatrie, Charité Berlin) durchgefiihrt.

5.7.3 Meningitis

Andésthesierten C57BL/6 Méannchen (8-12 Wochen alt) wurde 20pg PamsCysSK4 in PBS in den
Spinalkanal zwischen den Lendenwirbeln L2 und L3 injiziert. 24h nach Injektion wurde den
andsthesierten Tieren Cerebrospinalfliissigkeit durch Punktion der Cisterna magna
abgenommen und die Leukozytenzahl in dieser Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit mit Hilfe
einer Neubauer Zihlkammer bestimmt. Diese Arbeiten wurden von Olga Rung (Institut fiir
Neurologie, Charité¢ Berlin) durchgefiihrt. Aus dem rechten Vorhof wurde Blut entnommen,
welches anschlieBend bei RT innerhalb von 2 h geronn, bevor es bei 1000g zentrifugiert wurde.
Das Serum wurde anschlieend bei -20°C fiir ELISA und CBA weggefroren. Zeitgleich wurden
die Tiere mit 20ml NaCl-Ldsung perfundiert und die Milzen sowie die Gehirne prépariert. Die
Milzen und jeweils eine Gehirnhemisphere wurden durchflusszytometrisch untersucht (FACS-
Antikorper Farbung 1: CD45 PerCP, CD11b APC, Ly6C FITC, Ly6G PB, CD115 PE, MHCII
APC Cy7; FACS-Antikorper Farbung 2: CD45 PB, CD4 APC, B220 PE, CDS8 PE Cy7; 5.4.2).
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Die andere Gehirnhemisphére wurde zunéchst in 2-Methylbutan auf Trockeneis schockgefroren
und anschlieBend bei -80°C gelagert, bis einzelne Gehirnschnitte angefertigt und TUNEL-
gefdrbt wurden (siehe 5.3.2).

5.8 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM; standard error of the mean)
dargestellt. Bei grofleren Tierzahlen wurden die Daten mehrere Experimente zusammengefasst.
Die statistische Auswertung erfolgt mit der Software GraphPad Prism 5.0, wobei folgende
statistischen Tests angewandt wurden: nicht-parametrischer Mann-Whitney Test, Student’s t-
test, One-way ANOVA (analysis of variance) oder Two-way ANOVA mit dem Bonferroni
Posthoc-Test. Die Signifikanzen wurden wie folgt dargestellt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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6.1 Rolle von NF-kB in myeloiden Zellen

6.1.1 Geno- und phinotypische Charakterisierung der IKK2™* Miuse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des kanonischen NF-kB Signalweges in
myeloiden Zellen des Zentralnervensystems untersucht werden. Hierfiir wurden Méuse mit
einer zellspezifischen Deletion der kB Kinase 2 (IKK2) verwendet (IKK2™°¢). Die Deletion
von IKK2 in myeloiden Zellen wurde durch Kreuzung von LysM®<‘™ Miusen, die die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Lysozyme M (LysM) Promotors exprimieren, mit
IKK2"® Tieren erzielt. Als Kontrollgruppen dienten Miuse mit gefloxten /kk2 Allelen ohne
Cre-Rekombinase (IKK2") sowie LysM“®‘" Tiere, die homozygot die Cre-Rekombinase
exprimieren, aber wildtyp 7kk2 Allele tragen (LysMK°).

Die Versuchstiere wurden iiber Genotypisierung identifiziert, wobei die spezifischen PCR-
Fragmente fiir Cre (512bp), LysM (436bp), ungefloxtes Ikk2 Allel (244bp) oder gefloxte Tkk2
Exons (346bp) mittels Gelelektrophorese nachgewiesen wurden (5.1.3). Bei Vorliegen beider
Banden fiir ein Gen lag eine Heterozygotie vor (Abbildung 7). Phénotypisch waren keine
Unterscheide zwischen den untersuchten Genotypen ersichtlich.

Die zellspezifische Deletion von IKK?2 in den IKK2™°¢ Miusen konnte bereits im Rahmen der

n.[2%6] Dabei konnte in primiren Mikroglia

Doktorarbeit von Dr. Katja Blazej bestétigt werde
sowie in peritonealen Makrophagen von IKK2™° Miusen in vitro gezeigt werden, dass deren
IKK2 Protein- und mRNA-Expressionslevel signifikant reduziert sind. Astrozyten aus dem
Neuroektoderm dienten als Kontrollen fiir die Gewebespezifitit der IKK2-Deletion und zeigten
unveranderte Expressionslevel zwischen den untersuchten Genotypen (Anhang 1).

Mikrogliazellen aus IKK2™°¢ Mdusen wiesen zudem eine herabgesetzte Kerntranslokation der

NF-xB Untereinheit p65 nach Stimulation mit LPS auf (Anhang 2).[26¢!

6.1.2 Cre-Rekombination im myeloiden und nicht-myeloiden Zellkompartiment

Zunichst wurde untersucht in welchen Zellen und in welchem Ausmal die Cre-Expression und
somit auch die Deletion eines loxP-flankierenden Gens durch Klonieren einer Cre-
Rekombinase in den LysM-Lokus erreicht werden kann. Dazu wurden mittels
Durchflusszytometrie die tdRFP-exprimierenden Zellpopulationen in LysMCre'RFP Miusen

(hier kurz als LysM'RfP bezeichnet) untersucht. Die LysM“RFP Tiere entstanden durch
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Kreuzung von LysMCre- mit ROSA26'RFF Tieren (siche 5.6.2). Durch die Expression der Cre-
Rekombinase kommt es in den Zellen zur Expression des tdRFP-Reporters, dessen Signal im
Durchflusszytometer detektiert wurde. Die Gatingstrategie der untersuchten Zellpopulationen
ist in Abbildung 11 dargestellt.

Im CD45'CD11b*-Zellkompartiment zeigte sich im Knochenmark der LysM'®FF Miuse die
hochste tdRFP-Expression und damit die hochste Cre-Rekombinationsrate mit 72 + 1%. In der
Milz und dem Blut wiesen die LysM'®f? Miuse vergleichbare tdRFP-Expressionslevel in
CD45"CD11b"-Zellen von etwa 60% (Milz: 57 + 4%; Blut: 64 + 2%) auf. Im ZNS ist der Anteil
an tdRFP-exprimierende Zellen im CD45"CD11b" Kompartiment mit 30 + 2% (LysM'®?) und
13 £ 2% (LysM"“RFP™ty deutlich geringer als in den anderen analysierten Organen (Abbildung
13). Dabei zeigten die residenten Mikroglia im ZNS (definiert als CD45%™CD11b") eine
geringere Cre-Rekombinationsrate im Vergleich zu den anderen myeloiden Zellen im ZNS
(definiert als CD45MCDI11b"), verdeutlicht durch die viel geringere Anzahl tdRFP-
exprimierender Zellen (Abbildung 13). Mit Hilfe der Zelloberflichenmarker Ly6C und Ly6G
konnte in der CD45MCDI11b*-Zellpopulation zwischen Granulozyten und Monozyten
unterschieden werden. Dabei zeigte sich, dass Granulozyten (CD45"CD11b"Ly6C™Ly6G") im
ZNS eine doppelt so hohe Cre-Rekombinationsrate wie Monozyten aufweisen
(CD45MCD11b"Ly6CMLy6G", Anhang 3).

In der Milz lag der Anteil tdRFP-exprimierender Zellen im nicht-myeloiden Zellkompartiment
(CD45'CD11b") mit 14 + 2% (LysM'“®FP) und 6 £ 1% (LysM“RFP™Y) deutlich unter dem der
CD45"CD11b" myeloiden Zellen (LysM“RFP: 57 + 4%:; LysM'RFP™: 38 + 304)  Auch hier
zeigte sich in den homozygoten LysM'RP Tieren eine deutlich hohere Cre-Rekombinationsrate
in Granulozyten im Vergleich zu Monozyten, ebenso im Knochenmark und im Blut (Anhang
3).

Die heterozygoten LysMY“RFP™ Miysen wiesen aufgrund ihrer unvollstindigen Cre-
Rekombination in allen untersuchten Organen und Zellpopulationen reduzierte tdRFP-
Expressionsraten im Vergleich zu ihren homozygoten Geschwistern (LysM'RFP) auf. Als
Kontrolltiere dienten Miuse ohne Cre-Rekombinase (LysM™) und damit ohne messbare
tdRFP-Expression. Diese lag bei allen untersuchten Organen und Zellpopulationen in den
LysM™ Tieren unter 0,5%, was auf die ubiquitdr vorhandene Hintergrundfluoreszenz

zuriickzufiihren ist (Abbildung 13 und Anhang 3).
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Abbildung 13 Frequenz tdRFP-exprimierender Zellen in LysM'“R*’- und Kontrolltieren
mittels FACS im Blut, Knochenmark, Milz und ZNS. Dargestellt sind die CD45"CD11b" oder
CD45°CD11b-Zellen. Im ZNS stellen die CD45"CD11b"-Zellen Monozyten und Granulozyten dar,
wihrend die CD45%"CDI11b"-Zellen die residenten Mikroglia reprisentieren. Die Ergebnisse
stammen aus vier unabhingigen Versuchen und wurden zusammen mit Dr. Helena Radbruch
generiert. n=5-8. MW £ SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOV A mit dem
Bonferroni Posthoc-Test).

65



Ergebnisse

Unter inflammatorischen Bedingungen (EAE) zeigte sich eine signifikante Herabregulation der
tdRFP-Expression in den CD45'CDI11b"-Zellen im Blut und der Milz von CerTN LI15
LysM“RFP Miusen (hier zur Vereinfachung auch als LysM'“RFP bezeichnet), wihrend die
tdRFP-Expression im CD45°CDI11b-Zellkompartiment in der Milz am Peak der EAE
unverindert war. Auch die CD45MCD11b*-Zellen im ZNS zeigten eine signifikant geringere
tdRFP-Expression in den EAE-Tieren verglichen mit gesunden Tieren (Abbildung 14). Dabei
ist jedoch zu erwidhnen, dass unter inflammatorischen Bedingungen die Cre-
Rekombinationseffizienz in Monozyten (CD45"CD11b"Ly6CMLy6G") nicht verdndert ist,
wihrend die Granulozyten (CD45"CDI11b'Ly6C™Ly6G") im ZNS und der Milz eine
signifikant reduzierte Cre-Rekombinationsrate am Peak der EAE aufwiesen (Anhang 4).

Die tdRFP-Expression in den verschiedenen Organen und Zellkompartimenten wurde am Peak
der EAE (Tag 15 nach Immunisierung mit MOGss.ss Peptid) analysiert. Dabei war nur im
CD45%™CD11b"-Zellkompartiment im ZNS (Mikroglia) eine erhdhte tdRFP-Expression in den
immunisierten LysM“R'? Tieren gegeniiber naiven Tieren detektierbar (Abbildung 14).
Zusitzlich zeigte sich ein vergleichbarer klinischer EAE-Verlauf zwischen den homo- und
heterozygoten CerTN L15 LysM“R? Tieren (Anhang 5), wobei die Miuse an Tag 15
euthanasiert wurden. Nur die Wildtyptiere wiesen signifikant hohere klinische Scores an Tag
11 und 12 nach Immunisierung mit MOGss.ss Peptid auf, was die AUC jedoch nicht signifikant
erhohte. Die Inzidenz, der erste Tag mit klinischen Symptomen sowie die maximalen EAE-
Scores waren ebenfalls vergleichbar zwischen den homo- und heterozygoten CerTN L15

LysM'RFP Miusen (Anhang 5).
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Abbildung 14 Frequenzen tdRFP-exprimierender Zellen in naiven LysM'®*F Miusen (graue
Balken) und unter inflammatorischen Bedingungen (EAE; an Tag 15 nach Immunisierung) in
CerTN L15 LysM'“RF Miusen (hier auch als LysM'®** bezeichnet; schwarze Balken). Die tdRFP-
Expression wurde mittels Durchflusszytometrie im Blut, der Milz und dem ZNS gemessen. Dargestellt
sind die CD45°CD11b"- bzw. CD45°CD11b-Zellen. Im ZNS stellen die CD45"CDI11b*-Zellen
Monozyten und Granulozyten dar, wihrend die CD45%"CDI11b"-Zellen residente Mikroglia
reprasentieren. Die Ergebnisse der naiven Tiere stammen aus vier unabhingigen Versuchen (n=5-8),
die Daten der mit MOGs3s-s5 Peptid immunisierten Tiere aus einem Versuch (n=3). MW + SEM;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)

6.1.3 Reduzierte EAE-Inzidenz in IKK2™* Miusen

Um die Rolle der NF-xkB Aktivierung unter neuroinflammatorischen Bedingungen zu
untersuchen, wurden IKK2™° Mause mit MOGss-ss Peptid immunisiert. Dabei sollte der Effekt
der LysM-Deletion in den LysM““‘™ Miusen von jenem des deletierten Ikk2 Gens
unterschieden werden. Daher wurden LysM*® Tiere, die homozygot die Cre-Rekombinase
exprimieren, aber wildtyp-/kk2 Allele tragen, mit untersucht. IKK2™° Méuse zeigten dabei mit
22% eine signifikant geringere EAE-Inzidenz verglichen mit 75-80% Erkrankungen in den
IKK2"'mye TKK2" und LysM*® Gruppen. Auch der mittlere klinische Score in der IKK2™"*
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Versuchsgruppe war reduziert, einhergehend mit einer geringeren Area under the Curve (AUC;
Abbildung 15B und C).

Interessanterweise zeigten die zwei erkrankten IKK2™¢ Maiuse einen dhnlichen klinischen
Verlauf wie die Tiere in den Kontrollgruppen, verdeutlicht durch vergleichbare maximale
Scores und dem Tag erster klinischer Symptome (Abbildung 15C). Histopathologisch konnten
keine signifikanten Immunzellinfiltrate oder Demyelinisierungen im Riickenmark der IKK2™*
Mause, die keine EAE Symptome zeigten, gefunden werden (Abbildung 16, Score 0).
Erkrankte IKK2™* Tiere wiesen dagegen vergleichbare Entziindungsherde im Riickenmark an

Tag 30 nach Immunisierung wie IKK2" Mause auf (Abbildung 16, Score 1,5-3).
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Abbildung 15 Klinischer EAE-Verlauf der IKK2 Miuse. A) EAE-Inzidenz; B) Klinischer Score;
C) Ubersicht iiber die Inzidenz, die Area under the Curve (AUC), der maximale Score der erkrankten
Tiere sowie den ersten Tag mit klinischen Symptomen. Der Versuch wurde zusammen mit Dr. Helena
Radbruch durchgefiihrt. n = sieche Tabelle C. MW = SEM; *p<0,05; ***p<0,001 (One-way ANOVA

mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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A Héamatoxylin-Eosin B Luxol Fast Blue

IKK2me | | IKK2" | IKK2ue | IKK2™ |

Score 1,5-3

Score 0

Abbildung 16 Immunzellinfiltrate und Demyelinisierungen im Riickenmark von IKK2™*°und
IKK2" Tieren 30 Tage nach Immunisierung mit MOGs3s.ss Peptid. Die schwarzen Pfeile markieren
die Lésionen (sichtbar gemacht mit einer HE-Féarbung, A) und die Demyelinisierungen (représentiert
durch eine Luxol Fast Blue Fiarbung, B) im Riickenmark von IKK2™°bzw. IKK2" M&usen mit
klinischem EAE-Score von 0 bzw. 1,5-3. 20um Transversal-Kryoschnitte. UbersichtsvergroBerung
40x; Detailvergrofierung 200x

Zwischen den IKK2™* Tieren und den Kontrollgruppen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Funktionalitit der Blutleukozyten in Hinblick auf die Zytokinproduktion
nach EAE. Dabei wurden die Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17 und IL-1f
an Tag 30 nach Immunisierung mit MOGss-ss im Serum der Tiere untersucht (Abbildung 17).
Es konnte nur eine Tendenz zur reduzierten Sekretion der Zytokine IL-17, IL-13 und IL-10
in den IKK2™° Tieren detektiert werden, wobei in den drei untersuchten IKK2™° Tieren sogar
gar keine IL-10-Sekretion detektierbar war (Abbildung 17). Zwischen IKK2™° Mausen, die
nach Immunisierung klinische Symptome der EAE zeigten, und Tieren gleichen Genotyps ohne
klinische Symptome waren keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration der
Serumzytokine messbar. Auf eine graphische Darstellung wurde verzichtet. Auch ex vivo
zeigten die an Tag 30 nach Immunisierung aus IKK2™° Méusen und Kontrolltieren isolierten
Milzzellen nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28 bzw. MOGss.ss Peptid keinen

signifikanten Unterschied in der Zytokinsekretion (Anhang 6 und 7), wenngleich auch hier eine
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Tendenz zur reduzierten Sekretion von IL-17 und TNF-a nach Stimulation mit anti-CD3/anti-
CD28 in den Milzzellen der IKK2™° Tiere messbar war. Gleichzeitig konnte eine nicht
signifikant erhdhte IFN-y-Expression von IKK2™¢ Milzzellen nach anti-CD3/anti-CD28
Stimulation detektiert werden (Anhang 6).

A IL-2 1L-4 @ [KK2mye
10 - 10 - [ [ 2mye'wt
W JKK2™
8 8 - B LysM*
6 1 6
4 4 T 4
-
2 1 2
0 - 0
TNF-a IL-10 IL-17
120 ~ 50 - 12 1
. 10 1
90 - 40 I
= 8
= 30
2| 60 4 6
20 - *
G o 4 4
30 A
0 J o Lnd 0 4

IFN-y IL-6 IL-1p
20 - 120 - 600 -
500 1 ]
15 - 90 A
[ 400 -
10 - 60 A 300 1
200 1
5 30 4 T
100 -
0 0 - 0 -

Abbildung 17 Zytokinkonzentration im Serum der IKK?2 Miuse an Tag 30 nach Immunisierung.
Die Konzentration von IL-2, IL-4, IL-6, I1L-10, IL-17, IFN-y und TNF-a wurde iiber ein Cytometric
Bead Array (CBA), IL-1f mittels ELISA, anhand einer Standardkurve bestimmt. n=3-8. MW = SEM;
nicht signifikant (One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test). n.d.: nicht detektierbar
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6.1.4 Wiederhergestellte Inzidenz in IKK2™° Méusen bei der passiven EAE

Aufgrund der Tatsache, dass trotz signifikantem Inzidenzunterschied zwischen den
untersuchten Genotypen der klinische Verlauf der erkrankten IKK2™¢ Miausen denen der
Kontrollgruppen glich, wurden passive EAE-Experimente durchgefiihrt. Dabei wurden in vitro
generierte MOG-spezifische Th17-Zellen aus C57BL/6 2d2 tdRFP Méiusen (siehe 5.6.4) in
IKK2™*¢ sowie IKK2"" Knochenmarkschimére (siche 5.2.4) iiber die Schwanzvene injiziert.
Die FACS-Analyse bestitigte dabei das erfolgreiche Generieren von CD4" Th17-Zellen, die
das Zytokin IL-17, aber kein IFN-y produzieren (Abbildung 18).

CD4" Zellen
unstimuliert stimuliert

Abbildung 18 Durchflusszytometrische
Kontrolle der intrazelluliren Zytokin-
produktion von in vitro generierten CD4*
Th17-Zellen. 1L-17 und IFN-y Messung
von in vitro stimulierten (4h mit anti-
CD3/anti-CD28) CD4"  Zellen aus
C57BL/6 2d2 tdRFP Maiuse im Vergleich
zu unstimulierten CD4" Zellen an Tag drei
nach der zweiten Restimulation mit APCs
aus C57BL/6 Tieren.

ILITA——
."'-_._h\-
9

Im Vergleich zur aktiven Induktion entwickelt sich die EAE beim adoptiven Transfer von T-
Zellen (passive EAE) schneller und ist zudem reproduzierbarer.?¢"-*681 Dabei zeigten die
IKK2™¢ Knochenmarkchimiren eine wiederhergestellte EAE-Inzidenz von 100% (Abbildung
19A). Die IKK2™* und IKK2"' knochenmarkchiméren Tiere wiesen in der passiven EAE
zudem vergleichbare klinische Scores bis zur Remissionsphase (ab Tag 20; Abbildung 19B)
auf, was auch Einfluss auf die AUC hatte (Abbildung 19C). Ab Tag 20 nach Immunisierung
zeigten die IKK2™ Knochenmarkchimiren eine deutliche Remission im klinischen EAE-
Verlauf, wihrend bei den IKK2™°¢ Knochenmarkchimiren diese Remission bis Tag 30 nicht
eintrat. Ab Tag 28 wurden bei diesen Chimédren sogar signifikant hohere klinische Scores
detektiert verglichen mit IKK2"' Tieren (Abbildung 19B).

Indem die T-Zell Priming-Phase durch den adoptiven Transfer von in vitro stimulierten CD4"
Th17-Zellen in den IKK2™¢ Méiusen umgangen wurde, zeigte sich eine unverdnderte

Infiltration von Immunzellen im ZNS von IKK2" - und IKK2™*¢ Chiméren (Abbildung 19D).
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Abbildung 19 Klinischer Verlauf der passiven EAE in IKK2™*- und IKK2" Knochen-
markchimire. A) EAE-Inzidenz; B) klinischer Score; C) Ubersicht iiber Inzidenz, Area under
the curve (AUC), maximaler Score sowie den Tag erster klinischer Symptome.
D) Durchflusszytometrische Bestimmung der CD45°CD4°, CD45'CDS8’, CD45"CDI11b’,
CD45%"CD11b" Zellen im ZNS von IKK2™°- (blaue Balken) und IKK2" (schwarze Balken)
Knochenmarkchimire an Tag 30 nach adotivem Transfer von CD4" Th17-Zellen. n=5 (A, B, C);
n=3 (D). MW = SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (A, B: Two-way ANOVA mit dem
Bonferroni Posthoc-Test; C, D: Mann-Whitney t-Test;). KM: Knochenmark
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6.1.5 Einfluss der myeloiden NF-kB Inaktivierung auf den neuronalen Zelltod und den
intrathekalen Leukozyteneinstrom in Pam3;Cys-induzierter Meningitis

Im T-Zell-abhidngigen Krankheitsmodell EAE zeigte sich, dass die myeloide NF-xB
Aktivierung einen groferen Einfluss auf die T-Zellaktivierung als auf myeloide
Effektorfunktionen und Migration hat. Dieser Befund sollte mit Hilfe eines T-Zell-
unabhéngigen Neuroinflammationsmodells bestétigt werden. Dazu wurde der TLR2-Agonist
PamsCys verwendet, um eine experimentelle Meningitis in den IKK2™° Mausen und den
Kontrolltieren zu induzieren.

24h nach Stimulation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede an eingewanderten
Leukozyten im Liquor (Abbildung 20A). Der neuronale Zelltod im Gyrus dentatus des
Hippocampus wurde mittels TUNEL-Fiarbung quantifiziert und zeigte ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied zwischen den experimentellen Gruppen (Abbildung 20C). Auch die
IL-1B-Konzentration im Liquor (Abbildung 20B) sowie die Infiltrate von Monozyten und
Granulozyten im ZNS und der Peripherie (Abbildung 20D und Anhang 8) unterschieden sich

nicht zwischen den experimentellen Gruppen.
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Abbildung 20 Pam;Cys-induzierte Meningitis in IKK2™*- und Kontrollméusen.
Leukozytenzahl (A) und IL-1 Konzentration (B) in der Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) sowie Anzahl
TUNEL-positiver hippokampaler Zellen (gemessen im Gyrus dentatus, C) 24h nach intrathekaler
Pam;CysSK4 Gabe. D) Durchflusszytometrische Bestimmung der Frequenz CD45"CD11b Ly6Ch-
Monozyten und CD45"CD11b"Ly6G*-Granulozyten im ZNS von IKK2™*- und Kontrollmiusen 24h
nach Meningitisinduktion. n = 4-5 (A, B, D); n=5-7 (C). MW =+ SEM; nicht signifikant (One-way
ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test).
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6.2 Etablierung einer nicht-myeloablativen Konditionierung fiir die

Einwanderung myeloider Zellen ins Gehirn

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein nicht-myeloablatives Konditionierungsschema
etabliert werden, das im ZNS ein Milieu fiir die Einwanderung myeloider Zellen ins Gehirn
schafft. Bei der Koptbestrahlung (head irradiation; HI) wird der Rest des Korpers durch eine
Bleiabschirmung vor Bestrahlung geschiitzt wird (Abbildung 21A) und dadurch die
vollstindige Rekonstitution des hdmatopoetischen Systems iiberfliissig gemacht.
Dosimetrische Messungen zeigten dabei, dass die Nase der 8-12 Wochen alten Méuse 3,75cm
vor der Bleiabschirmung platziert werden muss, damit alle Gehirnareale eine Strahlendosis von
95-100% der Ausgangsstrahlung erhielten. Die Reststrahlung im abgeschirmten Bereich lag
unter 6% (Abbildung 21B). Die fokale Bestrahlung fiihrt zu einem Verlust der Fellfarbe
ausschlieBlich im bestrahlten Bereich (Abbildung 21C).

100 ———
()()
97 %
95
55

b

-1

6 -2

Lage des Objektes (in cm von der
Bleiabschirmung entfernt)

Strahlendosis (% von ungeschiitzt)
|

Abbildung 21 Fotografische Aufnahmen zeigen die 3cm dicke Bleiabschirmung, die die selektive
Bestrahlung des Kopfes ermaoglicht (A), wobei die Reststrahlung im abgeschirmten Bereich mit
der Entfernung zur Bleiabschirmung bis unter 6% sinkt (B). Die fokale Bestrahlung fiihrt zum
Verlust der Fellfarbe nur im Kopfbereich (C).

Die Signale, die bei der Rekrutierung myeloider Zellen ins ZNS eine Rolle spielen, sind immer
noch nicht umfassend geklért. Daher sollten zunéchst die durch Kopfbestrahlung induzierten
molekularen und zelluldren Verdnderungen charakterisiert werden. Adulte C57BL/6 Mause
wurden dazu mit einer Gesamtdosis von 11 Gy kopfbestrahlt und unterschiedliche
Gehirnregionen (Bulbus olfactorius, OB; Cerebellum, CB; Hirnstamm mit Fazialiskernen, FN)
1, 2,4, 12 bzw. 16 Wochen nach Bestrahlung auf ihre Genexpressionen hin untersucht. Dabei

wurde die Expression verschiedener Zytokine (TNF-a, IL-1pB, IL-10), Chemokine (CCL2,

76



Ergebnisse ‘

CCL5, CCL21, CXCL4, CXCL10), Zelladhdsions- und kostimulatorischer Molekiile (ICAM-
1, Itgb3, VCAM-1, P-Selektin, E-Selektin, CD40) mittels quantitativer Real-Time PCR
analysiert (Abbildung 22A, Anhang 9-11). Nichtbestrahlte Tiere dienten als Kontrollen.
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relative mRNA Expression

Abbildung 22 Genexpressionsprofile ausgewiihlter Chemokine im Gehirn nach HI.
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Es zeigte sich eine Bestrahlungs-induzierte Hochregulation der Genexpression von CXCL10,
CCL2 und CCLS5 (Abbildung 22B) sowie von CXCL4, TNF-a, [CAM-1, VCAM-1, P-Selektin
und Itgb3 (Anhang 9-11) in einigen der untersuchten Gehirnregionen nach Kopfbestrahlung
gegeniiber unbestrahlten Tieren. Dabei ist auffillig, dass im Hirnstamm (in der Region der
Fazialiskerne) vier Wochen nach HI die Genexpression von u.a. CXCL10, CCL5, VCAM-1,
ICAM-1 und Itgb3 ansteigt und 12 Wochen nach HI bereits wieder stark reduziert war
(Abbildung 22B, Anhang 9 und 11). Ein &hnliches Bild zeigte sich im Bulbus olfactorius fiir
die Expression von CXCL10 und ICAM-1 (Abbildung 22B, Anhang 9). Dagegen konnte vier
Wochen nach HI im Hirnstamm reduzierte mRNA-Expressionslevel von CCL2, CXCL4 und
TNF-a gegeniiber den Analysezeitpunkten zwei und 12 Wochen nach Konditionierung
gemessen werden (Abbildung 22B, Anhang 10). Einige untersuchte Zytokine und Chemokine
(CCL21, E-Selektin, CD40, IL-10 und IL-1PB) =zeigten keine Bestrahlungs-induzierten
Genexpressionsunterschiede in den untersuchten Gehirnregionen und Zeitpunkten (Abbildung

22B, Anhang 9-11).

Die Induktion der Genexpression von CCL2, CXCL10, CCL5 und TNF-a nach
Kopfbestrahlung war im Vergleich zu ganzkorperbestrahlten Mausen im Gehirn reduziert.
Dazu wurden HI bzw. TBI Tiere nach Bestrahlung mit 11 Gy mit 2x10” Knochenmarkzellen
transplantiert und die Genexpression im gesamten Gehirn mittels qRT-PCR analysiert
(Abbildung 23A). Vor allem die Induktion der CXCL10 und CCL2 mRNAs war 2 bzw. 4
Wochen nach Knochenmarkstransplantation in den kopfbestrahlten Méusen signifikant

reduziert gegeniiber den ganzkorperbestrahlten Tieren, ebenso wie die Genexpression von

CCLS und TNF-alpha (Abbildung 23B).
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relative mRNA Expression

TBI/HI + KMT Analyse
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Abbildung 23 Genexpressionsprofile ausgewihlter Zytokine/Chemokine im Gehirn nach HI
bzw. TBI. A) Ubersicht iiber den experimentellen Versuchsverlauf; B) gRT-PCR von CXCL10, TNF-
alpha, CCL2 und CCL5 im Gehirn 1, 2, 4 und 16 Wochen nach Kopf- (HI 11 Gy; weilie Balken) bzw.

| Ganzkorperbestrahlung (TBI 11 Gy; schwarze Balken). Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen
> GAPDH normalisiert und sind als Induktionswerte gegeniiber unbestrahlten Tieren als MW = SEM
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Daher wurde als néchstes iiberpriift, ob die reduzierte Zytokininduktion nach HI fiir die
Rekrutierung von Knochenmarkzellen ins ZNS ausreichend ist. Dazu wurden
Knochenmarkzellen aus B-Actin EGFP Méusen (siehe 5.6.5) adoptiv in TBI (11 Gy) bzw. HI
(11 Gy) C57/BL6 Tiere transferiert und die Chimédren 1, 2, 4, 12 bzw. 16 Wochen nach
Bestrahlung auf die Einwanderung der GFP'-Zellen ins Gehirn hin untersucht (Abbildung
24A). Bis 12 Wochen nach Knochenmarktransplantation konnten keine GFP™ Donorzellen in
den Gehirnen der HI Tiere gefunden werden (nicht dargestellt). Erst 16 Wochen nach
Bestrahlung waren GFP' Donorzellen im Kortex der HI Méuse sichtbar (Abbildung 24D),
deren Anzahl signifikant reduziert gegeniiber TBI Tieren war (HI: 5£1/mm? TBI: 25+1/mm?,
Abbildung 24C). Die TBI Méuse zeigten dagegen ramifizierte GFP™ Donorzellen in allen
untersuchten Gehirnregionen und zu allen Untersuchungszeitpunkten (Abbildung 24D). Die
Chimerismusrate im peripheren Blut von HI Méusen war 16 Wochen nach
Knochenmarktransplantation signifikant reduziert gegeniiber TBI Tieren (HI: 3 + 0,3%, TBI:
97 £ 0,6%; Abbildung 24B).
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Abbildung 24 Einwanderung Knochenmark-abgeleiteter GFP* Zellen ins Gehirn 16 Wochen
nach HI/TBI (11 Gy). A) Ubersicht iiber den experimentellen Versuchsverlauf; B) Durchflusszyto-
metrische Analyse der GFP-Expression in den peripheren CD45" Blutleukozyten; C) Quantifizierung
GFP" Zellen im Kortex von HI- und TBI Tieren 16 Wochen nach Knochenmarktransplantation.

D) Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen représentativer histologischer Gehirnschnitte zeigen
nur im Kortex von kopfbestrahlten (HI) Tieren eingewanderte GFP* Zellen 16 Wochen nach
Bestrahlung und Knochenmarktransplantation (KMT), wéhrend bei ganzkorperbestrahlten (TBI)
Mausen im Bulbus Olfactorius, Kortex und Cerebellum Donor-abgeleitete Zellen zu finden sind (400x
VergroBerung). n=5. MW + SEM; ***p<0,001 (t-Test).

Schiadigungen im ZNS fiihren zu einer schnelleren Einwanderung myeloider Zellen ins
ZNS.[829495] Daher sollte im Lisionsmodel der FNA, bei dem die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke nicht beeintrachtigt wird, untersucht werden, ob eine beschleunigte Rekrutierung im
Vergleich zur alleinigen HI erreicht werden kann. Der kontralaterale unbeschidigte

Fazialiskern in den Tieren diente jeweils als Kontrolle.
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Einige potenzielle Vorldufer der Gehirnmakrophagen zeigen keine Selbsterneuerungskapazitit
und weisen im Blutkreislauf eine kurze Lebenszeit auf. Daher erfolgte die FNA einen Tag vor
der Knochenmarktransplantation (KMT; Abbildung 25).

Um den Zeitpunkt der hochsten Zytokinexpression nach Bestrahlung (vergleiche dazu
Abbildung 22B und 23B, Anhang 9-11) abzupassen, wurden die Tiere 14 Tage vor der KMT
bestrahlt und die Analyse der Einwanderung myeloider Donorzellen erfolgte 14 Tage nach

Transplantation, also vier Wochen nach Bestrahlung (Abbildung 25).

Das Chemotherapeutikum Busulfan kann ebensfall zur ZNS-Konditionierung eingesetzt
werden, was mit einer reduzierten ZNS-Inflammation einhergeht.[”! Daher wurde Busulfan in
Kombination mit einer Kopfbestrahlung (HI + Busulfan, Abbildung 25C) oder als alleinige
Konditionierung (Busulfan, Abbildung 25D) fiir die Einwanderung von Knochenmarkzellen
ins Gehirn getestet. Als Kontrollen dienten unbestrahlte (Abbildung 25E) sowie
ganzkdrperbestrahlte Tiere (TBI, Abbildung 25B). Bei der HI genauso wie bei der TBI wurden
jeweils die subletale Strahlendosis von 3 Gy sowie die letale Dosis von 11 Gy getestet.
AnschlieBend wurden den C57BL/6 Miusen 2x107 unsortierte Knochenmarkzellen aus B-Actin
EGFP Maiusen intravends transplantiert. Ab dem Tag der FNA erhielten die Tiere tdglich

Rapamycin zur Vermeidung einer AbstoBungsreaktion.
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Abbildung 25 Schema der experimentellen Konditionierungsprotokolle.
Die Kopf- (HI; A und C) sowie die Ganzkdrperbestrahlung (TBI; B) erfolgten mit 3 bzw. 11 Gy. Die
Busulfangabe von jeweils 25mg/kg Korpergewicht erfolgte an Tag -5 und -3 (C und D). Unbe-
strahlte Tiere dienten als Kontrollen (E). Alle Versuchgruppen erhielten ab dem Tag der FNA bis

zum Analysezeitpunkt téglich Rapamycin (3mg/kg/Tag i.p.). HI: Koptbestrahlung; TBI:

14

Ganzkorperbestrahlung; FNA: Fazialisnerv-Axotomie; KMT: Knochenmarktransplantation
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Abbildung 26 Konditionierungsabhiingige, selektive Einwanderung Knochenmark-abgeleiteter Zellen ins Gehirn. A) Durchflusszytometrische
Analyse der GFP-Expression in den peripheren Blutleukozyten. B) Représentative histologische Schnitte zeigen die selektive Einwanderung GFP™ Donor-

Knochenmarkzellen in den ldsionierten, aber nicht in den unlésionierten Faziliskern von mit 11 Gy bestrahlte HI- und TBI Miuse 15 Tage nach FNA
(400x VergroBerung). n=5. MW =+ SEM; signifikant **p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOV A mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Abbildung 27 Einwanderung myeloider Zellen aus dem Knochenmark in den ldsionierten
Fazialiskern nach TBI bzw. HI (11 Gy) + FNA und KMT. A) Reprisentative histologische
Schnitte zeigen die selektive Einwanderung GFP" Donor-abgeleiteter Zellen in den ldsionierten
Faziliskern von mit 11 Gy bestrahlten HI- bzw. TBI Méusen (400x VergroBerung) und deren
myeloiden Charakter. B) Quantifizierung Knochenmark-abgeleiteter Zellen in HI (11 Gy) + FNA und
TBI (11 Gy) + FNA Méusen. n=10. MW = SEM; ***p<0,001 (t-test)

Die Kopfbestrahlung fithrte zu einer geringeren Blutchimerismusrate verglichen mit den
Busulfankonditionierungen (HI 11 Gy + FNA: 5 £+ 0,4% vs. Busulfan + FNA: 19 + 2% vs. HI
11 Gy + Busulfan + FNA: 31 + 3%; Abbildung 26A), was auf den myelotoxischen Effekt von
Busulfan zuriickzufiihren ist. Auch die sublethalen Strahlendosen von 3 Gy resultierten in viel
geringeren Blutchimerismusraten verglichen mit der letalen Strahlendosis von 11 Gy, sowohl

bei HI als auch bei TBI Tieren (HI 3 Gy + FNA: 2 + 0,3% vs. HI 11 Gy + FNA: 5 + 0,4%,
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HI 3 Gy + Busulfan + FNA: 14 + 2% vs. HI 11 Gy + Busulfan + FNA: 31 + 3%, TBI 3 Gy +
FNA: 18 £0,9% vs. TBI 11 Gy + FNA: 76 £+ 0,1%; Abbildung 26A). Zusétzlich konnten nur
in den mit 11 Gy bestrahlten HI- (ohne Busulfanbehandlung) und TBI Miusen eingewanderte
GFP*-Zellen im lésionierten Fazialiskern nach FNA gefunden werden (Abbildung 26B). Die
quantitative Analyse zeigte dabei eine signifikant reduzierte Anzahl eingewanderter
Knochenmarkzellen ins Gehirn kopfbestrahlter Tiere im Vergleich zu ganzkdrperbestrahlten
Miusen (HI: 20 + 3, TBI: 2402 + 117; Abbildung 27B). Diese Einwanderung der GFP*-Zellen
beschrinkte sich dabei vier Wochen nach Bestrahlung auf den ldsionierten Fazialiskern. Im
restlichen Gehirn waren keine Donor-abgeleiteten Zellen zu diesem Untersuchungszeitpunkt
detektierbar. In den Schnitten des ldsionierten Fazialiskerns zeigte sich bereits zwei Wochen
nach Transplantation, dass der GroBteil der eingewanderten GFP*-Zellen stark ramifiziert und
immunreaktiv fiir den Mikroglia/ Makrophagen Marker Iba-1 war (Abbildung 27A). Im
Gegensatz dazu fanden sich in den unldsionierten Fazialiskernen zwei Wochen nach

Knochenmarktransplantation keine eingewanderten GFP*-Zellen (Abbildung 26B).

Diese Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit der Konditionierung fiir die Einwanderung
myeloider Zellen ins ZNS und verdeutlichen, dass der Blutchimerismus nicht mit der ZNS-
Rekrutierung korrelierte. So waren trotz hoher Blutchimerismusraten keine Donor-GFP*-Zellen
im lésionierten Faziliskern von Busulfan + FNA- bzw. HI 11 Gy + Busulfan + FNA behandelten
Maiusen zwei Wochen nach Knochenmarktransplantation detektierbar (Abbildung 26).
Zusétzlich zeigte sich, dass die FNA keinen Einfluss auf den Blutchimerismus hat (HI 11 Gy:
3 + 0,3%, Abbildung 24B vs. HI 11 Gy + FNA + tiglich Rapamycin: 5 + 0,4%, Abbildung
26A).

Die HI in Kombination mit der FNA fiihrte jedoch zu einer signifikant hoheren Induktion der
Genexpression von CCL21 und CXCL10 gegeniiber der alleinigen HI (Abbildung 28B). Dazu
wurde zwei Wochen nach Knochenmarktransplantation die Induktion der entsprechenden
mRNAs im Fazialiskern in HI- bzw. HI + FNA Tieren mittels quantitativer Real-Time PCR
untersucht. Frithere Publikationen wiesen bereits darauf hin, dass die Induktion der Zytokine
CCL2 und CXCLI10 fiir die myeloide Zellrekrutierung von Bedeutung ist.[%*341 In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich in Busulfan-behandelten Miusen zwei

Wochen nach FNA und Knochenmarktransplantation keine Induktion von CCL2, CCL21 und
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CXCL10 mRNAs im ldsionierten Fazialiskern (Abbildung 28B) und auch keine Einwanderung
von GFP" Donorzellen (Abbildung 26B).
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Abbildung 28 Zytokinexpression im Hirnstamm mit Fazialiskernen nach HI, HI + FNA und
Busulfan + FNA. A) Ubersicht iiber den experimentellen Versuchsverlauf; B) qRT-PCR von
CXCL10, CCL21 und CCL2 in HI (gestreifte Balken), HI + FNA (weile Balken) und Busulfan +
FNA (graue Balken) konditionierte Tiere zwei Wochen nach Knochenmarktransplantation (KMT).
Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen GAPDH normalisiert und sind als Induktionswerte
gegeniiber unbestrahlten Tieren aufgezeigt. n=3; MW = SEM. *p<0,05; **p<0,01 (One-way ANOVA
mit dem Bonferroni Posthoc-Test).

Uber 90% der GFP* Zellen im peripheren Blut der HI + FNA, Busulfan + FNA, HI + Busulfan
+ FNA und TBI Chiméren waren CD11b" (Abbildung 29A). Unter diesen myeloiden Zellen
stellten die Ly6G™-Neutrophilen (CD45°CD11b"Ly6C™CD115Ly6G") und die Ly6CM-
Monozyten (CD45°CD11b"Ly6CMCD115") den groBten Anteil dar. Zwischen den untersuchten
Konditionierungen gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Zusammensetzung

der vom Donor abstammenden myeloiden Zellen im Blut (Abbildung 29B).
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GFP* HSCs als Vorliufer von Ly6C*-Neutrophilen bzw. Ly6CM-Monozyten konnten im
peripheren Blut der Chiméren zwei Wochen nach Knochenmarktransplantation nur zu einem

sehr geringen Anteil (unter 1% der GFP'-Zellen) gefunden werden (Abbildung 29A).
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Abbildung 29 Charakterisierung wund Quantifizierung GFP-exprimierender Zellen im
peripheren Blut von HI-, Busulfan-, TBI- und unbestrahlten Miusen nach FNA. A) Gatingstrategie
fiir die durchflusszytometrische Bestimmung der GFP-exprimierenden Zellen im peripheren Blut zwei
Wochen nach Knochenmarktransplantation. Tote Zellen und Dupletten wurden zuvor ausgegatet und
nur die CD45-exprimierenden Zellen untersucht. B) Im CD11b"-Zellkompartiment exprimieren
hauptsichlich Ly6G™-Neutrophilen (CD45°CD11b'Ly6C™CD115Ly6G") und Ly6C"-Monozyten
(CD45'CD11b"'Ly6CMCD115") GFP. GFP-exprimierende Monozyten oder Neurtrophile wurden in
unbestrahlten Rezipienten nach FNA nicht detektiert (n.d.). n=3-5. MW = SEM; nicht signifikant (One-
way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test).
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6.3 Rolle von CXCR3 bei der Migration von myeloiden Zellen aus dem
Knochenmark ins ZNS

Chemokine und ihre Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von
myeloiden Zellen in Zielorgane. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Expression von CXCL10 mRNA vier Wochen nach HI im Hirmstamm signifikant
induziert wird (Abbildung 22B und 28B). Zudem zeigte sich keine Induktion von CXCL10
mRNA in Busulfan-behandelten Tieren, in denen auch keine Rekrutierung von
Knochenmarkzellen ins Gehirn detektiert werden konnte (Abbildung 28 B und 26B). Daher
sollte die Rolle von CXCR3, dem Rezeptor von CXCLI10, bei der Migration von
Knochenmarkzellen ins Gehirn untersucht werden. Dazu wurden die Knochenmarkzellen von
5-FU-behandelten Donormiusen retroviral GFP markiert (siehe 5.2.3) und anschliefend
adoptiv in ganzkorperbestrahlte Rezipienten transferiert (Abbildung 30A). Es wurden
verschiedene Chiméren generiert, wobei jeweils Knochenmark aus Wildtyp- (WT) oder
CXCR3-Knockout (KO) Méusen in WT bzw. CXCR3-KO Tiere transferiert wurde. Die
retroviralen GFP-Transduktionsraten der KM-Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert
und lagen bei durchschnittlich 62% (WT) bzw. 64% (CXCR3-KO) (Abbildung 8). Da die GFP-
Transduktionsraten zwischen den Genotypen dhnlich waren und um die Zellen durch eine
durchflusszytometrische Sortierung nicht noch weiter zu stressen, wurden jeweils 5x10°

retroviral transduzierte Gesamtknochenmarkzellen pro Empféngertier transplantiert.
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Abbildung 30 Einwanderung KM-abgeleiteter, retroviral transduzierter Zellen ins Gehirn von
CXCR3-Chimire. A) Experimentelles Versuchsprotokoll; B) Reprisentativer histologischer Schnitt
zeigt die Einwanderung retroviral mit GFP transduzierter KM-abgeleiteter Zellen ins Gehirn von TBI
Mausen; visualisiert durch eine GFP-DAB-Féarbung (400x VergroBerung). C) Durchflusszytometrische
Analyse des Blutchimerismus vier Wochen nach TBI (11Gy) und Knochenmarktransplantation (KMT).
D) Quantifizierung eingewanderter GFP™-Zellen in den ldsionierten Fazialiskern zwei Wochen nach
FNA und acht Wochen nach TBI + KMT. n=4-5. MW + SEM; ***p<(,001 (One-way Anova mit dem
Bonferroni Posthoc-Test). WT: C57/BL6 Méause; KO: CXCR3-KO Méiuse.

Vier Wochen nach TBI und Knochenmarktransplantation wurde der Blutchimerismus der Tiere
durchflusszytometrisch analysiert. Dabei zeigte sich, dass der Knockout von CXCR3 in den
transplantierten Zellen zu einer signifikant geringeren Anzahl GFP" Zellen im peripheren Blut
der Rezipienten fiihrte. Der Knockout von CXCR3 in den Rezipienten hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Blutchimerismusrate (Abbildung 30C).

Acht Wochen nach Bestrahlung und Knochenmarktransplantation wurden die Tiere auf die
Einwanderung von Zellen aus dem Donorknochenmark ins Gehirn untersucht (Abbildung
30A). Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl eingewanderter GFP*-Zellen
im ldsionierten Fazialiskern zwei Wochen nach FNA zwischen CXCR3-KO und WT-
Rezipienten festgestellt werden, wenngleich der Knockout von CXCR3 im Donor-
Knochenmark eine Tendenz zu geringerer Migration in den ldsionierten Faziliskern gegeniiber
dem WT-KM Zellen zeigte (Abbildung 30D). Zur besseren stereologischen Quantifizierung
wurden die Schnitte der Fazialiskerne GFP-DAB gefarbt. Dabei zeigten sich im
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mikroskopischen Bild des ldsionierten Faziliskerns GFP'-Zellen mit verzweigten
Zellauslaufern (Abbildung 30B). In den wunldsionierten Fazialiskernen konnten
erwartungsgeméil keine GFP-markierten Zellen aus dem Donorknochenmark detektiert werden

(nicht dargestellt).

Anschliefend wurde iiberpriift, in welchen Organen und von welchen Zellen CXCR3 in naiven
Tieren exprimiert wird. Dabei zeigte sich im Durchflusszytometer eine CXCR3-Expression in
Knochenmark, Blut, Milz und Lymphknoten mit einem Anteil von 2-9% an den Leukozyten
(Abbildung 31). Dagegen konnte im Gehirn bereits in naiven WT Tieren ein hoher Anteil
CXCR3-exprimierender Zellen gemessen werden (Abbildung 31A). Eine CXCR3-Expression
in myeloiden Zellen konnte in keinem der untersuchten Organe gefunden werden (Abbildung
31B). Auch eine Expression von CXCR3 auf HSCs genauso wie auf Ly6C"-Monozyten oder
Ly6G*-Granulozyten konnte weder im Knochenmark (Anhang 12B) noch in den anderen
Organen (nicht dargestellt) detektiert werden. Stattdessen begrenzte sich die CXCR3-
Expression auf das CD11b™ Zellkompartiment (Abbildung 31B). So konnten u.a. CXCR3"
CD4" und CD8" T-Lymphoyten in naiven Wildtyp-M&usen gefunden werden (Anhang 12A).
In CXCR3-KO Maiusen war durchflusszytometrisch erwartungsgemill keine CXCR3-
Expression nachweisbar (Abbildung 31A).

Nach Kopfbestrahlung und FNA (Konditionierungsprotokoll siche Abbildung 25A) konnte im
lasionierten Fazialiskern von WT Tieren die Expression des CXCR3-Liganden CXCLI10
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass CXCL10 von Neuronen (Anhang 13A), jedoch
nicht von Iba-1" Gehirnmakrophagen (Anhang 13B) oder GFAP" Astrozyten (Anhang 13C)

exprimiert wird.
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SSC-A

Abbildung 31 Durchflusszytometrische Analyse der CXCR3-Expression im Gehirn, Knochenmark, Blut, Milz und Lymphknoten von C57/BL6 (WT)
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bzw. CXCR3-KO Tieren (A). Myeloide Zellen von naiven WT Tieren exprimieren kein CXCR3 in den untersuchten Organen (B).
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7 Diskussion

Bei ZNS-Erkrankungen spielt die Aktivierung von Mikroglia im ZNS sowie die Rekrutierung
von peripheren Immunzellen zum Entziindungsort eine entscheidende Rolle. Der
Transkriptionsfaktor NF-kB stellt bei Entziindungsprozessen ein Schiisselelement dar, da er
von allen Immunzellen exprimiert wird und Einfluss auf multiple physiologische Vorgénge,
u.a. auf die Differenzierung, Proliferation und das Uberleben von Immunzellen, hat.[2!%-220]

Die Aktivierung des adaptiven Immunsystems und die Induktion Myelin-spezifischer
autoreaktiver T-Zellen ist fiir die Induktion der EAE entscheidend.!'”!! Inwieweit NF-xB in
myeloiden Zellen fiir diese T-Zellaktivierung oder Effektorfunktion bei der Neuroinflammation
involviert ist, ist derzeit noch nicht hinreichend untersucht. Daher sollte in der vorliegenden
Dissertation die Rolle des kanonischen NF-«B Signalweges in myeloiden Zellen auf die T-
Zellfunktion im Tiermodell der Multiplen Sklerose untersucht werden. Dazu wurden Méuse
mit einer myeloid-spezifischen Deletion der IkB Kinase IKK2 (IKK2™¢) verwendet. Die
funktionelle Unterbrechung des NF-kB Signalweges beruhte dabei auf dem Fehlen der Kinase
IKK2, wodurch keine vollstindige Phosphorylierung und anschlieBende Degradierung von IkB
erfolgte. Dadurch liegen die NF-kB Dimere weiterhin in einem Komplex mit den IkBs vor und
kénnen so nicht in den Zellkern translozieren (Anhang 2), um ihre Funktion als
Transkriptionsfaktor auszufiihren.[?2!-232-2341 Die Makrophagen in diesen Miusen weisen daher
reduzierte NF-kB-regulierte Zytokine auf.123!:266261 Gleichzeitig war die Expression von Ikk2
auf Protein- und mRNA-Ebene in primidren Mikroglia und peritonealen Makrophagen
signifikant reduziert (Anhang 1). Dabei zeigten sich vergleichbare Werte zu denen in der
Literatur, wo eine Deletionseffizienz von iiber 80% in Makrophagen beschrieben wurde.[243244]
Diese Ergebnisse spiegeln jedoch nur die Situation in vitro wieder. So konnte in naiven adulten
Tieren gezeigt werden, dass die Deletionseffizienz in Mikroglia von LysMCre'{RfP
Reportermiusen stark reduziert ist gegeniiber den kultivierten Mikroglia (Abbildung 13), was
mit den Ergebnissen von Cho et al. und Greten et al. in Einklang steht.*’2"1Im Gegensatz zu
den Mikroglia wiesen perivaskulire Monozyten und Granulozyten (CD45"CD11b") im ZNS
hohere tdRFP-Expressionsraten auf (Abbildung 13). Die hochste tdRFP-Expression zeigten
Granulozyten mit 69-94% im Blut, Milz, Knochenmark und ZNS (Anhang 3). Ahnliche Daten
wurden bereits 1999 von Clausen et al. publiziert. Diese beschrieben eine Gr1™ Population mit
annihernd 100% Deletionseffizienz im LysMCre-System.?**! Gr1 ist jedoch ebenfalls auf
mehreren Zellen der myeloiden Linie, u.a. plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs), CCR2*

inflammatorische Monozyten und MDSCs (myeloid-derived suppressor cells) exprimiert.!1327>
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274 Unter Verwendung der spezifischen Zellmarker Ly6C und Ly6G war es mdglich, die

tdRFP-Expression in Neutrophilen (definiert als CD45"CD11b"Ly6C™Ly6G") sowie
Monozyten (definiert als CD45MCD11b"Ly6Ch Ly6G-) zu untersuchen. Dabei zeigten sich mit
26-34% viel geringere Cre-Rekombinationsraten im Knochenmark und ZNS als in der Literatur
beschrieben (Anhang 3).[24*2#1 Es ist wahrscheinlich, dass die tdFRP-Expression vor allem in
PDCs und MDSCs vorkommt, die wir unter Verwendung von Ly6C und Ly6G nicht untersucht
haben, in den Daten von Clausen et al. als Grl-exprimierende Populationen jedoch mit erfasst

sind.?#!

Durch Klonieren des Cre-Gens in den LysM-Lokus ist LysM in homozygoten LysMCre
Maiusen deletiert. In naiven Tieren fiihrt dieser Verlust zur Hochregulation vom murinen LysP,
welches die Lysozymaktivitit groBtenteils kompensiert.?’>?7l Unter inflammatorischen
Bedingungen wird jedoch die geringere antimikrobielle Aktivitit des Lysozym P in Form einer
hoheren Anfilligkeit von LysM-Deletionsmutanten gegeniiber bakteriellen Infektionen
deutlich.**27>2771 Daher musste auch unter inflammatorischen Bedingungen untersucht
werden, ob die Cre-Rekombination mdglicherweise beeinflusst wird. Uberraschenderweise
zeigte sich in fast allen untersuchten Geweben und Zellkompartimenten eine Herabregulation
der LysM-Expression in den myeloiden Zellen (CD45°CD11b") der homo- und heterozygoten
LysM'RFF Reportertiere nach EAE-Induktion gegeniiber naiven Tieren (Abbildung 14, Anhang
4). Gleichzeitig konnte sowohl unter inflammatorischen Bedingungen, als auch in naiven
Tieren, ein zum Teil signifikanter Unterschied zwischen homo- und heterozygoten Tieren
detektiert werden (Abbildung 13 und 14, Anhang 3 und 4), der auf einen Gen-Dosis-Effekt
hindeutet. Arakin et al. konnten diese Korrelation zwischen Rekombinationseffizienz und der
Promotoraktivitit von Cre-Expressionsvektoren bereits publizieren.!?’!

Im nicht-myeloiden Zellkompartiment (CD45°CD11b’), welches u.a. die B- und T-
Lymphozyten enthidlt, konnte kein signifikanter Unterschied in der Frequenz tdRFP-
exprimierender Zellen nach EAE-Induktion im Vergleich zu naiven Tieren detektiert werden
(Abbildung 14). Gleichzeitig zeigte sich eine allgemein sehr geringe tdRFP Expression in
CD45°CD11b" Zellen (Abbildung 13 und 14), was bei der Verwendung des LysMCre-Systems
berticksichtigt werden muss. So ist es fiir die Untersuchung von Lymphozyten und bestimmten
Subpopulationen dendritischer Zellen ungeeignet. Dennoch widerlegen unsere Daten bisherige
Publikationen, nach denen es in B- und T-Zellen zu keiner Cre-vermittelten Deletion in

LysMCre Tieren kommt.[2¥32%] Ye et al. zeigten erstmals, dass das LysMCre-System nicht
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spezifisch fiir myeloide Zellen ist, sondern dass es zu einem geringen MalBl auch in
hidmatopoetischen Stammzellen, T- und B-Lymphozyten zur Expression vom Lysozym M
kommt.[*”°! Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte eine tdRFP-Expression von unter 20%
in nicht-myeloiden Zellen sowohl in naiven, als auch EAE-induzierten LysM'RFP
Reportertieren nachgewiesen werden (Abbildung 13 und 14).

Mikroglia (definiert als CD45%™ CD11b") zeigten im Vergleich zu den anderen untersuchten
Zellpopulationen eine erhdhte LysM-Expression unter inflammatorischen Bedingungen
(Abbildung 14). Jedoch ist diese mit 15% (in naiven Tieren) bis 25% (in EAE-Tieren) sehr
gering, was in LysMCre transgenen Tieren jedoch ausreicht, um Mikroglia-assoziierte
Krankheitsprozesse zu beeinflussen, wie bereits in der Literatur beschrieben."!! So konnte
gezeigt werden, dass eine myeloid-spezifische Cre-Expression in LoxSOD1%*"® Tieren die
Krankheitsprogression der Amyotrophen Lateralsklerose verlangsamt und zu einem

verlingerten Uberleben der Tiere fiihrt.[>!)

Das LysMCre-System kann mit den genannten Einschridnkungen als Modell zur Untersuchung
der Rolle von IKK2 in Monozyten und Makrophagen sowie Neutrophilen bei
neuroinflammatorischen Erkrankungen verwendet werden. Jedoch muss dabei beriicksichtigt
werden, dass auch nicht-myeloide Zellen eine geringe LysM-Expression aufweisen und damit
die Cre-Rekombination in diesen Zellen zur Deletion von IKK?2 fiihrt, was Auswirkungen auf
die Krankheitsprogression haben kann. Zusitzlich ist die LysM-Expression unter
inflammatorischen Bedingungen in den myeloiden Zellen, ausgenommen Mikroglia,

herabreguliert, was Auswirkung auf die Cre-Rekombinationseffizienz hat.

7.1 Einfluss der IKK?2 Deletion auf den klinischen Verlauf der EAE und
Meningitis

Die Relevanz des NF-kB Signalweges bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen

wurde bereits mehrfach verdeutlicht. Im EAE-Modell weisen p50- genauso wie c-Rel-

defiziente Méuse eine herabgesetzte Inzidenz und geringere klinische Scores sowie eine

geringere ZNS-Inflammation auf.[?8%28!) Dabei zeigte sich, dass die NF-kB Aktivierung fiir die

Initiierung der Neuroinflammation verantwortlich ist, indem sie die Thl-Antwort oder Th2-

Zelldifferenzierung reguliert.[**“?8! Ebenso fiihrt die T-Zell-spezifische Deletion von IKK2 zu
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einer verringerten Expansion autoreaktiver T-Zellen, wodurch die Tiere ebenfalls eine
Resistenz gegeniiber MOGs3s.ss -induzierter EAE zeigten.[*®”) Loo et al. publizierten, dass die
ZNS-spezifische NF-kB Inhibition durch Ablation von NEMO oder IKK?2 in Nicht-Mikroglia-
Zellen zu einer Reduzierung des inflammatorischen Milieus und damit zu einem milderen
Krankheitsverlauf der EAE fiihrt.[?83] Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die LysM-vermittelte spezifische Deletion von
IKK2, vor allem in den homozygoten Tieren, zu einer reduzierten Inzidenz sowie signifikant
geringeren klinischen Scores bei der EAE fiihrt (Abbildung 15). Im Gegensatz dazu wiesen
einige wenige homozygote Deletionsmutanten dhnliche klinische EAE-Verldufe wie die Tiere
in den Kontrollgruppen auf (Abbildung 15C), was auf Variabilitit in der Transgenexpression
hinweisen konnte.

Unsere Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass in den konditionalen Knockout-Tieren
(IKK2™°¢) die NF-«xB abhidngige Aktivierung von T-Zellen in der Peripherie wéhrend der
Induktionsphase der EAE beeintréichtigt ist und somit die Entziindungskaskade nicht weiter in
Gang gesetzt wird. Diese Vermutung wird auch durch vergleichbare Immunzellinfiltrate und
Demyelinisierungen im Riickenmark von erkrankten IKK2™¢- und Kontrolltieren unterstiitzt
(Abbildung 16). Das Migrationsverhalten der Leukozyten im Parenchym erkrankter Tiere
scheint somit zwischen den untersuchten Gruppen unverdndert zu sein. Bei homozygoten
IKK2-Deletionsmutanten ohne erkennbaren EAE-Symptome wurden histomorphologisch
keine Immunzellinfiltrate oder Demyelinisierungen sichtbar (Abbildung 16). Dieser Befund
konnte darauf hinweisen, dass ein gewisser Schwellenwert in der Induktionsphase der EAE
iiberschritten werden muss, damit es zum Ausbruch der Erkrankung kommt, die dann einen zu
den Kontrollgruppen vergleichbaren klinischen Verlauf nimmt. So wurde bei einigen IKK2™*
Tieren gleiche Schweregrade der EAE wie in den Kontrollgruppen detektiert. Zudem zeigten
heterozygote Deletionsmutanten (IKK2™°") vergleichbare mittlere klinische Scores sowie
Area under the Curves (AUC) wie die Kontrolltiere (IKK2" und LysM*°; Abbildung 15). Die
Ursache flir das Erreichen dieses Schwellenwertes fiir die T-Zellaktivierung liegt
moglicherweise in der variablen Effizienz der IKK2-Deletion innerhalb der einzelnen
Individuen. So wurde mit Hilfe der Reporteranalyse bereits gezeigt, dass die LysM-Expression
gewissen Schwankungen unterliegt (Abbildung 13 und 14, Anhang 3 und 4). Die LysM°
Miuse wiesen den gleichen klinischen EAE-Verlauf wie die IKK2" Tiere auf (Abbildung 15),
weshalb ein Einfluss der LysM-Deletion auf die inflammatorischen Prozesse wéahrend der EAE

ausgeschlossen werden kann. Dieses Ergebnis wurde auch in den CerTN L15LysM'RFP
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Reportertieren unter inflammatorischen Bedingungen (EAE) bestdtigt (Anhang 5). Zudem gibt

es in der Literatur keine Hinweise auf einen LysM-abhéngigen Phénotyp.[>4424°]

Die myeloid-spezifische Deletion von IKK?2 scheint also Einfluss auf das T-Zell-Priming zu
haben. Um die Fihigkeit der myelin-spezifischen T-Zellen zur Differenzierung in Effektor-T-
Zellen in der Peripherie zu iiberpriifen, wurde die Funktionalitit der Blutleukozyten im
Hinblick auf ihre Zytokinproduktion hin iiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die Sekretion der
Zytokine IL-17, IL-10 und IL-1B in den IKK2™° Mé&usen in der Remissionsphase der EAE
reduziert gegeniiber den Kontrolltieren ist (Abbildung 17). Aufgrund der geringen Anzahl an
untersuchten Tieren und den hohen Schwankungen innerhalb des Testverfahrens, fielen diese
Ergebnisse jedoch nicht signifikant aus. Hilliard et al. konnten zeigen, dass die Deletion von
NF-kB1 bzw. c-Rel mit einer verminderten Thl- (IL-2, IFN-y) und/oder Th2- (IL-4, IL-10)
Zytokinproduktion einhergeht. Daraus resultiert eine verminderte Aktivierung und
Differenzierung autoreaktiver T-Zellen, was den Verlauf der EAE-Erkrankung in diesen
Tiermodellen milderte.?®*281) Ahnliche Resultate zeigten sich auch in T-Zell-spezifischen
IKK2-Deletionsmutanten, die zusétzlich eine Reduktion von IL-17-produzierenden Zellen nach

n.[82] In Einklang mit diesen Daten konnte in den untersuchten

ex vivo Stimulation aufzeigte
myeloid-spezifischen IKK2-Deletionsmutanten eine verminderte Produktion von IL-17 und
TNF-a nach ex vivo Stimulation von Milzzellen aus immunisierten IKK2™° Tieren mit anti-
CD3/anti-CD28, detektiert werden (Anhang 6).

Das von Th17-Zellen sekretierte proinflammatorische Zytokin IL-17 ist fiir ein verbessertes T-
Zell-Priming verantwortlich. Es stimuliert u.a. Endothelzellen, Fibroblasten und Makrophagen
zur Produktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, TNF-o und IL-
1.1284285] TL-6 ist zusammen mit IL-23 und TGF-B fiir die Entstehung von Thl17-Zellen
verantwortlich. Die Konzentration dieser Zytokine wurde im Rahmen der Dissertation nicht
weiter untersucht. Den Th17-Zellen kommt, wie bereits erldutert, eine entscheidende Rolle bei
der EAE-Pathogenese zu.[?14216]

Zusétzlich zeigte sich eine Tendenz zur erhdhten IFN-y Sekretion in Milzzellen der IKK2™*°
Maiuse nach anti-CD3/anti-CD28 Stimulation (Anhang 6). Dem von Thl-Zellen sekretierten
Zytokin IFN-y kommt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Th2-Genexpression zu.
So inhibiert es u.a. die Differenzierung von Th2-Zellen. Zusétzlich bewirkt IFN-y eine
gesteigerte Expression von MHCII-Molekiilen auf Makrophagen, was die Antigenpriasentation

und damit die T-Zell Aktivierung begiinstigt.l*!33-34286] Jedoch konnte bereits von mehreren

98



Diskussion ‘

Forschergruppen gezeigt werden, dass die genetische Ablation von IFN-y oder seines Rezeptors
zu keinem protektiven Effekt gegeniiber der EAE, sondern sogar zu einem schwereren
klinischen Verlauf in den Tieren fiihrte.l?!428728] Dadurch lisst sich die Relevanz der IFN-y
vermittelten Th1-Immunantwort bei der EAE in Frage stellen. Gleichzeitig unterstiitzen diese
Daten die bereits erwéhnte entscheidende Rolle der Th17-Zellen bei der Pathogenese der EAE.
So konnten im ZNS von EAE-Tieren erhohte Mengen an IL-17IFN-y" Th-Zellen gefunden
werden, die Makrophagen aktivieren und damit die Erkrankung unabhéngig von Thl-Zellen
induzieren konnten.?®! Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf eine kombinierte I1L-17-IFN-y
Immunreaktion bei der Rekrutierung von T-Zellen, Makrophagen und Neutrophilen.[**” So
fiihrt die Neutralisation von IL-17 oder IFN-y zur gesteigerten Expression des jeweils anderen
Zytokins, zum Teil einhergehend mit einer gesteigerten Pathogenese.??!2%!

Aufgrund des Versuchsautbaus war es nur moglich die Zytokinproduktion und
Restimulationsfahigkeit der Leukozyten in der Remissionsphase der EAE zu untersuchen. Dies
hatte den Vorteil, dass bei der IKK2™° Gruppe zwischen Tieren, die klinische EAE-Symptome
aufwiesen, und solchen, die resistent gegeniiber EAE waren, unterschieden werden konnte.
Jedoch kann so nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass die myeloid-spezifische Deletion
von IKK?2 zusitzlich einen Einfluss auf die Effektorphase der EAE hat. Dem widersprechen
jedoch die histologischen Befunde von unverdnderten Immunzellinfiltraten und
Demyelinisierungen in den erkrankten IKK2™° Tieren (Abbildung 16). Zusétzlich konnte in
passiven EAE-Experimenten vergleichbare klinische Verlaufer der EAE in den IKK2™*°
Maiusen und Kontrolltieren gefunden werden (Abbildung 19). Dazu wurden in vitro generierte
Myelin-reaktive Th17-Zellen aus C57BL/6 2d2 tdRFP Tieren in IKK2™°- oder IKK™
Knochenmarkchimire appliziert und damit die T-Zell-Priming Phase umgangen, wodurch
vergleichbare EAE-Inzidenzen, klinische Scores und ZNS-Immunzellinfiltrate in den IKK2-
defizienten und Kontrolltieren erkennbar waren. Greve et al. publizierten dhnliche Resultate in
T-Zell-spezifischen IKK2-deletierten Tieren, welche eine Resistenz gegeniiber MOGs3s-ss-
induzierter EAE zeigten.’®”) Die transgene Expression des MOGss ss spezifischen T-
Zellrezeptors (2d2) filihrte in diesen Tieren zu einem vergleichbaren klinischen EAE-Verlauf
wie in den Wildtyp Tieren. Daraus schlossen sie, dass IKK2 bei der Induktion der EAE eine
entscheidende Rolle durch Kontrolle der Expansion autoreaktiver ~ T-Zellen spielt.[??]

Zur genauen Beurteilung der Funktionalitdt der Blutleukozyten und der Immunreaktion

wihrend der Induktionsphase wire die ex vivo Stimulation mit MOGss-ss Peptid zur Induktion
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einer antigen-spezifischen T-Zell Reaktivierung, bzw. mit anti-CD3/anti-CD28 zur Induktion

einer breiten T-Lymphozytenaktivierung, an Tag 7-10 nach Immunisierung der Tiere hilfreich.

Im Tiermodell der Meningitis stellen Makrophagen und Granulozyten die Haupt-Effektorzellen
dar [157:161.162] " Gje werden direkt iiber TLR2 aktiviert, ohne zusitzliche Beteiligung von T-
Zellen. In Einklang mit diesen Befunden zeigten Mause mit einer myeloid-spezifischen IKK2-
Deletion keine Unterschiede im klinischen Verlauf der Meningitis im Vergleich zu den der
Kontrollgruppen. Dabei wurden u.a. die Pleozytose im CSF und die Apoptose neuronaler Zellen
untersucht (Abbildung 20).

Der unveréinderte klinische Verlauf und die vergleichbare Zellmigration ins ZNS im Tiermodell
der Meningitis sowie in der passiven EAE bestitigen die Hypothese, dass die NF-kB-
Aktivierung in myeloiden Zellen fiir das Priming von T-Zellen, jedoch nicht fiir die myeloide

Effektorfunktion und Migration entscheidend ist.

7.2  Etablierung einer nicht-myeloablativen Konditionierung fiir die

Einwanderung von Knochenmarkzellen in das Gehirn
Die aus dem Dottersack stammenden residenten Mikroglia spielen als Haupteffektorzellen bei
nahezu allen Erkrankungen des ZNS eine entscheidende Rolle, indem die die lokale angeborene
Immunreaktion  vermitteln. Ontogenetisch ~ stellen  sie  eine  eigenstdndige
Makrophagenpopulation dar, die im adulten Organismus nicht von hématopoetischen
Vorlauferzellen oder zirkulierenden Monozyten ersetzt wird, was auch Versuche in
parabiotischen Miusen belegten.!'>37072] Eines der gréBten Hindernisse fiir die erfolgreiche
Therapie neurologischer Erkrankungen stellt damit der limitierte Zugang zum ZNS aufgrund
der Blut-Hirn-Schranke dar. Jedoch zeigte sich in den letzten Jahren, dass
bestrahlungsinduzierte Verdnderungen im ZNS sowie die Transplantation von
hidmatopoetischen Stamm-/Vorlduferzellen zur myeloiden Zellrekrutierung ins Gehirn
fiihren.[6>7284 Im Vergleich zu den CD45" -exprimierenden myeloiden Zellen des ZNS galten
Mikroglia lange Zeit als strahlungsresistente Zellpopulation.[#+242%3] Menzel et al. konnten
jedoch zeigen, dass Mikroglia hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Bestrahlung eine
heterogene Zellpopulation im Gehirn darstellen.*®®! Die strahlungsresistente Mikroglia-

Population ist jedoch nicht in der Lage den bestrahlungsbedingten Schaden im Gehirn zu
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kompensieren. Die Gesamtzahl der Mikroglia im Gehirn ist nach Bestrahlung reduziert. Anders
als in Mikroglia-Depletionsexperimenten beschrieben, konnten Menzel et al. nach
Ganzkorperbestrahlung keine Repopulation von Mikroglia aus internen Vorldufern im Gehirn
detektieren, [296.297:298]

Bei der myeloablativen Ganzkorperbestrahlung kommt es zur massiven ZNS-Inflammation und
zur Zerstorung des himatopoetische Systems. Es konnten Graft-versus-Host (GvH)-
Reaktionen, einhergehend mit einer gesteigerten Morbiditit und Mortalitdt, beobachtet
werden.[2342993%] Eine gezielte Kopfbestrahlung mit einer geringeren Gewebezerstorung,
dhnlich wie die bereits von anderen Forschergruppen publizierten Knochen- bzw.
Markbestrahlung, stellt daher eine Alternative zur Ganzkorperbestrahlung dar.[2°42%%)

Es zeigte sich, dass die selektive Kopfbestrahlung mit einer Strahlendosis von 11 Gy die
Rekrutierung von Knochenmarkzellen ins Gehirn ermoglicht. Dabei wiesen die HI Tiere eine
geringerere Chimerismusrate im peripheren Blut sowie eine verzogerte Einwanderung von
Knochenmarkzellen ins Gehirn verglichen mit TBI Tieren auf (Abbildung 24). In den HI Tieren
konnten erst 16 Wochen nach Transplantation GFP*-Donorzellen im Kortex gefunden werden,
wihrend sie bereits sieben Tage nach Transplantation in allen untersuchten Gehirnregionen der

TBI Tiere zu finden waren (Abbildung 24D). Auch die Zahl ramifizierter GFP*-Zellen war
gegeniiber ganzkorperbestrahlten Tieren signifikant reduziert (Abbildung 24C).

Publizierte Daten geben Hinweise darauf, dass die Bestrahlung des ZNS die Regulation von
Genen induziert, darunter Zytokine und Chemokine, die die Migration von Knochenmarkzellen
ins ZNS steuern. So wurde u.a. eine Hochregulation der Genexpression von CXCL10, CCL2,
CCLS5 und TNF-a nach Bestrahlung im Gehirn publiziert.[®%8131 [m Gegensatz dazu zeigen
Tiere, deren Kopf vor der Strahlung abgeschirmt war, keine Induktion der Genexpression der
erwahnten Zytokine, einhergehend mit einer verhinderten Einwanderung transplantierter Zellen
ins Gehirn.®™ In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte nach HI eine Induktion der
Genexpression von CXCL10, CCL2, CCLS5 und TNF-a sowie zusétzlich von CXCL4, ICAM-
1, VCAM-1, P-Selektin und Itgb3 im Gehirn gegeniiber unbestrahlten Mausen detektiert
werden (Abbildung 22B, Anhang 9-11). Dabei wurde vier Wochen nach Kopfbestrahlung die
hochste mRNA Expression von CXCL10, CCLS5, Itgb3, ICAM-1 und VCAM-1 im Hirnstamm
(in der Region der Fazialiskerne) detektiert (Abbildung 22B, Anhang 9 und 11).
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Unter pathologischen Prozessen erfolgt eine verstirkte Rekrutierung von Knochenmarkzellen
ins ZNS und zwar bevorzugt an den Ort einer Inflammation, wie bereits in Mausmodellen der
zerebralen Ischdmie, der bakterieller Meningitis und der neuronalen Degenerationen gezeigt

82.84949] In Einklang mit diesen Daten wurde in HI Miusen mit einer

werden konnte.!
neuronalen Schidigung in Form einer Motoneurondegeneration nach FNA eine gesteigerte und
beschleunigte Rekrutierung von Knochenmarkzellen detektiert. Dabei konnten bereits vier
Wochen nach Bestrahlung GFP"-Zellen im ldsionierten Fazialiskern der HI (11 Gy) + FNA
Tiere gefunden werden (Abbildung 26B). Die eingewanderten Zellen waren zwei Wochen nach
FNA bereits stark ramifiziert und immunreaktiv fiir den Mikroglia/Makrophagenmarker Iba-1
(Abbildung 27A). Die FNA fiihrte in HI Tieren zu einer erhohten mRNA-Expression von
CCL2, CXCL10 und CCL21 im Hirnstamm (Abbildung 28B), wodurch die gesteigerte
Einwanderung von Knochenmarkzellen in den lésionierten Fazialiskern in diesen Tieren erklart
werden kann. Jedoch konnten in den Tieren, die als alleinige Konditionierung einer FNA
unterzogen wurden, keine GFP" Knochenmarkzellen im peripheren Blut und im ldsionierten

302]

Fazialiskern gefunden werden®%, was die publizierten Daten der Notwendigkeit einer

bestrahlungsinduzierten Konditionierung des ZNS fiir die Rekrutierung myeloider Zellen

t.7784 Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass eine hohe Strahlendosis fiir die

stiitz
Einwanderung von Knochenmarkzellen ins ZNS erforderlich ist. So fiihrte die sublethale
Strahlendosis von 3 Gy in TBI und HI Tieren zu einem geringeren Blutchimerismus als die
erhohte Dosis von 11 Gy (Abbildung 26A) und zu keiner Einwanderung von

Knochenmarkzellen in den ldsionierten Fazialiskern (Abbildung 26B).

Dass die Einwanderung von Knochenmarkzellen ins konditionierte ZNS unabhingig vom
peripheren Blutchimerismus ist zeigte sich zusitzlich bei Tieren, die mit Busulfan behandelt
wurden. In diesen konnten trotz erhohter Rate von GFP™-Zellen im Blut keine Zellen aus dem
Donorknochenmark im ldsionierten Fazialiskern detektiert werden (Abbildung 26). Dieses
Ergebnis deckt sich mit Daten von Lampron et al., die zusétzlich zeigten, dass Busulfan eine
dhnlich effiziente Myeloablation wie bei der TBI induziert."®™ Andere Forschergruppen
konnten dagegen eine Rekrutierung von Knochenmarkzellen ins Gehirn nach
Busulfanbehandlung publizierten, wenngleich deren Anzahl geringer als bei TBI war. Die
Anzahl an transplantierten Zellen nach Konditionierung war mit 5x10° bis 2x107 unsortierten
Knochenmarkzellen vergleichbar zum verwendeten Konditionierungsprotokoll in der

vorliegenden Arbeit (Transplantation von 2x10’ Knochenmarkzellen). Jedoch lag die
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verwendete Busulfandosis mit 50mg/kg Korpergewicht unter der der anderen Gruppen, die
zwischen 80-125mg/kg applizierten.[60-1:303]

In den Gehirnen von Busulfan-behandelten Tieren wurde eine Induktion der Genexpression von
CXCL10, CCL2, CCL3, CCLS5, TNF-a und IL-1 beschrieben, die gegeniiber der TBI
signifikant reduziert war.[°>*!] Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde eine signifikant reduzierte
Expression von CCL2, CXCLI10 und CCL21 im Gehirn Busulfan-behandelter Tieren
gegeniiber HI Maiusen detektiert (Abbildung 28B). Aus diesen Daten lédsst sich auf eine
mogliche Rolle der Zytokine CXCL10, CCL21 und CCL2 bei der Migration von
Knochenmarkzellen in das ZNS schlieen. Es gibt bereits publizierte Daten, die zeigen, dass
CCR2, der Rezeptor von CCL2, fiir die Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark ins

Gehirn notwendig ist.[?!:%]

7.3 Rolle von CXCR3 bei der Migration von Knochenmarkzellen ins ZNS

Zhou et al. konnten zeigen, dass myeloide Zellen aus Wildtyptieren in der Lage sind, das
vaskuldre Remodelling nach einer Ligation der dulleren Halsschlagader in Chiméren mit
CXCR3-Knockout Hintergrund widerherzustellen. Dabei konnten sie eine Expression von
CXCR3 auf Makrophagen aus dem Knochenmark nachweisen, die die Adventitia infiltrieren.
Der Rekrutierungsprozess zur Adventitia war dabei abhéngig von CXCR3 und dessen Ligand
CXCL10.B3%4

Wir konnten in CXCR3-KO-Knochenmarkchiméren einen signifikant geringeren peripheren
Blutchimérismus nachweisen als nach Transplantation von Wildtyp-Knochenmark (Abbildung
30C). Allerdings konnten wir keinen signifikanter Unterschied in der Anzahl GFP*-Zellen im
lasionierten Fazialiskern zwei Wochen nach FNA zwischen CXCR3-KO und WT
Donorknochenmark feststellen (Abbildung 30D). Bei diesen Daten ist zu beachten, dass nur
GFP"-Zellen im Fazialiskern gefarbt und quantifiziert wurden. Die retrovirale GFP-
Transduktionsrate lag jedoch bei 62% in den WT- bzw. 64% in den CXCR3-KO Donor-
Knochenmarkzellen, so dass die Anzahl eingewanderter GFP*-Zellen vermutlich entsprechend
hoher lag. Aus diesen Daten lésst sich schlieen, dass CXCR3 nicht essentiell fiir die Migration
von Knochenmarkzellen ins ZNS ist.

Rappert et al. konnten in Zellkulturexperimenten zeigen, dass CXCL10 und CCL21
chemotaktisch die Migration von CXCR3-exprimierenden Mikroglia steuern. Mikroglia aus

CXCR3-Knockout Maiusen zeigten dagegen keine Chemotaxis gegeniiber diesen
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[132] Tm Lisionsmodell der FNA konnte dieselbe Gruppe keine Unterschiede in der

Chemokinen.
Morphologie und Dichte von Mikroglia im Gehirn von CXCR3-KO und WT-Miusen finden.
Dagegen konnte nach Lésion des entorhinalen Kortex in CXCR3-KO Tieren eine
beieintrichtigte Migration von Mikroglia im Hippocampus beschrieben werden.[!44]

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass CXCR3 nach Lision eine Rolle bei der Migration,
nicht jedoch bei der Proliferation von Mikroglia innerhalb des ZNS spielt. In unseren
Untersuchungen konnte in den untersuchten lymphatischen Organen und im Blut naiver
C57/BL6 Miuse eine geringe Expression von CXCR3 detektiert werden (Abbildung 31A).
Diese beschrinkte sich jedoch aufs CD11b” Zellkompartiment, vor allem auf CD4"- und CD8"
T-Lymphozyten (Anhang 12A). In myeloiden Zellen naiver Tiere konnten wir dagegen keine
Expression von CXCR3 detektieren (Abbildung 31B). Aus der Literatur ist bisher nur eine
CXCR3-Expression auf einem kleinen Prozentsatz humaner Blutmonozyten bekannt.['*®) Bei
Patienten mit rheumatischer Arthritis und chronischer Inflammation wurde im peripheren Blut

136.137] Im Gehirn konnten wir eine relativ

eine Zunahme an CXCR3"* Monozyten beschrieben.!
zu peripheren Organen hohere CXCR3-Expression detektieren, die sich aber auf CD11b™-Zellen
beschriankte (Abbildung 31A). In naiven Tieren konnten wir auf Mikroglia, die CD11b im
Gehirn exprimieren, keine CXCR3-Expression nachweisen, was sich mit den Daten von
Goldberg et al. deckt.l'3% Andere Publikationen konnten dagegen eine Expression von CXCR3

129.132.133] [nwieweit eine Expression

in Mikroglia, jedoch nur unter Kulturbedingungen zeigen.!
von CXCR3 unter inflammatorischen Bedingungen hochreguliert wird, konnte im Rahmen der
durchgefiihrten Versuche nicht erfasst werden. Jedoch ist eine solche Hochregulation der
Genexpression wahrscheinlich, betrachtet man publizierte Daten aus aktivierten Mikroglia. So
weisen zum Bespiel residente Mikroglia in vivo keine Expression des Dopaminrezeptors D2
auf, wihrend in Kultur und bei in vivo aktivierten Mikroglia nach MCAO eine D2R-Expression

nachgewiesen werden konnte.?>®)

Unter pathologischen Bedingungen wurde eine CXCL10-Expression von Astrozyten,
Mikroglia und Neuronen im ZNS beschrieben, wobei die Publikationen dazu sehr
widerspriichlich sind 1443933%I T ynserer Arbeit konnten wir nach HI + FNA eine CXCL10-
Expression in Neuronen (Anhang 13A), jedoch nicht in Astrozyten oder Mikroglia nachweisen

(Anhang 13B und C), was die Daten von Rappert et al. sowie Tanuma et al. besttigt.[144 39.306]
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Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte nicht-myeloablative ZNS-Konditionierung ermoglicht
es, einzelne Zellpopulationen zu transplantieren, um die Vorlduferzellen der
Knochenmarkzellen zu identifizieren, die in das Gehirn einwandern. Eine vollstindige
Rekonstitution des hdmatopoetischen Systems, wie etwa bei der Ganzkorperbestrahlung, ist bei
der selektiven Kopfbestrahlung nicht erforderlich. Publikationen deuten darauf hin, dass
zirkulierende CCR2-exprimierende Ly6C"-Monozyten in das bestrahlte Gehirn einwandern
kénnen.®* Neuere Daten zeigen jedoch, dass nur transplantierte Lin'c-kit"Sca-1" multipotente
Knochenmarkzellen in bestrahlten Mausen zu einer stabilen Langzeit-Einwanderung myeloider
Zellen im ZNS von EAE-Miusen fiihren.”'7”! Allerdings verbleiben himatopoetische
Stammzellen im Knochenmark und sind im peripheren Blut konditionierten Tiere kaum
detektierbar.'3%”) In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnten wir zeigen, dass im
peripheren Blut der TBI bzw. HI Méuse ebenso wie in den Busulfan-behandelten Tieren der
Anteil GFP-eprimierender HSCs (Lin"CD11bc-kit"Sca-1%) im peripheren Blut unter 1% lag
(Abbildung 29A). Das etablierte neue Modell der nicht-myeloablativen Konditionierung
ermoglicht es nun die Knochenmarkzellen zu identifizieren, die zur Rekrutierung ins ZNS féhig

sind.
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12 Anhang
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Anhang 1 IKK2 mRNA- und Proteinlevel in primiren Mikrogliazellen, peritonealen

Makrophagen und Astrozyten. A) Die /kk2 mRNA-Expressionslevel wurden {iber gRT-PCR
bestimmt, wobei die Werte gegen GAPDH normalisiert wurden (n=6). B) Die Proteinlevels von IKK2
wurden iiber einen Western Blot analysiert, wobei Aktin als Ladekontrolle diente und dessen Werte
zur Normalisierung herangezogen wurden (n = 3). Die Ergebnisse der mRNA- und Proteinlevel sind
als relative Expressionsraten gegeniiber IKK2" Miusen dargestellt und stammen aus der Dissertation
von Dr. Katja Blatzej, 2013.**) MW + SEM; *p<0,05 (One-way ANOVA mit dem Bonferroni
Posthoc-Test)
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Anhang 2 Kerntranslokation der NF-kB Untereinheit p65 in primiren Mikrogliazellen.

A) Lokalisation der p65 Untereinheit (griin) im Nukleus oder dem Zytoplasma nach 30-miniitiger
Stimulation der priméren Mikrogliazellen mit 1pg/ml LPS. Die Zellkerne sind mit DAPI geférbt (rot);
360-fache Vergrofierung im Konfokalmikroskop. B) Quantitative Analyse der p65-Lokalisation im
Zytoplasma verglichen mit der Zellkerntranslokation mit Hilfe der Software MATLAB. Die
Ergebnisse stammen aus der Dissertation von Dr. Katja Blatzej, 2013.2/n = 3. MW + SEM; *p<0,05
(One-way ANOV A mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 3 Frequenz tdRFP-
exprimierender Monozyten
(CD45"CD11b"Ly6CMLy6G")
und Granulozyten (CD45"
CD11b*Ly6C™Ly6G") im ZNS,
der Milz, dem Blut und dem
Knochenmark von LysM'"RFP_
und Kontrollmiusen mittels
FACS. n=3-4. Die Ergebnisse
stammen aus vier unabhingigen
Versuchen und wurden
zusammen mit Dr. Helena
Radbruch generiert. MW +
SEM; *p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001 (One-way ANOVA
mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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O naive Tiere (ohne EAE)
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Anhang 4 Frequenzen tdRFP-exprimierender Monozyten (CD45"CD11b*Ly6C"Ly6G")

und Granulozyten (CD45"CD11b*Ly6C™Ly6G") im ZNS und der Milz naiver LysM'"R*? M:iuse

(graue Balken) und unter inflammatorischen Bedingungen (EAE) in CerTN L15 Lys

MthFP

Tieren (hier auch als LysM'"®*F pezeichnet, schwarze Balken). Die Ergebnisse der naiven Tiere
stammen aus vier unabhéngigen Versuchen (n=3-4), wiahrend die Ergebnisse der mit MOGss.ss Peptid
immunisierten Tiere aus einem Versuch stammen (n=3). MW + SEM; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-
way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Zeit nach Immunisierung (Tage)
C Genotyp CertnL15R*? | CertnL15RFP/wt C57BI6/J
Inzidenz 4/4 4/4 4/4
AUC 7.8+0.8 7.9+0.8 102+1.2
maximaler Score
erkrankter Mause 2£0 2£0 19+03
Tag erster klinischer 741 741 741
Symptome

Anhang 5 Klinischer Verlauf der aktiven EAE in CerTN L15 LysM'"®*F_ ynd Kontrolltieren
A) EAE-Inzidenz; B) Klinischer Score; C) Ubersicht iiber Inzidenz, Area under the curve (AUC),
maximaler Score sowie den Tag erster klinischer Symptome. n=4. MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01;
(Two-way ANOV A mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 6 Zytokinsektretion von ex vivo stimulierten Milzzellen mit anti-CD3/anti-CD28.

Die Zellen wurden an Tag 30 nach Immunisierung mit MOGss.ss Peptid aus IKK2™° und
Kontrollméusen isoliert und mit anti-CD3/anti-CD28 stimuliert. Die Konzentration von 1L-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y und TNF-a wurde iiber einen Cytometric Bead Array (CBA) bestimmit.
n=3-5. MW = SEM; nicht signifikant (One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 7
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Zytokinsektretion von ex vivo stimulierten Milzzellen mit MOGss.ss. Die Zellen

wurden an Tag 30 nach Immunisierung mit MOGss.ss Peptid aus IKK2™¢ und Kontrollméusen isoliert
und mit MOGss.ss Peptid stimuliert. Die Konzentration von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y und
TNF-a wurde tiber einen Cytometric Bead Array (CBA) bestimmt. n=3-5. MW + SEM; nicht signifikant
(One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 8 Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten in IKK2™*- und
Kontrollmiiusen nach Meningitis. Dargestellt sind die Frequenzen der B220" B-Zellen, CD4" und
CDS8" T-Zellen (gegatet auf CD45" lebende Zellen) in der Milz und dem ZNS 24 h nach
Meningitisinduktion in IKK2"™°- (blaue Balken) und Kontrollméusen (graue bzw. schwarze Balken).
n=4-8. MW = SEM; nicht signifikant (One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 9 Genexpressionsprofile von Zelladhéisions- und kostimulatorischen Molekiilen im Gehirn nach HI. qRT-PCR von E-Selektin, P-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 im Bulbus olfactorius (OB, weifle Balken), Cerebellum (CB, graue Balken) und Fazialiskernen (FN, schwarze Balken) 1, 2, 4, 12 und
16 Wochen nach Kopfbestrahlung (HI 11 Gy). Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen GAPDH normalisiert und sind als Induktionswerte gegeniiber
unbestrahlten Tieren dargestellt. n=3-4. MW + SEM; *p<0,05; **p<0,01 (One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 10 Genexpressionsprofile von Zytokinen und Chemokinen im Gehirn nach HI. qRT-PCR von TNF-a, CXCL4, IL-1f und IL-10 im Bulbus
Olfactorius (OB, weifle Balken), Cerebellum (CB, graue Balken) und Fazialiskernen (FN, schwarze Balken) 1, 2, 4, 12 und 16 Wochen nach Kopfbestrahlung
(HI 11 Gy). Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen GAPDH normalisiert und sind als Induktionswerte gegeniiber unbestrahlten Tieren dargestellt. n=3-4.
MW + SEM; **p<0,01 (One-way ANOVA mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 11 Genexpressionsprofile von Zelladhésions- und kostimulatorischen Molekiilen im Gehirn nach HI. qRT-PCR von Itgb3 und CD40 im
Bulbus olfactorius (OB, weile Balken), Cerebellum (CB, graue Balken) und Hirnstamm mit Fazialiskernen (FN, schwarze Balken) 1, 2, 4, 12 und 16 Wochen
nach Kopfbestrahlung (HI 11 Gy). Die mRNA-Expressionslevel wurden gegen GAPDH normalisiert und sind als Induktionswerte gegeniiber unbestrahlten
Tieren dargestellt. n=3-4; MW + SEM; nicht signifikant (One-way ANOV A mit dem Bonferroni Posthoc-Test)
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Anhang 12 Charakterisierung CXCR3-exprimierender Zellpopulationen in Milz (A) und
Knochenmark (B) von C57/BL6 (WT) bzw. CXCR3 Tieren. B) HSCs, Ly6C"-Monozyten und
Ly6G'-Granulozyten exprimieren im Knochenmark von WT Tieren kein CXCR3. HSCs, Ly6C"-
Monozyten und Ly6G*-Granulozyten wurden nach der in Abbildung 29 dargestellten Gatingstrategie

(ohne GFP-Gating) identifiziert.
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Anhang 13 Histologische Schnitte des Faziliskerns nach HI (11 Gy) + FNA zeigen die
Colokalisation von CXCL10 (rot) und NeuN (griin; A), wihrend CXCL10 nicht mit Mikroglia
(Iba-1, griin; B) oder Astrozyten (GFAP, griin; C) colokalisiert ist.
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