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A. Einleitung

A. Einleitung

1. Uveitis und experimentelle Autoimmunuveitis (EAU

In dieser Arbeit soll die Wirkung des partiellen ®Q-Antagonisten'fAA*%-MCP-1 auf
den Krankheitsverlauf der experimentellen Autoimptlreitis (EAU) untersucht werden.
Als Versuchstiere wurden Lewis-Ratten verwendet.

Im klinischen Sprachgebrauch wird jede intraokul&metziindung allgemein als Uveitis
bezeichnet, obwohl der Begriff Uvea (lat. Traubdjersggenommen nur die stark
pigmentierten, gefalRfuhrenden Schichten wie IriBa&orper und Aderhaut umfafit. In den
Industrielandern wird die Inzidenz der Uveitis mit-30/100 000 angegeben; die Pravalenz
betragt ca. 40-200/100 000 Einwohnern.

Die Uveitiden werden sowohl nach anatomischer Lisk#ibn als auch nach atiologischen
Gesichtspunkten eingeteilt. Nach anatomischer lisekiabn wird eine anteriore (lritis,
Iridozyklitis) von einer intermediaren (z.B. Pardaitis) und einer posterioren Form
(Chorioiditis, Chorioretinitis) unterschieden. Isbwohl die vordere als auch die hintere
Augenkammer betroffen, bezeichnet man dies als \rdiigi (Bloch, 1987). Nach der
Atiologie differenziert man zwischen einer erregetingten Uveitis (z.B. Toxoplasma gondii,
Candida species, Tuberkelbakterien, Herpesvirendlednund einer Uveitis autoimmunen
Urprungs. Die haufigere Form ist dabei die spomtaftretende Autoimmunuveitis mit einem
Anteil von uber 80% an allen Uveitiden (de Smet @ithn, 2001). Die Autoimmunuveitis
kann als isolierte Erkrankung (viele Iritis-Formeder White-Dot-Syndrome wie z.B.
Birdshot-Chorioretinopathie) oder auch im Rahmendeaer Autoimmunerkrankungen
auftreten. So sind z.B. der Morbus Bechterew, dsorisis, die Colitis, die juvenile
chronische Arthritis und der Morbus Behcet haufigemer Uveitis assoziiert.

Bei der Autoimmunuveitis beobachtet man entwedeereichronisch progredienten oder
einen schubférmigen Verlauf, wobei die Mehrzahl deatienten unter chronisch
rezidivierenden, mehrere Wochen anhaltenden ldeliti leidet. Die beschwerdefreien
Intervalle sind in ihrer Lange und Haufigkeit indiuell unterschiedlich und kénnen einen

Zeitraum von mehreren Wochen bis hin zu Jahrzehumaassen.



A. Einleitung

it Uveitis

Abb. 1: Klinische Bilder der humanen Uveitis: Die Bilder auf der linken Seite zeigen ein
gesundes Auge mit dem entsprechenden Augenhintetgidas Bild rechts oben zeigt ein
Auge mit Iritis, die Bindehaut ist stark entziindat die Vorderkammer zeigt eine Infiltration
mit Entzindungszellen und einen Endothelbeschlag. Bild unten rechts ist der
Augenhintergrund bei einer posterioren Uveitis datgllt. Durch das massive
Glaskorperinfiltrat sind die einzelnen Strukturesr moch schwach zu erkennen. Fotos zur
Verfuigung gestellt von G. Wildner und S.R. Thurau

Die Entzindung von Aderhaut und Netzhaut fuhrt mereFunktionseinschréankung dieser
Strukturen und somit zu einem Visusverlust. Dessveit werden durch die chronische
Entzindungsreaktion haufig auch andere okularekitren wie z.B. Glaskorper, Sklera,
Linse, Hornhautendothel oder Trabekelwerk irrevmisi geschadigt. Durch diese
Destruktionen kdnnen spater Komplikationen wie ABlatio retinae, Glaukom und Katarakt
eintreten. Fur die Patienten bedeutet dies einatengehenden Visusverlust gegebenenfalls
bis hin zur vollstandigen Erblindung. Wie bei arefeAutoimmunerkrankungen richtet sich
die Immunantwort bei der Autoimmunuveitis gegenpeieigene Antigene. Warum es im

Krankheitsverlauf immer wieder zu einem Sistieren Bntzindung kommen kann, obwohl
8



A. Einleitung

weiterhin entsprechende okulare Autoantigene vatbansind, ist noch nicht vollstandig
geklart (Gery et al., 1986a). Es werden immunrdgtigche Vorgange vermutet, die
wahrscheinlich durch Suppressorzellen vermitteltdea.

Die Frage, wie es zu einer Immunreaktion gegeraakinldre Antigene kommen kann, ist
nicht sicher geklart. Das Auge ist ein immunprigiertes Organ und besitzt keine
Lymphdrainage. Desweiteren wird eine Entziindundisiaaim Auge normalerweise durch
die Blut-Retina-Schranke, eine Barriere fir Zeltls Immunsystems, verhindert. Die Blut-
Retina-Schranke kann nur dann von EntzindungszélbErwunden werden, wenn diese
zuvor aktiviert worden sind. Nach einer Hypothesxden spezifisch T-Zellen durch &hnliche
Antigene aufRerhalb des Auges (z.B. HLA-Antigengu¥antigene, etc.) aktiviert, kbnnen in
diesem Zustand in das Auge einwandern und reagigré&inne einer Kreuzreaktion mit den
entsprechenden okularen Antigenen. Dies wird aush,antigene Mimikry* bezeichnet
(Wildner et al., 1994; Wildner & Diedrichs-M6hring003).

Wahrend antigenspezifische Lymphozyten die Immuirea vermitteln, sind die im
Krankheitsverlauf durch Entztindungsmediatoren {lmeste inflammatorische Cytokine und
Chemokine) rekrutierten, unspezifischen Entzindeelgn (Makrophagen und
Granulozyten) fur die Gewebeschadigung verantvabriiCaspi et al., 1993).

Die Therapie der Autoimmunuveitis gestaltet sichveerig und beschrankt sich bisher auf
die Applikation entziindungshemmender und immunsaperender Medikamente mit zum
Teil erheblichen Nebenwirkungen.

Um neue Therapieansatze zu entwickeln, ist einawgeienntnis der immunpathologischen
Mechanismen von groRer Bedeutung. Daher wurdediéitveitis verschiedene Tiermodelle
etabliert (Meerschweinchen, Ratten, Mause, Affdierd®) (de Smet und Chan, 2001). Die
Induktion der experimentellen Autoimmunuveitis (EAbDei Ratte und Maus sind die am
haufigsten verwendeten Tiermodelle.

Um eine EAU auszulésen, werden den Versuchstieggnate Antigene als Emulsion mit
komplettem Freund schem Adjuvans (CFA) subcutanziarf, was auch als ,aktive
Immunisierung” bezeichnet wird. Auf diese Weise der spezifische T-Lymphozyten
aktiviert, welche die Blut-Retina-Schranke Ubervendkonnen (,afferente Phase* der
Immunreaktion). Im Auge werden diese Zellen duramtakt mit inrem spezifischen Antigen
reaktiviert und lésen dort eine lokale Entzinduegktion aus, was auch als ,efferente
Phase” der Immunreaktion bezeichnet wird. Die EAdrk auch direkt durch den Transfer

entsprechender, in der Zellkultur generierte Tld#adin induziert werden. Somit kénnen die
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A. Einleitung

afferente und efferente Phase der Immunreaktiomeiget untersucht werden. In dieser
Dissertation wurde die EAU bei Lewis-Ratten als Mibgerwendet.

Als retinale Autoantigene sind bei der Lewis-Rati#s retinale S-Ag (S-Antigen, retinal
soluble antigen) und das IRBP (Interphotorezepgtinoid-bindendes Protein) bekannt. Das
S-Ag ist eine intrazellulare Tyrosinkinase und eimesentlicher Bestandteil der
PhotorezeptorauRensegmente (Beneski et al.,, 19B4s IRBP ist ein von den
Photorezeptorzellen sezerniertes, extrazellularaasportprotein (Borst et al., 1989; Fong et
al., 1984).

Bei der Lewis-Ratte setzt die Uveitis akut ein,la&eft monophasisch und fuhrt innerhalb
weniger Tage zu starken retinalen Destruktionere Bistopathologischen Veranderungen
zeigen dabei Ahnlichkeiten mit denen der humaneeitisv(Faure, 1980, Gery et al., 1986).
Der exakte Krankheitsverlauf ist allerdings varialoed hdngt von dem verwendeten Antigen
ab. Wahrend IRBP zu einer starken Enziindungsreaktider Vorderkammer fihrt (de Smet
et al., 2001), wird bei Verwendung von S-Ag voealleine Entziindung und Destruktion des
hinteren Augensegmentes beobachtet. Dies beruht amem unterschiedlichen
Migrationverhalten der entsprechenden T-Zellliniddl4 spezifische T-Zellen wandern
praferentiell Gber retinale GefalRe ein, wohinge@SAg-spezifische T-Zellen von der
Aderhaut zunachst durch das angrenzende retingheePitepithel (RPE) migrieren, und dann
die weiter innen liegenden Netzhautschichten niilen. Desweiteren scheinen im Verlauf
der entsprechenden Entziindungsreaktionen auchddhtede in Bezug auf die involvierten
Chemokine zu bestehen (Diedrichs-Méhring et al0520

Neben den vollstandigen Proteinen kénnen auch eligid® R14 (Rinder-IRBP, Aminosaure
1169-1191) und PDSAg (Rinder-S-Ag, Aminosaure 382)3zur Induktion der EAU
verwendet werden, da sie pathogenene Epitope &mh@bregerson et al., 1989; Gregerson
et al., 1990; de Smet et al., 1993).

Diese Peptide wurden auch im Rahmen der folgendeerslchung verwendet.

10



A. Einleitung

Uveitis bei der Lewis-Ratte, klinisches und hisgiehes Bild:

Abb. 2: A, B: Klinisches Bild eines gesunden Ratteauges (A) sowie eines Rattenauges
mit Uveitis (B). Das Auge zeigt ein Hypopyon (steriles Leukozytemsedt) in der
Vorderkammer. C, D: Histologie des vorderen Audpschnitts, gesund (C) und Rattenauge
mit Iritis (D), (HH: Hornhaut, I: Iris, ZK: Ziliarkrper, rot gefarbt sind CD4T-Zellen und
Makrophagen) E,F: intakte Retina (E) und zerstdt&tina (F) nach heftiger posteriorer
Uveitis (CD4 T-Zellen rot gefarbt). Fotos zur Verfiigung gestedin G.Wildner.
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A. Einleitung

Bei der EAU spielt die Immunreaktion vom zellular€hh)-Typ die Hauptrolle, da die
Erkrankung durch den Transfer von spezifischenjvigkten CD4 T-Helferzellen auf
gesunde Tiere Ubertragen werden kann (Charteas,2092; Barton et al., 1993; Barton et
al., 1995). Eine Ubertragung durch Serum ist hiegegjcht pathogen (Caspi et al., 1986).
Von den aktivierten spezifischen T-Zellen infiltti@ur eine geringe Anzahl das Auge und ist
fur die Rekrutierung einer Vielzahl von unspezifisn Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen verantwortlich (Palestinalgt1986; Prendergast et al., 1998). Am
bedeutendsten ist dabei die Infiltration durch Morien/Makrophagen, welche bei der EAU
in groBer Anzahl im Auge nachzuweisen sind. Bigfiag man davon, dass Makrophagen
zwar CD4, nicht aber CD8 exprimieren kénnen (Jesfret al., 1985; Perry & Gordon, 1987).
Schroeter et al. konnten jedoch zeigen, dass' @skrophagen im Verlauf der EAE in der
Ratte das ZNS infiltrieren (Schroeter et al., 20@ig EAE ist ein Krankheitsmodell fir die
Multiple Sklerose und wird wie die EAU durch CD#-Zellen vermittelt. Uber die genaue
Funktion der CD8 Makrophagen ist noch wenig bekannt, jedoch kor®igmale tiber das
CD8-Molekil zu einer Freisetzung von inflammatdniese Mediatoren fihren (Lin et al.,
2000).

Die Rekrutierung der unspezifischen Leukozyterolgtf Uber die lokale Ausschuittung
unterschiedlicher Signalmolekiile (Cytokine, Chemekj welche eine Adhéasion der
Entzindungszellen an das Endothel mit nachfolgefldansmigration in das Zielgewebe
ermoglichen (Caspi et al., 1999).

Da das Ausmald der Gewebeschadigung und damit dwe$e der Erkrankung eng mit der
Anzahl und dem Aktivierungszustand der unspeziéscBntziindungszellen korreliert (Caspi
et al., 1993), ware die Verhinderung der Zellrelenuing ein aussichtsreicher therapeutischer
Ansatz.

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluseremodifizierten Form des Chemokins
MCP-1/CCL2, {®AA'%-MCP-1 auf den Verlauf der EAU untersucht. In getrten
Versuchen wurde die EAU dabei sowohl durch aktimemunisierung, als auch durch
adoptiven Transfer induziert.

Desweiteren wurde gepriift welchen Einfluss effia4*%-MCP-1-Behandlung auf die orale

Toleranzinduktion hat.
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A. Einleitung

2. Orale Toleranzinduktion

Eine Suppression der EAU ist auch durch die sogdearorale Toleranzinduktion* zu
erzielen. Dabei wird die Immunantwort durch die lerédpplikation des entsprechenden
Antigens abgeschwacht.

Der amerikanische Forscher H. G. Wells beobacHieteits 1911, dass Meerschweinchen
keine Reaktion auf eine Immunisierung mit Hihnenaid Milchproteinen entwickelten,
wenn diese zuvor mit Hihnerei- und Milcheiweil3 giefiit worden waren (Wells, 1911).

Die orale Toleranzinduktion wird durch das GALT {gassociated lymphoid tissue)
vermittelt, und soll unnétige Reaktionen des Imnystesms gegen apathogene Antigene wie
z.B. Nahrungsbestandteile verhindern (DePaolo.e2@03).

Eine tolerogene Wirkung weisen allerdings nichte alnmunogenen Antigene auf. Der
Mechanismus, Uber den das periphere Immunsystenalraddvird, ist zudem abhangig von
der verwendeten Antigenmenge. Eine hohe DosieresgAaitigens bewirkt in der Regel eine
Deletion oder Anergie der spezifischen T-Zellenhrefd nach einer niedrigen Dosierung vor
allem regulatorische T-Zellen (Suppressorzellempeifen, welche tUber Cytokine wie z.B.
TGF{3 supprimierend wirken (Strobel, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde die orale Toleransschlie3lich durch niedrig dosierte,
intragastrale Applikation des Antigens induziert.

Der Krankheitsverlauf einiger Autoimmunkrankheitkonnte durch orale Verabreichung
bestimmter Antigene bereits positiv beeinflusst deer (Nussenblatt et al., 1990; Weiner et
al., 1997).

Neben dem retinalen S-Antigen (Nussenblatt et 16197) wurde bei Patienten mit einer
Autoimmunuveitis auch ein HLA-Peptid erfolgreicls arales Tolerogen verwendet (Thurau
et al.,, 1999). Im Verlauf der mehrjahrigen Studientkte ein deutlicher Rickgang der
Entzindungsintensitat festgestellt werden (Thutaal.£2003).

Der genaue Mechanismus, Uber den die orale Toleduktion vermittelt wird, ist noch
Gegenstand der Forschung.

Wildner et al. konnten durch Transfer-Experimente Rattenmodell nachweisen, dass
antigenspezifischey/d TCR" Zellen im Rahmen einer oralen Toleranzinduktiomeei
immunsupressive Wirkung Ubertragen kénnen (Wildeteal., 1996). Die orale Toleranz kann
aber auch durch andere Zellen wie z.b. CI¥D25 T-Zellen und dendritische Zellen

vermittelt werden (Strobel, 2002).
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A. Einleitung

Es wird angenommen, dass das Chemokin MCP-1 (CGh@)sein Rezeptor CCR2 ebenfalls
an der Generierung der oralen Toleranz beteiligd §Karpus et al., 1998; DePaolo et al.,
2003). Daher wurde in den letzten Experimenten ediedrbeit der Einfluss von
[*®AA9-MCP-1 auf die orale Toleranzinduktion untersucht.

3. Klassifikation der Chemokine

Die Einwanderung von Leukozyten in entzindetes Geweird durch das Zusammenspiel
einer Vielzahl von Signalmolekilen ermdglicht. Hineedeutenden Anteil haben dabei die
Chemokine, welche eine Adhé&sion der Leukozyten as Hndothel mit nachfolgender
Transmigration bewirken kdnnen (Sallusto et alQ®0

Bis heute sind mehr als 44 Chemokine und 21 Cheamekeptoren beschrieben worden
(Murphy et al., 2000; Rossi et al., 2000; Segetrat.e2000).

Chemokine sind 8 bis 10 kDa schwere Molekile unseveuntereinander eine 20-70 %-ige
Homologie bezuglich ihrer Aminosauresequenz auf.

In der neuen Nomenklatur werden die Chemokine -auadply von der der charakteristischen
Anordnung der Cysteine am N-terminalen Ende - iar Klassen unterteilt. Fast alle
Chemokine weisen insgesamt vier Cysteine auf, \ered sich jeweils zwei am Anfang und
am Ende des Peptids befinden.

In der CC-Gruppe sind die zwei N-terminalen Cyst#&minosauren aufeinanderfolgend
angeordnet, wohingegen in der CXC-Gruppe eine lngke Aminosaure zwischen den
Cystein-Aminosauren liegt. Eine weitere Gruppedatiurch charakterisisert, dass sie eine
CX3C-Muster aufweist; hier sind die N-terminalen Cystedurch drei Aminosauren getrennt.
Eine Ausnahme stellt das Lymphotactin bzw. C-Chaemdlar. Es besitzt nur zwei Cysteine,
jeweils ein N-terminal und ein C-terminal lokalides Cystein.

Diese neue, systematische Klassifikation erseithisherige Einteilung nach Eigennamen
(wie z.B. IL-8 = CXCL8, MCP-1 = CCL2, etc.).

14



A. Einleitung

Die Chemokine binden mit inrem N-terminalen EndezaRrotein gekoppelte Rezeptoren mit
sieben Transmembran-Anteilen, welche entsprechaardGihemokinklassifikation in eine
CCR-, CXCR-, CX3CR- und CR-Gruppe unterteilt werden

Durch Bindung des Chemokins wird die entsprechefelie aktiviert, was letztendlich zur
Einleitung physiologischer Prozesse wie z.B. Leykeamigration, Lymphozytenreifung,
Angiogenese oder Angiostase fiuhrt (Rossi et aDpR0

Einige Rezeptoren kdnnen durch mehrere Chemokinwierk werden, wahrend einige
Chemokine wiederum an mehrere verschiedene Reegpibimden kdnnen. Somit ergibt sich
ein System von grof3er Variabilitat und Redundarzigbh et al., 2001).

15



A. Einleitung

4. Chemokine und Zellmigration

Chemokine sind vor allem fur ihre Eigenschaft beitaspezifische Leukozyten anzulocken,
zu aktivieren und an der Transmigration in das iamdete Gewebe mitzuwirken (Segerer et
al., 2000; Zlotnik et al., 2000). Die Entziindundkzrewerden dabei durch einen Chemokin-
Konzentrationsgradienten an die ensprechende Sgdleitet und durch Bindung des
Chemokins an den Rezeptor aktiviert.

Diese Aktivierung ist der erste Schritt in eineno&ss, an dessen Ende die Transmigration
der Immunzelle in das entziindete Gewebe steht.

Wahrend das N-terminale Ende der Chemokine an gezifschen Chemokinrezeptor
bindet, bindet das basische, C-terminale Ende asaliren Glykosaminoglykane (GAG) der
Endothelzellen. Dies ist nétig, um ein Wegwaschen@emokine durch den Blutstrom zu
verhindern (Proudfoot et al., 2003). Fir bestim@temokine konnte nachgewiesen werden,
dass eine spezifische Aminosauresequenz am C-Tesnfim die GAG-Bindung, und damit
fur die Rekrutierungsaktivitat der Chemokine essdéintist (Proudfoot et al., 2003;
Chakravarty et al., 1998).

| IE=211 EE=—N1 EE=—11 Ex=—3N

Chemokinrezeptor
y 4 ~—
* - Blutstrom

Leukozyten ' '

¢
/ A= =
/ akivierte Endothelzellen @ @

Glykosaminoglykan mit gebundenem Chemokin @

Chemokin

Transmigration

Abb. 3: Interaktion von Chemokinen und Chemokinrezgtoren unter physiologischen
Bedingungen: Chemokine binden mit dem C-terminalen Ende an dykdsaminoglykane
der Endothelzellen, fihren zur Aktivierung der Lemiten und leiten die Transmigration der
Leukozyten ein.
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Schon seit langerer Zeit wird an mdglichst spectifesr Therapieansatzen geforscht. Eine
Moglichkeit besteht in der gezielten Inhibition deturch Chemokine vermittelten
Rekrutierung von Entztiindungszellen.

Eine Blockade der ,Signalubermittlung” kdnnte sowah der Ligand-Rezeptor-Interaktion,
als auch an der anschlieRenden intrazellularen alkigskade erfolgen und ist bereits
Gegenstand der aktuellen Forschung (Proudfoot,2@03; Johnson et al., 2005b).

Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Beeinflusgwler Interaktion zwischen Chemokinen
und den Glykosaminoglykanen der Endothelzellens®i@AG-Bindung ist bei bestimmten
Chemokinen Voraussetzung fir die chemotaktischeviét in vivo (Proudfoot et al., 2003,
Johnson et al., 2005b). Die Blockade der GAG-Bingddarch Modifikation am C-terminalen
Ende konnte demnach auch die chemotaktische Adttides entsprechenden Chemokins
aufheben (Proudfoot et al., 2003; Johnson et @05&; Johnson et al., 2005b).

Chemokinrezeptor

){
akivierte Endothelzellen

modifiziertes
Chemokin

Glykosaminoglykan mit gebundenem Chemokin

Abb. 4: Blockade der chemotaktischen Funktion von @emokinen durch modifizierte
Chemokine (partielle Chemokinrezeptorantagonisten): Durch Modifikation am C-
terminalen Ende verliert das Chemokin seine Faliiglken die Glykosaminoglykane der
Endothelzellen zu binden und verhindert somit dithéftung an das Endothel. Es findet
keine Einwanderung der vorbeistromenden Leukozyielas darunterliegende Gewebe statt.
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5. Monocyte chemoattractant protein (MCP-1/CCL2)

5.1 Funktionen und Expression von MCP-1/CCL2

Das Chemokin MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Pmel@i bzw. nach der neuen
Nomenklatur CCL2 war eines der ersten entdeckteen@kine und ist schon lange
Gegenstand der Forschung (Matsushima et al. 198fin&ket al., 1989; Yoshimura et al.,
1989). Charakteristisch fir MCP-1/CCL-2 ist, dassirevitro eine starke chemotaktische
Wirkung auf Monozyten hat (Leonard et al., 1990lliRs, 1991) und das MCP-1/CCL-2 nur
an einen Rezeptor, namlich an CCR2 bindet. In eigef3en Anzahl vonin vivo
Experimenten konnte diese starke chemotaktisché&uMy bestétigt werden (Huang et al.,
2001; Fife et al., 2000).

MCP-1/CCL-2 wird von Endothelzellen nach Stimulatiodurch TNFe, IFN-y,
Lipopolysaccharide und Lipoproteine (Chakravartyaket 1998) synthetisiert und sekretiert.
Allerdings ist eine grof3e Anzahl anderer Zellen nébiés zur MCP-1/CCL-2-Produktion
befahigt (Rollins, 1997).

So weisen im Auge Zellen des Hornhaut-Endothelsdexretinalen Pigementepithels (RPE)
eine gesteigerte Synthese von MCP-1 nach Stimulatib proinflammatorischen Cytokinen
wie z.B. IL-1a, IFN-y und TNFea auf (Yamagami et al., 2003; Hollborn et al., 2000)

Zudem wurde wahrend der oralen Toleranzinduktiome eisignifikant erhdhte
MCP-1-Konzentration in der intestinalen Schleimhéestgestellt. Die Verwendung von
Antikérpern gegen MCP-1/CCL-2 verhinderte die Eriling einer oralen Toleranz (Karpus
et al., 1998).

Viele Immun- und Gewebezellen weisen den RezefitokiCP-1/CCL-2 auf. So exprimieren
neben Monozyten u.a. auch dendritische Zellen (DZ]ellen, regulatorische T-Zellen, NK-
Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten den Chenmrekepor CCR2 (Murphy et al., 2000;
Nelson et al., 2001; Bruhl et al., 2004).
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5.2 Die Funktion von MCP-1/CCL-2 bei der humanen Ugitis und der EAU

Es wird angenommen, dass MCP-1/CCL-2 eine wich&gektion bei der Pathogenese
okularer Entzindungen einnimmt. So konnte bei Rtgre mit aktiver Uveitis eine
signifikante Erh6hung von MCP-1/CCL-2 im Kammerwerssachgewiesen werden (Verma
et al., 1997; Curnow et al., 2005). Das RPE, da$ ainen Teil der Blut-Retina-Schranke
bildet, nimmt dabei eine Schlisselposition ein.

Bei Versuchen mit menschlichen retinalen Pigmethefdellen konnte gezeigt werden, dass
RPE-Zellen permanent geringe Mengen MCP-1/CCL-2redeen (Crane et al., 2000;
Hollborn et al., 2000). Nach Stimulation mit prdarhmatorischen Cytokinen (ILed, IFN-y
und TNFa) kommt es zu einer signifikanten Zunahme der MGBCL-2-Produktion durch
RPE-Zellen (Elner et al., 1997; Crane et al., 2008liborn et al., 2000).

Das von RPE-Zellen sekretierte MCP-1/CCL-2 induziewitro eine starke chemotaktische
Aktivitat fur Monozyten. Durch Blockierung mit Akibrpern gegen MCP-1/CCL-2 konnte
die Anzahl der rekrutierten Monozyten dabei um nedbrdie Hélfte verringert werden (Elner
et al., 1997).

MCP-1/CCL-2 konnte also nach Zusammenbruch der-Bg&iina-Schranke (Elner et al.,
1997) zusammen mit einigen andereren ChemokinergemdiBh an der Einwanderung von
Monozyten und anderen Entziindungszellen in dasaletGewebe beteiligt sein (Crane et al.,
2000).

Diese Vermutung wurde im Tierversuch durch den kine Nachweis von erhéhten
intraokularen MCP-1/CCL-2-Konzentrationen im Veflaer EAU bestéatigt. Das Chemokin
ist dabei an eingewanderte Leukozyten gebundeméCraal., 2001).

Auch im Verlauf der EAE-assoziierten, anterioreneitige (AU) der Lewis-Ratte korrelieren
die gemessenen MCP-1/CCL-2-Spiegel mit der Entzigsintensitat, ein Grof3teil der
eingewanderten Entzindungszellen exprimiert zudem ehtsprechenden Rezeptor CCR2
(Adamus et al., 2001).

MCP-1/CCL-2 scheint eine bedeutende Funktion inREthogenese der EAU einzunehmen.
Die Blockierung des entzindungsverstarkenden Efekion MCP-1/CCL-2 durch die
Verabreichung des partiellen CCR2-AntagonistéfAA')-MCP-1 wéare demnach ein

erfolgversprechender Ansatz zur Abschwachung deitldungsintensitat.
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5.3 Modifikation des MCP-1/CCL2

Wie unter 4. beschrieben, sind bestimmte Aminoséuaen C-terminalen Ende der
Chemokine fir die Bindung an die Glykosaminoglykalee Endothelzellen notwendig. Ein
Austausch  dieser  Aminosauren  fihrt zu einer draodati verringerten
GAG-Bindungsaktivitat. Die Interaktion der Chemakimit dem Chemokinrezeptor wird
dadurch allerdings nicht beeinflusst (Chakravattgle 1998).

In den folgenden Versuchen wurdé®AA*%-MCP-1 verwendet, welches man durch
Austausch von Arginin gegen Alanin an Position b8 won Lysin gegen Alanin an Position
19 erhalt. Beiin vivo Versuchen kann fir das®pA'Y-MCP-1 eine Blockierung der
chemotaktischen Aktivitdt beobachtet werden (Prootét al., 2003).

Somit ware die Inhibition der chemotaktischen Aitéivdes MCP-1/CCL-2 im Falle der EAU

ein erfolgversprechender therapeutischer Ansatz.
/¥ > ccro

~
CCR2

a)

— MCP-1

[18AA 19-MCP-1

=
l - Glykosaminoglykan l . Glykosaminoglykan

Endothelzellen Endothelzellen

Abb. 5: a) Die Interaktion des Chemokins MCP-1/CCL-2 miheen Leukozyten (N-
terminales Ende bindet an CCR2) und einer Endathel{C-terminales Ende bindet an
GAG) fuhrt zur Aktivierung des Leukozyten und |éitke Transmigration ein. b) Austausch
zweier Aminosauren am C-terminalen Ende fihrt zuenlist der GAG-Bindungsfahigkeit:
Das an den Leukozyten gebunden&®’AA'?-MCP-1 heftet sich nicht an die
Glykosaminoglykane, der Leukozyt wird vom Blutstréontgetragen. Man beobachtet somit
keine chemotaktische Aktivité vivo.
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B. Material und Methoden

1. Material

1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

AMPD Serva, Heidelberg

Aminosauren, essentiell Life Technologies, Karlsruhe
Aminosauren, nicht essentiell Life Technologies, Karlsruhe
Beta-Mercaptoathanol Sigma, Taufkirchen

CFA BD, Becton Dickinson, Heidelberg
Con A BD, Becton Dickinson, Heidelberg
Entwicklungspuffer Merck, Darmstadt

FCS (Fotales Kalberserum) Biochrom, Berlin
Gewebekultur-Plastikmaterial Renner, Darmstadt

Kayser’s Glyceringelatine Merck, Darmstadt

Kryostat Fa. Jung

komplettes Freund sches Adjuvans (CFA)  BD,3Nalen

L-Glutamin SIGMA, Taufkirchen

Levamisol Sigma, Taufkirchen
MCP-1/CCL-2 Serono Pharmaceutical Institute, Gené¥,
(Monozyte Chemoattractant Protein)

Methyl-alpha D-Mannopyranosid g18a, Taufkirchen
Naphtol-AS-Bisphosphat Serva, Heidelberg
OCT-Tissue-Tec Sakura Finetek, Zoeterwouder
Neufuchsin Sigma, Taufkirchen
Paraformaldehyd Sigma, Taufkirchen

Penicillin Sigma, Taufkirchen

Peptide (PSDSAg, R14) Biotrend, Koéln

Poly-L-Lysin Sigma, Taufkirchen

Pyruvat Sigma, Taufkirchen

RPMI 1640 PAA, Cdlbe

Sterilfilter Gelman Sciences, Michigan, USA
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Streptomycinsulfat Seromed, Berlin

Trypanblau Life Technologies, Karlsruhe

Alle anderen hier nicht aufgefuhrten Materialieansinen von den Firmen Merck und Sigma.

1.3 Antikorper

1.3.1 Antikérper fur indirekte Oberflachen-Immunflu oreszenzfarbung

TCRa/B (T-Zellrezeptor): R73 (BD, Wiesbaden)
CD8a: Ox 8 (BDj&%¥baden)
ED1: CB (Berotech)

1.3.2 Antikorper fur Immunhistochemie (dianova, Hanburg)

Bruckenantikorper: Fab 2-Ratte-anti-Maus IgG (DiaydHamburg)

APAAP-Komplex (Maus-monoklonaler anti-alkalischeoBphatase Antikorper, komplexiert
mit alkalischer Phosphatase)

1.4 Peptide

PDSAg (S-Ag, aa 342-355, FLGELTSSEVATEV)
R 14 (IRBP, aa 1169-1191, PTARSVGAADGSSWEGVGVVPDV)

1.5 PBS

Das verwendete PBS enthielt die folgenden Bestdedte
40,0 g NaCl

1,0 g KCI

7,20 g Na HPQ,

1,0 g KH, POy

ad 5000 ml HO bidest

1.6 Versuchstiere

Fur alle Tierexperimente wurden Lewis-Ratten bdaleBeschlechts im Alter von flnf bis
zehn Wochen verwendet. Die Tiere wurden von einemrkerziellen Zichter (Janvier, Le-
Genest-St-Isle/France) bezogen oder stammten augidenzucht. Die Tiere wurden in
Filterhaubenisolier-Kafigen gehalten; Wasser unchridiag waren ad libitum vorhanden.
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Mittels einer Zeitschaltuhr wurde ein konstantercadianer Rhythmus von 12h:12h
eingehalten.

Gewichtstabelle:

Alter 4 Wo 5 Wo 6 Wo 7 Wo 8 Wo 9 Wo 10 Wo 11 W

Weibl. |62,8g | 9269 | 12559 146,05 16299 173,7 86,dg | 196,29

Mannl. | 67,69 | 103,99 15279 193,8[g 23459 261028559 | 304,69

1.7 [*AA*-MCP-1

Das [PAA'-MCP-1 wurde dankenswerterweise von Frau Dr. Aoullfoot, Serono
Pharamaceutical (Genf) zur Verfigung gestellt. &sdelt sich um humanes MCP-1/CCL-2,
welches durch den Austausch zweier Aminosauren fimat wurde. Durch den Austausch
von Arginin (Position 18) und Lysin (Position 19yirdh die Aminosaure Alanin hat diese
MCP-1/CCL-2-Variante ihre GAG-Bindungsfahigkeit keen. f°AA%-MCP-1 kann zwar
noch an seinen Rezeptor CCR2 binden und die ectsgmde Zelle aktivieren, es entfaltet
aber keine chemotaktische Aktivitat, da es nicht mén Glykosaminoglykanen der
Endothelzellen interagieren kann (wie unter 5.3).

Die Wirkung von humanem MCP-1/CCL-2 auf den entspeaden Rezeptor CCR2 bei
Rattenzellen wurde sowohl durdim vitro, als auchin vivo Untersuchungen bestatigt.
Zachariae et al. konnten mit humanem MCP-1/CCLr2 eerstarkte Makrophagenmigration
bei Lewis-Rattenn vivo induzieren (Zachariae et al., 1990), und in detkd#élur wurde ein
mitogener Effekt von humanem MCP-1/CCL-2 auf glaf&dlen glatter GefalRmuskel von
Ratten (Porreca et al., 1997) beobachtet.

2.1 Induktion der Uveitis

2.1.1 Immunisierung

Zur Induktion einer EAU wurden die Ratten mit deepiden retinaler Proteine - PDSAg
(Peptidsequenz aus dem S-Ag) bzw. R14 (Peptid B8%) - s.c. immunisiert. Um eine
uveitogene Wirkung zu erzielen, musste den Peptldanplettes Freund sches Adjuvans
(CFA, zusatzlich angereichert mit 2 mg/ml Mycobact® tuberculosis R 37) hinzugefugt
werden. Das jeweilige Peptid in PBS und (CFA) warda Verhaltnis 1:2 mit Ultraschall

emulgiert, bevor jeweils 10@ davon in die AulRenseite jedes Hinterbeinchengianf

wurden. Die Antigenmenge betrug pro Ratteuj3PDSAg bzw. 5Qug R14.
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Um den Einfluss von'fAA'-MCP-1 auf den Uveitisverlauf zu untersuchen, veuden
Ratten ab dem Zeitpunkt der Immunisierung taglied j5g [**AA-MCP-1/kg KG, gelost in
0,5 ml PBS, i.p. injiziert. Sobald klinische Zeicheiner Uveitis beim ersten Tier der
Kontrollgruppe zu sehen waren, wurde die Injektsan® beendet. Als Kontrolle erhielt die
gleiche Anzahl immunisierter Tiere wéahrend des eselBeitraumes tagliche i.p.-Injektionen
von 0,5 ml PBS.

Da sich die Uveitis erfahrungsgemal ca. ab denTd§.— abhangig vom jeweiligen Antigen
- nach Immunisierung klinisch manifestiert, wurde dem 8. Tag mit der Kontrolle der
Augen begonnen. Dazu wurden die Ratten in der Hagehalten und der
Vorderkammerbereich mit einem Ophthalmoskop ausgélet. Der Verlauf der Uveitis
wurde entsprechend der Graduierung nach de Smetl. ef1993) dokumentiert. Nach
Abklingen der Uveitis wurden die Tiere abschlieBahdch CQ eingeschlafert und die

Augen zur histologischen Auswertung entnommen.

2.1.2 Adoptiver Transfer von antigenspezifischen TZell-Linien

Eine EAU kann in der Lewis-Ratte aulRerdem durch deansfer antigenaktivierter,
spezifischer T-Zellen ausgelost werden. 48 h naeWtro-Stimulation mit dem jeweiligen
Antigen wurden jeweils 2,5 — 5,0 x % @ellen, aufgenommen in 0,5 ml vorgewarmtem
RPMI-Medium, pro Ratte i.p. injiziert.

Zur Untersuchung des Einflusses von MCP-1 auf deaitidverlauf wurde den Ratten ab
dem Tag des Transfers taglicHAA'®-MCP-1 wie oben beschrieben, verabreicht. Die
Dosierung betrug, soweit nicht gesondert vermemdbenfalls 500 pg/kg KG. Die
Kontrollgruppe erhielt eine tagliche i.p.-Injektioon 0,5 ml PBS.

Nach dem adoptiven Transfer werden die erstensiiveén Zeichen der EAU ab dem 5.Tag
erwartet, deshalb wurde mit der klinischen Untensung bereits am 4.Tag begonnen. Die
Ergebnisse wurden in gleicher Weise graduiert um#uchentiert wie fur die aktive
Immunisierung beschrieben. Ebenso wurde der Versuithler histologischen Auswertung

der Augen abgeschlossen.

2.2 Orale Toleranzinduktion

Gegen uveitogene Antigene kann durch orale Veralwelg von identischen oder

strukturverwandten Antigenen eine Toleranz induzierden.
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Im Tierversuch wurde mit der Antigen-Fitterung 8 Tage vor der aktiven Immunisierung
begonnen. Zur Fltterung wurden handelsibliche; e&. cm lange Knopfkantlen verwendet.
Diese wurden vorsichtig tiber den Tracheaabganaibiimaden Osophagus vorgeschoben, um
eine definierte Menge des Antigens (jeweils 2@ verdinnt in 0,5 ml PBS) mittels einer
Injektionsspritze langsam in den Magen zu applenemDadurch war eine zuverlassige und
vollstdndige Dosierung sichergestellt.

Aus der Fragestellung, ob und wie MCP-1/CCL-2 diale Toleranzinduktion beeinflussen
konnte, ergab sich folgende Versuchsanordnung: Tiéee erhielten wahrend der oralen
Tolerisierung taglich’fAA*%-MCP-1 (500 pg/kg KG, aufgenommen in 0,5 ml PBS). Um die
Wirkung von f8AA'9-MCP-1 auf die orale Toleranzinduktion zu besckein wurde die
Behandlung am Tag vor der aktiven Immunisierunghdee

Mit der klinischen Untersuchung inklusive Graduregwnd Dokumentation wurde am 8.Tag
nach erfolgter Immunisierung begonnen. Die Expenitmenurden ca. 20 Tage nach der

Immunisierung beendet und die Augen fir die Higg@aufbereitet.

[18AA29]-MCP-1 i.p. bzw. oral Klinische Symptome
111111 ——

6 5 4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tt 1 tﬁ A\

orale Tolerisierung (R14)
Hohepunkt der EAU

Immunisierung (R14)
Abb. 6: Schematischer  Verlauf der oralen Toleranziduktion und

[*®AA'9-MCP-1/CCL-2-Behandlung vor Induktion der EAU durch aktive
Immunisierung mit R14

25



B. Material und Methoden

2.3. Klinische Graduierung der Uveitis

Im Verlauf der Uveitis kommt es zu einem Zusammaobrder Blut-Retina-Schranke, so
dass Entziindungszellen in das Auge einwandern kodmie klinische Untersuchung bezieht
sich auf die Infiltration der Vorderkammer, die &wufung der Uveitisintensitat wird anhand

folgender Graduierung (nach de Smet et al, 1998)armmmen:
Iris

Gefale

Pupille

*
&

Grad 0: hellrote lIris, feine Grad 0,5: Verdickung der
Gefalizeichnung GefalRe

Grad 1: Peripupillare Infiltrate Grad 2: Verklebung der Pupille
mit Fibrin

Hypopyon

Grad 3: Hypopyonbildung Grad 4: Blutungen

Abb. 7: Im Verlauf der EAU wandern immer mehr Entzindumeilsn in das Auge ein.
Exsudate von Leukozyten prazipitieren und bildenn eiHypopyon (steriles
Leukozytensediment) in der Augenvorderkammer. Dagpogyon kann letztendlich die
gesamte Augenvorderkammer ausfillen. Bei sehr semwvBlveititsverlaufen treten unter
Umstanden Blutungen auf (vgl. Grad 4).
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3. Histologie

3.1 Anfertigung der Gefrierschnitte

Den durch CQgetdteten Ratten wurden die Augen nach Durchtregoler Konjuktiven, der
Muskeln und des Nervus opticus entnommen. Die Isgeddsten Bulbi wurden auf
Korkplattchen platziert, mit Ausrichtung der Sehsehparallel zur Oberflache. Nach
Einbettung in OCT-Tissue-tec-Medium wurden die Augm Methylbutan bei -70°C
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung8@ C gelagert.

Mit einem Gefriermikrotom wurden Schnitte von 8-fifh Dicke angefertigt. Zu beachten
war, dass bei der Innentemperatur des Gerateshi2B15°C, sowie bei der Temperatur des
Messers -15°C nicht Uberschritten wurden. Es wurden vollstandigen Darstellung der
verschiedenen Gewebeschichten bevorzugt Schniged@auaquatorialen Region der Augen

ausgewahilt.
3.2 Herstellung der histologischen Préaparate

Zur besseren Haftung der Cryoschnitte wurden Otsger mit Poly-L-Lysin (MG 150 000 —
300 000) beschichtet.

Mattrand-Objekttrager wurden zum Entfetten 5 mimglan frisches Aceton getaucht, danach
ca. 15 Minuten getrocknet und anschlieBend 20 Mmd&ng in Poly-L-Lysin Losung ( 25
ug/ml HO dest.) inkubiert. Nach abschlieRender Trocknuignkn diese Objektrager bei
4°C Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten gelageden.

Der Mattrand der Objekttrager dient der dauerhaBeschriftung der Praparate mit Bleistift,
die sich bei der spateren Fixierung mit Aceton nigbldsen noch die Praparate verfarben
kann.

Um Fehldeutungen durch Artefakte vorzubeugen, wurgsveils drei Gefrierschnitte des
gleichen Auges auf einen Objektrager aufgebraahtungefarbtem Zustand koénnen die
Praparate bei 4°C ca. 2 Wochen, bei -70°C UberJgdingert werden.
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3.3 Farbung der Praparate mit Hamatoxylin

Um die histologischen Praparate nach den Kriteviem de Smet (siehe 3.4) zu graduieren
erfolgte eine Farbung der Gefrierschnitte mit Haoxglin.

Die histologischen Praparate, einsortiert in spezi@lasstander, wurden zur Fixierung 15
Minuten in Kivetten mit eiskaltem Aceton gegebemr)oe zur Kihlung zusatzlich auf Eis
standen.

Nach einer Trocknungsphase von 10 Minuten bei Raonpératur wurde der Glasstander mit
den fixierten Schnitten 2 Minuten in Hamatoxylinidg getaucht und der Uberschissige
Farbstoff anschlieRend durch wiederholtes Eintandhérisches Leitungswasser entfernt.
Danach wurden die Gewebeschnitte 10 Minuten inubgiswasser inkubiert, bevor sie in
Kayser's Glyceringelatine eingebettet wurden.

Diese konnte, nach Erwarmen in der Mikrowelle vessigt, auf die Praparate aufgetropft
werden. Abschlielend wurden vorsichtig die Declayldgsufgelegt und die histologischen
Préaparate nach Erstarrung der Gelatine am Lichtskop ausgewertet.

Saure Hamalaunlosung (Reagenz nach P. Mayer/Ro6ws8s aus der Apotheke des
Klinikums der LMU):

Hamatoxylin 109
Natriumjodat 0,29
Kalialaun 12 HO 50,09
Chloralhydrat 50,0 g

Zitronensaure (kristallin) 1,0 g

Gereinigtes Wasser 1000 ml
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3.4 Histologische Graduierung

Eine EAU fuhrt bei der Lewis-Ratte zu einer zeltald Infiltration mit Destruktion der Uvea.
Da bei der Ratte die klinische Untersuchung nure eiBeurteilung des vorderen
Augenabschnittes bzw. der Iris zulasst, ist sidipkzh des Geschehens in der Retina wenig
aussagekraftig. Um den hinteren Augenabschnitheisendere Netzhaut und Ziliarkérper,
befunden zu kdnnen, miussen histologische Schmgefartigt, gefarbt und nach folgenden
Kriterien graduiert werden (de Smet et al., 1993):

- Grad 0: Keine Anzeichen von Entziindung.

- Grad 0,5: Minimale Entziindungszeichen; Architekter Retina weitgehend intakt.
Minimale zellulare Infiltration in der Photorezepohicht.

- Grad 1: Zerstorung der Photorezeptorschicht itz>der Retina. Fokale Bereiche der
Zerstorung mit deutlichem Ausfall der PhotorezegoRetinale perivaskulare Infiltration
und monozytare Infiltration in den Glaskorper.

- Grad 2: Lasionen in mehr als ¥4 der Retina, bis &u3eren Koérnerschicht reichend.
Kleine exsudative Netzhautablésungen. Granulombddun der Uvea und Retina.
Retinale Vaskulitis mit seréser Netzhautabldsund) arlust von Photorezeptoren.

- Grad 3: Lasionen in mehr als ¥ der Retina, d&ezur inneren Kdrnerschicht reichen.
Verlust der retinalen Struktur, grol3e exsudativezNautablésungen, mafige bis grol3e
Zahl von Zellen im Glaskorper. Bildung von DaleneRs-Knoten und Entstehung von
subretinalen Neovaskularisationen.

- Grad 4: Vollige Zerstorung der retinalen Architgkin mehr als ¥4 der Retina.
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Beispiele fur die verschiedenen Stadien der Uveitia der histologischen Graduierung:

Abb. 8: Histologische Graduierung nach de Smet etla(1993): Exemplarisch sind funf
Praparate mit retinalen Destruktionen entsprecliad O bis 4 dargestellt.
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3.5 Immunhistochemische Farbung:

3.5.1 Indirekte immunhistochemische Farbung:

Um die auf den histologischen Praparaten vorhanmdeBmtzindungszellen besser
charakterisieren zu kdnnen, wurde eine immunhigtoasche Farbung durchgefuhrt. Mit
Hilfe der immunhistochemischen Farbung kdnnen dregewanderten Zellen durch den
Nachweis spezifischer Oberflachenmolekile (z.B. €ll-Rezeptor, CD8) identifiziert

werden. Die spezifischen Oberflaichenmolekile werddabei durch sogenannte
Primarantikorper gebunden. Als Primarantikorper dear Maus-monoklonale Antikoérper
gegen  Oberflachenmarker  auf  Rattenlymphozyten  wvede® Prinzip  der

immunhistochemischen Féarbung siehe untenstehenbigdéhg.
<« Substrat: Neufuchsin
!!! E/ alkalische Phosphatase
Antikdrper mit alkalischer
Phosphatase (APAAP-Komplex)
<+— Briickenantikdrper
Oberflachen-Antigen
4 Primarantikorper

oo o< oY

Gewebeschnitt

Abb. 9: Der Primarantikorper bindet spezifisch das entdprade Oberflachenantigen (ED1,
CD8, TCR) und wird durch einen Bruckenantikdrpet dam APAAP-Komplex (Antikdrper
komplexiert mit alkalischer Phosphatase) verbundBire alkalische Phosphatase des
APAAP-Komplexes setzt schlief3lich das dazugegel&arestrat (Neufuchsin) in unldsliche,
farbige Derivate um, welche die entsprechenden f@iseenantigene durch Rotfarbung
sichtbar machen.

31



B. Material und Methoden

1. Die Primarantikdrper (Maus-monoklonale AntikéWpevurden in Waschpuffer (0,05 M
Tris, 0,14 M NaCl, pH 7,6) mit 1% FCS verdinnt (ED%500, anti-CD4 1:1000), und ca. 120
ul von der jeweiligen Antikorperldsung vorsichtigfalie Gewebeschnitte aufgetragen. Nach
1 Stunde Inkubationszeit in feuchten Kammern wurdenObjekttrager 2 x 5 Minuten in
Waschpuffer gewaschen. Dies erfolgte auf einem $Gpfittler.

2. Der Bruckenantikdorper wurde 1:80 mit Waschputfegs FCS verdinnt, auf die
Objekttrager pipettiert und 30 Minuten in der fetech Kammer inkubiert. AnschlieRend
wurden die Praparate wie im vorhergehenden ScBritt 5 Minuten in Waschpuffer
gewaschen.

3. Der APAAP-Komplex wurde 1:50 mit Waschpuffer/1IB&€S verdinnt. Die Praparate
wurden wie oben beschrieben flr 45 Minuten mit Aletikorperldsung inkubiert und danach
2 x 5 Minuten gewaschen.

4. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte 30 - #tutdn mit dem Substrat (Neufuchsin)
inkubiert. Das Substrat wird dabei von der alkdlest Phosphatase enzymatisch in einen
unléslichen roten Farbstoff umgesetzt. Da diesektea lichtempfindlich ist, fand die
Inkubation unter Lichtabschluld statt. Danach wurdi#ia Objekttrager 3 Minuten in
Waschpuffer und anschlie3end 3 Minuten in Leituragsser gewaschen.

5. Gegenfarbung mit Hamatoxylin und Einbettung Blgiparate in Kaiser's Glyceringelatine

wurden durchgefiihrt wie unter 3.3 beschrieben.

Substrat (Neufuchsin):

Zur Herstellung der Substratlosung muf3ten zunadhst Substratkomponenten (LOsung
A,B,C) frisch angesetzt werden, welche erst unttbidievor dem Gebrauch gemischt wurden,
da so erhaltene Substratlésung nur kurze Zeit dnaisip.

LOsung A:

Losung A setzt sich aus145 ml Entwicklungspuffed @® ml AMPD-LOsung zusammen,
ausreichend fur eine 200 ml Kivette.

Enwicklungspuffer

6,4 g Tris

8,7 g NaCl

ad 1000ml H20, pH 8,7
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B. Material und Methoden

AMPD-Levamisol-Lésung

0,2 M 2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol:

21 g AMPD ad 1000 ml H20 dest.

75 mg Levamisol wurden in 50 ml 0,2 M AMPD-LAsungjdst.

L6sung B:

Losung B setzt sich aus 1 ml Natrium-Nitrit-Losumgpd 420 pl Neufuchsin-Losung
zusammen (fir 200 ml Klvette).

1 ml 4% Natrium-Nitrit-Losung:

40 mg Na-Nitrit ad 100Ql H,O dest.

Diese L6sung muss unmittelbar vor Gebrauch frisaigéstellt werden.

5% Neufuchsin-Stammlésung

5 g Neufuchsin

100 ml 2 N HCL

Zur Herstellung von Lésung B lasst man 1 ml Natrbitrit-Losung 1 Minute mit 42Qul

Neufuchsin-Ldsung reagieren

Lésung C (Naphtol):

500 mg Naphtol-As-Bi-Phosphat in 6,051 ml Dimetbythamid I6sen, bei -20 C lagern.

Die Substratldsung muss unmittelbar vor GebraudtHrangesetzt werden. Zuerst wurde
Lésung B (1,42 ml) zur Lésung A (195 ml) gegeben amschlie3end mit Loésung C (1,25
ml) vermischt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe 1086igCl auf 8,7 eingestellt. Die fertige

Loésung muf3te unter Rihren 2 Minuten reagieren, itliglPrazipitate anschlielend durch
Filtration durch einen Faltenfilter entfernt werdé®vor die Gewebeschnitte darin inkubiert

wurden.
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3.5.2 Immunfluoreszenzfarbung

Fiar die Immunfluoreszenzfarbung standen fluoresrankierte Antikorper zur Verfigung
(CD4-PE und CD8-PE [Phycoerythrin], Biozol/EchingEs wurde eine ED1/CD8-
Doppelfarbung durchgefuhrt. Die Antikérperlésung&onzentration: 10Qug/ml) wurden in
PBS-Medium mit 1%igem FCS Anteil in einem Verhdtwon von 1:20 (ED1) bzw. 1:80
(CD8) verdiunnt und anschlieBend die jeweiligen WKirnperverdinnungen in einem
Verhdltnis von 1:1 zusammengegeben (Endkonzemexio2,5ug/ml ED1, 0,625ug/mi
CDS8).

Die so erhalten Lésung wurde vorsichtig auf diepBrate aufgegeben (ca. 90 pro
Objekttrager). Die Inkubationszeit betrug 35 Minutend fand unter Lichtabschlul3 statt.
Danach wurden die Objekttrager 10 Minuten mit PEBSvaschen, bevor die Praparate in
Mounting Medium (Immunfluore TM, ICN Biochemicalg)ngebettet werden konnten. Bis
zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop wurden digpd&ate unter Lichtabschluss

aufbewabhrt.
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B. Material und Methoden

4. Zellkultur

Etablierung spezifischer T-Zelllinien:

Um antigenspezifische T-Zellen zu erhalten, wurg@méchst Ratten mit dem entsprechenden
Antigen immunisiert und nach 10 bis 12 Tagen digrderenden Lymphknoten (popliteal,
inguinal, paraaortal) entnommen. Einzelzellsusmeresi der Lymphknotenzellen wurden in
Kulturmedium (RPMI 1640 mit Zusatzen: Pen/Strept@tin und 2 % Rattenserum) in einer
Zelldichte von 5 x 18ml aufgenommen und mit dem jeweiligen Ag {@§/ml spezifisches
Peptid) stimuliert (Wildner & Diedrichs-Mdhring, @8).

Zur Herstellung einer moglichst zahlreichen spselien Lymphozytenpopulation hat sich ein
zyklisches Schema einer dreitdgigen Stimulationsphagefolgt von einer viertagigen
Expansionsphase bewahrt.

Zur Expansion wurden die T-Zellen zusammen mit 1§pkeen conditioned medium (SCM =
Kulturiberstand von mitogenstimulierten Milzzellery % FCS und IL-7/IL-18 (5 — 10
ng/ml) 4 Tage lang inkubiert.

Dieser Zyklus konnte drei- bis viermal wiederhokrden, bevor die Zellen abstarben bzw.
nicht mehr mit Antigen stimuliert werden konntenllefdings mussten zu Beginn jeder
weiteren Stimulationsphase bestrahlte (10 Gy) anpgisentierende Zellen (Ratten-
Thymozyten) im Verhaltnis 10:1 (Thymozyten:Lymphtery) zugegeben werden. Nach Ag-

Stimulation konnen die Zellen fiur einen adoptiverrankfer verwendet werden.
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C. Ergebnisse

C. Ergebnisse

1. Aktive Immunisierung mit Peptiden

Um den Einfluss von MCP-1/CCL-2 auf den Verlauf deperimentellen Autoimmun-Uveitis
zu untersuchen, wurde den Tieren nach InduktiorEdey [**AA-MCP-1 verabreicht. Zur
Induktion der EAU wurden die Ratten mit zwei untdiedliche Antigene - PDSAg bzw. R14
— immunisiert.

In den einzelnen Versuchen wurde sowohl die Apfiikessform desfAA®-MCP-1 (orale
bzw. intraperitoneale Verabreichung), als auch derZeitpunkt der
[*®AA9-MCP-1-Behandlung (Induktionsphase: Tag O bis 6v.bzfferente Phase der
Immunantwort: Tag 6 bis 13) variiert. Die Dosierunetrug jeweils 50Qug [**AA*%-MCP-
1/kg KG.

1.1 Immunisierung mit PDSAg

Schematischer Verlauf der EAU nach aktiver Immumisng mit PDSAg und Applikation
von [*AAY-MCP-1:

[18AA19-MCP-1 i.p. bzw. oral Klinische Symptome
11111111 < | =

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

] A

Aktive Immunisierung mit Maximum der EAU
PDSAg

Abb. 10: Die Immunisierung mit PDSAg erfolgte an Tag O, amrsich eine tagliche
[*®AA9-MCP-1 Behandlung anschloss. Die Behandlung wureendet, sobald die ersten
klinischen Zeichen einer Uveitis in der Kontrollgpe zu sehen waren.
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C. Ergebnisse

1.1.1 Intraperitoneale Injektion von [**AA*%-MCP-1

Lewis-Ratten im Alter von 7 bzw. 11 Wochen wurdeit RDSAg in CFA immunisiert. Ab
dem Tag der Immunisierung wurd€4A*-MCP-1 (500ug/kg KG, geldst in 0,5 ml PBS)
taglich i.p. verabreicht, bis die ersten klinisch&gichen der Uveitis zu sehen waren. Einer
Kontrollgruppe wurde Uber den gleichen Zeitraumr@|3BS i.p. injiziert.

Der klinische Verlauf wurde dokumentiert, die Ergeise sind in Abb.11 festgehalten.
Dargestellt ist die zu dem jeweiligen Untersuchaegpunkt fur jede Gruppe ermittelte
durchschnittliche Uveitisintensitat pro Auge.

In der mit f8AA-MCP-1 behandelten Gruppe kam es zu einem tenelérizitheren
Krankheitsbeginn, sowie einer etwas starkeren lideiensitat bis zum 11. Tag nach

Immunisierung (Abb.11).

—o—[18AA19]-MCP-1 i.p.

—{—PBSip.
2,0 -

Klinische Uveitisintensitéat

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tag nach Immunisierung

Abb. 11: Klinischer Verlauf der EAU nach Immunisierung mit PDSAg und [fAAY9-
MCP-1 i.p.- bzw. PBS i.p.Injektion: Kombination zweier unabhangiger Experimente,
gezeigt ist die durchschnittliche klinische Uveittensitat aller Augen einer Gruppe pro Tag
+ SE; [**AA9-MCP-1 i.p. (500pg/kg KG) Tag O - 6 (n = 12 Augen) bzw. 0 - 8%r8
Augen); die Kontrollgruppe wurde Uber den gleicEeitraum mit PBS behandelt.
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C. Ergebnisse

Fur die Auswertung wurden fiur jedes Auge die makeridinische Graduierung und die
histologische Graduierung kombiniert. Aus dem jéigen Wert wurde die durchschnittliche
Uveitisintensitat pro Auge und Gruppe berechnet ianein Diagramm Ubertragen. Die Abb.
12 zeigt die durchschnittiche maximale Kklinische vellisintensitat, sowie die
durchschnittliche histologische Uveitisintensitéadudie additive Graduierung der klinischen
und histologischen Uveitisintensitéat.

Dabei ergaben sich fiir diAA-MCP-1 behandelte Gruppe durchgehend héhere Vekste
fur die mit PBS i.p. behandelte Kontrollgruppe, wolediglich bei der histologischen
Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen d8AA'-MCP-1- und der PBS-
behandelten Gruppe (p = 0,0346) festgestellt wurde.

[18AA19]-MCP-1 i.p.
D PBS i.p.

o
o
1

p = 0,0346

N W »
[=) o o
1 1 1

Intensitat der Uveitis

=
o
1

a) klin. Grad.  b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 12: Einfluss von [PAA*%-MCP-1 i.p.-Injektion (500 pg/kg KG) auf die aktiv mit

PDSAg induzierte EAU: Kombination zweier unabhangiger Versuche; gezegtdie
durchschnittliche maximale Uveitisintensitat progeu+ SE: 1AA9-MCP-1 i.p. Tag O - 6
(n =12 Augen) bzw. Tag 0 - 8 (n = 8 Augen); dienkollgruppe erhielt PBS.
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C. Ergebnisse

1.1.2 Orale Verabreichung von {’AA-MCP-1 (Dosierung 500ug/kg KG)

Um die Wirksamkeit der oralen Applikation votf4A*%-MCP-1 zu testen, wurden Ratten
im Alter von 10 Wochen jeweils 500y [**AA-MCP-1 /kg KG in 0,5 ml PBS mittels einer
Schlundsonde intragastral verabreicht.

Analog zu dem vorhergegangenen Versuch sind dieldaigse in Abb. 13 und Abb. 14
zusammengefasst.

Bei der klinischen Verlaufskontrolle wurde sowoldi ller [PAA*%-MCP-1- als auch der
PBS-gefitterten Gruppe ein sehr ahnlicher Verlagtdestellt, mit einer nahezu identischen
maximalen Uveitisintensitat an Tag 14 (Abb. 13).

——[18AA19])-MCP-1 oral
—{1—PBS oral

3,0 7
2,5 1
2,0 7
1,57
1,0 A

0,5 1

Klinische Uveitisintensitat

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tag nach Immunisierung

Abb. 13: Klinischer Verlauf der EAU nach Immunisierung mit PDSAg und oraler
[*®AA9-MCP-1-Gabe (500ug/kg KG): Die Gavage erfolgte jeweils taglich von Tag O - 8,
dargestellt ist die tagliche durchschnittliche idohe Uveitisintensitat aller Augen pro
Gruppe + SE; n = 8 Augen
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C. Ergebnisse

Auch die histologische und kombinierte klinischedumstologische Graduierung (Abb. 14)
zeigte keine Unterschiede zwischen den Versuchpgrup

Daher wurde in folgenden Versuchen (Ausnahme: ofalkeranzinduktion) auf die orale
Verabreichung vonfAA*%-MCP-1 verzichtet.

B (:2AA19-MCP-1 oral

[ ] PBSoral

Intensitat der Uveitis
w »» 0o o N
o o o o o
1 1 1 1 1

N
o
1

i
o
1

a) klin. Grad. b) hist. Grad. Addi tion von a) und b)

Abb. 14: Einfluss oraler [*’AA*9-MCP-1-Gabe (500ug/kg KG) auf die aktiv induzierte
PDSAg-Uveitis: Die Gavage erfolgte jeweils von Tag O - 8, darmgéstist die
durchschnittliche maximale Uveitisintensitat akargen + SE; n = 8 Augen
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C. Ergebnisse

1.2 Immunisierung mit R14

. Gr.1 [18AA19-MCP-1i.p. Tag 0-6
Gr.2 [BAA19-MCP-1 i.p. Tag 6-13
[ ] Gr3PBSip. Tag0-13

| |
v

2

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Aktive Immunisierung mit Maximum der EAU
R14

Abb. 15: Schematischer Verlauf der EAU nach Immunigerung mit R14. Um den Einfluss
von [AA®-MCP-1 auf die unterschiedlichen Phasen der Immtwart zu untersuchen,
wurde FPAA'®-MCP-1 uber verschiedene Zeitraume appliziert.1Gvurde von Tag O - 6

(afferente Phase) und Gr.2 von Tag 6 - 13 (effer@itase) mit'fAA'%-MCP-1 behandelt.
Die Kontrollgruppe erhielt PBS i.p. von Tag 0 — 13.
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Um die Wirkung des CCL-Antagonisten®AA-MCP-1 auf die antigenspezifische
Aktivierung von T-Zellen (Tag O - 6) bzw. derenilimation ins Auge und die Rekrutierung
von Entzindungszellen (Tag 6 - 13) zu untersucleehielten die Ratten wahrend der
angegebenen Zeit taglicHAA **-MCP-1 in einer Dosis von 500g/kg KG.

Bei der Verlaufskontrolle zeigte sich bei beideru@en mit f°AA*%-MCP-1-Applikation
eine Verstarkung der Entziindungsreaktion im Vechleur Kontrollgruppe, wobei Gruppe 1
([*®AA-MCP-1Tag 0-6) zusatzlich eine verlangerte Krankheitsdauévies (Abb. 16).

—@— Gr.1[18AAI9-MCP-1i.p. Tag 0-6
—— Gr.2[18AAL9-MCP-1ip. Tag 6-13

- —{+ Gr.3PBS ip.Tag0-13

Klinische Uveitisintensitéat

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tag nach Immunisierung

Abb. 16: Kilinischer Verlauf der EAU nach Immunsierung mit R-14 und
[*®AA-MCP-1 i.p. Gabe: Gezeigt ist die durchschnittliche klinische Uvgittensitat aller
Augen + SE; n =8 Augen; die Kontrollgruppe eri@BS i.p. von Tag 0 — 13.
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In der endgultigen Auswertung, welche sowohl diénikthe als auch histologische
Graduierung umfasst, wurde die klinische Beobadhtlrestéatigt. Die intraperitoneale
Injektion von [PAA®-MCP-1von Tag 0 bis 6 filhrte zu einer signifikanten Varsting der
Uveitis.

Die starkste Uveitis gemald Kklinischer und histadober Graduierung wies dabei die
Gruppe 1 mit PAA-MCP-1 i.p. Gabe wahrend der Induktionsphase (Tag 0 -u6) Rie
histologische Graduierung und die kombinierte Auswey ergaben im Vergleich zu den
Kontrollgruppen signifikant erhohte Erkrankungsnmedte. In der klinischen Untersuchung
war die Verstarkung der Uveitis weniger deutliathsibar.

Auch in der Gruppe 2 {fAA'-MCP-1 von Tag 6 - 13) zeigte sich tendenziell eein
Verstarkung der Entzindungsreaktion im Vergleich Kantrollgruppe (Werte siehe Abb.
17).

Die Unterschiede zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2yiesaler Gruppe 2 und der
Kontrollgruppe, waren in den einzelnen Graduierungieht signifikant (siehe Abb. 17).

Gr. 1 [18AA19-MCP-1 i.p. Tag 0-6
) Gr. 2[!8AAY9-MCP-1i.p. Tag 6-13
[ ]er.3apBs ip. Tago-13 *

Intensitat der Uveitis

a)klin. Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)
Abb. 17: Aktive Immunisierung mit R14 und Einfluss von [**AA*%-MCP-1 i.p.-Gabe

(500 ug/kg KG) auf die aktiv mit R14 induzierte EAU: Dargestellt ist die durchschnittliche
maximale Uveitisintensitat aller Augen + SE; n A@en
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2. Adoptiver Transfer aktivierter T-Zellen

2.1 Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen

Schematischer Verlauf der EAU nach Transfer anaggwierter, PDSAg-spezifischer
T-Zellen:

[28AA 19]-MCP-1 i.p. Klinische Symptome

L+ =

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

] A

Zelltransfer Maximum der EAU

Abb. 18: Der Transfer der Zellen erfolgte an Tag 0, worah gine tagliche Behandlung mit
[*®AA9-MCP-1 anschloss. Die Behandlung wurde beendetaldodie ersten klinischen
Zeichen einer Uveitis zu sehen waren.

2.1.1 fPAA**-MCP-1 i.p. in einer Dosierung von 50Qug/kg KG

Zur Induktion der EAU wurden Lewis-Ratten im Alteon ca. 7 Wochen 2,5 x $@ntigen-
aktivierte PDSAg-spezifische T-Zellen pro Tier iie ®eritonealhdhle injiziert. Anschliel3end
wurde taglich PAA*®-MCP-1 i.p. in einer Dosierung von jeweils 5Q@/kg KG injiziert
(gelost in 0,5 ml PBS). Die Behandlung wurde am Bageendet, die ersten klinischen
Zeichen einer Uveitis waren am Tag 6 zu sehendsidib. 19). Einer Kontrollgruppe wurde
uber den gleichen Zeitraum 0,5 ml PBS i.p. veraitei

In Abb. 19 st die durchschnittliche Uveitisintetidsi pro Auge und Gruppe im
Krankheitsverlauf zu sehen.

In der [®AA'-MCP-1 behandelten Gruppe wurde eine deutlich stérkere
Entzindungsreaktion als in der Kontrollgruppe festgllt. Die Gruppe mit der
Chemokingabe zeigte, abgesehen von einem spateegmrB der Krankheit, Gber den

gesamten Beobachtungszeitraum eine starkere KimiSgmptomatik (Abb. 19).
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~@— [18AA19-MCP-1i.p.
—{F pBsip.

1

=
a1

=
o
1

0,57

Klinische Uveitisintensitat

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tag nach Zelltransfer

Abb. 19: Einfluss von FPAA'%-MCP-1 auf die durch adoptiver Transfer PDSAg-
spezifischer T-Zellen induzierte EAU: [**AA*%-MCP-1 Behandlung i.p.(50Qig/kg KG)
von Tag O - 5 nach Zelltransfer (2,5 x®1Pellen/Ratte); n = 6 Augen; dargestellt ist der
klinische Verlauf als durchschnittliche Uveitisinggtat aller Augen + SE

In der abschlieBenden histologischen Auswertungntam der klinischen Beobachtung
entsprechend, in der Gruppe mit*®AA'-MCP-1-Behandlung vermehrt retinale
Destruktionen nachgewiesen werden (Abb. 20).

Die Summengraduierung ergab eine deutlich versarkhber nicht signifikante
Uveitisintensitat im vorderen (klinische Graduiegiiiwie auch im hinteren Augenabschnitt

(histologische Graduierung).
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| IRLYSCEVIERR

|:| PBS i.p.

N w ~ o

o o o o

1 1 L 1
—

Intensitat der Uveitis

P
o
L

a) klin. Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 20: Einfluss von [PAA'-MCP-1 i.p.-Behandlung (500 mg/kg KG) auf die durt
adoptiven Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen indmierte EAU: [*|AA-MCP-1-
Behandlung i.p. von Tag O - 5 nach Zelltransfeb (2,10 Zellen/Ratte); n = 6 Augen;
dargestellt ist die durchschnittliche maximale Wigaitensitéat aller Augen + SE
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2.1.2 Vergleich verschiedener'fAA'9-MCP-1 Dosierungen nach Induktion der EAU
durch adoptiven Transfer PDSAg-spezifischer T-Zella

Um eine eventuelle Dosisabhéngigkeit bezlglich dafirkung des verabreichten
[*®AA9-MCP-1 zu untersuchen, wurden in dem folgendens\Wen zwei verschiedene
Dosierungen des'JAA'Y-MCP-1 gewahlt. Die Gruppe 1 erhielt eine Dosigrumon
800ug/kg KG, die Gruppe 2 eine Dosierung von 4@flkg KG. Das Alter der Ratten betrug
7 Wochen.

Die Applikation erfolgte taglich ab dem Tag desrisfers und wurde am Tag 4, bei Diagnose
der ersten Entziindungszeichen, beendet. Die GrBpparde als Kontrollgruppe tber den
gleichen Zeitraum mit PBS behandelt.

Die Gruppen mit PAA*%-MCP-1-Behandlungen zeigten tendenziell eine Maesthterung
des Krankheitsverlaufes.

Wie in Abb. 21 zu sehen ist, zeigten di¥AA'Y-MCP-1 behandelten Gruppen eine
verstarkte Entzindung. In der Gruppe 1 war dabe skarkste Uveitisintensitat zu
beobachten. Um die Art und Menge der jeweiligen zEntlungszellen mittels einer
immunhistochemischen Farbung identifizieren zu l@mmnvurde der Versuch bereits am
Maximum der klinischen Entziindungszeichen (Tag é3nldlet, da mit dem Abklingen der
klinischen Symptomatik in der Regel auch die bigtieih Entzindungszellen das Organ

verlassen.
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—@— Gr.1 [18AA°-MCP-1i.p. 800 pg/kg KG
—A— Gr.2 [18AAL9-MCP-1i.p. 400 pg/kg KG
—{1Gr3PBSi.p.

Klinische Uveitisintensitéat

5 6 7 8

Tag nach Zelltransfer

Abb. 21: Einfluss von [®AA'-MCP-1 i.p.-Behandlung auf die durch adoptiven
Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen (2,5 x Tellen/Ratte) induzierte EAU: Gr.1 und
Gr.2 ['|AA'-MCP-1 i.p. in angebener Dosierung Tag O - 4; & Augen; dargestellt ist der
klinische Verlauf als durchschnittliche Uveitisingtat aller Augen

48
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In Abb. 22 sind die Ergebnisse wieder in einem &adibgramm zusammengefalit. Die
tendenziell hochsten Werte zeigte die Gruppe 1derthoheren'fAA-MCP-1 Dosierung,
wahrend die Gruppe 2 (4Q@/kg KG) sich kaum von der Kontrollgruppe unterschi

Gr.1 [18AA19-MCP-1i.p. 800 pg/kg KG
Gr.2 [18AA19-MCP-1i.p. 400 pg/kg KG
5,0 7 |:| Gr.3 PBSi.p.

N w e
o o o
| 1 1

Intensitat der Uveitis

=
o
1

a) klin. Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 22: Einfluss von unterschiedlichen AA-MCP-1-Dosierungen auf die durch
adoptiven Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen indaierten EAU: Gr. 1: 800ug/kg KG;
Gr. 2: 400pg/kg KG; intraperitoneale®fAA'%-MCP-1 Applikation von Tag 0 — 4; Transfer
von 2,5 x 18 Zellen/Ratte; = 6 Augen; dargestellt ist die durchschnittlichexinzale
Uveitisintensitat aller Augen + SE
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2.2 Transfer R14 spezifischer T-Zellen

[18BAA19]-MCP-1 i.p. Klinische Symptome
[ ] | | 1< ——
0 1 2 3 4 6 7 8
Zelltransfer Maximum der EAU

Abb. 23: Schematischer Ablauf der EAU nach Transfer antigenaktivierter
R14-spezifischer T-Zellen und Applikation von {°AA*%-MCP-1 (500 ug/kg KG)

Es handelt sich hierbei um einen Parallelversucin adoptiven Transfer mit PDSAg-
spezifischen T-Zellen. Zur Induktion der EAU wurdden Lewis-Ratten (Alter: 6 - 10
Wochen) 2,5 x 1DAntigen-aktivierte R14-spezifische T-Zellen preeffi.p. injiziert. Um die
Wirkung des PAA'Y-MCP-1 auf die Einwanderung der aktivierten spsehen
Lymphozyten in das Auge zu untersuchen, wurden ™ere von Tag O bis 3 mit
[*®AA9-MCP-1 i.p. in einer Dosierung von 5@@/kg KG behandelt (geldst in 0,5 ml PBS).
Eine Kontrollgruppe erhielt tber den gleichen Zeitn 0,5 ml PBS i.p. Es wurden zwei
Versuche zusammengefaldt, der eine Versuch wurdgtd@am Maximum der EAU (5. Tag
nach Zelltransfer) beendet, um die histologischeip&ate immunhistochemisch farben und

auswerten zu kénnen.
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Die klinischen Symptome waren in der Gruppe MiAA%-MCP-1 Behandlung tber den
gesamten Krankheitsverlauf deutlich geringer ausiggp(Abb. 24), im Gegensatz zu den
vorhergegangenen Versuchen mit Transfer PDSAg-#&parer T-Zellen (vgl. Abb. 19,
Gruppe mit {?AA'-MCP-1-Behandlung).

—o— [1BAAL]-MCP-1i.p.

—1 PBSip.
1,5

Klinische Uveitisintensitat

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tag nach Zelltransfer

Abb. 24: Einfluss von F?AA'®-MCP-1 i.p.-Gabe (500 mg/kg KG, Tag 0 — 3) auf die
durch adoptiven Transfer R14-spezifischer T-Zellen(ca. 2,5 x 16 Zellen/Ratte)
induzierten EAU: Dargestellt ist der klinische Verlauf als durchstttiohe Uveitisintensitat
aller Augen + SE; i 16 (bis Tag 5), & 8 (ab Tag 6)
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Die Ergebnisse in Abb. 25 wurden durch die absBkirele Auswertung der maximalen
klinischen Uveitisintensitat, sowie der histolodien Graduierung der Augen bestétigt.
Sowohl die klinische als auch die histologischedBrarung zeigten eine Abschwachung der
Entziindungsintensitat durch die Gabe VBAA?-MCP-1 (siehe Abb.25).

Nach Addition der klinischen und histologischen d@rigrung konnte fur die Gruppe mit

[®AA-MCP-1 Behandlung ein signifikant niedrigerer Wierstgestellt werden (p = 0,045).

B crarmep-Lip,

[ ] PBSip.

3,0
p =0,0454
0
‘o
£20 *
7]
o
T
)
c
21,07
£
a) klin. Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 25: Einfluss von [PAA-MCP-1 i.p. (500 mg/kg KG) auf die durch adoptiven
Transfer R14 spezifischer T-Zellen induzierte EAU: Dargestellt ist die maximale
durchschnittliche Uveitisintensitat aller Augen E; $°AA*-MCP-1i.p. Tag 0 - 3; n = 16
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3. Einfluss von [°AA'-MCP-1 auf die orale Toleranzinduktion
(OTI)

Zur Induktion der oralen Toleranz wurde das entdpeade Tolerogen (Peptid-R14) dreimal
jeden zweiten Tag (Tag -6, -4 und -2 vor Immunisig) in einer Dosierung von 204,
gel6st in 0,5 ml PBS, mittels einer Schlundsondiegastral appliziert.

Um den Einfluss von*fAA'9-MCP-1 auf die Induktion der Toleranz zu unterserch
erhielten die Versuchstiere begleitend zur oralelerBnzinduktion eine tagliche Behandlung
mit 500 pg/kg KG [AA*%-MCP-1 von Tag -6 bis Tag -1 vor Immunisierung. sDa
[*®AA®-MCP-1 wurde einen Tag vor der Immunisierung abggs um ein unerwiinschtes
Interferieren der'fAA'-MCP-1-Behandlung mit der Uveitisinduktion zu viertiern. Somit
konnte die Wirkung des‘§AA'-MCP-1 auf die orale Tolerisierung eingeschraniraen
(siehe Abb. 26).

Es wird angenommen, dass die orale Toleranzinduldine spezifische Leistung des GALT
ist. Da die genauen Mechanismen der Antigen-Pragsent und Erkennung noch nicht
bekannt sind, und fur andere Chemokin-Derivate &\igkung nach oraler Gabe gezeigt
wurde, wurde neben der intraperitonealen auch diée cApplikation desfAA*%-MCP-1
durchgeflnhrt.

[18AA19]-MCP-1 i.p. bzw. oral Klinische Symptome
111111 m—

6 5 4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

T 1 1 ﬂ* A\

orale Tolerisierung (R14) AHIHIE

Immunisierung (R14) Héhepunkt der EAU

Abb. 26: Schematischer Verlauf der oralen Toleranziduktion (OTI), der
[*®AA9-MCP-1 Behandlung und der nachfolgenden aktiven Imunisierung mit R14:
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf in Tagen, ia&t Immunisierung an Tag O; orale
Tolerisierung mit 20Qug R14/Ratte/Tag,{AA*%-MCP-1 taglich, in einer Dosierung von
500ug/kg KG
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3.1 Intraperitoneale Gabe von {°AA*’-MCP-1

Durch die Verabreichung des Tolerogens kam es,emartet, zu einer Abschwachung der
Entziindungsreaktion (vgl. Gr.2 in Abb. 27). Dieragjastrale Applikation von PBS alleine
(Gr.3) bzw. mit {°AA**-MCP-1 (Gr.4) diente als Kontrolle, weil damit eivergleichbare
Strel3belastung (tagliche Gavage) ohne Toleranztiwukrzielt werden konnte. Die Gruppen
3 und 4 wiesen einen ahnlichen Krankheitsverladf(agl. Abb.27) und zeigten, dass die
frihe Gabe von 'fAA®-MCP-1 vor der Immunisierung und Uveitisinduktideeinen
Einfluss auf die Uveitis hat.

Die i.p.-Applikation von 50Qg/kg KG [®AA9-MCP-1 (gelést in 0,5 ml PBS; Alter der
Ratten ca. 6 Wochen) wahrend der Phase der orad@ridierung (Tag 6 bis Tag 1 vor
Immunisierung) zeigte im klinischen Verlauf einendenzielle Verstarkung der oralen
Toleranz. Die Erkrankung trat in dePAA'%-MCP-1 behandelten Gruppe spéter auf und
zeigte zudem ein deutlich niedrigeres Maximum arhépiinkt des Krankheitsverlaufes (vgl.
Abb. 27, Gr.1).

Die alleinige Gabe de$?PA%-MCP-1 ohne Tolerogen (Gr.3) zeigte keinen Eirdlasif den
Verlauf der EAU.

—8—Gr.1 R14 oral + [ 18AA19-MCP-1 i.p.
—i—Gr.2 R14 oral + PBS i.p.
—O—Gr.3 PBS oral + [18AA19]-MCP-1i.p.

ot —{1—Gr.4 PBSoral + PBS i.p.

Klinische Uveitisintensitat

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tag nach Immunisierung

Abb. 27: Einfluss der intraperitonealen [?AA'-MCP-1-Gabe (500pug/kg KG) wahrend
der oralen Toleranzinduktion mit R14 auf die aktiv induzierte R14-Uveitis: Dargestellt
ist der klinische Verlauf als durchschnittliche litigntensitéat aller Augen + SE; n = 8 Augen
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Die oral tolerisierten Gruppen (Gr. 1 und Gr. 2g¢sén in der histologischen Graduierung und
bei Kombination der einzelnen Graduierungen sigaift niedrigere Werte als die
entsprechenden Kontrollgruppen (Gr. 3 und Gr. 4) Bie ['°AA*?-MCP-1/R14 behandelte
Gruppe war nicht unterschiedlich zur Gruppe, diemit R14 behandelt wurde.

Die zusétzliche i.p.-Applikation vorf3AA%-MCP-1 wahrend der oralen Tolerisierung fiihrte

zu einer geringen Zunahme der retinalen Destru&tian der Gr. 1.

.Gr .1 R14 oral + [ 18AA19]-MCP-1 i.p. DGr.z R14 oral + PBS i.p.
Gf. 3 PBS oral + [ 18AA1%]-MCP-1 i.p. Gr .4 PBS oral + PBS i.p.
5,0 - ' p=o0004 |
[ p=002 |
4,0 " p=0,004 _
2 p = 0,001
o I - I
2 30 p = 0,046 | _ | T
5 | p=0,014 | p =0,02 y
= p=005 | - [ p=0,0008 T * *
= 2,04 -
2 * X 7 p = 0,002
[
g % T
1,0 | / * s
/ * U
7 i—‘v_\
[8AA-MCP-1ip. + - + - + - + - + - + -
Tolerogen R14 PBS R14 PBS R14 PBS
a) klin . Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 28: Einfluss der intraperitonealen f2AA'-MCP-1-Gabe (500pug/kg KG) wahrend
der oralen Toleranzinduktion mit R14 auf die aktiv induzierte R14-Uveitis: Dargestellt
ist die durchschnittliche maximale Uveitisintensi@ler Augen + SE; n = 8 Augen;
Behandlungsschema siehe Abb. 26
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3.2 Orale Gabe von PAA™-MCP-1

Um den direkten Einfluss vom®pA'-MCP-1 auf die OTI im Magen-Darm-Trakt zu
untersuchen, wurde es auch oral in einer Dosiemarg500pug/kg KG wahrend der OTI

verabreicht. Wie im vorherigen Versuch konnte aimér die orale Verabreichung des
Tolerogens die Entziindungsreaktion in der nachfmgeduzierten EAU abgeschwachen.
Die Gruppen 1 und 2 wiesen im Verlauf eine geriegddveitisintensitat als die

entsprechenden Kontrollgruppen (Gr. 3, Gr. 4) & Gruppen 2 und 4 mit der PBS i.p.-
Behandlung fungierten auch in diesem ExperimenkKailstrollgruppen, da kein Unterschied
zwischen der oralen- und i.p.-Verabreichung debtrimerogenen PBS zu erwarten war.

In der Gruppe mit zusatzlicher oraler Gabe VBAA%-MCP-1 (Gr.1) konnte im Vergleich

zu der entsprechenden Kontrollgruppe (Gr. 2) keintekschied im Krankheitsverlauf

festgestellt werden (siehe Abb. 29).

—&— Gr.1 R14 oral + [ 1BAA19]-MCP-1 oral
—i— Gr.2 R14 oral + PBS i.p.
—O—Gr.3 PBS oral + [ 18AA19-MCP-1 oral

25 - —{1—Gr.4 PBS oral + PBS i.p.

I\
\

Klinische Uveitisintensitéat

8 9 10 11 12 13 14 15

Tag nach Immunisierung

Abb. 29: Einfluss der oralen {®AA%-MCP-1-Gabe (500ug/kg KG) wahrend der oralen
Toleranzinduktion mit R14 auf die aktiv induzierte R14-Uveitis: Dargestellt ist der
klinische Verlauf als durchschnittliche Uveitisingtat aller Augen + SE;#18 Augen
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In der abschlieBenden Auswertung der klinischen histblogischen Graduierung war kein
signifikanter Effekt der oralet§AA%-MCP-1 Behandlung im Vergleich zur Gruppe, die nur
oral tolerisiert wurde, feststellbar.

Die Werte der Gruppen 3 und 4 waren in der klinescBraduierung identisch (Sb).

Bl Gr .1 R14 oral + [18AA19-MCP-1 oral [ Jer2Ri40ral+PBSip.

Gr .3 PBS oral + [ 18AA1°]-MCP-1 oral Gr.4PBS oral + PBS i.p.
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[BAA)-MCP-1 oral + - + - + - + - + - + -
Tolerogen R14 PBS R14 PBS R14 PBS
a) klin. Grad. b) hist. Grad. Addition von a) und b)

Abb. 30: Einfluss der oralen {®AA%-MCP-1-Gabe (500ug/kg KG) wahrend der oralen
Toleranzinduktion mit R14 auf die aktiv induzierte R14-Uveitis: Dargestellt ist die
maximale durchschnittliche Uveitisintensitat allekugen + SE; n= 8 Augen;
Behandlungsschema siehe Abb. 26
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4. Immunhistochemische Farbungen

Um die eingewanderten Entziindungszellen charaldegis zu konnen und eine magliche
Inhibition der Monozyten-/Makrophagenrekrutierungreh die Behandlung mit‘§AA9-
MCP-1 nachweisen zu kénnen, wurde eine immunhistoeche Farbung der histologischen
Praparate durchgefihrt. Um die infiltrierenden Entiungszellen mdglichst zahlreich und
vollstdndig zu erfassen, wurde der Versuch (adeptivansfer mit PDSAg-spezifischen T-
Zellen) bereits zum Zeitpunkt der maximalen klihiso Entziindungsaktivitat beendet (vgl.
Verlaufskurve in Abb. 20). Als Primar-AK wurden ERQMakrophagen), R730@3 TCR+/T-
Zellen) und Ox8 (CD8 positive Zellen) verwendet. bBia konnten keine Unterschiede
bezuglich des Infiltrationsmusters zwischen denadellungsgruppen festgestellt werden. In
der Anfarbung mit Ox8-AK waren CD8 positive Zellenmit typischer
Makrophagenmorphologie nachweisbar. Zur Abklarureges Befundes wurde anschlieRend
eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung durchgefliihgh@i5. Immunfluoreszenzfarbung). In
Abb. 32 sind reprasentative Praparate der jeweailig&ruppe mit den verschiedenen
Farbungen abgebildet.
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[1BAA19]-MCP- Kontrollgruppe

Abb. 31: Immunhistochemische Farbung Adoptiver Transfer 2,5 x f0Zellen/Ratte
PDSAg-spezifischer T-Zellen)*¥AA*-MCP-1-Behandlung i.p. (500g/kg KG) von Tag O -
5 nach Zelltransfer; kein Unterschied beziglich deéltrationsmusters feststellbar;
Nachweis von CD8 positiven Zellen mit typischer Ma¥agenmorphologie
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5. Immunfluoreszenzfarbung:

Nachdem sich in der immunhistochemischen Farbung8 CRellen mit typischer
Makrophagenmorphologie zeigen, wurden ImmunfluaegzDoppelfarbungen mit

makrophagenspezifischen Antiérpern (ED1) und Anpled gegen CD8 (Ox8) durchgefihrt.
Dabei konnten CD8Makrophagen nachgewiesen werden.

CD38

ED1/CD38

7

Abb. 32: Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis CD8 @sitiver Makrophagen:
Adoptiver Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen (&30 Zellen/Ratte): AA%-MCP-1-
Behandlung i.p. (50Qug/kg KG) von Tag 0 - 5 nach Zelltransfer, Nachwe CD8-

positiven Makrophagen (ein CLYE&D 68 Zelle ist exemplarisch mit einem gelben Pfeil
markiert)
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D. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss vorCRt1/CCL-2 auf den Verlauf der
experimentellen Autoimmunuveitis bei der Lewis-Ratmit Hilfe des modifizierten
Chemokins PAA%-MCP-1 untersucht.

In der Vergangenheit wurde die Funktion von MCPQLE2 bereits bei etlichen
Krankheitsmodellen untersucht. So spielt MCP-1/CCLz.B. bei der (diabetischen)
Atherosklerose, der rheumatoiden Arthritis und Meitiplen Sklerose eine wichtige Rolle
bezuglich der Migration und Rekrutierung von Enthiingszellen (Rollins, 1996; Mine et al.,
2006). Als Vergleich zur EAU wird oft die experintelle Autoimmunenzephalitis (EAE) -
ein Tiermodell fur die Multiple Sklerose - heranggen, da es sich, wie bei der EAU, um
eine Th vermittelte Krankheit handelt. Im Rahmen der EAd8dktion durch Immunisierung
mit MBP kdnnen die Lewis-Ratten auch eine anterldveitis (AU) entwickeln. Bereits vor
Beginn der klinischen Symptome kann MCP-1/CCL-2dam betroffenen Gewebe (ZNS,
Auge) nachgewiesen werden. Damit konnte MCP-1/CCfii2 die Einwanderung der
Entzindungszellen zu Beginn der Immunreaktion métwgvortlich sein (Adamus et al.,
1997). Wahrend des Krankheitsverlaufs korreliegtldkale MCP-1/CCL-2-Synthese mit der
Entzindungsintensitat (Adamus et al, 2001), undeisthdamit den Krankheitsverlauf
malf3geblich zu beeinflussen (Mahad und Ransohod320

Die Funktion von MCP-1 bei der EAU war in der Vemganheit ebenfalls Gegenstand von
Untersuchungen. Dabei wurde im Verlauf der EAU lewis-Ratten eine intraokular erhéhte
MCP-1 Konzentration festgestellt. Es wird daheraemmmmen, dass MCP-1 eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese der EAU spielt (Crarad €2001).

Im Unterschied zu vorausgegangenen Tierexperimemteden in dieser Arbeit Funktion und
Wirkungsmechanismus von MCP-1/CCL-2 bei der EAU mitfe einer modifizierten
Variante des MCP-1/CCL-2 untersucht. Durch die Austhe von Arginin an Position 18
und Lysin an Position 19 durch Alanin hat d#aA%-MCP-1 die GAG-Bindungsfahigkeit
verloren, die Interaktion des N-Terminus mit deme@iokinrezeptor CCR2 wird dadurch
aber nicht gestort.JAA**-MCP-1 kann an CCR2 binden und somit eine CCR2tipes
Zelle aktivieren. Bein vivo Versuchen reduziertd®pA*%-MCP-1 im Vergleich zu MCP-
1/CCL-2 jedoch die chemotaktische Aktivitat von Mahagen signifikant (Proudfoot et al.,
2003), weil .AA'-MCP-1 — gebunden an CCR2 — die gerichtete Migrater jeweiligen
Zelle inhibiert.
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Eine Blockade der MCP-1/CCL-2 vermittelten Zellnai@rung durch die Verabreichung von
['®AA9-MCP-1 sollte demnach auch bei der EAU zu einerrriigerung der
Entziindungsaktivitat durch reduzierte okulare tretion fithren, da'fAA%-MCP-1 an die
MCP-1-Rezeptoren der zirkulierenden Zellen bindehd uwegen der fehlenden
Bindungsaktivitat an Glykosaminoglykane die Anhefjuan die Endothelien der Gefasse
verhindert.

Die EAU kann in Lewis-Ratten entweder durch aktilramunisierung mit retinalen
Antigenen oder durch den adoptiven Transfer patheig&-Zell-Linien induziert werden. In
dieser Arbeit wurde der Einfluss vol{4A*%-MCP-1 auf den Verlauf der PDSAg- bzw. R14
induzierten EAU untersucht. Beide Antigene spidlender humanen Autoimmunuveitis eine
potentielle Rolle und sind auch im Tiermodell d&E(Lewis-Ratte) hochpathogen (DeSmet
et al., 1990; DeSmet et al., 1993).

Nach Induktion der EAU durch aktive Immunisierungichnete sich in den Gruppen mit
[*®AA-MCP-1 Behandlung bei beiden Antigenen (PDSAg Riid) eine deutliche Tendenz
zu einer Verschlechterung des KrankheitsverlautesDeer entziindungsverstarkende Effekt
des [PAA'%-MCP-1 fiel in den einzelnen Versuchen allerdinggerschiedlich hoch aus.
Entscheidend waren die Applikationsform und detpteikt der Behandlung.

Nach Immunisierung mit PDSAg bewirkte die taglidhe-Injektion von fPAA%-MCP-1
wahrend der Induktionsphase eine signifikante Zomater retinalen Destruktionen.

Die orale Applikation von fAA*%-MCP-1 blieb hingegen wirkungslos. Einerseits kignn
[*®AA9-MCP-1 bereits im Intestinaltrakt durch Verdauuegsyme zerstért werden,
andererseits ist fraglich, ob*pA'-MCP-1 nach oraler Aufnahme durch die
Darmschleimhaut in aktiver Form in die Zirkulatigelangen kann oder bereits im GALT an
CCR2 bindet. Daher wurde bei den folgenden Versueh# die orale Applikation verzichtet
(Ausnahme: orale Toleranzinduktion).

Nach Immunisierung mit R14 wurde zusatzlich der flaigs des Zeitpunktes der
['®AA9-MCP-1 Behandlung untersucht. Dabei konnte bedteachverden, dass eine
Behandlung wahrend der Induktionsphase der Erkramk{ca. Tag O - 6), in der die
autoreaktiven T-Zellen aktiviert werden, den groit&ffekt zeigte. Eine tagliche
intraperitoneale Verabreichung wahrend dieses aletties fuhrte zu einer signifikanten

Verstarkung der retinalen Destruktionen, wie hgadch nachgewiesen wurde.
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Eine spatere Behandlung (Tag 6 — 13: efferente é’hdsr Immunantwort) mit

[*®AA9-MCP-1 bewirkte hingegen nur eine tendenzielleshhijedoch eine signifikante

Zunahme der Entziindungsintensitat.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass"é{*-MCP-1 Behandlung in den durchgefiihrten
Versuchen uUberraschenderweise eine Verstarkunglmderunantwort bewirkte. An der

Extravasation und der gerichteten Migration von zdntungszellen ist MCP-1/CCL-2
mafgeblich beteiligt. MCP-1/CCL-2 koénnte darUbesn® auch die Rekrutierung von
regulatorischen Zellen steuern, da regulatoriscebed CCR2 exprimieren (Bruhl et al.,
2004). Eine Blockade der MCP-1/CCL-2 vermitteltenigMtion kdnnte somit zu einer

verminderten Rekrutierung von regulatorischen Zellend damit letztendlich zu einer
Verstarkung der Entziindungsreaktion fihren. Diegpothese vertreten auch Mack et al.,
welche an der Kollagen-induzierten Arthritis im Mawodell forschen. Eine Blockierung von
CCR2 mit Antikorpern fuhrte in dem Modell ebenfatis einer Exazerbation der Erkrankung
(Bruhl et al., 2004). In einigen anderen Krankhatdellen wie z.B. der nephrotoxischen
Serumnephritis (Bird et al., 2000), dem Aspergiluduzierten Asthma (Blease et al., 2000)
und der Acetaminophen-induzierten Hepatitis (Hogaboet al., 2000) zeigten CCR2
defiziente Mause ebenfalls eine starkere Entzirsheadstion im Vergleich zu Wildtyp

Mausen. Vermutlich fuhrt auch in diesen Fallen e8térung der CCR2-Interaktion mit
seinem Liganden zu einer verminderten Rekrutiesorgregulatorischen Zellen (Brihl et al.,
2004). Daruberhinaus wird die Inhibition bestimmt&hemokine aufgrund der grol3en
Redundanz und des komplexen Zusammenspiels derelm@mz Chemokine bei

Entzindungsreaktionen (Ferreira et al., 2004) zdesh partiell durch andere Chemokine
kompensiert, so dass hier eine Verstarkung der UBdtmg durch Inhibition der

Gegenregulation Uber die Hemmung der Entzindunigszelominiert. Diese Annahme
vertreten auch Seifarth et al, nachdem durch Bldekaon CCR2 nicht die erhoffte

praventive Wirkung auf Diabetes im Mausmodell dtzigerden konnte (Seifarth et al.,
2006).

Die Modulation und Suppression von Entzindungsrea&h durch regulatorische Zellen ist
ein  nunmehr seit 30 Jahren bekanntes Phanomen, giégraue Phanotyp und
Wirkmechanismus dieser Zellen blieb aber lange Zeivekannt (Cortesini et al., 2001).
Spater wurden sowohl CD4ls auch CD8T-Zellen mit regulatorischer Funktion entdeckt
(Cortisini et al., 2001).

CD4" regulatorische T-Zellen exprimieren dauerhaft der2-Rezeptor CD25, wéahrend
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CD4" Effektorzellen CD25 nur kurzzeitig nach Aktiviegirauf der Oberflache tragen
(Sakaguchi 2001). Diese regulatorischen CID25 Zellen (10% der CD4 T-Zellen)
werden im Thymus selektioniert und wandern spéteatie Peripherie aus (Sakaguchi 2001).
Die Aktivierung der regulatorischen Zellen erfolfjirch Stimulation mit dem spezifischen
Ag (Takahashi et al, 1998; Thornton et al., 1998 suppressive Wirkung wird durch
direkten Zell-Zell-Kontakt vermittelt und beschréarsich dann nicht mehr auf das spezifische
Ag (Stimulation und Aktivierung ist Ag-spezifiscBuppression ist Ag-unspezifisch), sondern
kann sich Uber eine sogenannte Bystander-Reakhtfalten (Grajewski et al., 2006). Da
durch die einmal spezifisch stimulierten regulachien Zellen theoretisch auch
Immunantworten gegen andere pathogene Ag supptimienden koénnten, ist die gezielte
und kontrollierte Wanderung der regulatorischen lefel zur Aufrechterhaltung eines
funktionsfahigen Immunsystems von fundamentalereBatchg (Shevach et al., 2001).

Diese Vermutung wurde durch Versuche von Goulvestiral. bestatigt. Im Mausmodell fir
die experimentelle Autoimmun-Thyreoidits konnte mgewiesen werden, dass
MCP-1/CCL-2in vitro regulatorische CD4CD25" Zellen rekrutieren kann (Goulvestre et al.,
2002).

Diese Beobachtung macht wahrscheinlich, dass dé®2c&htagonist AAY-MCP-1 die
Migration regulatorischer Zellen inhibiert und ihverminderte Rekrutierung, wie in den
durchgefuhrten Experimenten beobachtet, letzteimdlic einer Exazerbation der Erkrankung
fuhrt.

Bemerkenswert ist, dass bei einer fruh&MA*%-MCP-1 Behandlung (Aktivierungsphase,
Tag 0 - 6 nach R14 Immunisierung) der gro3te EffiektSinne einer Exazerbation zu
beobachten war. Dieses Ergebnis beruht vermutlighdar Tatsache, dass CDED25
Zellen bereits die Induktion einer Immunantwort meem kdnnen (Shevach, 2001). Daher
filhrte die frihzeitige Inhibition der regulatorigch Zellen durch die ‘{AA%-MCP-1
Behandlung in der Induktionsphase auch zu der héchdveitisintensitat.

Zusatzlich fallt auf, dass die Zunahme der Uvaeitemsitat sowohl bei der PDSAg- als auch
der R14 immunisierten Gruppe hauptsachlich die rRetibetrifft. Wahrend die
[*®AA®-MCP-1 i.p. behandelten Gruppen in der jeweiligeistologischen Graduierung
(betrifft hinteres Augensegment, v.a. Retina) esignifikante Zunahme der retinalen
Destruktionen zeigten, wurde in der klinischen Wsuehung (betrifft vordere Augenkammer,
Entzindungsgeschehen im hinteren Augensegmentmgtd erfasst) nur eine tendenzielle
Zunahme der Uveitisintensitat beobachtet.
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Die Verabreichung des modifizierten MCP-1/CCL-2 eoh also vor allem das
Entzindungsgeschehen in der Retina zu beeinflugenentzindlichen Prozessen in der
Netzhaut nimmt das retinale Pigmentepithel (RP&¢ &chlisselposition ein, es ist aber auch
generell fur die Erndhrung und Regeneration (Ph#geeprozesse) der
Photorezeptorenschicht wichtig (Forrester, 2003)afib ist eine Aktivierung von
Makrophagen und dendritischen Zellen in der Chaaidotwendig, welche durch die
konstitutive MCP-1/CCL-2-Sekretion des RPEs geveéibit wird (Forrester 2003). Bei
MCP-1/CCL-2- oder CCR2 defizienten Mausen kommtdaker ab einem Alter von 9
Monaten zu einer degenerativen Erkrankung der Netzhvelche mit der humanen Form der
altersbedingten Makuladegeneration vergleichbafAistbati et al., 2003). Unter Umstanden
bewirkt die Behandlung mit *fAA'-MCP-1 eine Stérung der physiologischen
Austauschprozesse (Erndhrung der Photorezeptor@rPhagozytoseprozesse) und fihrt so
zu einer erhohten Anféalligkeit des Gewebes fur Entiungen wie die EAU.

Desweiteren wurde fiur MCP-1/CCL-2 ein verstarkendeifekt bei Induktion von
Immunantworten beschrieben. Tekstra et al. vermatdénGrund ihreiin vitro Experimente,
dass MCP-1/CCL-2 die Effektivitdt der Antigenprésgion durch antigenprasentierende
Zellen (APC) erhohen konnte (Tekstra et al., 200bjvieweit dazu die Bindung des
MCP-1/CCL-2 an Glykosaminoglykane erforderlich isturde noch nicht abschlieRend
geklart. Unter Umstanden ist die GAG-Bindung undmio die Modifikation des
[*®AA'%-MCP-1 in diesem Falle bedeutungslos und das veietite f°AA-MCP-1 fiihrt
uber diesen Mechanismus additiv zum oben disketieMechanismus zu einer Verstarkung
der Immunantwort.

Neben der chemotaktischen Aktivitah vivo — fir welche die GAG-Bindung eine
Vorraussetzung darstellt (Proudfoot et al., 2083eigt MCP-1/CCL-2 durch Aktivierung
von CCR2 weitere Effekte auf Monozyten.

Neben der Expression von bestimmten Integrinem@Jet al., 1992) bewirkt MCP-1/CCL-2
auch die vermehrte Freisetzung von lysosomalen fBany(Zachariae et al. 1990) und
verschiedenen Cytokinen (Jiang et al., 1992). Sinflasst MCP-1/CCL-2 zum einen direkt
den Aktivierungszustand von Monozyten, zum anddi&am es indirekt durch die IL-1- und
IL-6-Sekretion einen aktivierenden Effekt auf B-dumi-Lymphozyten haben (Jiang et al.,
1992).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei MCP-XZ@tht nur um ein rein chemotaktisch

wirksames Chemokin handelt, sondern dass es dahifeus unter bestimmten Umstanden
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eine Verstarkung von Immunantworten bzw. Entziindueaktionen bewirken kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings haupidigh der Einfluss von'fAA%-MCP-1
auf die gezielte Migration von Monozyten nach Zusambruch der Blut-Retina-Schranke
untersucht. In diesem Zusammenhang ist der akéini Effekt von'fAA-MCP-1 auf im
Blutstrom befindliche Monozyten - gleichwohl vorlteem - als verhaltnismaRig gering
einzustufen und damit eher vernachlassigbar.

Um den Einfluss von fAA-MCP-1 auf die efferente Phase der Immunantwort
(Rekrutierung von Entzindungszellen) beurteilefkémonen, wurde die EAU in einer zweiten
Versuchsreihe durch den Transfer Ag-aktivierterzgmeher T-Zellen induziert. Dieses
Tierexperiment erlaubt die getrennte Untersuchusgefferenten Phase der Immunantwort,
da die in vitro stimulierten T-Zellen direkt in das Auge einwandeand dort eine
Immunreaktion gegen die jeweiligen retinalen Ag léssn. Bereits 30 Minuten nach
Zelltransfer konnen die ersten spezifischen T-2eite Auge nachgewiesen werden (Thurau
et al., 2004).

Bei den einzelnen Versuchen wurden — abhangig \emAd)-Spezifitdt der verwendeten
T-Zelllinie - unterschiedliche Ergebnisse beobachte&vahrend die fAA%-MCP-1
Behandlung beim Transfer von PDSAg-spezifischen elled zu einer erhohten
Uveitisintensitat fiihrte, bewirkte di¢®pA*-MCP-1 Verabreichung beim Transfer R14-
spezifischer Zellen eine Abschwéachung der Immunarttw

Aufgrund der schnellen Abfolge von Zelltransfer, llZetivierung und Beginn der
Immunreaktion ist der Einfluss von regulatorisch2ellen in diesem Experiment von
geringerer Bedeutung. Die verminderte RekrutierG@R2-positiver Zellen miuf3te demnach
in einem milderen Krankheitsverlauf zum Ausdruckrkoen, wie es auch beim Transfer
R14-spezifischer Zellen zu beobachten war.

Nach dem Transfer PDSAg-spezifischer Zellen bewdiktBehandlung mit‘fAA*-MCP-1
hingegen eine Verstarkung der Entziindungsreakiiiodiesem Zusammenhang muss auf die
Unterschiede der PDSAg- bzw. R14 spezifischen TH4elen hingewiesen werden
(Diedrichs-Mohring et al., 2005). Ben vitro Versuchen wurde bei R14- im Vergleich zu
PDSAg-spezifischen Zellen eine hohere lf¥NRd TNFea Sekretion festgestellt. Ein weiterer
Unterschied besteht in der Interaktion mit untelestiithen MHC Klasse Il Molekilen.
Wéhrend PDSAg-spezifische T-Zellen das Peptid zasammit RT.1B (enspricht humanem
DQ, Maus I-A) erkennen, wird den R14-spezifischeiZellen das Peptid durch RT.1D
(entspricht humanem DR, Maus IE) prasentiert (Dadd=Mohring et al., 2005).
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In histologischen Schnitten von frihen Stadien Rind PDSAg-induzierter EAU zeigen sich
unterschiedliche Praferenzen in der Lokalisatiom uentzindungszellen. Wahrend bei
PDSAg-induzierter EAU die Infiltration praferentigiber die Aderhaut und RPE erfolgt,
wandern die Leukozyten bei IRBP-induzierter Uveitieerwiegend Uber die retinalen Gefal3e
ein.

MCP-1 ist nicht das einzige Chemokin, welches emRthogenese der EAU involviert ist. So
wurden auch die (inflammatorischen) Chemokine RASTUd MIP-1r im Verlauf der EAU

in erhdhter Konzentration nachgewiesen (Crane.ef@01). Und auch hier zeigte sich, dass
die Wirkung eines entsprechenden CCR1/CCR5 Antatemi(Met-RANTES) abhangig ist
von der Spezifitat der Autoimmunantwort (R14/PDSAgH dem Zeitpunkt der Applikation
(Diedrich-Mohrings et al., 2005).

Beim Menschen gestaltet sich die Therapie der Autminuveitis schwierig und beschrankt
sich bisher auf die Applikation von immunsuppressiv Medikamenten. Um die
Entziindungsschiibe kontrollieren zu kdnnen, werdeortikdide, Cyclosporin A und
Cytostatika mit teilweise erheblichen systemiscNetenwirkungen verabreicht. Daher wird
intensiv nach neuen Therapiemdglichkeiten gesugimen moglichen Therapieansatz stellt
dabei die orale Toleranzinduktion dar.

Als ,orale Toleranz” bezeichnet man das Phanomass dias Immunsystem eine systemische
Toleranz gegen intestinal aufgenommene l6slichagane entwickeln kann (Wells, 1911).
Dies ist notwendig, da bei der Nahrungsresorption Zeil immunogen wirksame Proteine in
die Blutzirkulation gelangen (Husby et al., 198Burch den Mechanismus der oralen
Toleranz werden folglich unnétige Abwehr- und Emidiingsreaktionen gegen harmlose
Nahrungsproteine vermieden.

Das Prinzip der oralen Toleranz kann auch als geerdscher Ansatz fir
Autoimmunerkrankungen genutzt werden. Durch digeoierabreichung entsprechender
Antigene konnen pathologische Autoimmunreaktion@mppsimiert werden. Dies wurde
bereits bei einigen tierexperimentellen Autoimmbmnankungen wie z.B. der EAE,
Adjuvanz-Arthritis, Diabetes und der EAU erfolgreigezeigt (Higgins et al., 1988; Zhang et
al., 1990, 1991; Nussenblatt et al., 1990; Thutaal.e1991).

Die orale Toleranz ist eine spezifische Leistung d®@ALT. Zum GALT gehoren die
intestinale Schleimhaut, die M-Zellen, die Laminagtia, die Peyerschen Plaques und die
mesenterialen Lymphknoten. In Abhangigkeit von defitterten Ag-Dosis werden zwei

Mechanismen der Suppression unterschieden. Nacler oxéerabreichung einer hohen
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Dosierung kommt es in der Regel zu einer AnergieroDeletion der entsprechenden
T-Zellen (passive Suppression), wahrend nach Fkiittemniedriger Dosierungen vor allem
regulatorische T-Zellen heranreifen (aktive Supgies durch antiinflammatorische
Cytokine) (Weiner, 1997).

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente wutele Einfluss von fAA%-MCP-1
auf die orale Toleranzinduktion (niedrige Ag-Dosieg) bei der EAU (Lewis-Ratte)
untersucht.

Die EAU wurde durch aktive Immunisierung mit denmthmenen Peptid R14 induziert. Eine
Suppression der EAU ist durch die vorherige orakeiisierung mit R14 mdglich (Diedrichs-
Mohring et al., 2005). Wildner et al. konnten 1986Transferexperimenten zeigen, dass die
immunsuppressive Wirkung der oralen Toleranz in daitte durch regulatorische,
antigenspezifischg/d TCR" Zellen vermittelt wird. Welche Mechanismen die Reierung
regulatorischer Zellen steuern ist noch ungekNermutlich erfolgt dies durch Ausbildung
eines chemotaktischen Gradienten.

Wahrend bereits die ersten Therapieerfolge der hem&veitis durch orale Tolerisierung zu
verzeichnen sind (Nussenblatt et al.,, 1990; Thuetual.,, 1999), sind die genauen
immunologischen Mechanismen der oralen Toleranh nmbekannt. Um die Therapie noch
effizienter gestalten zu konnen, ist die Aufklarurder genauen immunologischen
Mechanismen jedoch von Bedeutung. Von besonderderebse ist die Funktion von
Cytokinen und Chemokinen. Eine Verstarkung der emralToleranz konnte in
Tierexperimenten durch die Applikation von IL-2 ZRo et al., 1994) bzw. Met-RANTES
(CCR1/CCRS5 Antagonist) erzielt werden (Diedrichskvldg et al., 2005).

Auch das Chemokin MCP-1/CCL2 scheint eine wichtigaktion im Rahmen der oralen
Toleranzinduktion zu haben. Bisherige Untersuchargrgaben, dass es wahrend der oralen
Toleranzinduktion zu einer signifikanten Zunahme BECP-1/CCL-2-Konzentration in der
intestinalen Schleimhaut kommt (EAE-Mausmodell).bBiascheint MCP-1/CCL-2 in der
intestinalen Schleimhaut eine Erh6hung der IL-4RyJTund eine Erniedrigung der IL-12-
Konzentration (Th) zu bewirken. Durch Verabreichung von Antikdrpemgegen
MCP-1/CCL-2 wurde die Induktion der oralen Toleramerhindert (EAE-Mausmodell)
(Karpus et al., 1998). Die essentielle Funktion vBICP-1/CCL-2 bei der oralen
Toleranzinduktion wurde auch mit Hilfe von MCP-1/CE und CCR2-defizienten Mausen
bestétigt. In knockout-Mausen konnte im Gegensat/iddtyp-Mausen keine Ag-spezifische

Suppression induziert werden (verwendetes Tolerog@WA). Untersuchungen der
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Cytokinkonzentrationen in den Peyerschen Plaqud® (Rn knockout-Mausen zeigten
erhohte Spiegel an IFNMund IL-12 bei gleichzeitig erniedrigten Spiegem®eGF{3 und IL 4
(De Paolo et al., 2003).

Bezuglich der Funktion von MCP-1/CCL-2 werden zwélypothesen diskutiert.
MCP-1/CCL-2 konnte auf der einen Seite fur die Bstellung und Modulation des
Cytokinmilieus verantwortlich sein, welches zur feeg von regulatorischen T-Zellen
notwendig ist (DePaolo et al., 2003). Eine wichtigEunktion scheint aber auf der anderen
Seite die chemotaktische Aktivitat von MCP-1/CCLz2Z sein. Angelockt durch den
chemotaktischen Gradienten wandern vermehrt T-Z@lelas GALT ein. Dort werden dann
die regulatorischen T-Zellen gebildet, welche aheBlend in die Peripherie auswandern
(Karpus et al., 1996, 1997, 1998). Auf die EAU iitsgen bedeutet dies, dass MCP-1/CCL-2
sowohl an der Rekrutierung von regulatoriscgnTCR" Zellen in das GALT, als auch an
deren Migration in das Auge beteiligt sein kénnte.

Unter diesen Voraussetzungen mifte a4 *%-MCP-1 Behandlung bei der EAU zu einer
Stérung der oralen Toleranzinduktion fihren.

Die orale Tolerisierung mit R14 bewirkte in den chgefuhrten Versuchen jeweils eine
deutliche, bzw. in der Mehrzahl signifikante Redoktder Entzindungsintensitat. Jedoch
wurde weder bei der intraperitonealen noch beideeioralen AA%-MCP-1 Behandlung
ein Effekt auf die orale Toleranzinduktion festgdistwerden. Die alleinige Verabreichung
von []AA*-MCP-1 zeigte keinen Einfluss auf den Verlauf BeU.

Im Gegensatz zu den oben zitierten Verdffentlicliemgonnte in unseren Versuchen die
essentielle Funktion von MCP-1/CCL-2 bei der oralBrleranzinduktion nicht bestatigt
werden.

Eine Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebniss# mdglicherweise in den
Versuchsbedingungen zu suchen. Zum einen handaltesieéh bei den publizierten
Untersuchungen um einen anderen Tierstamm (MaususeRatte) und ein anderes
Krankheitsmodell (EAE versus EAU). Zum anderen vemrdauch unterschiedliche Ag-
Dosierung gewahlt. Wahrend Karpus et al. (1998) ehdbosierungen an Antigen
verabreichten, wurden bei den vorliegenden Versuahiedrige Dosierungen verwendet.
Durch niedrig dosierte Ag-Applikation werden ehegulatorische Zellen induziert als nach
hochdosierter Ag-Applikation, welche vor allem eiAmergie der spezifischen T-Zellen
bewirkt, d.h. MCP-1/CCL-2 kdnnte im Mausmodell bler Anergisierung eine Rolle spielen,

welche durchy/d TCR' regulatorische Zellen vermittelt wird.
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Die hier gewonnenen Daten deuten darauf hin, d&3BIWCCL-2 keine essentielle Rolle bei
der oralen Toleranzinduktion im Rahmen der Ratt&t}Bpielt. Diese Hypothese deckt sich
mit den Forschungsergebnissen, welche Gonella .etmidl MCP-1/CCL2- und CCR2-
defizienten Mausen im EAE-Modell erzielten. Einealer Toleranzinduktion mit niedrig
dosiertem MOG (myelin oligodendrocyte glycoproteimjar auch bei MCP-1/CCL-2
defizienten Mausen maoglich (Gonella et al., 2003).
Die Tatsache, das$®’pAA**-MCP-1 in den durchgefiihrten Experimenten keinerfliss auf
die orale Toleranzinduktion zeigte, lasst vermutefass f°AA'-MCP-1 weder die
Rekrutierung noch die Migration voyid TCR+ Zellen inhibiert. Wahrscheinlich sind auch
andere Chemokine und deren Rezeptoren fur die Mbgradery/d TCR+ Zellen wichtig,
weshalb die Blockade eines einzigen Rezeptors (J@RHAesem Fall ohne Wirkung bleibt.
Mit Hilfe der Immunfluoreszenzdoppelfarbukgnnten im Verlauf der EAU nach
Transfer PDSAg-spezifischer T-Zellen CD8-positive akvbphagen in der Retina
nachgewiesen werden. Es wurde friher angenommes,dds Oberflachenmolekil CD8 nur
von T-Zellen und NK-Zellen exprimiert wird. Mittleeile wurden jedoch CD8-positive
Makrophagen bei vielen verschiedenen Krankheitsaidelellen nachgewiesen, wie z.B. bei
der EAE (Schroeter et al., 2003), bei der Glomerapiritis (Tam et al., 1999) und bei der
AbstoRung von Nierentransplantaten (Scriba etl@b8). Die Funktion dieser Zellpopulation
ist noch nicht vollstdndig aufgeklart, sie zeichsath aber anscheinend durch eine starke
proinflammatorische Potenz aus. So waren die imlavérder EAE nachgewiesenen
CD8-positiven Makrophagen zum gréf3ten Teil auss@tith in Regionen mit erheblicher
Gewebeschadigung lokalisiert (Schroeter et al. 320Diese Beobachtung wird durahvitro
Versuche mit Alveolar-Makrophagen gestitzt, bei esendie Aktivierung von CD8-
Molekulen zu einer Freisetzung von Stickoxid (N@@uUL-1[3 fihrte (Lin et al., 2000).
Welche Rolle die CD8 positiven Makrophagen nun desi EAU einnehmen, und ob hier
Unterschiede in Abhangigkeit von der Ag-Spezifititr Gbertragenen T-Zelllinie bestehen
wirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen und mufachfolgenden Forschungsprojekten

untersucht werden.
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Die humane Form der Autoimmunuveitis ist eine cigadm rezidivierende Erkrankung des
Auges und kann uUber eine fortschreitende Visustshterung bis zur vollstandigen
Erblindung fihren. Eine kausale Therapie ist bishaht moglich, weshalb sich die
Behandlung der okularen Entziindungsreaktion aufAgiglikation entziindungshemmender
und immunsuppressiver Wirkstoffe beschrankt. Weden erheblichen Nebenwirkungen
einer solchen Therapie wird weiter an verbesseBemandlungskonzepten geforscht. Einen
interessanten Therapieansatz stellt  die gezielte ockiirung bestimmter
Entzindungsmediatoren dar. Zu diesen zahlt untderam das Chemokin MCP-1/CCL2,
welchem wegen seiner chemotaktischen Aktivitat.(\aaf Monozyten) eine bedeutende
Funktion in der Pathogenese der experimentellenoifuhunuveitis (EAU) — einem
Tiermodell der humanen Uveitis — zugesprochen wirdersten Teil der Arbeit wurden daher
Versuche im EAU-Modell durchgefuihrt, bei denen dibemotaktische Aktivitdt des
endogenen MCP-1/CCL-2 durch Verabreichung des Remepagonisten'fAA9-MCP-1
inhibiert wurde.

Die EAU wurde bei den Lewis-Ratten entweder durktiva Immunisierung mit pathogenen
Antigenen oder durch den Transfer Ag-aktiviertegzfischer T-Zellen induziert, um Effekte
auf die afferente (Aktivierung) und efferente (Relerung von Entztindungszellen) Phase der
Immunantwort zu unterscheiden. Als Antigene wuradi® Peptide PDSAg und R14 aus
okularen Proteinen verwendet, welche hdchstwahnsiotie auch bei der humanen Uveitis
eine Rolle spielen.

Nach EAU-Induktion durch aktive Immunisierung wiesgie mit f8AA**-MCP-1 wahrend
der Induktionsphase behandelten Gruppen eine deutind haufig signifikant erhohte
Uveitisintensitat auf, unabhéngig vom Ag, mit deme &rkrankung induziert wurde. Die
Exazerbation der Erkrankung ist wahrscheinlich Auskl einer inhibierten
Immunmodulation durch regulatorische Zellen.

Die immunhistochemische Auswertung histologisch@pBrate zeigte keiné’pA-MCP-1
abhangige Anderung des Infiltrationsmusters. Esntem aber erstmals CD8-positive
Makrophagen (ED1+ CD8+) bei der EAU nachgewieserdam® Unter Umstanden handelt es
sich dabei um eine Makrophagenpopulation, welchienghrt proinflammatorische Cytokine
freisetzt und somit fur einen Grol3teil der Destiarkén verantwortlich zeichnet.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass eine Beeinflyster EAU durchfAA*%-MCP-1
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maglich ist. Der Effekt von'fAA-MCP-1 fallt aber in den einzelen Versuchsanordyem
bedingt durch die variable Interaktion mit verscleieen Zellen (Effektorzellen versus
regulatorische Zellen), unterschiedlich aus.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen @mem weiteren potentiellen
Therapiekonzept, der sogenannten oralen Toleramkiiwh, durchgefihrt.

Dabei wurde in den hier durchgefiihrten VersucherEitefluss von 1°AA%-MCP-1 auf die
orale Toleranzinduktion mit R14 untersucht. Einstérkender Effekt konnte weder bei oraler
noch bei intraperitonealer’®AA'¥-MCP-1 Behandlung beobachtet werden. In dem
verwendeten Tiermodell (EAU bei Lewis-Ratte) scheMCP-1/CCL-2 folglich keine
bedeutende Funktion im Rahmen der oralen Toleusgerzu spielen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass aufgrund der3grmo Redundanz und Variabilitat, sowie
Wirkung der Chemokine auf die unterschiedlichenlpgdulationen und Zielorgane die
therapeutische Nutzung von Chemokin-Antagonistem. Ihemokin-Rezeptor-Antagonisten

noch problematisch ist.
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