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Zusammenfassung

Hintergrund: Bei Patienten mit schubférmiger Multipler Sklerose (RR-MS) wurden in
Leukozyten fluktuierende Fas-Expressionen wahrend des Krankheitsverlaufs gemessen. Fas ist
ein an der Regulation einer chronischen Immunantwort beteiligter Rezeptor, der durch Bindung
der Fas-assoziierten Death Domain (FADD) und Spaltung von Caspase 8 den Zelltod ausldsen
kann. Bindet er cellular FLICE-like inhibitory protein (cFlip) anstelle von Caspase 8, werden
proliferationsfordernde Signalwege aktiviert. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die
Charakterisierung der mRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 in Leukozyten
des peripheren Bluts von MS-Patienten sowie in Leukozyten der Milz und des Zentralen
Nervernsystem (ZNS) bei Mausen mit Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis
(EAE). Design/Methode: Die Quantifizierung der mRNA-Level erfolgte mittels SYBR-Green
Real Time-PCR. Es wurde eine Gruppe aus untherapierten RR-MS Patienten im Schub und drei
Monate (Remission) danach untersucht und mit einer untherapierten Baselinegruppe ohne
klinische Aktivitat sowie gesunden Kontrollen verglichen. C57BI/6 Mause wurde mit MOGg3s.s5
zur Induktion der EAE immunisiert und an Tag 8, 16 und 24 des Krankheitsverlaufs getotet.
Ergebnisse: Bei den MS-Patienten fand sich abh&ngig vom Verlauf eine verminderte mRNA-
Expression von Fas und Caspase 8, die negativ mit dem Behinderungsgrad der Patienten
korrelierte. FADD war bei allen MS-Patienten im Vergleich mit den gesunden Kontrollen
erhoht. Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der cFlip mRNA-Expression zwischen
den verschiedenen Gruppen. Bei EAE fanden sich keine Verdnderungen der Transkriptlevel von
Fas in der Milz, in den Leukozyten des ZNS war Fas jedoch an Tag 24 signifikant erhoht. Die
FADD mRNA-Expression war in der Milz im Vergleich mit den gesunden Kontrolltieren
erhoht, in den zerebralen Leukozyten im Vergleich mit der Milz jedoch erniedrigt. Es zeigten
sich keine Veranderungen der cFlip mRNA-Expressionslevel in der Milz, in den Leukozyten
des Gehirns waren die Transkripte jedoch an Tag 8 und 16 erhoht. Caspase 8 war in der Milz im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen erniedrigt, stieg in den Leukozyten des ZNS jedoch an
Tag 16 und 24 an. Diskussion: Bei MS zeigten sich erniedrigte mMRNA-Expressionslevel von
Fas und Caspase 8, zweier wichtiger Marker des programmierten Zelltodes. Beide korrelierten
negativ mit dem Behinderungsgrad der Patienten. Die niedrige mMRNA-Expression mag zu einer
verminderten Apoptosefahigkeit in den Leukozyten beitragen und somit die Immunreaktion
verlangern. Der deutliche Anstieg der Transkripte von Fas und Caspase 8 bei EAE in der
Remission im ZNS konnte durch erhohte Proteinlevel und damit verbesserte

Apoptosekapazitaten zur Beendigung der Immunantwort beitragen.



Summary

Background: Recent studies showed that Fas expression in leukocytes differs during the course
of disease in Multiple Sclerosis (MS). Fas can regulate a chronic immune response by inducing
apoptosis through FADD and Caspase 8. Binding of cFlip instead of Caspase 8 changes the
signalling towards survival. Our objective was to characterize the mRNA-expression levels of
Fas, FADD, Caspase 8 and cFlip in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in relapsing-
remitting (RR-) MS and leukocytes from the spleen and the Central Nervous System (CNS) in
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE). Design/Methods: mRNA levels were
quantified in leukocytes using SYBR-Green Real-Time PCR. RR-MS patients were studied in
relapse and 3 month after relapse (remission) and compared to a baseline group with no clinical
activity and healthy controls (HC). None of the patients were on immunomodulatory therapy.
C57BI/6 mice were immuniced with MOGg3s.s5 to induce EAE and were killed during the course
of disease at day 8, 16 and 24. Results: In MS, Fas and Caspase 8 mMRNA expressions were
decreased during the course of disease and showed a negative correlation with the severity of
symptoms. The transcripts of FADD were increase in all patients groups. There was no
significant change in cFlip mRNA expression in MS. In EAE, the transcripts of Fas did not
differ within the spleen, but were increased in cerebral leukoytes at day 24. FADD mRNA
expressions were increased in the spleen in comparison to the control animals, but were
decreased in the leukocytes from the CNS. There was no significant change in cFlip mRNA
expression in the spleen, but cerebal leukocytes showed an increase of cFlip transcripts at day 8
and 16. The transcripts of Caspase 8 were decreased in leukocytes from the spleen in
comparison to healthy control animals, and were increased at day 16 and 24 in the CNS.
Conclusions: In MS a decrease in the mRNA-levels of Fas and Caspase 8 is seen. Both
transcripts correlate negatively with the severity of symptoms. Thus the transcripts of the
proteins are decreased that are known to regulate a chronic immune response through apoptosis
and might prolong disease activity. In EAE, Fas and cFlip mRNA expressions in the spleen did
not change significantly, while Caspase 8 is decreased and FADD is up regulated. In the CNS,
Fas, FADD and Caspase 8 are increased at day 24. Therefor the transcripts of the proteins are
increased that can induce apoptosis and thus might contribute to the termination of the
immunresponse in autoreaktive leukocytes in the CNS.



1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzlndliche Entmarkungserkrankung von
Gehirn und Riickenmark mit unbekannter Atiologie. Traditionell wird sie als ein autoimmun
vermitteltes Geschehen angesehen [1], bei dem es zur Einwanderung von Leukozyten in das
zentrale Nervensystem (ZNS) und konsekutiver Zerstérung von Myelinscheiden und
neuroaxonaler Schadigung kommt [2, 3]. Die Entmarkungen kénnen herdférmig im gesamten
ZNS auftreten und folglich die unterschiedlichsten neurologischen Symptome verursachen,
wobei zu Beginn der Erkrankung oft Seh- und Sensibilitatsstorungen sowie Paresen im
Vordergrund stehen [4]. Obwohl die MS ist haufigste neurologische Erkrankung im jungen
Erwachsenenalter darstellt [5], ist sie trotz groRer Forschungsanstrengungen bisher nicht

heilbar. Allenfalls kann ihr Verlauf glinstig beeinflusst werden.

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit wird beobachtet, dass d&quatornah lebende Menschen seltener an einer MS erkranken
als Menschen aus nordlicheren oder siidlicheren Breitengraden [6]. Im Fall einer Migration
andert sich jedoch das Erkrankungsrisiko: Migrieren Kinder oder Jugendliche aus einem
aquatorfernen Land in ein Land mit niedrigerer MS-Pravalenz, Gibernehmen sie das niedrigere
Erkrankungsrisiko des Ziellandes, wéhrend altere Personen das Erkrankungsrisiko des
Heimatlandes behalten [7].

In Deutschland ist die genaue Zahl der MS-Patienten nicht bekannt. Es wird jedoch geschatzt,
dass die ungefahre Zahl aller MS-Erkrankten bei ca. 120.00 bis 140.000 Menschen liegt,
wobei Frauen etwa doppelt so haufig betroffen sind wie Manner [5]. Ungeféhr 60-70 % der
Erkrankungen beginnen zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, wobei etwa 0,2-0,5 % bereits

vor dem 10. Lebensjahr beginnen [5].

1.1.2 Atiologie und Pradispositions-/'Umweltfaktoren

Bis heute ist die Atiologie der MS nicht geklart. Mehrere Pradispositions- und
Umweltfaktoren scheinen jedoch in einem Zusammenhang mit der Erkrankung zu stehen.
Aktuelle Erklarungsansatze gehen deshalb von einer multifaktoriellen Krankheitsgenese aus,
bei der genetische Faktoren und Umwelteinflisse Ausléser des immunologischen Geschehens
sind [8, 9]. So konnte in Zwillingsstudien gezeigt werden, dass bei monozygoten Zwillingen

eine Konkordanz zu erkranken von 25 % besteht, bei dizygoten Zwillingen von 5,4 % und



Geschwistern von 2,9 % [2]. In Genom-Scans konnte zusétzlich eine Vielzahl von Gen-
Polymorphismen als pradisponierend fur eine MS charakterisiert werden, deren Anzahl sich
mittlerweile auf fast 50 identifizierte Allel-Frequenzen belduft [10]. Die starkste genetische
Préadisposition scheint dabei flir die Menschen zu bestehen, die Tréger bestimmter HLA-
Haplotypen wie z. B. DR2 oder A3 sind [11]. AuBerdem wird von verschiedenen
Umweltfaktoren angenommen, dass sie an der Genese einer MS beteiligt sein kénnen. So
wird z. B. vermutet, dass infolge einer Kreuzreaktion zwischen Oberflachenantigenen des
Ebstein Bar Virus und Proteinen der Myelinscheiden T-Helferzellen aktiviert werden, die die
Autoimmunreaktion induzieren [12]. Infolge der geographisch unterschiedlichen Verteilung
der MS ist eine weitere Annahme, dass eine gesteigerte Sonnenexposition sich positiv auf das
Erkrankungsrisiko auswirkt bzw. der Vitamin D-Stoffwechsel in Zusammenhang mit der
Erkrankung steht [13].

1.1.3 Immunpathogenese

Bisher ist unklar, ob es sich bei der MS um eine einzige Erkrankung handelt oder ob die
Entmarkungsprozesse im ZNS die gemeinsame Endstrecke verschiedener Erkrankungen sind
[14]. Auch in der Peripherie gesunder Menschen konnen autoreaktive T-Helferzellen
zirkulieren, die gegen Oberflachenantigene der Myelinscheiden gerichtet sind [15]. Aus
unbekanntem Grund kommt es bei Patienten mit MS zu einer Aktivierung dieser Zellen durch
antigenprasentierende Makrophagen, woraufhin sie durch die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS
einwandern und erneut mit ,,ihrem* Antigen konfrontiert werden [16]. Da normalerweise im
ZNS nur eine geringe Antigenprasentation durch professionelle antigenpréasentierende Zellen
stattfindet, ist davon auszugehen, dass die Parenchymzellen im Gehirn aktiv an der
Mitgestaltung des Entziindungsprozesses beteiligt sind [17]. Als Konsequenz der Antigen-
Erkennung sezernieren die eingewanderten T-Helferzellen entzlindliche Zytokine, die zum
Zusammenbrechen der Blut-Hirn-Schranke und vermehrten Einstrom weiterer Immunzellen
wie z. B. Makrophagen oder B-Zellen fiihren [18]. Im weiteren Verlauf kommt es zu
Zerstorung von Myelinscheiden und axonaler Schadigung durch Makrophagen,
proinflammatorische Zytokine, demyelinisierende Antikdrper, im Rahmen der Inflammation

freigesetzte Sauerstoffradikale und zusétzliche Aktivierung des Komplementsystems[19-26].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Immunreaktion bei Multipler Sklerose [27]

Infolge eines verénderten Immunsystems bzw. einer verédnderten Immunantwort und unter dem Einfluss von
Umweltfaktoren entstehen autoreaktive T-Zellen, die durch die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS einwandern und
zur Inflammation und Axonschédigung filhren .

1.1.4 Verlaufsformen

Die verschiedenen Verlaufsformen einer MS lassen sich durch das Vorhandensein von
Schiiben unterscheiden, die durch das Auftreten einer neuen oder das Wiederaufflammen
einer bekannten Symptomatik definiert sind [28]. Dabei muss der Schub langer als 24
Stunden persistieren ohne dass Fieber auftritt, wodurch man ihn von infektassoziierten
Exazerbationen abgrenzen kann (Uthoff-Phdnomen). Meist dauert ein Schub zwischen
mehreren Tagen bis Wochen. Im Wesentlichen werden drei Verlaufsformen unterschieden
[28]:

I. Relapsing-Remitting MS (RR-MS): Der schubformiger Verlauf einer MS st
gekennzeichnet durch Schiibe mit vollstandiger Remission oder verbleibenden Residuen.
Zwischen den einzelnen Schiiben tritt keine Progression der Erkrankung auf.

I1. Primary-Progressiv MS (PP-MS): Der primér progrediente Verlauf zeigt eine zunehmende
Verschlechterung der Symptomatik von Krankheitsbeginn an, wobei einzelne Plateauphasen
und geringftigige Verbesserungen moglich sind.

I1l. Secondary Progressiv MS (SP-MS): Beim sekundér progredienten Verlauf einer MS
kommt es zum Ubergang des schubformigen Verlaufs in eine Phase zunehmender
Verschlechterung der Symptomatik, in der teilweise noch Schiibe auftreten kénnen.

Neunzig Prozent der MS-Erkrankungen beginnen mit einem schubférmigen Verlauf, nur ca.

10 % zeigen eine primar progrediente Verlaufsform [5]. Nach einer durchschnittlichen
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Krankheitsdauer von 10-15 Jahren gehen ca. 30-40 % der schubférmigen Erkrankungen in
einen sekundér progredienten Verlauf tber [5].

1.1.5 Symptome

Da die Entmarkungsherde an den unterschiedlichsten Stellen im ZNS entstehen, kénnen die
Symptome einer MS sehr vielgestaltig sein [29]:

Bei etwa der Halfte aller MS-Patienten sind Sensibilitatsstorungen nachweisbar, die als
Parésthesien, Hitze- und Kaltegefiihle, Stérungen des Vibrations- und Lagesinns,
Beeintrachtigungen der Sensibilitdt und Schmerzempfindungen auftreten kénnen. Bei ca.
zwei Dritteln der MS-Patienten liegt im Verlauf der Erkrankung ein positives Lhermittsches
Phédnomen vor, welches als elektrischer Schlag im Nacken bei Kopfbeugen beschrieben wird
[30]. Infolge von Lésionen der Pyramidenbahnen kann es zu Mono-, Hemi- oder Paraparesen,
Reflexsteigerung, pathologischen Reflexen, fehlenden Bauchhautreflexen, spastischer
Tonuserhéhung und Myoklonien kommen. Treten Herde im Kleinhirn auf, kann dies zu
Stand-, Gang- und Zeigeataxie filhren sowie zu Nystagmus und Intentionstremor.
Ophthalmologische Stérungen konnen als Visusminderung infolge einer Optikusneuritis
auftreten, als Doppelbilder infolge von Augenmuskelparesen, als Bulbusschmerzen und
Gesichtsfelddefekte. Bei vielen MS-Patienten stellt die Optikusneuritis das erste Symptom der
Erkrankung dar. Des weiteren kénnen Beeintrachtigungen der Hirnnerven entstehen, wie z. B.
Hypésthesien im Bereich des N. trigeminus oder eine Fazialisparese. Auch Blasen- und
Mastdarmstorungen, Sexualstérungen oder psychische Verdnderungen kénnen je nach
Stadium der Erkrankung Teil des Symptomkomplexes einer MS sein.

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnose einer MS wird anhand Klinischer und laborunterstiitzter (MRT, Liquor)
Kriterien gestellt. Dabei wird sich an den MS-Diagnosekriterien nach McDonald orientiert,
die 2001 das ersten Mal publiziert und 2005 sowie 2010 revidiert wurden [31-33]. Im
Vordergrund der Diagnosefindung nach McDonald steht die rdumliche und zeitliche
Dissemination der Lé&sionen im MRT bzw. im Kklinischen Verlauf. Eine rdumliche
Dissemination gilt als erftllt, wenn mehr als eine T2-Lé&sion in zwei von vier ZNS-Regionen
(periventrikulér, juxtakortikal, infratentoriell, spinal) gefunden werden. Eine zeitliche
Dissemination liegt bei Nachweis einer oder mehrerer neuer T2-L&sionen in einem Verlaufs-

MRT vor. Alternativ konnen auch die gleichzeitige Anwesenheit von Kontrastmittel-



aufnehmenden und nicht aufnehmender Lé&sionen als zeitliche Dissemination gewertet

werden.
Tabelle 1: Modifizierte McDonald Kriterien nach Polmann et al., 2011 [32]

Schibe/ Klinisch nachweisbare | Zur Diagnose bendétigte

Klinik Léasionen Zusatzuntersuchungen

Zwei oder Zwei oder mehr Keine; der klinische Befund reicht aus

mehr

Zwei oder Eine Ortlich verteilte Lasionen im MRT oder

mehr weiterer  klinischer Schub mit anderer
Lokalisation im ZNS

Ein Schub Zwei oder mehr Zeitlich versetzt auftretende Lasionen im

MRT oder zweiter klinischer Schub

Ein Schub Eine Lasionen Ortlich verteilt im MRT oder zweiter
mit nur Klinischer Schub mit anderer Lokalisation im
einem ZNS sowie zeitliche Verteilung (im MRT oder
Symptom durch einen zweiten Schub)

Von Anfang | Langsame neurologische | Ein Jahr Krankheitsprogression und zwei der
chron. prog. | Verschlechterung folgenden Kriterien:

Verlauf mit | vereinbar mit MS a) raumliche Dissemination im MRT

V.a. MS b) Spinales MRT positiv (zwei oder mehr

herdformige T2 Lé&sionen)
c) Liquoranalyse positiv

1.1.7 Therapie

Bei der Therapie einer MS kann zwischen symptomatischer Therapie, Schubtherapie und
immunmodulierender Langzeittherapie unterschieden werden. Bei der symptomatische
Therapie steht die unmittelbare Behandlung der Symptomen durch MaRnahmen wie
Physiotherapie, Logopéadie und Psychotherapie oder die Gabe von direkt gegen die
Beschwerden gerichteter Medikamente im Vordergrund (z. B. Antidepressiva bei depressiven
Patienten). Im akuten Schub wird versucht mittels eines hochdosierten KortisonstoRes die
Rickbildung eines Schubs einzuleiten bzw. zu beschleunigen. Dabei macht man sich zunutze,
dass Glukokortikoide die Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke vermindern und
entziindungshemmend wirken [34]. Ublich ist eine intravendse Gabe von einem Gramm
Methylprednisolon uber finf Tage [35]. In der Langzeittherapie stehen verschiedenen
Medikamente zur Verfiigung, mit denen die immunologische Vermittlung der MS
durchbrochen werden soll. Dabei unterscheidet man zwischen einer immunmodulierenden
und einer immunsupprimierenden Therapie: Immunsuppressiva (wie z. B. Methotrexat) sollen
die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut vermindern, wahrend immunmodulierende

Medikamente verschiedene Wirkmechanismen nutzen um regulierend ins Immunsystem
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einzugreifen. So ist z. B. Natalizumab (Tysabri®) ein monoklonaler Antikdrper gegen das
Adhéasionsmolekul Very-late Antigen 4 (VLA-4), der die Migration von Leukozyten durch
das Endothel der Blut-Hirn-Schranke hemmt [36].

1.1.8 Das Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis

Um die komplexen immunologischen Zusammenhénge der MS besser erforschen zu kénnen,
wurde das Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
entwickelt. Diese kann an verschiedenen Tierarten wie z. B. M&usen oder Ratten aber auch
Affen induziert werden, und &hnelt in ihren verschiedenen Verlaufsformen den
unterschiedlichen klinischen Verldufen der MS [37]. Als ausldsendes Agens werden den
Tieren Myelinoberfachenantigene injiziert, die zu einer MS-ahnlichen Immunreaktion gegen
Myelinscheiden mit Schadigung von Nervenzellen im ZNS flhren [38]. Eine haufig genutztes
Modell der EAE ist die durch Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) bei C57BI/6
Mausen ausgeldste Verlaufsform, bei welcher die Tiere chronisch erkranken und aufgelagerte
Schiibe zeigen [39]. Nach einer Latenz von mehreren Tagen nach der Immunisierung zeigen
die Tiere typische Symptome, die aus aufsteigenden Lahmungen beginnend mit den
Hinterlaufen bestehen. Zu den weiteren zur Immunisierung genutzten Myelinpeptiden zahlen
das Proteolipid-Protein (PLP) und das Myelin-basische Protein (MBP), die zu einem
schubférmigen bzw. monophasichen Verlauf der Erkrankung fiihren [40]. Eine alternative
Methode zur Immunisierung ist das Auslésen der EAE durch adoptiven Transfer, bei dem

myelinreaktive T-Zellen erkrankter Tiere in gesunde Tieren transferiert werden [41].

Abbildung 2: Vergleich einer gesunden und einer immunisierten Maus mit EAE [42]
Die linke Maus zeigt Symptome einer EAE, die rechte Maus ist gesund.



1.2. Fas-vermittelte Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um eine Form des programmierten Zelltodes, der
grundsatzlich Uber zwei verschiedene Mechanismen in einer Zelle ausgel6st werden kann: den
extrinsischen und den intrinsischen Signalweg [43]. Die Vermittlung der Apoptose durch Fas
ist dem extrinsischen Signalweg zuzuordnen, der den Zelltod durch Bindung eines Liganden
an einen Apoptose-vermittelnden Rezeptor ausgeltst. Neben Fas z&hlen hierzu hauptsachlich
die Rezeptoren Tumornekrosefaktor (TNF) Rezeptor 1 und TNF Related Apoptosis Inducing
Ligand (TRAIL) Rezeptor 1 bzw. 2, die zur Signaltransduktion im Wesentlichen die gleichen
Adapterproteine nutzen wie Fas [44]. Alternativ dazu fuhrt der intrinsische oder auch
mitochondriale Signalweg Uber intrazelluldre Stressoren wie z. B. beschédigte DNA zu einer
Freisetzung von proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien. Gemeinsame Endstrecke
beider Signalwege ist die Aktivierung von Caspasen, einer Gruppe von Proteasen, die
ihrerseits beginnen Peptide in der Zelle zu spalten und Zellorganellen und DNA abzubauen
[45].

1.2.1 Aufbau und Funktion des Fas-Rezeptorkomplexes

Fas (auch CD95, APO-1) ist ein 45 kDa schweres Membranprotein, dessen Ligand FasL
(FasLigand) sowohl in l6slicher als auch in membranstdndiger Form exprimiert wird [46, 47].
Bei Kontakt mit ihren Liganden trimerisieren die Rezeptoren und binden auf der
zytosolischen Seite ihr Adapterprotein Fas assoziierte Death Domain (FADD) [48]. Die
weitere Signaltransduktion ist von der Dauer der Fas-Aktivierung abhéngig: In der frihen
Phase der Ligandenbindung bleibt der Rezeptor membranstandig, bis er wenige Minuten
spater in die Zelle aufgenommen wird [44].

Initiale/membranstiandige Phase: Uber Bindung von FADD, Procaspase 8 (die noch nicht
gespaltene und somit nicht aktivierte Vor-Form der Caspase 8) und teilweise auch cellular
FLICE-like inhibitory protein (cFlip) werden nicht-apoptotische Signalwege induziert, indem
z. B. der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor kappa B (NF-«B) oder Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) aktiviert und dartber Zellproliferation und —migration gefdrdert
werden [49-51].

Rezeptor-Internalisation: Nur ca. 5 bis 15 Minuten nach Bindung des FasL wird der ganze
Rezeptorkomplex, der jetzt als Death Inducing Signalling Complex (DISC) bezeichnet wird,
in die Zelle internalisiert [52]. Am DISC konnen groRe Mengen Caspase 8 gebunden,
gespalten und aktiviert werden [53]. Die aktivierte Caspase 8 kann wiederum andere

Caspasen spalten, wodurch sich deren Aktivierung gleich einer Kaskade in der ganzen Zelle



fortsetzt und effektiv den Zelltod auslost [45]. Die Spaltung von Caspase 8 kann verhindert
werden, indem die Bindungsstelle von Caspase 8 an FADD bei erhohter Konzentration von
cFlip blockiert wird; liegt cFlip in niedriger Konzentration vor so vermutet man, dass es zur

Stabilisierung von Caspase 8 beitragt und damit pro-apoptotisch wirkt [54].
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Abbildung 3: Internalisierung von Fas [44]

Nach Bindung des FasL trimerisiert der Rezeptor und bindet sein Adapterprotein FADD. In der friihen
membranstandigen Phase der Aktivierung kénnen durch Bindung und Spaltung von Procaspase 8 Uber NF-«xB
und MAP-Kinasen nicht-apoptotische Signalwege induziert werden. Nach Internalisierung wird durch massive
Bindung und Spaltung von Caspase 8 der Zelltod ausgelost.

Es ist davon auszugehen, dass noch nicht alle Funktionsweisen der am DISC beteiligten
Proteine geklart sind. So scheinen FADD, cFlip und Caspase 8 unabhéngig vom DISC unter
bestimmten Umstanden auch anti-apoptotische Signale in verschiedenen Zellen zu vermitteln
[55-57]. Inwiefern sie dann an anderen Signalwegen beteiligt sind und an andere Rezeptoren

binden ist bislang nicht bekannt.

1.2.2 Die Rolle der Fas-vermittelten Apoptose im Immunsystem
Der FasL wird in membrangebundener Form (mFasL) von CD8+ T-Zellen, NK-Zellen und
einem Teil der CD4+ T-Zellen exprimiert [58]. Nach Abspaltung durch Metalloproteasen
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kann er in loslicher Form (sFasL) vorliegen und ebenfalls biologisch aktiv sein [59]. Eine
aktivierte zytotoxische T-Zelle, die den FasL exprimiert, kann diesen nutzen um andere z. B.
Virus-infizierte oder nicht mehr funktionstlichtige/gestérte Zellen zu téten [60]. Auch in
immunprivilegierten Geweben, z.B. dem Auge oder dem Hoden, wird der FasL exprimiert,
um hierlber infiltrierende Leukozyten zu eliminieren [61]. Fraglich gilt gleiches fir die
Expression des FasL in Tumorgewebe, jedoch ist hierzu die Studienlage nicht eindeutig [62].
Da man bei Fas Knockout-Mausen (Fas """ eine deutlich erhdhte Anzahl an CD4+ und
CD8+ T- als auch B-Zellen fand, wurde lange Zeit angenommen, dass die FasL-Fas
induzierte Apoptose eine wichtige Rolle bei der Selektion nicht-funktionstiichtiger oder
autoreaktiver T- bzw. B-Zellen wéhrend der Lymphopoese spielt. Auch vom programmierten
Zelltod Uberschissiger Leukozyten nach einer akuten Immunantwort nahm man an, dass
dieser Uber die Fas-vermittelte Apoptose erfolgt. Diese Thesen konnten mittlerweile widerlegt
werden, beide Prozesse sind weitestgehend unbeeintrachtigt in Fas ™" Tieren [63].

Fas erflllt jedoch eine wichtige Aufgabe bei der Regulation einer l&dnger anhaltenden
Aktivierung des Immunsystems, wie sie z. B. im Rahmen einer chronischen Infektion oder
eines Autoimmungeschehens auftritt. Eine repetitive Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TZR)
durch Pathogene oder Autoantigene flhrt durch Aktivierung von NF-kB zur vermehrten
Expression des FasL sowie von Fas und Caspase 8 [64]. Die dadurch ausgel6ste erhohte
Expression des Apoptose-Komplexes fiihrt zum autokrinen Zelltod, dem sogenannten
Activation Induced Cell Death (AICD) [65].

Bei B-Zellen scheint Fas ein wichtiger Kontrollmechanismus in der Regulation einer
humoralen Immunantwort zu sein. Bei ausbleibender Stimulation der B-Lymphozyten durch
den B-Zell-Rezeptor (BZR) und CD40 sind die Zellen anfélliger fur die Fas-vermittelte
Apoptose [66]. Im Gegensatz zu den T-Zellen wirkt jedoch die Stimulation des BZR bzw. von
CD40 durch T-Helferzellen apoptose-protektiv, wenn Fas gleichzeitig aktiviert wird. Ursache
hierflir scheint eine durch den BZR vermittelte Aktivierung von NF-«xB und eine damit
verbundene erhtéhte Expression von cFlip zu sein [67]. Blockiert cFlip die Bindungsstelle von
Caspase 8 an FADD, fiihrt eine Aktivierung von Fas Uber cFlip im Gegenteil sogar zu
weiterer NF-kB Aktivierung und damit zur Proliferation und Differenzierung von B-Zellen
[63].
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Abbildung 4: Die unterschiedlichen Rollen der Fas-vermittelten Signaltransduktion im Immunsystem [63]
Abhéangig von unterschiedlichen co-stimulatorischen Signalen (TZR- oder BZR- bzw. CD40-Aktivierung) wird
in Lymphozyten entweder der AICD ausgeldst oder uber NF-xB anti-apoptotische Transkripte exprimiert und
das Uberleben der Zellen gefordert.
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Menschen mit heterozygoten Mutationen im Fas-Gen leiden am so genannten Autoimmunen
Lymphoproliferativen Syndrom (ALPS) [68], einer Erkrankung bei der massiv erhéhte
Zellzahlen von T- und B-Lymphozyten sowie verschiedenste AutoantikOrper auftreten. Fas
P7IPr Mause entwickeln eine dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) ahnliche
Erkrankung, exprimieren ebenfalls eine erhohte Zahl von Autoantikdrpern und haben eine
Lymphadenopahtie [69]. Sowohl die ALPS-Patienten als auch die Fas ™" Mause entwickeln
haufiger Lymphome, was als Folge einer gestdrten Tumorsuppression in den Lymphozyten

angesehen wird [70].

1.2.3 Zusammenhang zwischen Multipler Sklerose und Fas

Da gezeigt wurde, dass die FasL-Fas vermittelte Apoptose eine bedeutende Rolle in der
Regulation einer Immunantwort bei chronischen Infektionen und Autoimmunerkrankungen
inne hat, wurden mehrere Studien zur Funktionalitat der FasL-Fas vermittelten Apoptose
sowie der Protein- und mRNA-Expression des Rezeptorkomplexes bei MS durchgefihrt.
Dabei fand man auf Proteinebene eine verminderte Fas-Expression in Lymphozyten von
Patienten mit RR- und SP-MS sowie eine reduzierte Apoptoserate bei Stimulation der Zellen
mit FasL oder gegen Fas gerichteten Antikoérpern [71-73]. Ebenso wurde eine erhohte

Protein-Expression von cFlip bei RR- bzw. SP-MS-Patienten beschrieben [73, 74]. Lediglich

10



in einer Studie fand sich kein Unterschied in der cFlip-Expression auf Proteinebene in
peripheren Leukozyten [75]. Zur Proteinexpression von Caspase 8 und FADD bei MS wurden
bisher keine Studien verdffentlicht.

Die Studienlage zur mRNA-Expression von Fas, Caspase 8 und cFlip ist nicht einheitlich und
widerspricht zum Teil den Ergebnissen der Proteinebene. Wahrend eine Studie eine erhohte
Fas mRNA-Expression bei Patienten zwei Wochen nach einem akutem Schub im Vergleich
zu sechs Wochen vor dem Schub fand [76], wurde in einer anderen Studie bei Patienten mit
neu aufgetretenen Gadolinium-aufnehmenden L&sionen im MRT von einer Erniedrigung der
Transkript-Level von Fas im Vergleich zu Patienten ohne neue L&sionen berichtet [77]. Im
Vergleich mit gesunden Kontrollen fand sich in allen Vertffentlichungen eine erhohte
MRNA-Expression von Fas in gemischten Gruppen mit Patienten im Schub und in der
Remission [76, 78, 79], was im Gegensatz zu den Beobachtungen auf Proteinebene steht.
Bezlglich der mRNA-Expression von cFlip findet sich eine Publikation, die erhohte
Transkript-Level bei MS-Patienten in Remission im Vergleich zu Gesunden zeigt [78]. Es
fand sich jedoch keinen Unterschied in der cFlip mRNA-Expression zwischen Patienten mit
und ohne Gadolinium aufnehmenden L&sionen im MRT [77]. Zu Caspase 8 wurde eine Studie
veroffentlicht, in welcher erhdhte Transkript-Level bei MS-Patienten in Remission im
Vergleich zu Gesunden gezeigt werden konnten [78]. Zwei weitere Studien fanden erniedrigte
Caspase 8-Transkripte bei Patienten mit aktiver RR-MS/im Schub im Vergleich zu Patienten
in Remission [77, 80]. Zur mRNA-Expression von FADD wurden bisher keine Studien
veroffentlicht.

pr/ler Mausen bzw. FasL-

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse auf Proteinebene wére bei Fas
Defekt (FasL 9%9'% ein klinisch starkerer Verlauf der EAE zu erwarten. Es erkranken jedoch
im Gegenteil weniger M&use nach Immunisierung, und die erkrankten Tiere zeigen eine
mildere Verlaufsform der EAE [81, 82]. Nur in einer Publikation fand sich ein starkerer
Verlauf der EAE bei Fas """ Mausen [83]. Wurde wahrend der EAE FasL intrathekal
gegeben, fiihrte dies zu einer deutlichen Besserung des Krankheitsverlaufs [84]. Bei Mausen,
die Uber kein funktionsfahiges FADD in T-Zellen verfligten, lies sich keine EAE ausltsen
[85]. Wurde eine Uberexpression von cFlip in T-Zellen induziert, lies sich abhangig vom
genetischen Hintergrund der Maus keine bzw. eine stérkere Verlaufsform der EAE ausldsen
[86, 87]. Zu Caspase 8 im Verlauf einer naiven EAE (unbehandelte Tiere) gibt es keine

Daten.
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1.3 Real Time-PCR im LightCycler

Bei der Real Time-PCR handelt es sich um eine Methode zur Quantifizierung von mRNA-
Expressionen. Es beruht auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR), wobei jedoch
samtliche Arbeitsschritte (Amplifikation, Detektion der PCR-Produkte und Quantifizierung)
in einem geschlossenen System stattfinden, ohne dass zusétzliche Arbeitsschritte nach der
PCR erforderlich sind [88, 89].

1.3.1 Der LightCycler

Ein LightCycler besteht aus einer optischen Einheit, einem Probenkarusell und einem
Thermocycler, der die Temperatur wahrend der einzelnen Schritte der PCR reguliert [90]. In
das Probenkarussell des hier genutzten LightCyclers 1.5 der Firma Roche kénnen 32 Proben
eingesetzt und gemessen werden, die von einem Motor in die korrekte Position vor der
optischen Einheit gebracht werden [91]. Dort wird die Fluoreszenz in jeder Probe gemessen,
die proportional mit der Menge der PCR-Produkte zunimmt, und Uber eine Software direkt

graphisch dargestellt (real time) [91, 92].

1.3.2 Detektion von PCR-Produkten mittels SYBR-Green

In dieser Arbeit wurde die Amplifikation der Zielsequenz mit SYBR-Green gemessen. Bei
SYBR-Green handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der sich unspezifisch zwischen
doppelstrangiger DNA anlagert und dabei zu fluoreszieren beginnt [93]. Durch Zunahme der
Ziel-DNA in jedem Zyklus steigt damit auch die Fluoreszenz pro Probe, die von der optischen
Einheit detektiert und von der LightCycler Software quantifiziert wird. Ein Nachteil der
Quantifizierung mit SYBR-Green ist die geringe Spezifitat des Farbstoffs. Indem er sich an
jede amplifizierte doppelstrangige DNA anlagert, konnen nicht mehrere Produkte gleichzeitig
gemessen werden. AulRerdem werden auch Signale, die durch False-Priming, Primer-Dimere
oder —Hairpins entstehen, detektiert und konnen das Messergebnis stéren. Dieses Problem
lasst sich jedoch durch Analyse der Schmelzkurve beheben.

1.3.3 Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurvenanalyse findet am Ende der Real Time-PCR statt. In den Proben liegt nun
die hochste Menge doppelstrangiger DNA vor, die idealer Weise nur aus der Zielsequenz und
nicht aus anderen Produkten wie z. B. Primer-Dimeren bestehen sollte. In der
Schmelzkurvenanalyse macht man sich zunutze, dass sdmtliche Produkte infolge ihrer

unterschiedlichen Grofie bei verschiedenen Temperaturen denaturieren [94]. Wird also die
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Temperatur im LightCycler kontinuierlich erhoht, kann bei verschiedenen Temperaturen eine
Abnahme der Fluoreszenz registriert werden, da die Doppelstrdnge zu Einzelstrangen
denaturieren, SYBR-Green freisetzten und die emittierte Fluoreszenz abnimmt. In die
Auswertung sollten nur solche Proben mit einflieRen, in denen keine weiteren Produkte als

das der Zielsequenz nachweisbar sind.

1.3.4 Grundlagen zur Quantifizierung einer Real Time-PCR

Ct-Wert: Bei der Real Time-PCR kann die Amplifizierung in drei Phasen unterteilt werden
[95]: In der ersten Phase, in der wenig Ausgangsmaterial der Zielsequenz vorliegt, ist die
Wahrscheinlichkeit gering, dass sich Primer, Polymerase und Zielsequenz optimal finden.
Das Signal des PCR-Produkts hebt sich deshalb nicht von dem des Hintergrundes ab. In der
zweiten Phase kommt es zum exponentiellen und damit quantifizierbaren Wachstum der Ziel-
DNA und messbarem Anstieg der Fluoreszenz in der Probe. Der Zyklus, in welchem sich die
emittierte Fluoreszenz statistisch signifikant vom Hintergrund unterscheidet, wird von der
Software ermittelt und als Cycle Threshold (Ct-Wert) bezeichnet. Die dritte Phase der
Amplifizierung wird auch als Plateauphase bezeichnet. In ihr steigt die Menge der PCR-
Produkte derart an, dass diese teilweise miteinander hybridisieren, Substrat aufgebraucht wird
und die Polymerase durch héaufiges Erhitzen geschédigt sein kann. Eine Quantifizierung in
dieser Phase wiirde zu einer Verzerrung der Ergebnisse fuhren.

Amplifikationseffizienz: Die theoretisch optimale Amplifikationseffizienz einer Real-Time-
PCR betrégt E = 2, was bedeuten wiirde, dass sich in jedem Zyklus die Menge des Templates
verdoppelt. In der Praxis ist die Effizienz der PCR meist etwas kleiner. Berechnet wird die
Amplifikationseffizienz E aus der Steigung m der Regressionsgeraden der Verdiunnungsreihe
bzw. Standardkurve: E = 10 ™ [96].

Verdunnungsreihe: Eine Verdinnungsreihe wird erstellt, indem eine Probe mit bekannter
Ausgangsmenge an Template jeweils um den Faktor 10 verdunnt wird [95]. Fur diese Probe
werden h&ufig kommerziell erhéltliche Plasmid-Standards verwendet, im Prinzip kann aber
jede cDNA benutzt werden. Der Funktionsgraph der Verdunnungsreihe wird
dementsprechend als dekadischer Logarithmus dargestellt.

Setzt man die Geradengleichung y=m*x+Db

in x = 10g 10 (X)

ein, erhalt man folgende Gleichung: x = 10 ((Y=°)/'™)

nach der jedem Ct-Wert ein Absolutwert zugeordnet werden kann.

(x = Absolutwert, y = Ct-Wert, b = Schnittpunkt mit der y-Achse, m = Steigung)
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Normalisierung mittels eines Referenzgens: Durch die Verdinnungsreihe kann jedem Ct-Wert
einen Absolutwert zugeordnet und absolut quantifiziert werden. Solche Absolutwerte sind
jedoch sehr fehleranféllig und setzen voraus, dass in jeder Probe exakt die gleiche Menge
cDNA eingesetzt wurde und die Bedingungen bei jeder Real Time-PCR genau gleich sind, da
sich schon Kkleinste Schwankungen direkt auf den Absolutwert auswirken. Um dem zu
entgehen, wird der Absolutwert durch ein Referenzgen normalisiert [95]. Ein solches
Referenzgen sollte in jeder Zelle gleich stark exprimiert werden und keinen Einfliissen durch
Zellzyklus oder Krankheiten unterliegen. Bei Messungen in Leukozyten wurde in unserem
Labor Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet, das bereits in

anderen Studien als Referenzgen bei MS verwendet wurde [97].

1.3.5 Optimierungsstrategien einer Real Time-PCR
Bei der Etablierung einer Real Time-PCR mit SYBR-Green gibt es verschiedene
Maoglichkeiten den Ablauf zu optimieren. An den folgenden drei wurde sich in der
vorliegenden Arbeit orientiert [98]:
Primerdesign: Oligodesoxyribonucleotide oder kurz Oligonucleotide, werden als Primer fir
eine PCR nach spezifischen Kriterien designed.
Folgende Kriterien eines Primerpaares sollten erfillt sein/sind optimal:
- keine Primer-Dimere, d. h. die Primer sollten keine selbst oder paarweise
komplementéren Strange enthalten, damit sie nicht aneinander binden kénnen
- kein False-Priming, d. h. die Primer sollten nicht an anderer Stelle der cDNA binden
kdnnen
- keine Hairpins oder Stem-loops, d. h. die Primer oder das Produkt sollten keine
Schleifchen-artigen (hairpin = Haarnadel) Strukturen ausbilden
- die GrolRe des PCR-Produkts sollte zwischen 100 und 300 Basenpaare betragen
- ausgewogener GC-Gehalt der Primer (GC-Basenpaarungen binden Uber drei
Wasserstoffbriicken und sind deswegen stabiler als TA-Basenpaarungen mit zwei
Wasserstoffbrickenbindungen - je mehr GC-Basenpaarungen ein Primer hat, desto
hoher ist seine Annealingtemperatur)
- vergleichbare Annealingtemperatur beider Primer bei ca. 60°C
- Anzahl der Nucleotide zwischen 18 und 30 je Primer
Annealingtemperatur: Die Annealingtemperatur beeinflusst das Bindungsverhalten der
Primer und liegt Gblicherweise bei 60°C. Wird die Annealingtemperatur erhéht, binden die

Primer spezifischer, d. h. False-Priming wird vermindert. Dies kann jedoch dazu flhren, dass
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Primer Dbei nicht optimalem Design die Zielstruktur nicht mehr erkennen. Wird die
Annealingtemperatur erniedrigt, binden die Primer unspezifischer. Bei nicht optimalen
Bindungseigenschaften der Primer kann so ihr Anlagern an die Zielstruktur verbessert und
mehr Primer wéhrend der Annealingphase in Bindung gebracht werden. Das Risiko fiir False-
Priming steigt jedoch.

Mastermix/Polymerase: Abhangig von Zielstruktur und Primern kann es manchmal sinnvoll
sein, Mastermixe verschiedener Firmen auszuprobieren. Diese Mastermixe enthalten jeweils
andere Polymerasen, die unterschiedlich gut mit den Primern und den Zielsequenzen

,,harmonisieren.
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1.4 Zielsetzung

Die durch Fas ausgeloste Apoptose spielt eine wichtige Rolle in der Regulation einer
chronischen Immunantwort, wie sie zum Beispiel bei einer Autoimmunerkrankung wie der
Multiplen Sklerose vorliegt. Obwohl die Proteinexpression von Fas und seinen
Adapterproteinen cFlip und Caspase 8 bei Multipler Sklerose bereits charakterisiert ist, ist die
Studienlage zu ihrer mRNA-Expression nicht eindeutig bzw. wie im Fall von FADD bisher
nicht untersucht. Die aus Tierstudien mit Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis
gewonnenen Daten zu Fas, FADD und cFlip widersprechen teilweise ihrer vermuteten Rolle
bei Multipler Sklerose.

Ziele dieser Arbeit:

I. Etablierung einer Real Time-PCR fur humanes Fas, cFlip und Caspase 8 sowie murines
Fas, FADD, cFlip und Caspase 8.

Il. Es soll ein untherapiertes Kollektiv mit RR-MS-Patienten zusammengestellt werden. In
diesem wird im Schub sowie drei Monate danach (Remission) die mRNA-Expression der
oben genannten Marker gemessen. Es soll mit einer Gruppe untherapierter RR-MS-Patienten
ohne Schub (Baseline) sowie gesunden Kontrollpersonen verglichen werden. Durch diesen
Vergleich soll geklart werden, ob die Expression der Fas-Signaltransduktionskaskade bereits
auf mRNA-Ebene gestort ist bzw. welchen Einfluss ein Schub auf die mMRNA-Expression hat.

I11. Mit Hilfe von Korrelationsanalysen und seriellen Analysen soll Gberprift werden, ob sich
die mRNA-Expression der Marker als laborchemische Kontrolle fur den Krankheitsverlauf

eignet.

IV. Es soll die mRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei EAE zu
verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf (entsprechend den unter Il. genannten

Patientengruppen bei MS) gemessen werden.

V. Es soll die mRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei MS und EAE

miteinander verglichen werden.
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2. Patienten

2.1 Rekrutierung der Patienten auf Station/in der Multiple Sklerose-Sprechstunde

Nach Vorlage des positiven Votums der Ethikkommission (Ethikantrag Nr. 08/06) wurden die
Patienten der Schubgruppe auf den Stationen der Neurologischen Klinik bzw. in der MS-
Ambulanz rekrutiert. Dazu war eine regelmaiige Mitarbeit in der MS-Ambulanz erforderlich
sowie eine jeden zweiten Tag stattfindende Kontrolle der Stationsbelegungen. Durch die MS-
Ambulanz ist seit 1998 ein Archiv mit Blutproben angelegt worden, aus dem die
Baselinegruppe rekrutiert sowie die Schubgruppe aufgeftllt wurde. Nach 18 Monaten bestand
letztere erst aus sechs Patienten, da mangelnde Compliance, Basistherapiebeginn oder
Schwangerschaft die Rekrutierung zu zwei Zeitpunkten erschwerten. Die Patienten wurden
im Rahmend der vorliegende Arbeit nach der Blutabnahme auch neurologisch untersucht.
Uber den Expanded Disability Status Scale (EDSS) [99] wurde der Schweregrad der
Behinderung eines Patienten in einer Skala von 0 bis 10 ausgedriickt. Dazu wurden die

Symptome der Patienten acht funktionellen Systemen zugeordnet und bewertet.

2.2 Ein- und Ausschlusskriterien
Die Einschlusskriterien waren folgende:
- Patienten mit schubférmig verlaufender MS (nach McDonald) oder
- klinisch isoliertem Syndrom (d. h. erster Schub),
- Lebensalter 18-60 Jahre,
- EDSS maximal 4,
- Beginn des Schubes maximal vier Wochen vor Einschluss,
- vorliegende schriftliche Einwilligungserklarung.
Als Ausschlusskriterien wurden definiert:
- mehr als 2 Schiibe in den vorherigen 24 Monaten,
- relevante Nebenerkrankungen (z. B. Infektionen, Tumore) oder Schwangerschaft,
- bestehende Basistherapie, Beginn einer Basistherapie,
- fehlendes Verstandnis fir Inhalte, Ziel oder Konsequenz des Forschungsvorhabens,

- relevante Laborwerte aulRerhalb des Normalbereichs.

2.3 Gesunde Kontrollen
Es wurden gesunde Mitarbeiter der Neurologischen Klinik rekrutiert, die von Geschlecht und

Alter moglichst den Patienten entsprachen und keine Nebenerkrankungen aufweisen sollten.
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Tabelle 2: EDSS nach Kurzke (modifiziert nach http://ms-interaktiv.de/board/download/edss/edss-
kompletta.jpg)

Expanded Disability Status Scale

0 Normale neurologische Untersuchung (Grad 0 in allen FS)

1,0 Keine Behinderung, minimale Abnormitét in einem FS (d. h. Grad 1)

1,5 Keine Behinderung, minimale Abnormitét in mehr als einem FS (mehr als einmal Grad 1)

2,0 Minimale Behinderung in einem FS (ein FS Grad 2, andere 0 oder 1)

2,5 Minimale Behinderung in zwei FS (zwei FS Grad 2, andere 0 oder 1)

3,0 Voll gehfahig, aber mit méRiger Behinderung in einem FS (ein FS Grad 3, andere 0 oder 1) oder leichte
Behinderung in drei oder vier FS (3 oder 4 FS Grad 2, andere 0 oder 1), aber voll gehfahig

3,5 Voll gehfahig, aber mit massiver Behinderung in einem FS (Grad 3) und ein oder zwei FS Grad 2; oder
zwei FS Grad 3; oder fiinf FS Grad 2 (andere 0 oder 1)

4,0 Gehféhig ohne Hilfe und Rast fir mindestens 500 m. Aktiv wéahrend etwa 12 Stunden pro Tag trotz
relativ schwerer Behinderung (ein FS Grad 4, ubrige 0 oder 1)

4,5 Gehféhig ohne Hilfe und Rast fiir mindestens 300 m. Ganztégig arbeitsfahig, gewisse Einschrankung
der Aktivitat, bendtigt minimale Hilfe, relativ schwere Behinderung (ein FS Grad 4, iibrige 0 oder 1)

5,0 Gehféhig ohne Hilfe und Rast fiir etwa 200 m. Behinderung schwer genug, um tégliche Aktivitat zu
beeintréchtigen (z. B. ganztédgig zu arbeiten ohne besondere Vorkehrungen). (Ein FS Grad 5, Ubrige 0
oder 1; oder Kombination niedrigerer Grade, die tber die Stufe 4,0 geltenden Angaben hinausgehen)

55 Gehféhig ohne Hilfe und Rast fir etwa 100 m. Behinderung schwer genug, um normale tégliche
Aktivitat zu verunméglichen (FS Aquivalent wie Stufe 5.0)

6,0 Bedarf intermittierend oder auf einer Seite konsequent der Unterstiitzung (Kriicke, Stock, Schiene) um
etwa 100 m ohne Rast zu gehen (FS-Aquivalente: Kombination von mehr als zwei FS Grad 3 plus).

6,5 Benatigt konstant beidseits Hilfsmittel (Kricke, Stock, Schiene), um etwa 20 m ohne Rast zu gehen
(FS-Aquivalente wie 6.0).

7,0 Unfahig, selbst mit Hilfe, mehr als 5 m zu gehen. Weitgehend an den Rollstuhl gebunden. Bewegt den
Rollstuhl selbst und transferiert ohne Hilfe (FS-Aquivalente: Kombination von mehr als zwei FS Grad
4 plus, selten Pyramidenbahn Grad 5 allein).

7,5 Unfahig, mehr als ein paar Schritte zu tun. An den Rollstuhl gebunden. Benétigt Hilfe fur Transfer.
Bewegt Rollstuhl selbst, aber vermag nicht den ganzen Tag im Rollstuhl zu verbringen. Benétigt
eventuell motorisierten Rollstuhl (FS-Aquivalent wie 7,0)

8,0 Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden; pflegt sich weitgehend selbststdndig. Meist guter
Gebrauch der Arme (FS-Aquivalente: Kombination meist von Grad 4 plus in mehreren Systemen).

8,5 Weitgehend an Bett gebunden, auch wahrend des Tages. Einiger nitzlicher Gebrauch der Arme, einige
Selbstpflege méglich (FS-Aquivalente wie 8,0).

9,0 Hilfloser Patient im Bett. Kann essen und kommunizieren (FS-Aquivalente sind Kombinationen, meist
Grad 4 plus)

9,5 Ganzlich hilfloser Patient. Unfahig zu essen, zu schlucken oder zu kommunizieren (FS-Aquivalente
sind Kombinationen von fast lauter Grad 4 plus)

10 Tod infolge MS

Funktionelle Systeme (FS)

1 Motorik

2 Sensibilitat

3 Zerebellum

4 Hirnstamm

5 Blase und Mastdarm

6 Visus

7 Mentale Funktion

8 anderes

Grade der Behinderung der FS
0 Normal

1 Abnorme Zeichen ohne Behinderung
2 Leichte Behinderung

3-6 MaRige bis schwere Behinderung
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3. Tiere

Fur die EAE-Versuche wurden Mause des Genotyps C57BI/6 J OlaHsd verwendet (Tierantrag
31/2008). Die Tiere wurden von Harlan Winkelmann bezogen und im zentralen Tierlabor der
Justus-Liebig-Universitat vermehrt. Die EAE wurde durch Injektion eines Gemisches aus 200
Mg MOGss.ss unter Zusatz von 10 mg/ml Mycobacterium tuberculosis gelost in Freund’s
Adjuvant induziert. Den Mausen wurden je 50 pl der Losung in die vier Flanken injiziert. Die
Verwendung von Freund’s Adjuvant und Mycobacterium tuberculosis dient einer Verstarkung
der Immunreaktion zur gesicherten Induktion der EAE. Zur Erhéhung der Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke erhielten die Tiere an Tag 0 und Tag 2 nach Induktion intraperitoneal 300
ng Pertussis-Toxin. Es wurden ausschliellich Weibchen fir die Experimente benutzt, da
infolge der gréReren Haufigkeit der MS bei Frauen eine hormonelle Komponente in der
Krankheitsgenese nicht auszuschlieen ist. Das Alter der Versuchstiere lag zwischen 8-12
Wochen. Ahnlich dem EDSS beim Menschen wurde ein Score als objektiver Marker genutzt,

um die Schwere der Erkrankung der Tiere zu quantifizieren:

Tabelle 3: Score zur Quantifizierung des Krankheitsgrades im Verlauf der EAE

Score | Behinderung
0 gesund
Schwanzplegie
Hinterlaufschwache bzw. -parese
Hinterlaufplegie
Hinterlaufplegie und Vorderlaufschwéche (Tetraparese)
moribund (tot)

G|~ W|IN|PF

Die Tiere wurden an Tag 8, 16 und 24 nach Immunisierung getotet. Den schematischen
Krankheitsverlauf der MOG-induzierten EAE zeigt folgende Abbildung:

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25Tage nach Immunisierung

Abbildung 5: Typischer Verlauf einer MOGas.55 induzierten EAE bei einer C57BI1/6 Maus
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4. Material und Methoden

4.1 Material

Gerate

Kihl- und Gefrierschranke Bosch, Liebherr
LightCycler 1.5 Roche Diagnostics

LightCycler Zentrifugen Adapter

Roche Diagnostics

Pipetten (verschiedene Volumina)

Gilson, Eppendorf

Pipettierhilfe ,,Pipetboy acu*

Integra Biosciences

SmartSpec Plus Spectrophotometer Bio-Rad
Tischzentrifuge EBA 20 Hettich
Tischzentrifuge Mikro 120 Hettich
Universal 32 R (Zentrifuge) Hettich
Vortex Minishaker IKA Werke

Verbrauchsgegenstéande

Falconréhrchen (15 und 20 ml)

Becton Dickinson

Kodan Tinktur Forte

Schiilke und Mayr

LightCycler Capillaries

Genaxxon Bioscience

Pipettenspitzen steril (verschiedene Volumina)

Nerbe Plus

S-Monovette EDTA KE, 7,5 ml

Sarstedt

Vlieskompressen steril 5 x 5 cm

Fuhrmann Verbandstoffe GmbH

Chemikalien

Beta-Mercaptoethanol Fluka

Ethanol 100 % Sigma Aldrich
Kits, Mastermixe

QlAamp RNA Blood Mini Kit Qiagen
Quanti Fast SYBR Green PCR Kit Qiagen
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas

ProtoScript M-MuLV Tag RT-PCR Kit

New England Biolabs

SYBR Green PCR Mastermix

Applied Biosystems

Software

Excel 2008 Microsoft

Graph Pad Prism Software Version 4.02 (statistische Auswertung und Graphiken)

Microsoft Office Word 2008

Roche Molecular Biochemicals LightCycler Software Version 3.5 (LightCycler)

Primer Premiere
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4.2 Methoden

4.2.1 Leukozytenisolation

1,5 ml EDTA-BIlut bzw. eine homogenisierte Mausmilz wurden mit 7,5 ml Erythrozyten Lysis
Buffer (EL-Puffer) aus dem Quiagen RNA Blood Mini Kit gemischt und 10-15 min auf Eis
gestellt, um die Erythrozyten zu lysieren. Danach wurden die Proben fiir 10 min bei 1620 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und 3 ml EL-Puffer zum Pellet
gegeben, welches auf einem Vortexer vollstdndig gelost wurde. Nach weiteren 10 min Lyse
auf Eis wurden die Proben erneut fiir 10 min bei 1620 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand wieder verworfen. Das Pellet wurde dann mit 600 pl RLT-Buffer mit 10 %
Mercaptoethanol gemischt und vorsichtig durch auf- und abpipettieren aufgeldst. Dies
geschah um die Zellen aufzuschlieBen und Proteinbindungen zu lésen. Die Proben wurden
anschlieBend bei -70 °C gelagert bis die RNA isoliert wurde.

Die isolierten Leukozyten aus dem ZNS der Méause wurden ebenfalls mit 600 pl RLT-Buffer
mit 10 % Mercaptoethanol aufgeldst. Die Lagerung geschah wie oben beschrieben.

4.2.2 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA aus den Leukozytenlysaten erfolgte nach Angaben des Herstellers mit
dem QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen). Dabei wurde das Lysat auf ein System aus
Saulen aufgetragen und mehrmals mit verschiedenen Puffern gewaschen. Zum Schluss wurde
die RNA mit RNAse/DNAse freiem Wasser aus der letzten Séaule ausgewaschen und direkt

zur cDNA Synthese verwendet, um den Verdau durch RNAsen zu verhindern.

4.2.3 cDNA-Synthese

Hierzu wurde das RevertAid First Strand Synthesis Kit (Fermentas) verwendet und die
cDNA-Synthese nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. In jedem Probenansatz wurde
das maximale RNA-Lysat-Volumen von 11,5 pl eingesetzt, 1 ul Oligo (dT) Primer zugegeben
und bei 70 °C fiir 5 min inkubiert. Danach wurden pro Ansatz 4 ul 5x Reaktionspuffer, 0,5 ul
RiboLock Ribonuklease Inhibitor und 2 pul dNTPs (10mM) zugegeben und fiir 5 min bei 37
°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ul RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/
ul) zugegeben und fiir 1 h bei 42 °C inkubiert. Durch abschlieRendes Erhitzen der Proben auf
70 °C fur 10 min wurde die Reaktion gestoppt. Die fertige cDNA konnte nun bei 4 °C flr
mehrere Monate gelagert werden.
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4.2.4 Real Time-PCR im LightCycler

Im LightCycler wurde die quantitative PCR der verschiedenen Marker durchgefiihrt. In jedem

Lauf wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt und die Proben in Doppelwerten gemessen. Der

jeweils niedrigere Wert wurde spater fur die Auswertung benutzt. Lagen die Doppelwerte

mehr als 0,5 auseinander, wurde die Messung der Probe wiederholt. Dies geschah insgesamt

nur einmal.

Pipettierschema Real Time-PCR

Ansatz pro Probe

10 pl Mastermix

1 pl Vorwértsprimer

1 pl Riickwértsprimer

1 ul cDNA

7 ul H20

insgesamt

20 ul

Bedingungen der Real Time-PCR

Initialdenaturierung

5 min bei 95 °C

Amplifikation (45 Zyklen) | Denaturierung

10-30 sek (je nach Marker) bei 95 °C

Annealing

15-30 sek bei 52-62 °C (je nach Marker)

Extension

20-60 sek (je nach Marker) bei 72 °C

Melting Curve

Temperaturerhdhung von 65-95°C mit 0,1 °C / sek

4.2.5 Erstellen der Zielsequenzen fur die Verdinnungsreihen

Fur humanes FADD und GAPDH konnte auf Plasmide zur Erstellung der Verdiinnungsreihen

zuriickgegriffen werden. Flr die anderen Marker wurden hochkonzentrierte cONA-Proben fir

die Verdlinnungsreihen generiert. Im Protokoll wurden die Annealingtemperaturen eingesetzt,

die fir die Real Time als ideal ermittelt wurden.

Pipettierschema der Zielsequenzen

Ansatz pro Probe

13 pl H20

2 ul Puffer

1 ul dNTP

1 pl Vorwértsprimer

I ul Riickwartsprimer

1 ul cDNA

1 pl Taq Polymerase

insgesamt

20 ul
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PCR-Bedingungen beim Erstellen der Zielsequenzen

Initialdenaturierung 5 min bei 95 °C

Amplifikation (30 Zyklen) | Denaturierung | 30 sek bei 95 °C

Annealing 30 sek bei 52-62 °C (je nach Marker)

Extension 30 sek bei 72 °C
Abschlielfende Extension 5 min bei 72 °C
Cooling bei 4 °C

Die so vervielféltigten Zielsequenzen wurden fur die Verdiinnungsreihen benutzt.

4.2.6 Verdinnungsreihen

Angenommen wurde, dass 1 pl der in 4.2.5 generierten Probe 1 x 10® Kopien der Zielsequenz
enthélt. Diese Proben wurden um den Faktor 10 verdinnt, daraus wieder eine Probe
genommen und um den Faktor 10 verdunnt usw. Schliellich lagen 9 Proben vor mit
Konzentrationen von 1:10° bis 1:10*. Diese wurden in Dreifachwerten in einer SYBR-Green
Real Time-PCR zu den in 2.2.4 beschriebenen Konditionen gemessen, jeder Lauf wurde

einmal reproduziert. Die Auswertung der Standardkurven erfolgte in Excel.
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4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Graph Pad Prism (Graph Pad Prism 4, San Diego,
USA) durchgefuhrt. Gruppenunterschiede wurden durch den Kruskal-Wallis-Test detektiert.
War dieser signifikant, wurde eine post hoc Analyse mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefuhrt, um die genauen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu ermitteln.
AuBerdem wurde eine Korrelationsanalyse zwischen den Markern und dem EDSS sowie der
Anzahl der Schibe in den letzten 2 Jahren durchgefiihrt. Bei der seriellen Analyse wurde der
Wilcoxin-Rangsummentest eingesetzt.

Das Konfidenzintervall lag bei 95 %, statistische Signifikanz wurde mit p<0,05 definiert.

24



5. Ergebnisse

5.1 Demographische Daten von Patienten und gesunder Kontrollgruppe

Baseline | Schub Remission | Gesunde Kontrollen
Anzahl (weiblich) 15 (12) 15 (12) 15 (12) 15 (12)
Alter (Jahre) 39.0+74 |389+74 |389+7.4 388+7.2
Erkrankungsdauer (Jahre) |3.4+44 |3.7x47 |3.7x47 -
EDSS 1405 21038 1.7£1.0 -
Schiibe in 2 Jahren 08+0.7 |06+x06 |[06x0.6 -

Mittelwerte £+ Standardabweichung

5.2 Etablierung der Real Time-PCR

Pro Marker wurden mehrere Primerpaare designed und mit unterschiedlichen Mastermixen
bei verschiedenen Annealingtemperaturen und Amplifikationszeiten getestet. Letztere
bestanden bei jedem Marker aus 10 sek Denaturierung, 15 sek Annealing und 20 sek
Extension, aufler bei murinem FADD (30 sek Denaturierung, 30 sek Annealing, 60 sek
Extension). Zur vollstandigen Darstellung sind auch humanes FADD und humanes sowie
murines GAPDH aufgefiihrt.

Marker Sequenzen der Primerpaare Annealing- | Mastermix
temperatur

humanes fw 5 -CGTCTGTTGCTAGATTATCG-3’ 54°C Qiagen

Fas rv5 -TTGTCTGTGTACTCCTCCC-3

humanes fw 5 -GAAGAAGACCTGTGTGCAGCATT-3’ 60°C Qiagen

FADD rv5-GTTGCGTTCTCCTTCTCTGTGTT-3

humanes fw 5"-AAGCAGCAATCCAAAAGAGTC-3 62°C Qiagen

cFlip rv 5"-CCCAGGGAAGTGAAGGTG-3"

humane fw 5"-AGGAGGAGATGGAAAGGGAACTT-3" 60°C Qiagen

Caspase 8 | rv5-ACCTCAATTCTGATCTGCTGACTTCT-3

humanes fw 5 -CCACATCGCTCAGACACCAT-3 60°C Applied

GAPDH rv 5 -GGCAACAATATCCACTTTACCAGA-3 Biosystems

murines fw 5 -ATGCTGTGGATCTGGGCT-3’ 50°C Qiagen

Fas rv 5 -TCACTCGACACATTGTCC-3’

murines fw 5"-TGGATGGGATTGAGGAGAAG-3’ 58°C Qiagen

FADD rv 5-AAACCACAGTCCTCACAGGG-3’

murines fw 5"-ACAGGCAGAGGCAAGATAGC-3’ 56°C Qiagen

cFlip rv 5 -CAATTTTGGGAGCGAAGC-3’

murine fw 5 -GGCCTCCATCTATGACCTGA-3 56°C Qiagen

Caspase 8 | rv5-GCAGAAAGTCTGCCTCATCC-3

murines fw 5 -TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ 56°C Qiagen

GAPDH rv 5 -AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’
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5.2.1 Verdunnungsreihe
Fur alle Marker wurden Verdinnungsreihen erstellt, aus denen sich Geradengleichung,

Linearitat und Amplifikationseffizienz ableiten lieRen.

| P.| ame | | Coleulat.. | Cro...| Step 1: Bassline | tep 2 Anpsis
|— 1 Hz20
2 HD P
| 2 intemer Standard 0.000E+00 2471
— ¢ intemerStandad  0.0D0E+00 2485 55
5 11
5 11 5
7 11
8 10 0.0006+00 4620 454
9 101 0000600 4725
10 11m 00006400 4723 o
1 1m 0.000E0 8711
12 140 0.0006+00 8703
—13 1102 0.000E+00 8707 35
— 14 1103 00006400 1243
15 1103 0.000E+00 1227 3-
16 1103 0.0006+00 1244
— 17 1104 QO00E400 1671 =254
— 18 1104 00006400 16.43 e
19 1104 0.000E+00 1652 g
|- 20 1105 0.000E+00 2077 H
2 1108 00006400 2031 g
— 22 1105 0.000E+00 2068 =i
2 1106 0000600 2415
| 24 1106 0.000E+00 24.31 1=
— 25 1108 0000600 2602
| 2 1107 0.000E+00 2605 05—
27 107 0000600 27,82
2% 1107 0000600 2757 o]
23 1108 0.000E+00 3111
— 30 1108 0.0006+00 31,08
|— 31 1108 0.000E+00 3152 U5
a4
15
2 . I . 1 . I I
0 5 10 185 a0 5 20 Ed 40 a5
Cycle Number

Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der Verdiinnungsreihe von murinem cFlip aus dem LightCycler

Murines cFlip Verdinnungsreihe

threshold cycle
= NN W W
o O o o u o 4

0
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Konzentration logyq (x) Kopien pro Mikroliter

Abbildung 7: Beispielhafte Darstellung der Verdiunnungsreihe von murinem cFlip umgerechnet mit Excel

5.2.1.1 Geradengleichung

Folgende Geradengleichungen lieRen sich fir die Verdunnungsreihen der verschiedenen
Marker erstellen:

Humanes Fas: y =-3,2595 x + 34,203

Humanes cFlip: y =-3,6921 x + 40,538

Humane Caspase 8: y =-3,4355 x + 36,38

Murines Fas : y =-3,5357 x + 35,961

Murines FADD : y =-3,477 x + 34,86

Murines cFlip : y = - 3,8405 x + 35,584

Murines Caspase 8 : y = - 3,3959 x + 29,709
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5.2.1.2 Linearitat

Fur jede Verdunnungsreihe lieR sich ein linearer Korrelationskoeffizient berechnen, der bei
optimaler Korrelation r = - 1 sein sollte. Nur unter diesen Vorraussetzungen kann verlésslich
quantifiziert werden. Folgende Korrelationskoeffizienten lieBen sich  fur die

Verdunnungsreihen der Marker berechnen:

Humanes Fas: r=-0,9991 (p<0,0001)
Humanes cFlip: r=-0,9996 (p<0,0001)
Humane Caspase 8: r=-0,9999 (p<0,0001)
Murines Fas : r=-0,9971 (p=0,0002)
Murines FADD : r=-0,9998 (p<0,0001)
Murines cFlip : r=-0,9998 (p<0,0001)

Murines Caspase 8: r=-0,999  (p<0,0001)

5.2.1.3 Amplifikationseffizienz
Die Amplifikationseffizienz berechnet sich aus der Steigung m der Regressionsgeraden der

Verdunnungsreine nach der Formel E = 10 M

. Wirde man von einer optimalen
Amplifikationseffizienz, d. h. Verdopplung der cDNA in jedem Zyklus der Real Time-PCR,
ausgehen ware E = 2. Folgende Amplifikationseffizienzen wurden fiir die Marker ermittelt

(gerundet auf die zweite Dezimalstelle):

Humanes Fas: E=20 (m = - 3,2592)
Humanes cFlip: E=1,87 (m=-3,6921)
Humane Caspase 8: E =1,96 (m = - 3,4355)
Murines Fas : E=191 (m=-3,5614)
Murines FADD : E=1,93 (m=-3,5122)
Murines cFlip : E=1,82 (m = - 3,8405)

Murines Caspase 8: E =1,97 (m = - 3,3959)

5.2.2 Spezifitat der Primer

Die Spezifitat der Primer wurde Uber die Schmelzkurvenanalyse getestet. Dabei zeigten sich
fur alle Parameter regelrechte Schmelzkurven. Bei humanem wie murinem Fas traten
aullerdem unspezifische Produkte in der Schmelzkurve auf, bei denen es sich jedoch um
Primer-Dimere handelte. Dies sind Zusammenlagerungen zwischen Primern, bei denen auch

SYBR-Green gebunden wird und die somit ebenfalls ein ansteigendes Fluoreszenzsignal
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senden. Die Dimere lagen jedoch an einer anderen Stelle der Schmelzkurve und nicht im

Bereich des spezifischen Produkts.

| P.] Name I ’E'IUAVEI&QE“%Q
— 1 Hm g
2 Ha . &
3 IS EAED Proke 2 T | A
4 IS EAED Pioke 2
— 5 Piobe [cFlip)
& Piobe 1 [cFlip)
7 Piobe 2 [cFlip)
8 Piobe 2 [cFlip)
3 Probe 3icFip)
10 Probe 3 (oFlp)
S 11 Prebe 4 cFlp) 2]
12 Prcbe 4 [cFlp) |
13 Prcbe 5 [cFlp) 7
— 14 Piobe 5 [cFlip)
15 Probe 6 [cFlip]

@
|

ar
1

=
I

Fluorescence (F1)

w
I

% 100
—— 16 Fiobe 6 [oFlip)
—— 17 Ha
—— 18 Hz0
13 int5td EAE3 Probe 2
20 intStdEAE Probe 2
21 Probe T [Caspase )
22 Probe 1 [Caspase 8)
23 Piobe 2 [Caspase 8]
—— 24 Probe 2 [Caspase 8
—— 75 Piobe 3[Caspase 8
—— 25 Piobe 3[Caspase 8
27 Piobe 4 [Caspase )
)
)
)
]
]

28 Piobe ¢ (Caspase
23 Piobe 5 (Caspase d
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—— 31 Piobe 6 [Caspase 8
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Abbildung 8: Beispielhafte Darstellung der Schmelzkurven von murinem cFlip und muriner Caspase 8

5.2.3 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit einer Real Time-PCR wurde zu Beginn getestet, indem jede PCR mit
einem internen Standard an zwei verschiedenen Tagen wiederholt wurde. Dieser Standard
wurde dann bei jedem Lauf (Verdinnungsreihen und Messungen im Kollektiv bzw. bei den
Tieren) mitgefiihrt. Aus den verschiedenen Werten des internen Standards wurde dann fir
jeden Marker der Variationskoeffizient zur Darstellung der relativen Standardabweichung

ermittelt.

Humanes Fas:
Humanes cFlip:
Humane Caspase 8:
Murines Fas :
Murines FADD :
Murines cFlip :

VK =0,01046618
VK =0,0155375

VK = 0,00628304
VK =0,01705597
VK =0,01342818
VK =0,01841179

Murines Caspase 8 : VK =0,01976779

Zum Vergleich der Reproduzierbarkeit abhéngig von der cDNA-Menge wurden auflerdem
exemplarisch die Variationskoeffizienten der Verdinnungsreihen von humanem Fas
berechnet. Durch die Intraassay-Variationskeffizienten wurden die Standardabweichungen

innerhalb  eines Laufs dargestellt, mit den Interassay-Variationskoeffizient die
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Standardabweichungen in  zwei Léaufen. Es fand sich eine Zunahme der

Standardabweichungen sowohl bei sehr hohen als auch sehr niedrigen cDNA Mengen an den
4uBeren Randern der Verdinnungsreihen. Bei der Konzentration 1:10' lag der Ct-Wert

aufllerhalb des messbaren Bereichs.

Intraassay-Reproduzierbarkeit von Fas
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Abbildung 9: Balkendiagramm der Verdinnungsreihen von humanem Fas, dargestellt mit Mittelwert und

Standardabweichung

Tabelle 4: Beispielhafte Darstellung der Variationskoeffizienten von Fas

Fas 1x10% | 1x10" | 1x10% | 1x10° | 1x10* | 1x10% | 1x10?
Intraassay- 0,0097 | 0,0013 | 0,0022 | 0,0017 | 0,012 | 0,0254 0,01
Variationskoeffizient
Interassay- 0,0081 | 0,0065 | 0,0043 | 0,0017 | 0,011 0,02 0,033
Variationskoeffizient
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5.3 Relative mRNA-Expression der Marker bei Multipler Sklerose

Um die Frage zu beantworten, ob in peripheren Leukozyten die mRNA von Fas, FADD, cFlip
und Caspase 8 in den verschiedenen Krankheitsphasen der MS unterschiedlich exprimiert
wird, wurden deren Transkriptlevel in der Real Time-PCR bestimmt. Zur Detektion eines
Unterschiedes zwischen den verschiedenen Gruppen wurden sie im Kruskal-Wallis-Test
miteinander verglichen. Zeigte sich dabei ein signifikanter Unterschied, wurde zum Vergleich
der einzelnen Gruppen als post hoc Analyse der ManWhitney-Test durchgefiihrt.

Die Analyse der Fas-Expression zeigte im Kruskal-Wallis-Test einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,017). In der daraufhin durchgefiihrten post hoc
Analyse fand sich im Vergleich mit der Baseline fur Fas eine verminderte Expression in der

Remission (p = 0,043). Im Vergleich mit den gesunden Kontrollen war Fas im Schub (p

0,032) und in der Remission (p = 0,005) signifikant erniedrigt.

Fur FADD fand sich im Kruskal-Wallis-Test ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p
0,002). In der post hoc Analyse zeigte sich in der Remission eine Erniedrigung der mRNA
von FADD im Vergleich mit der Schubgruppe (p = 0,068). In allen drei Patientengruppen
fand sich eine Erhéhung von FADD im Vergleich mit den gesunden Kontrollen (Baseline: p =
0,004; Schub: p = 0,001; Remission: p = 0,013).

Fur die mRNA-Expression von Caspase 8 liefl? sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied im
Kruskal-Wallis-Test zwischen den einzelnen Gruppen detektieren (p = 0,007). In der post hoc
Analyse war Caspase 8 im Vergleich zur Baseline sowohl im Schub (p = 0,033) als auch in
der Remission (p = 0,013) signifikant erniedrigt. Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
war Caspase 8 in der Remission (p = 0,03) signifikant vermindert.

In der cFlip mMRNA-Expression fand sich kein signifikanter Unterschied im Kruskal-Wallis-

Test zwischen den beobachteten Gruppen (p = 0,07).
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Abbildung 10: Gegen GAPDH normalisierte Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei MS

Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der Fas mRNA-Expression in Schub und Remission im Vergleich
zu gesunden Kontrollen, die Remissionsgruppe war ebenfalls im Vergleich zur Baseline erniedrigt. FADD war
im Vergleich mit den gesunden Kontrollen in allen Patientengruppen signifikant erhoht. cFlip zeigte keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die mMRNA-Expression von Caspase 8 war sowohl
in Schub als auch Remission im Vergleich zur Baseline vermindert, ebenso in der Remission im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen.

Dargestellt sind die Mediane der Gruppen. * = p < 0,05; ** = p < 0.01; *** = p < 0,001

5.3.1 Quotient Caspase 8/cFlip

Da das Verhaltnis von Caspase 8 zu cFlip besseren Aufschluss dartiber zu geben scheint,
welcher Marker das groRere Potential hat an FADD zu binden [78, 100, 101] wurde der
Quotient aus Caspase 8/cFlip bestimmt.

Im Kruskal-Wallis-Test fand sich ein signifikante Unterschied beziglich des Quotienten
zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,0002). In der post hoc Analyse durch den Man-

Whitney-Test zeigte sich eine Verminderung des Quotienten Caspase 8/cFlip im Schub (p =
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0,007) und in der Remission (p = 0.001) im Vergleich zur Baseline. Im Verglich mit den

gesunden Kontrollen war der Quotient im Schub (p = 0,007) und in der Remission (p = 0,001)

ebenfalls erniedrigt.
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Abbildung 11: Veranderung des Quotienten Caspase 8/cFlip in den verschiedenen Gruppen
Dargestellt sind die Mediane der Gruppen. * = p < 0,05; ** = p < 0.01; *** =p < 0,001

5.3.2 Korrelation der Marker mit dem Behinderungsgrad

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war zu prifen, ob sich einer der Marker als laborchemische

Verlaufskontrolle fur

die Krankheitsaktivitdt bei

MS eignet.

Hierzu wurde eine

Korrelationsanalyse zwischen allen Gruppen der Marker und dem EDSS durchgefuhrt. Es

zeigte sich eine negative Korrelation zwischen dem EDSS und Fas (Korrelationskoeffizient r
=-0,3061, p = 0,0409) sowie Caspase 8 (Korrelationskoeffizient r = - 0,4431, p = 0,0023).

Fas

Fas/GAPDH

Caspase 8

Caspase 8/GAPDH

Abbildung 12: Korrelation von Fas und Caspase 8 zum EDSS

In der

Korrelationsanalyse fand sich eine negative Korrelation zwischen Fas

und dem EDSS

(Korrelationskoeffizient r = - 0,3061, p = 0,0409) sowie Caspase 8 und dem EDSS(Korrelationskoeffizient r = -

0,4431, p = 0,0023)
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5.3.3 Serielle Analyse der Marker bei Multipler Sklerose

In der seriellen Analyse wurde die Expression der Marker in der Schub- und der
Remissionsgruppe so aufgeschlusselt, dass die Verénderungen beim einzelnen Patienten
deutlich wurden. Ein statistisch signifikanter Unterschied im Wilcoxon-Rangsummentest

zwischen Schub und Remission lief3 sich jedoch nicht finden.
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Abbildung 13: Serielle Analyse von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei MS
Im Wilcoxon-Rangsummentest zeigte sich kein signifikanter Unterschied fur die Expression von Fas, FADD,
cFlip oder Caspase in Schub und Remission.
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5.4 Relative mMRNA-Expression der Marker bei Experimenteller Autoimmuner
Enzephalomyelitis

Um einen Vergleich der mRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei MS mit
dem Tiermodell der EAE zu erhalten, wurden die Transkripte der vier Marker in Leukozyten
von C57BI/6 Méuse nach MOGgs.s5 induzierter EAE gemessen. Nach Immunisierung wurden
die Tiere an Tag 8 (prae Schub), 16 (Schub) und 24 (post Schub) getétet und Leukozyten aus
Milz und ZNS isoliert. Mittels des Kruskal-Wallis-Tests wurden die Gruppen der peripheren
Leukozyten sowie die Leukozyten aus dem ZNS untereinander verglichen. Erst wenn sich
hier ein signifikanter Unterschied zeigte, wurde eine post hoc Analyse durch den Man-
Whitney-Test durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen zu ermitteln. Im
Man-Whitney-Test wurden auRerdem die Leukozyten aus Milz und ZNS der prae Schub-,
Schub- und post Schub-Gruppe miteinander verglichen.

Die Analyse der Fas-Expression zeigte im Kruskal-Wallis-Test einen signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen im ZNS (p = 0,0087), jedoch nicht in der
Milz. In der daraufhin durchgefiihrten post hoc Analyse der Leukozyten des ZNS fand sich
ein signifikanter Anstieg der Fas mMRNA-Expression in der post Schub Gruppe im Vergleich
zur prae Schub Gruppe (p = 0,0006). Im Vergleich zwischen peripheren und zentralen
Leukozyten zeigte sich eine signifikant erniedrigte Fas mRNA-Expression im ZNS der prae
Schub Gruppe (p = 0,0006).

Fur die mRNA-Expression von FADD fanden sich Unterschiede innerhalb der Leukozyten
der Milz (p = 0,01) und des ZNS (p = 0,0005). In der Milz waren im Vergleich mit den
gesunden Mé&usen die Transkripte von FADD prae Schub (p = 0,0028), im Schub (p = 0,0142)
und post Schub (p = 0,0056) erhéht. Im Gehirn war die FADD-Expression in Leukozyten im
Schub im Vergleich mit der prae und post Schub Gruppe erniedrigt (p = 0,0002 bzw. p =
0,0166). Zwischen den zentralen und peripheren Leukozyten fand sich eine Erniedrigung der
FADD mRNA-Expression bei allen Leukozyten aus dem ZNS (prae Schub: p = 0,0016;
Schub: p =0,0001; post Schub: p = 0,0004).

cFlip zeigte im Kruskal-Wallis-Test keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Leukozytengruppen der Milz und des ZNS. Nur im direkten Vergleich zwischen Milz und
ZNS fand sich in letzteren eine signifikant erh6hte mMRNA-Expression von cFlip prae Schub
(p =0,0016) und im Schub (p = 0,0032).

In der Caspase 8 mRNA-Expression lieR sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen der Milz (p = 0,0346) und des ZNS (p = 0,0003) detektieren. In der
Milz waren im Vergleich mit den gesunden Mausen alle Transkripte von Caspase 8 erniedrigt
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(prae Schub: p = 0,0106; Schub: p = 0,0244; post Schub: p = 0,0244). In den Leukozyten des
ZNS zeigte sich im Vergleich mit der prae Schub Gruppe ein erhohtes Transkriptlevel von
Caspase 8 im Schub (p = 0,0226) und post Schub (p = 0,0001). Im Vergleich zwischen Milz
und ZNS fand sich ein signifikanter Anstieg in der Caspase 8 mMRNA-Expression im Schub (p
=0,0361) und post Schub (p = 0,0001) im Gehirn.
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Abbildung 14: Gegen GAPDH normalisierte Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 bei EAE
Dargestellt sind die Mediane der Gruppen. * = p < 0,05; ** = p <0.01; *** =p < 0,001
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6. Diskussion

6.1 Vor- und Nachteile einer Real-Time-PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Fas und seinen Adaptermolekilen
FADD, cFlip und Caspase 8 mittels Real Time-PCR bestimmt. Damit wurde ein mRNA-
basiertes Nachweisverfahren als Messmethode gewahlt, welches mehrere Vorteile in der
taglichen Laborroutine bietet. Bei einer durchschnittlichen Dauer von ca. zwei Stunden von
der Leukozyten-Isolation zur fertigen cDNA und einer Dauer von ca. 60 Minuten zur
Durchfiihrung der hier etablierten Real Time-PCRs (Ausnahme murines FADD mit ca. 120
Minuten), ermdglicht diese Methode eine zeitsparende Messung der Marker. AuRerdem ist
eine Real Time-PCR im LightCycler, wenn sie einmal etabliert ist, wenig arbeitsintensiv, da
nur relativ wenige Komponenten pro Probe (Mastermix, Primer, cDNA und Wasser) pipettiert
werden mussen. Bei der Real Time-PCR handelt es sich zudem um ein sehr sensitives und
zugleich auch spezifischen Nachweisverfahren fur die Expression von mRNAs, weshalb
bereits geringe cONA-Mengen aus kleinen Zellzahlen messgenau quantifiziert werden kénnen
[102]. Dies ist bei proteinbasierten Nachweisverfahren, wie zum Beispiel dem Western Blot,
nicht immer der Fall. So reichte zum Beispiel die Menge an gewonnener cDNA aus den
Leukozyten des ZNS der Méuse fir mehrere Real Time-PCRs, jedoch war die isolierte
Proteinmenge zu gering um damit aussagekréaftige Wester Blots durchfiihren zu kénnen.
Nachteil eines mMRNA-basierten Nachweisverfahrens wie der Real Time-PCR ist die Tatsache,
dass die Menge an gemessenem Transkript nicht zwangsldufig der Proteinexpression
entspricht. Ebenso kann eine Speicherung von groReren Mengen mRNA, die erst
bedarfsadaptiert translatiert wird, kann nicht von einer mRNA, die flr die direkte Translation
in das Protein bestimmt ist, unterschieden werden. Fur die in dieser Arbeit gemessenen
Transkripte von Fas, cFlip und Caspase 8 konnte jedoch in mehreren Publikationen eine hohe
Korrelation zwischen mRNA-Expression und Proteinleveln in verschiedenen Zellkulturreihen
sowie PBMC gezeigt werden [78, 103, 104]. Uber post-translationelle Veranderungen, wie
zum Beispiel die Phosphorylierung zur Aktivierung eines Proteins, konnen mit der
vorliegenden Methode keine Aussagen gemacht werden. Auch post-transkriptionelle
Modifizierungen werden nur zum Teil mit einer Real Time-PCR erfasst, wenn ndmlich die
Verénderungen im Bereich des durch die Primer abgelesenen Stiicks der cDNA liegen. Dies
lag bei keinem der Transkripte vor.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Real Time-PCR auf Grundlage von mRNA aus

Leukozyten des peripheren Bluts durchgeflhrt. Eine spezifische Isolierung von T- oder B-
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Lymphozyten oder anderen Leukozytengruppen ist nicht erfolgt. Damit gibt die Auswertung
der Lysate einen Querschnitt durch alle Leukozytenpopulationen des peripheren Bluts, aber
keine Auskunft tber die Expressionsraten in den einzelnen Zelltypen. Dies wére jedoch ein
interessanter Ansatz flr eine Folgestudie, in welcher z. B. selektiv die T-Lymphozyten

untersucht werden konnten.
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6.2 Etablierung

Mit der Etablierung der Real Time-PCRs fiir Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 wurde das Ziel
verfolgt, eine spezifische und gut zu reproduzierende Methode zur Quantifizierung der
Marker zu finden. Zunachst wurden fur jeden Parameter mehrere Primer designed und diese
mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen und Mastermixen getestet. Anhand von
Verdunnungsreihen wurden danach die Linearitat, die Amplifikationseffizienz und die
Spezifitdt demonstriert sowie die Reproduzierbarkeit in mehreren PCR-L&ufen und im
langfristigen Verlauf gezeigt. Eine PCR wurde erst dann als etabliert betrachtet, wenn sie in

allen vier Bereichen gute bis sehr gute Werte erzielte.

6.2.1 Linearitat

Bei der Quantifizierung einer Real Time-PCR wird nur ein verlassliches Ergebnis erzielt,
wenn im linearen Bereich der Standardkurve quantifiziert wird. Die Linearitat der
Verdiinnungsreihen war fiir alle Marker bis in den Bereich 1:10° gegeben. Innerhalb dieses
Bereichs lagen auch die Proben des gemessenen Kollektivs bzw. aus den Tierversuchen. Die
Korrelationskoeffizienten der Verdunnungsreihen lagen zwischen r = - 0,999 (murine Caspase
8) und r = - 0,9999 (humane Caspase 8), weshalb von einer verlasslichen Quantifikation

ausgegangen werden konnte.

6.2.2 Amplifikationseffizienz

Eine optimale Amplifikationseffizienz bedeutet eine Verdopplung der cDNA bei jedem
Zyklus der Real Time-PCR, was einer Effizienz der PCR von E = 2 einspricht. In der
vorliegenden Arbeit konnte fur alle Marker eine hohe Amplifikationseffizienz gezeigt werden,
die in den Bereichen zwischen E = 1,82 (murines cFlip) und E = 2 (humanes Fas) lag.
Deshalb konnte bei den hier etablierten Real Time-PCRs von einer hohen Effizienz wéhrend
der Amplifikationsphase mit guter Bindung der Primer an die cDNA und effektiver Arbeit

der Polymerase ausgegangen werden.

6.2.3 Spezifitat

Fur alle Marker wurde eine hohe Spezifitat in der Real Time-PCR erzielt, die tber die
Schmelzkurvenanalyse Uberpriift wurde. In keiner der Schmelzkurven lieR sich die
Amplifikation unspezifischer Produkte nachweisen. Fanden sich Primer-Dimere wie bei Fas,

so entstanden diese nur im Wasser und nicht in den Proben. Dies bedeutet, dass in den Proben
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das Verhaltnis von Primern zur Ziel-cDNA-Sequenz ausgewogen war und sich wahrend der
Amplifizierung keine tberschiissigen Primer-Dimere bilden konnten.

Waére hier eine Real Time-PCR mit Hybridisierungssonden verwendet worden, so hatte dies
ein absolut spezifisches Produkt garantiert, da sowohl Sonden als auch Primer an die
Zielstruktur binden missen und erst dann die Fluoreszenz emittiert wird [92, 105]. False-
Priming oder Primer-Dimere haben dann keinen Einfluss auf das Ergebnis der PCR. Dies
kann in der SYBR-Green basierten Real Time-PCR nur uber eine saubere Schmelzkurve der
Proben ausgeschlossen werden und ist damit ein zusatzlicher Faktor der in der Etablierung
beachtet werden musste. Jedoch hat eine mit Hybridisierungssonden durchgefiihrte Real
Time-PCR den Nachteil, dass die emittierte Fluoreszenz pro amplifizierter cDNA geringer ist
als bei SYBR-Green, weshalb pro Probe eine grofiere Menge an Template vorliegen muss um
verlassliche Messungen durchfiihren zu kénnen. Auflerdem sind die Hybridisierungssonden

und die bei ihnen speziell zu verwendenden Glaskapillaren ein zusatzlicher Kostenfaktor.

6.2.4 Reproduzierbarkeit

Fur alle etablierten Marker zeigte sich eine hohe Reproduzierbarkeit. Bei jedem Lauf wéhrend
der kompletten Versuchsreihe wurde ein interner Standard mitgefuhrt, und daraus nach
Abschluss der Versuche der Variationskoeffizient errechnet. Dieser war bei allen Parametern
sehr niedrig und unterstreicht die langfristig tber die komplette Versuchsreihe gegebene gute
Reproduzierbarkeit. Zusétzlich wurden exemplarisch fiir Fas die Variationskoeffizienten der
verschiedenen Proben der Verdinnungsreihen errechnet. Die beste Reproduzierbarkeit fand
sich in den mittleren Bereichen der Verdlinnungsreihe, in welchen sich die niedrigsten
Variationskoeffizienten zeigten. Bei sehr hohen wie auch sehr niedrigen Konzentrationen der
Ausgangs-cDNA, wie sie zu Beginn als auch am Ende einer Verdinnungsreihe vorliegen, ist
es wahrscheinlich, dass diese nicht im optimalen Verhdltnis mit Primern und Polymerase
zusammengefunden hat und so ein negativer Einfluss auf die Reproduzierbarkeit entstand.
Zudem nimmt mit niedrigen Kopienzahlen in den unteren Bereichen der Verdiunnungsreihen
der Effekt von Pipettierfehlern zu. Es wurde dementsprechend darauf geachtet, dass die Ct-

Werte der Proben den mittleren Bereichen der Verdiinnungsreihen entsprachen.
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6.3 Expression der Marker bei Multipler Sklerose

6.3.1 mMRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8

Zur mRNA-Expression von Fas im Verlauf einer schubférmigen MS sind bisher nur sehr
wenige Publikationen erschienen. Eine davon ist die Studie von Lopatinskaya und
Mitarbeitern [76], in welcher MS-Patienten 6 und 2 Wochen vor sowie 2 und 6 Wochen nach
einem Schub untersucht wurden. Dabei fanden die Autoren keinen Unterschied in der mRNA-
Expression von Fas zu diesen vier Zeitpunkten. Zusatzlich wurde eine Subgruppe aus dem
Patientenkollektiv definiert, die im Schub aktive L&sionen im MRT zeigten. Bei diesen
Patienten konnte eine Erhthung der mRNA von Fas 2 Wochen nach dem Schub im Vergleich
zu 6 Wochen vor dem Schub nachgewiesen werden. Wurden die Proben der MS-Patienten
unabhéngig von Schub oder Remission gepoolt, fanden sich auch im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhéhte Transkriptlevel von Fas. In einer weiteren Studie von Gomes und
Mitarbeitern [78], in welcher ebenfalls die mRNA-Expressionslevel von Fas bei MS
untersucht wurden, konnte auch eine Erh6hung der Transkripte von Fas bei Patienten mit MS
im Vergleich zu gesunden Kontrollen beobachtet werden. Wie bei der Studie von Lopatinkaya
und Mitarbeitern wird im Vergleich mit den gesunden Kontrollen auch bei dieser Studie nicht
zwischen Schub oder Remission bei den eingeschlossenen MS-Patienten unterschieden. Eine
reine Schub- oder Remissionsgruppe, die dann mit Gesunden verglichen wurde, wurde bisher
nicht untersucht.

Damit widersprechen beide Studien den Ergebnissen dieser Arbeit. Dafur lassen sich mehrere
maogliche Erklarungen heranziehen. Ein Grund kdnnen die unterschiedlichen Charakteristika
der Patientengruppen sein. In der vorliegenden Arbeit wurde streng zwischen einem Schub
und einer Remission unterschieden. Bei den Patienten der Baseline lag der letzte Schub mehr
als sechs Monate zurtick und der nachste Schub mindestens drei Monate nach dem Zeitpunkt
der Blutabnahme. Damit sollte eine mdoglichst geringe basale Krankheitsaktivitat
sichergestellt werden. Die Patienten der Schubgruppe wurden direkt im Schub sowie drei
Monate danach untersucht; an diesen Tagen fanden auch die Blutabnahmen statt. Das Ziel
war in dieser Phase die Transkriptlevel bei maximaler Krankheitsaktivitat sowie wahrend des
Nachlassens der immunologischen Aktivitat drei Monate spater zu untersuchen. Die einzelnen
Patientengruppen wurden bei keinem der Vergleiche zur mRNA-Expression miteinander
vermischt. Sie wurden getrennt voneinander mit eng gematchten gesunden Kontrollen
verglichen, auch um eine mogliche Rickkehr der Transkriptlevel auf das Niveau einer
gesunden Vergleichsgruppe zu finden. Damit unterscheiden sich unsere Patientengruppen von
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den oben beschriebenen Charakteristika der Patienten von Lopatinskaya und Gomes. Ein
weiterer Grund flr Unterschiede zwischen den Studien kann die Behandlung mit
immunsupprimierenden Medikamenten sein. In der vorliegenden Arbeit erhielten zw6lf der
fiinfzehn Patienten im Schub Methylprednisolon. Dieser KortisonstoR fand jedoch immer erst
nach der Blutabnahme statt, weshalb er die Schubgruppe nicht beeinflusst haben kann. Ein
Effekt auf die drei Monate spater genommene Leukozytenprobe ist als unwahrscheinlich
einzustufen [106]. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit erhielten die Patienten von
Lopatinkaya Methylprednisolon im Schub und hier ist es wahrscheinlich, dass dies die
Ergebnisse der Gruppe zwei Wochen nach dem Schub beeinflusst haben kann. Dieses
Argument ist aber nicht auf die Studie von Gomes anwendbar, deren Patienten keine
Behandlung mit Methylprednisolon erhielten. Ein weiterer wichtiger Punkt, der zu den
verschiedenen Ergebnissen bezuglich der Fas mRNA-Expression beigetragen haben mag, sind
Unterschiede in den demographischen Daten der Patienten. In der vorliegenden Arbeit sind
Patienten mit einem Alter zwischen 26 und 51 Jahren (Mittelwert 38,9 Jahre,
Standardabweichung 7,4), einer Erkrankungsdauer zwischen 0 und 18,5 Jahren (Mittelwert
3,7 Jahre, Standardabweichung 4,7 bzw. 3,4 Jahre, Standardabweichung 4,4), einem EDSS <
4 und maximal 2 Schiben in den letzten 2 Jahren eingeschlossen. Damit unterscheiden sie
sich von den Patienten der beiden anderen Studien. Bei Lopatinskaya sind jiingere Patienten
(durchschnittliches Alter 31, Standardabweichung 6.4 Jahre) mit kirzerer Krankheitsdauer
(durchschnittliche Krankheitsdauer 2 Jahre, Standardabweichung 1.2) und héherem EDSS
(Durchschnitt 4,4, Standardabweichung 1.3) eingeschlossen. Die Patienten bei Gomes sind
heterogener in Bezug auf das Alter (19 bis 73 Jahre; Durchschnittsalter 37 Jahre). Allerdings
werden in dieser Studie keine Daten zu ihrer Erkrankungsdauer oder dem EDSS
veroffentlicht. Dieses Fehlen vergleichbarer Daten erschwert einen direkten Vergleich der
beiden Studien mit der vorliegenden Arbeit.

In der Studie von Gomes und Mitarbeiter [78] wurden auBerdem die mRNA-Expressionen
von cFlip und Caspase 8 untersucht, fiir die jeweils signifikant erhéhte Werte in der Gruppe
mit schubférmiger MS beschrieben wurden. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, bei der sich kein Unterschied in der Caspase 8 mRNA-Expression
zwischen gesunden Kontrollen und der Baselinegruppe fand. Vielmehr zeigten sich
erniedrigte Caspase 8 Transkriptlevel in der Schub- und Remissionsgruppe im Vergleich mit
der Baselinegruppe bzw. den gesunden Kontrollen. Ein signifikanter Unterschied in der cFlip
MRNA-Expression fand sich in der vorliegenden Arbeit nicht. Als Erklarung der
Unterschiede zwischen der Studie von Gomes und dieser Arbeit werden vermutlich die
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gleichen Griinde wie unter 4.4 diskutiert beigetragen haben. Wie oben erwahnt, kénnen die
unterschiedlichen  Zeitpunkte der Blutabnahme und die sich unterscheidenden
demographischen Daten der Patienten die gegensatzlichen Ergebnisse der Studien
hervorgerufen haben.

Zur mRNA-Expression von FADD bei MS wurden bislang keine Studien veroffentlicht.

6.3.2 Immunpathogenetische Bedeutung

In der hier vorliegenden Arbeit konnte sowohl in der Schub- als auch der Remissionsgruppe
eine erniedrigte mMRNA-Expression von Fas und Caspase 8 im Vergleich mit der Baseline
bzw. den gesunden Kontrollen beobachtet werden. Beide Parameter sind wichtig in der
Regulation einer chronischen Immunantwort oder eines Autoimmungeschehens durch
Apoptose. Ein Beispiel hierfir stellt AICD dar, tber welchen autoreaktive T-Zellen bei
repetitiver Stimulation ihres TZR eliminiert werden koénnen und der bereits unter 1.2
ausfuhrlich beschrieben worden ist. Aber auch in allen anderen Leukozyten kann tber Fas die
Apoptose induziert werden. Eine Reduktion beider Parameter in der Schub- wie auch der
Remissionsgruppe konnte bedeuten, dass hier bereits auf mRNA-Ebene eine Beeinflussung
im Sinne einer verminderten Regulationsfahigkeit der chronischen Immunantwort durch
Apoptose besteht. VVor allem zeigen sie, dass die erniedrigten Transkriptlevel tber die klinisch
aktive Phase des Schubs hinaus noch drei Monate danach bestehen. Sofern die mRNA-
Expression hier der Proteinexpression entspricht, kdnnen diese Daten ein Beispiel fir einen
immunologischen Prozess sein, in welchem Leukozyten bei einer Autoimmunerkrankung dem
Zelltod entkommen und ihr Survival verbessern. Diese Ergebnisse werden auch von anderen
Studien bestétigt, in welchen eine verminderte Fas-vermittelte Apoptoserate in T-Zellen von
MS-Patienten gezeigt werden konnte [71]. Vor allem die T-Zellen, die durch die Expression
verschiedener Oberflachenmarker mit einer Einwanderung in das ZNS in Verbindung
gebracht werden konnen, scheinen sich durch eine verminderte Fas-Expression auf ihrer
Zelloberflache auszuzeichnen [72].

Da sowohl Caspase 8 als auch cFlip um die Bindungsstelle an FADD konkurrieren, scheint
der Quotient aus Caspase 8/cFlip ein biologisch relevanter Marker fiir die apoptotische bzw.
nicht-apoptotische Signaltibertragung zu sein [77]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ein
signifikant niedriger Quotient in Schub und Remission im Vergleich zu Baseline und
gesunden Kontrollen gezeigt werden. Bei gleicher Expression der Marker auf Proteinebene
wurde anstelle von Caspase 8 cFlip zur gemeinsamen Bindungsstelle an FADD rekrutiert

werden und so zu einer verminderten Apoptosekapazitidt beitragen. Unter bestimmten
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Umsténden konnte es in der Zelle durch cFlip sogar zur Aktivierung von NF-kB kommen,
woflr bei Patienten mit MS ebenfalls erhohte Aktivitéatslevel beschrieben worden sind [4].
NF-kB kann als Transkriptionsfaktor sowohl proapoptotische als auch anti-apoptotische
DNA-Sequenzen ablesen [107]. Zu seinen Zielgenen gehdren auch Fas und cFlip [108, 109].
Die erniedrigte mRNA-Expressionsrate von Fas bei gleichzeitig unverandertem cFlip kénnte
im Umkehrschluss ein Zeichen fir ein vermindertes Ablesen proapoptotischer Gene durch
NF-xB sein.

In der vorliegenden Studie konnte aulRerdem eine erhéhte mMRNA-Expression von FADD bei
allen drei Gruppen der MS-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen gezeigt werden.
Dies scheint im ersten Moment nicht zu den erniedrigten Expressionen der Transkripte von
Fas und Caspase 8 zu passen. Obwohl es sich bei FADD um die ,,Fas-assoziierte Death
Domain®“ handelt, ist Fas nicht der einzige Rezeptor, an den FADD binden kann. Als
Adapterprotein kann es unter anderem an TNFR1, TRAIL R1 und R2 oder die Toll-like
Rezeptoren (TLR) 3 und 4 binden und hiertiber auch proinflammatorische Funktionen erfillen
[57]. Sollte die FADD-Expression ebenfalls auf Proteinebene erhoht sein, koénnte dies
bedeuten, dass sich die FADD-vermittelte Apoptose von Fas an andere Rezeptoren des
extrinsischen Signalweges verschiebt. Dem wirde jedoch eine auch auf Proteinebene
erniedrigte Caspase 8 Expression widersprechen. Maoglich ware daher, dass FADD aufgrund
seiner proinflammatorischen Kapazitaten an anderen Signalwegen beteiligt ist.

6.3.3 Fas, FADD, cFlip und Caspase 8 als laborchemische Verlaufskontrollen der
Krankheitsaktivitat der Multiplen Sklerose

Ein Ziel dieser Arbeit war das Prifen der mRNA-Expressionen von Fas, FADD, cFlip und
Caspase 8 als laborchemische Verlaufskontrollen der Krankheitsaktivitat. Eine statistisch
signifikante negative Korrelation fand sich zwischen den Transkriptleveln von Fas sowie
Caspase 8 und dem EDSS. Beide Parameter sind wie bereits beschrieben wichtig in der
Regulation einer chronischen Immunantwort bzw. eines Autoimmungeschehens durch
Apoptose. Bei einer Beurteilung des EDSS ist jedoch zu beachten, dass dieser zwar ein Mal}
fur den Behinderungsgrad bei MS darstellt, jedoch nicht zwangslaufig ein Marker fir deren
Krankheitsaktivitat ist. Auch Defektheilungen nach einem Schub kénnen zu einem erhdhten
EDSS beitragen, sodass floride Ldsionen nicht alleinige Ursache einer Erhéhung dieses
Scores sein miissen. Im umgekehrten Fall konnen sogenannte ,,stumme® jedoch
immunologisch aktive Herde im ZNS entstehen, die sich nicht in klinischen Symptomen
auflern und somit trotz Krankheitsaktivitat den EDSS nicht erhdhen. In die Auswertung wurde
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der EDSS von allen Patienten (Baseline, Schub und Remission) mit einbezogen, so dass ein
Querschnitt mit sicher aktiven Phasen und klinisch stummen Phasen mit wahrscheinlich
niedriger Krankheitsaktivitat gebildet werden kann. Die hohe mRNA-Expression von Fas und
Caspase 8 scheint einen positiven Effekt auf die Hohe des EDSS zu haben. Wird die erhéhte
MRNA-Expression auch auf Proteinebene weitergegeben, kdnnte sie zu einer effektiveren
Regulation des Immungeschehens beitragen. Dies wirde eine erniedrigte Krankheitsaktivitat
mit weniger Schiben und konsekutiv niedrigerem Behinderungsgrad zur Folge haben.

In der seriellen Analyse der Marker wurde die mMRNA-Expression in Schub und Remission so
dargestellt, dass die Werte eines Patienten jeweils miteinander verbunden sind. Die
homogensten Verldufe in den Expressionraten erzielten die seriellen Analysen von Fas und
FADD, die ein Absinken der Transkriptlevel bei zehn bzw. elf der fiinfzehn Patienten mit MS
in der Remission zeigten. Bei den elf Patienten mit erniedrigter FADD-Expression fand sich
bis auf eine Ausnahmen auch eine Erniedrigung der Transkripte von Fas. Eine statistisch
signifikante Veranderung der Expressionsraten zwischen beiden Gruppen lieR sich im
Wilcoxon-Rangsummentest jedoch nicht nachweisen.

Betrachtete man die vier bzw. flinf Patienten mit ansteigenden Fas- und FADD-Transkripten
isoliert, zeigte sich, dass dies die Patienten mit dem starksten Rickgang der klinischen
Symptome in der Remission waren. Eine erhdhte Expression von Fas und FADD in der
Remission konnte bei diesen Patienten auf eine bessere Regulationsfahigkeit des
Immunsystems hindeuten. Uber ein erhdhtes Fas bzw. FADD mag vermehrt Apoptose
ausgeldst und damit die Immunantwort effektiver beendet werden, was zu einer besseren

Remission dieser Patienten nach dem Schub beigetragen haben kann.
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6.4 Expression der Marker bei Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis

6.4.1 mRNA-Expression von Fas, FADD, cFlip und Caspase 8

Zur mRNA-Expression von Fas bei EAE ist bislang nur eine Studie erschienen [110]. In
dieser wurden sowohl die mRNA- als auch die Proteinexpression von Fas in und auf
Leukozyten der Milz und des ZNS gemessen und eine positive Korrelation zum klinischen
Verlauf gesehen. Die maximale Fas mRNA-Expression lag dementsprechend im Schub vor,
ein Ergebnis welches hier nicht bestétigt werden konnte. In der vorliegenden Arbeit zeigte
sich kein signifikanter Unterschied der Transkripte von Fas in den peripheren Leukozyten. In
den Leukozyten des ZNS fand sich ein Anstieg der mRNA-Level in der post Schub Phase, in
welcher es bereits zu einer deutlichen Besserung des klinischen Scores kam. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen der Studie von Bonetti und dieser Arbeit sind die unterschiedlichen
Methoden, mit denen die EAE bei den Mé&usen induziert wurde. Wéhrend die EAE fir diese
Arbeit durch Immunisierung der Tiere mit MOG 3555 ausgelost wurde, wurde bei Bonetti die
Methode des adoptiven Transfers gewahlt. Zudem wurden die Versuche hier mit C57BI/6
Méusen durchgefuhrt, wahrend bei Bonetti Tiere mit dem genetischen Hintergrund SJL/L
benutzt wurden. Damit sind zwei sehr unterschiedliche methodische Herangehensweisen
gewahlt worden, die einen Vergleich beider Arbeiten erschweren. Die klinischen Verldufe der
EAE in beiden Arbeiten &hneln sich, da jeweils ein chronischer Verlauf mit aufgelagerten
Schilben und unvollstandiger Remission bei den Mausen gesehen wird. Unter der
Voraussetzung, dass die mRNA-Expression der Proteinexpression entspricht, mag man
spekulieren, dass Fas bei Bonetti friher als in der vorliegenden Arbeit im Schub an der
Regulation der Immunantwort beteiligt ist und in der Remission an Bedeutung verliert.
Publikationen zur Expression der Transkripte von FADD, cFlip und Caspase 8 in Leukozyten

bei EAE sind bislang nicht erschienen.

6.4.2 Immunpathogenetische Bedeutung

Die meisten Veroffentlichungen zu einem der Marker bei EAE beziehen sich auf die
Proteinexpression von Fas/die Fas-vermittelte Apoptose oder den Krankheitsverlauf bei Fas
PPr Mausen. Abhangig vom genetischen Hintergrund der Tiere und dem zur Immunisierung
genutzten Myelinpeptid gibt es mehrere Publikationen, die von einem schwacheren Verlauf
der EAE bei Fas ™" Mausen berichten [81, 82], und andere, bei denen die Tiere starker
erkrankten [83]. Insgesamt scheint der Verlauf einer EAE bei C57BI/6 mit Fas """ jedoch
schwacher zu sein [111]. Die vermutliche Ursache wird in der Resistenz der

Oligodendrozyten zur FasL-Fas vermittelten Apoptose durch autoreaktive T-Zellen
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angenommen [111]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine an Tag 8 erniedrigte mMRNA-
Expression von Fas in Leukozyten des ZNS im Vergleich zur Milz gezeigt werden. Innerhalb
der Leukozyten des ZNS stiegen die Transkriptlevel von Fas in der Remission an Tag 24
jedoch wieder an. Sollte sich diese Expression auf Proteinebene fortsetzen, kénnte es ein
Hinweis darauf sein, wie in den autoreaktiven Leukozyten des ZNS im Verlauf der
Erkrankung Fas zur Regulation der chronischen Immunantwort erhéht wird. Dieses Ergebnis
scheint jedoch ehr jenen Studien zu entsprechen, die bei Fas """ Mausen mit EAE einen
starkeren Krankheitsverlauf sehen konnten, bei dem vor allem die geringe Remission

Pl MAuse einen schwacheren oder starkeren

imponierte [83]. Unabhédngig davon, ob Fas
Verlauf der EAE zeigen, ist bei ihnen im Schub die Starke der L&sionen im ZNS vergleichbar
mit WT-Tieren [82, 112]. Fas scheint damit im Tiermodell wenig am initialen
Immungeschehen beteiligt zu sein. Dies kdnnte ein weiterer Grund fur das auf mMRNA-Ebene
erst relativ spate Ansteigen der Fas-Expression in Leukozyten sein.

Zur Rolle von FADD bei EAE gibt es bislang nur eine Verdffentlichung. In dieser wurde die
EAE bei C57BI/6 M&usen mit einer ,,dominant-negative* (DN) FADD-Mutation in T-Zellen
induziert, was einer kompletten Blockade von FADD in diesen Zellen entspricht [85]. Im
Gegensatz zu den WT-Kontrolltieren erkrankten von den DN-FADD Méusen nur 44 %. Die
erkrankten DN-FADD Tiere zeigten zudem einen deutlich schwécheren Verlauf der EAE mit
klinischen Scoren von maximal 1. Neben der Vermittlung von Apoptose tber Fas, TNFR1
und TRAIL R1 bzw R2 kann FADD ebenfalls an der Aktivierung von NF-«xB und
konsekutiver Proliferation beteiligt sein [113]. Ein Ziel der Studie von Sun und Mitarbeitern
war zu zeigen, welcher dieser gegensétzlichen Prozesse bei EAE (berwiegt. Dazu wurden
transgene Mé&use mit einem MOG-spezifischen TZR und DN-FADD gekreuzt. Die T-Zellen
der so entstandenen Tiere wurden wiederum anderen Mausen injiziert, bevor sie mit MOG3s.55
immunisiert wurden. An Tag 6 erfolgte deren Toétung und Untersuchung der
Leukozytenpopulationen in der Milz. Dabei wurden signifikant niedrigere Zahlen der T-
Zellen mit MOG-spezifischen TZR und DN-FADD gefunden. Die Autoren schlossen daraus,
dass FADD eine wichtige Funktion in der Proliferation der autoreaktiven T-Zellen hat und bei
den DN-FADD Mausen deshalb die EAE nur in abgeschwéchter Form ablauft. In der hier
vorliegenden Studie wurde eine signifikante Erhdéhung der mRNA von FADD an Tag 8, 16
und 24 in den Leukozyten aus der Milz gesehen. Wirde sich diese Erhohung auch auf
Proteinebene zeigen, konnte hierliber tatsachlich eine vermehrte Aktivierung von NF-xB
stattfinden. Interessant ist indes die in den Leukozyten des ZNS deutlich herabregulierte
Expression der mRNA von FADD. Mdglicherweise deutet dies darauf hin, dass FADD zwar
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an der initialen Proliferation der Leukozyten nach Immunisierung beteiligt ist, aber im
weiteren Verlauf in den autoreaktiven Zellen des ZNS weniger relevant ist.

Zwei weitere Studien beschéftigen sich mit der Uberexpression von cFlip bei EAE. In beiden
Studien wurde die lange Isoform, cFlipy, furr die Uberexpression gewahlt, da diese Isoform am
stérksten zur Aktivierung von NF-xB beizutragen scheint. Bei Djerbi [87] wurde die EAE bei
DBA/1 Méausen mit einer Uberexpression von cFlip in allen myeloischen und lymphatischen
Zellen induziert und ein schwerer Krankheitsverlauf ohne Remission beobachtet. Im
Gegensatz dazu erkrankten bei Tseveleki [86] C57BI/6 Mause mit einer selektiven cFlip-
Uberexpression in T-Zellen seltener, und die wenigen erkrankten Tiere zeigten geringere
klinische Scores als die WT-Kontrollen. Obwohl es sich bei der EAE um eine mit einer Thl-
Polarisation des Immunsystems einhergehende Erkrankung handelt, fanden die Autoren
beider Studien einen Verschiebung des Zytokonmusters von Th1l zu Th2, welcher jedoch bei
den Tieren von Tseveleki ausgepragter zu sein scheint. Djerbi und Mitarbeiter argumentieren,
dass ihre Tiere einen schwereren Verlauf der EAE zeigen, da durch die Uberexpression von
cFlip in allen Leukozyten keine Regulation der Immunantwort und auch keine Remission
durch die Fas-vermittelte Apoptose eingeleitet werden kann. Vor diesem Hintergrund
diskutieren Tseveleki und Mitarbeiter, dass eine bei ihren Mausen effektivere Th2 polarisierte
Immunantwort die Induktion der EAE abschwéchen konnte. Ursache fur die sich
widersprechenden Ergebnisse beider Publikationen mag der unterschiedliche genetische
Hintergrund der Tiere sein. Zudem konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass
abhangig von der Hoéhe der cFlip Expression auch unterschiedliche Signale in T-Zellen
vermittelt werden [114]. So scheint eine zu stark erhohte cFlip-Expression wiederum die
Proliferation und Aktivierung von T-Zellen zu inhibieren. Vor diesem Hintergrund ist die
Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit schwierig. Bei den aus der Milz
gewonnen Leukozyten zeigte sich kein Unterschied in der mRNA-Expression von cFlip,
jedoch fand sich im Vergleich mit diesen Zellen eine Erhéhung der cFlip-Transkripte in den
Leukozyten des Gehirns prae Schub und im Schub. Bei den hier untersuchten Leukozyten
kann nicht im Nachhinein die cFlip-Expression in den T-Zellen selektiv ermittelt werden,
noch kann zwischen den verschiedenen Isoformen cFlips unterschieden werden. AuRerdem ist
nicht klar, ob das cFlip mRNA-Expressionsmuster auch auf Proteinebene weiter besteht. Bei
C57BI/6 Méusen findet man wahrend der EAE eine Thl-Ausrichtung des Immunsystems,
somit mag der Ansatz der Protektion vor EAE durch einen Th2-Shift in den T-Zellen hier
nicht zutreffen. Moglicherweise ist die erhohte cFlip mRNA-Expression in den Leukozyten
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des ZNS ein Ausdruck des Ablesens antiapoptotischer und proliferationsfordernder Gene
durch NF-«kB.

Bisher wurde weder die mMRNA- noch Proteinexpression von Caspase 8 bei Mdusen mit EAE
untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Verminderung der Transkripte
von Caspase 8 in den Leukozyten der Milz prae Schub, im Schub und post Schub gesehen
werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine Anhebung der Caspase 8 mRNA-Level in den
Leukozyten des Gehirns im Schub und post Schub. Wie oben bereits beschrieben, steigt auch
die Fas mRNA-Expression in den Leukozyten des Gehirns post Schub an. Bei Weiterbestehen
der erhdhten mRNA-Expression beider Parameter auf Proteinebene, kénnten erhdhte Mengen
proapoptotischer Proteine eine Induktion der Apoptose in diesen Zellen erleichtern. Sollte
eine effektive Apoptose Uber diesen Signalweg in den autoreaktiven Leukozyten des ZNS
stattfinden, konnte die Regulation der Immunantwort in der Remission durch die Fas-

vermittelte Apoptose geschehen.
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6.5 Vergleich beider Erkrankungen und Schlussfolgerung

Beim Vergleich der Expression von Fas in Leukozyten von MS-Patienten und aus der Milz
der C57BI/6 Méuse fallt auf, dass die mRNA-Expression des Rezeptors im Verlauf des
Schubes bei MS abnimmt, wahrend sich in den Leukozyten der Milz bei EAE keine
Verénderungen der Transkript-Level zeigen. Im Gegensatz dazu fallen bei FADD, cFlip und
Caspase 8 in der Expression bei MS und EAE mehrere Parallelen auf. Die mRNA-Expression
von FADD ist bei MS bei allen Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen erhoht.
Gleiches gilt bei der EAE, in der ebenfalls zu allen drei Zeitpunkten in der Milz erhthte
Transkript-Level im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren gefunden wurden. In der cFlip
MRNA-Expression zeigte sich sowohl bei MS als auch EAE kein Unterschied in den
peripheren Leukozyten der verschiedenen Gruppen. Die Transkript-Level von Caspase 8 sind
bei MS im Schub als auch in der Remission erniedrigt ebenso wie bei EAE, bei welcher
verminderte Caspase 8-Transkripte in allen drei Gruppen gefunden wurden.

Nun handelt es sich bei der EAE um eine artifiziell ausgeloste Erkrankung bei vormals
gesunden Tieren. Die MS hingegen ist eine Erkrankung mit unbekannter Atiologie und nur
teilweise aufgeklarter Pathogenese. Es ist bei MS nicht bekannt, wie die aktivierten
autoreaktiven T-Zellen entstehen und weshalb langfristig keine erfolgreiche Regulation des
Immungeschehens stattfindet. Bei Vorliegen einer multifaktoriellen Krankheitsgenese ist
wahrscheinlich, dass mehrere Préadispositionsfaktoren seitens des Patienten zusammen mit
aulleren Faktoren das Autoimmungeschehen beeinflussen. Wirde man von einer direkten
Vergleichbarkeit des Krankheitsverlaufs der MS und der EAE ausgehen, konnte man
spekulieren, dass verminderte Transkript-Level von Fas durch niedrigere Proteinexpressionen
zu einem langfristigen Uberleben der autoreaktiven T- bzw. B-Zellen beitragen. Dies kénnte
im umgekehrten Fall ein Grund dafir sein, dass in der vorliegenden Studie die besten
Remissionen bei jenen Patienten gesehen wurden, die nach dem Schub Fas auf mMRNA-Ebene
am stérksten hochregulierten. Dies mag auch den ansteigenden Fas Transkript-Leveln in den
Leukozyten aus den Gehirnen bei EAE in der post Schub Phase entsprechen, in welcher die
Tiere in Remission sind und die Immunaktivitat im ZNS abnimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurden keine Leukozyten aus dem ZNS von MS-Patienten mit
denen von Mausen wahrend der EAE verglichen. Trotzdem l&sst sich aus den Tieren der
Ruckschluss ziehen, dass die in den peripheren Leukozyten gefundenen Expressionslevel der
Transkripte nicht automatisch jenen im ZNS entsprechen missen. Da sich die Veranderungen
der Transkriptlevel von FADD, cFlip und Caspase 8 in der Peripherie bei beiden
Erkrankungen gleichen, mag man spekulieren, ob dies im ZNS ebenfalls zutrifft. Bei der

49



MRNA-Expression von Fas ware ein Anstieg in den Leukozyten des ZNS und eine damit
vielleicht einhergehende erhohte Proteinexpression und vermehrte Apoptose zumindest
folgerichtig, sollte im ZNS hiertiber die Immunantwort reguliert werden. Fraglich wére jedoch
wie effektiv die Apoptose in der Regulation der Immungeschehens tatséchlich ist.

Die MS und die EAE sind zwei verschiedene Erkrankungen im Mensch und im Tier, die eine
unterschiedliche Atiologie haben. Die EAE wird in Studien oft genutzt, um Aussagen (iber die
Immunpathogenese der MS zu treffen. Dabei erwiesen sich einige Erkenntnisse aus dem
Tiermodell als zutreffend, wie zum Beispiel die erfolgreiche Anwendung von
Glatirameracetat oder monoklonalen Antikdrpern gegen VLA-4 in der Therapie der MS
zeigen. Auf der anderen Seite scheint es aber auch gravierende Unterschiede zwischen beiden
Erkrankungen zu geben: so war zum Beispiel die Gabe von Antikdrpern gegen TNF alpha
eine erfolgreiche Therapie der EAE, die jedoch angewandt am Menschen zu einer erhéhten
Schubrate und starkerem Krankheitsverlauf fihrte [115]. Die entsprechende Studie musste
seinerzeit verfriht abgebrochen werden. Fur die vorliegende Arbeit lasst sich daraus ableiten,
dass sich die Ergebnisse bei MS und EAE zwar in vielerlei Hinsicht entsprechen, aber keine
Aussage darlber getroffen werden kann, ob die in den Zellen ausgeldsten Signale ihre jeweils
gleiche Entsprechung im Mensch und in der Maus finden.

Auch die hier gemessene mRNA-Expression kann nur Hinweise darauf geben, ob Proteine
vermehrt oder vermindert exprimiert werden. Entsprechen die mRNA-Level der Proteinebene,
ist jedoch noch keine Aussage dartiber getroffen, ob der entsprechende Signalweg auch
haufiger aktiviert wird und ob er effektiv arbeitet. Ebenso wurde hier die mRNA-Expression
jeweils aller Leukozyten des peripheren Blut bzw. der Milz und des ZNS und nicht in
einzelnen Leukozytensubpopulationen gemessen. Beides muss bei der Interpretation der

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit berlcksichtigt werden.
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