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Zusammenfassung

Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) ist das Tiermodell fiir Multiple Sklerose
(MS). Es ist bekannt, dass das proinflammatorische Zytokin IL-17A eine wichtige Rolle in
MS und EAE spielt. Dieses wird hauptsachlich von einer Subpopulation der T-Helferzellen
(Thl7 Zellen) exprimiert. Es war bekannt, dass diese am Zusammenbruch der Blut-
Hirnschranke (BHS) beteiligt sind. Der Integritatsverlust der BHS ist ein wichtiger und friher
Aspekt in der Pathogenese von EAE und MS. Daraufhin kdnnen Immunzellen in das zentrale
Nervensystem (ZNS) eindringen. Spezifische T-Zellen greifen das Myelin an und fiihren so
zu einer Entztindungsreaktion, Demyelinisierung und axonalem Schaden.

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass durch Hemmung des kontraktilen endothelialen
Apparates das BHS Versagen vermindert werden kann und es dadurch zu einem milderen
Verlauf der EAE Pathogenese kommt. Wird der Inhibitor der Myosinleichtkettenkinase ML-7
C57/bl6 Mé&usen, bei denen EAE induziert wurde, intraperitoneal verabreicht, kommt es zu
einem geringeren Phosphorylierungsgrad der leichten Kette des Myosins in Endothelzellen
und folglich zu einem verringerten Schrankenversagen. AuBerdem konnte ich zeigen, dass
weniger reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden. Folglich kommt es zu einer
geringeren Infiltration von Immunzellen aus der Peripherie in das ZNS. Somit werden
weniger Zytokine und auch Matrixmetalloproteinasen (MMP) ausgeschiittet, wodurch die
Entzundungsreaktion weniger stark ausgepragt ist. Aullerdem werden weniger
Mikrogliazellen aktiviert.

Ich habe den Zusammenhang zwischen Mikrogliazellaktivierung und IL-17A n&her
untersucht. Dieses proinflammatorische Zytokin aktiviert Mikrogliazellen auch in vitro.
Durch IL-17A Stimulation kommt es zur vermehrten ROS Bildung. Folglich kommt es zu
einer vermehrten Proliferation und Migration, sowie einer erhdéhten Zytokinproduktion.
Aullerdem konnte ich zeigen, dass der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor an der
Mikrogliaaktivierung beteiligt ist. Abhé&ngig von IL-17A Stimulation kommt es zu einem
Kalziumeinstrom (ber den NMDA-Rezeptor. Werden Inhibitoren des NMDA-Rezeptors
eingesetzt, konnen IL-17A vermittelte Proliferation, Migration, Zytokin-und ROS-Produktion
verhindert werden. Der NMDA-Rezeptor ist sehr gut in Neuronen erforscht, wohingegen
bisher sehr wenig Uber seine Funktion in Gliazellen bekannt war. In dieser Arbeit ist es mir
gelungen einen Zusammenhang zwischen IL-17A vermittelter Mikrogliaaktivierung und

Kalziumeinstrom tber den NMDA-Rezeptor herzustellen.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
(EAE) als Tiermodell fiir Multiple Sklerose

1.1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) wird als T-Zell vermittelte Autoimmunkrankheit angesehen. T-

Lymphozyten, die spezifisch fur das Myelin Antigen sind, richten sich gegen die die Axone
umgebende Myelinscheide und starten so eine Entziindungsreaktion. Das flhrt zu
Demyelinisierung und anschlieBend zu axonaler Schadigung. Wahrend akuter Phasen oder bei
Ruckschlagen bilden sich in MS Patienten Ldsionen in der weillen Substanz (Gold et al.,
2006). Bei fortschreitender Krankheit wird das komplette zentrale Nervensystem (ZNS)
angegriffen.
MS st ein komplexes Krankheitsbild, das heterogene Kklinische, pathologische und
immunologische Phénotypen hat. So sollte man besser von einem Syndrom als von einer
spezifischen Krankheit sprechen (Gold et al., 2006). Man unterscheidet vier Hauptformen der
MS (Lassmann et al., 2007) (Abb.1):
a) Schubférmig remittierende MS (RRMS): einzelne entzundliche Schibe lassen sich
voneinander abgrenzen, die sich vollstandig oder unvolistandig zuruckbilden.
b) Sekundar progressive MS (SPMS): nach anfanglichem schubférmigen
Krankheitsverlauf kommt es zu einer progessiven Phase.
c) Primér progessive MS (PPMS): Der Krankheitsverlauf ist von Beginn an
fortschreitend.
d) Schubférmig fortschreitende MS (PRMS): Der Krankheitsverlauf ist von Beginn
an fortschreitend. Zwischenzeitlich gibt es aber auch noch zusétzlich einzelne

entzindliche Schibe.
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Relapsing-remitting Secondary progressive
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Kieseier, Hartung 2003).
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Die Entzindungsreaktion wird dominiert von T-Zellen, Makrophagen und aktivierten
Mikroglia. In aktiven L&sionen wird dieser Entziindungsprozess von einer Schadigung der
Blut-Hirnschranke (BHS) (Hochmeister et al, 2006), wie auch der vermehrten Expression von
Zytokinen, Chemokinen und deren Rezeptoren begleitet (Canella, 1995). Es kommt zur
kompletten Demyelinisierung und zu einer teilweisen akuten axonalen Schadigung und auch
axonalem Verlust (Feguson, 1997). Allerdings kann es auch zu Remyelinisierungsprozessen
kommen (Kornek et al., 2000). In der progessiven Phase ist die Pathologie anders: es findet
ein diffuser Entzindungsprozess mit einer starken Mikroglia-Aktivierung und diffuser
axonaler Schadigung statt, der der Demyelinisierung folgt (Kutzelnigg, Lassmann, 2006).
AuBer diesen Schaden in der weien Substanz wird auch die graue Substanz beschédigt.

Um die immunologischen Mechanismen, die dieser komplexen Krankheit zu Grunde liegen
verstehen und erforschen zu kdnnen und um effektive therapeutische Ansatze zu entwickeln,
wird hdufig ein Tiermodell verwendet: die experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
(EAE).

1.1.2 EAE als Modell fir MS

EAE wurde zuerst in Primaten induziert (Rivers et al., 1933). Die Induktion beruht darauf,

dass ein Peptid des Myelins in gesunde Tiere injiziert wird und es somit zur Bildung von
Antikorpern gegen dieses Peptid kommt. Auf diese Weise wird eine Autoimmunantwort
gegen Myelin induziert. In EAE Modellen bilden sich L&sionen im ZNS, die denjenigen in
humaner MS stark ahneln. Inzwischen kann EAE in vielen verschiedenen Spezies induziert
werden: Meerschweinchen, Kaninchen, Mause, Ratten, Hamster, aber auch in Hunden,
Schafen, Ziegen und Affen (Baxter 2007). Jules Freund hat ein auf Mineral6l basiertes

Adjuvans erfunden, das es erlaubt EAE nur mit einer einzigen Injektion zu induzieren
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(Freund, Thomson, 1945; Kabat et al., 1951). In den 1950er Jahren setzte sich die
Verwendung von hitzeinaktivierten Mycobacteria tuberculosis in Meerschweinchen und
Ratten durch, die die Immunreaktion verstarken. Seitdem spricht man von kompletten
Freunds Adjuvans (CFA). Ich werde in Folgenden nur auf Ma&use eingehen, da die
Experimente dieser Arbeit ausschliellich an dieser Spezies durchgefihrt wurden. EAE in
Mausen wurde bereits 1949 beschrieben (Olitsky, Yager, 1949). In den 1950er Jahren wurden
aber noch berwiegend Ratten und Meerschweinchen als Versuchstiere verwendet, weil deren
Krankheitsverlauf starker und homogener war. Dies &nderte sich mit der Einfihrung des
Pertussis Toxins und mit der Zuchtung weiterer Mausstamme. Somit konnten dann auch in
Méusen starke und reproduzierbare EAE Verldufe erreicht werden. Abhé&ngig vom
Autoantigen, Mausstamm und der Art der Immunisierung koénnen verschiedene
Auspragungen der humanen MS gezeigt und somit analysiert werden.

So sind heute PLP induzierte EAE in SLJ Méausen, MBP induzierte EAE in PL/J Mdusen und
MOG induzierte EAE in C57/bl6 M&usen gangige Modelle. In dieser Arbeit wird die MOG
induzierte EAE in C57/bl6 M&usen verwendet.

Der C57/bl6 Mausstamm ist ein Inzuchtstamm, welcher 1921 von CC Little entwickelt wurde.
Dabei handelt es sich um einen schwarzen Mausstamm, der hdufig fur transgene und
knockout Mduse verwendet wird. Mit MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) kann

man durch aktive Immunisierung einen monophasischen EAE Krankheitsverlauf erreichen.

Fur die hier vorliegende Arbeit ist die aktive MOG Immunisierung relevant, sodass diese hier

naher beschrieben wird und im Anschluss die anderen Modelle erwéhnt werden.

1.1.3 Aktiv immunisierte MOG EAE
Die saltatorische Erregungsleitung in Axonen erhoht die Geschwindigkeit der

Erregungsausbreitung im Vergleich zum Durchmesser des Axons enorm. Dafir ist es notig,
dass sich eine vielschichtige Myelinschicht um das Axon herum befindet. Diese wird durch
die Fortsétze der Oligodendrozyten gebildet. Oligodendrozyten gehtren wie die Astrozyten
und die Mikroglia zu den Gliazellen des Gehirns. Die Fortsétze der Oligodendrozyten bilden
einen Membranstapel um die Axone herum und scheinen duferst vielféltige Aufgaben bei der
Versorgung und Kommunikation der Neurone zu haben. In dieser dichten Myelinscheide sind
bestimmte charakteristische Proteine lokalisiert: Myelin basic protein (MBP) und Proteolipid
Protein (PLP). AuBerdem werden verschiedene Glykoproteine wie myelin-associated

3
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glycoprotein (MAG) und myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) exprimiert. MOG ist
auf der extrazelludren Seite der Myelinscheide lokalisiert (Abb.2). Das MOG Protein besteht

aus 218 Aminosduren und ist ein Mitglied der Ig Superfamilie (Gardinier et al., 1992).

Oligodendrocyte N

extrazellular

2 | NN\ TrerereTene !
P\
Ny 4 > A N\ VY N %imruellulir
an)\\ Y o
il W Nl iT 1l 1]

RNA —BE38 ESH Axon I S
HE 0 an R PLP MBP MAG MOG CNPase

Myelin lamellage - v/

Microtubules
Cytoplasm

Q o e - RNA granules
4 o

Copyright © 2005 Nature Publishing Croup
Nature Reviews | Neuroscience

Abb.2: Lokalisierung des MOG Proteins: Neurone sind von einer Myelinscheide umgeben, die die saltatorische
Erregungsleitung ermdglicht. Diese wird von Oligodendrozyten gebildet. Die eng gewundene Membran hat eine
charakteristische Zusammensetztung aus Lipiden und Proteinen. Wichtige Bestandteile sind PLP, MBP, MAG
und MOG (modifiziert nach Sherman, Brophy 2005).

Zur Autoimmunisierung der Versuchstiere wird nicht das komplette Protein eingesetzt,
sondern nur ein Peptid. Im Allgemeinen werden die Aminosauren 35-55 verwendet. Wird
MOG zur Autoimmunisierung benutzt, fihrt das nicht nur zur enzephalogenen T-Zellantwort
sondern auch zur Demyelinisierung durch die Autoantikdrperantwort. Somit kdnnen viele
Aspekte des komplexen Krankheitsgeschehens von MS im Tiermodell reproduziert werden.
Allerdings kann nur ein monophasischer Krankheitsverlauf in C57/bl6 Mausen erreicht

werden.
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Der Nachweis der pathologischen Rolle von T-Lymphozyten in EAE wurde durch den
passiven Transfer von ZNS spezifischen T-Zellen von Ben-Nun et al., 1981 erbracht. Es ist
aber ein ganzes Netzwerk von Immunzellen aktiv, die die Expansion und Kontrolle der T-
Zellen regulieren. Das Antigen muss von Antigen-présentierenden Zellen (APC), die zu den
dendritischen Zellen gehdren, aufgenommen und den T-Zellen prasentiert werden (Abb.3A).
Naive T-Zellen werden somit aktiviert (Gold et al., 2006). Ebenfalls wird die Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen angeregt. T- und auch B-Zellklone werden in den peripheren
lymphatischen Organen durch das Myelin Antigen aktiviert. Dann tberqueren diese myelin-
spezifischen Immunzellen die BHS und kénnen expandieren. CD8"T-Zellen werden durch die
Prasentation auf MHC Klasse Il Molekiilen aktiviert, CD4" T-Zellen durch die Préasentation
auf MHC Klasse | Molekiilen. Im Mausmodell werden hauptsachlich CD4" Zellen aktiviert,
wohingegen sich in aktiven humanen MS Léasionen viele CD8" Zellen finden (Neumann et al.,
2002). Die eingewanderten T-Zellen rekrutieren Makrophagen und Monozyten in das ZNS.

Autoreaktive T-Zellen mussen der Selektion im Thymus entkommen, sowie der Kontrolle der
regulatorischen T-Zellen (Tyeg). AnschlieRend mussen die aktivierten autoreaktiven T-Zellen
uber die Bluthirnschranke wandern. Dafir regulieren sie Adhdasionsmolekiile hoch und binden
an Endothelzellen (Engelhard und Ransohoff, 2005). Fir die Transmigration werden Matrix
Metalloproteinasen bendtigt, die ebenfalls in EAE hochreguliert werden (Kieseier et al.,
1998). Anschlieliend startet die lokale Interaktion zwischen diesen T-Zellen und APCs im
ZNS (Flugel, 2001). Klinische Symptome zeigen sich nur, wenn diese Reaktivierung der T-
Zellen im ZNS ausreichend erfolgt. Nun entsteht der erste Schaden durch autoreaktive T-
Zellen am Myelin. Dies rekrutiert weitere Makrophagen und aktiviert das
Komplementsystem, was zur Schadigung der Oligodendrozyten fiihren kann (Abb.3B). Die
aktivierten Makrophagen wie auch die Mikroglia sekretieren schadliche Faktoren wie
Stickstoffmonoxid (NO), reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Redfort et al., 1997), MMPs
(Leppert et al., 2001) und Exotoxine (Smith et al., 2000). Diese Stoffe schadigen Axone
unabhéngig von der Demyelinisierung. Der kausale Zusammenhang von Demyelinisierung
und axonaler Schadigung ist bisher noch nicht vollstindig aufgeklart. Geschadigte
Myelinscheiden fuhren zu Schaden am Axon, andererseits kdnnen auch geschédigte Axone
zum Abbau der Myelinscheide fiihren. Um die Immunantwort zu regulieren und zu stoppen,
was im Fall der EAE M&use zur Erholung fiihrt, kommen yo T-Zellen (Ponomarev, Dittel,

2005) und konventionelle Tregs zum Einsatz.
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Destruction patterns in the MS plaque
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Abb.3: Immunantwort in EAE: Das Myelinpeptid wird von APCs présentiert, dies fihrt zur Aktivierung von
spezifischen T-Zellen. Diese wandern uber die BHS (engl. BBB). Im ZNS kommt es zur Reaktivierung und
Expansion von T-Zellen und zur Sekretion von Zytokinen sowie zur Aktivierung von Mikroglia (A). Die

Myelinscheide wird angegriffen. Es kommt zur Schadigung von Axonen und Oligodendrozyten (B) (aus Gold et
al., 2006).

Sowohl die Demyelinisierung als auch die Einwanderung von Immunzellen zeigt sich deutlich
in der Histologie vom ZNS bei Mdausen, in denen EAE induziert wurde (Abb.4).

Score 3

Score 0

Demyelinisierung Einwanderung von T Zellen (links)
und Makrophagen (rechts)
Abb.4: Histologische Befunde bei EAE Tieren: Verstarkte Einwanderung von Zellen, speziell von T-Zellen und

Makrophagen sowie Demyelinisierung kann bei Tieren mit klinischen Symptomen (hier Score 3) dargestellt
werden. Score 0 zeigt die Situation im nicht erkrankten Tier (aus Brustle et al., 2007).
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Klinische Symptome der Mause sind eine aufsteigende Paralyse, beginnend mit dem Verlust
des Schwanztonus, des Aufrichtungsreflexes und der Parese der hinteren Extremitaten. Die
klinischen Symptome werden standardisiert in ,,Scores* auf einer Skala von 0 bis 6 eingeteilt.
Die ersten klinischen Symptome treten meistens 8-10 Tage nach der Immunisierung auf. Der
Hohepunkt der Krankheit ist um Tag 20, anschlieRend kommt es zu einer meist vollstandigen
Erholung der Tiere.

1.1.4 Weitere EAE Modelle in M&usen
EAE kann mit weiteren Bestandteilen der Myelinscheide (MAG, PLP und MBP), aber auch
mit Antigenen, die spezifisch fur Astrozyten oder Neurone sind (GFAP, Transaldolase, Ma,

APP) ausgelost werden (Tabelle 1). Immunisierung mit PLP fiihrt zu einem schubférmig
remittierenden EAE Verlauf. Der Verlauf von EAE hangt nicht nur vom gewéhlten Antigen
und Protokoll ab, sondern auch ganz entscheidend vom Mausstamm. So zeigen MOG
immunisierte SLJ Mduse im Gegensatz zu C57/bl6 Mé&usen mit MOG einen schubférmig
remittierenden Krankheitsverlauf. Somit sollte man je nach Fragestellung dasjenige
Tiermodell wahlen, das am besten die spezifischen Aspekte des insgesamt komplexen MS
Krankheitsbild widerspiegelt.

Andererseits kann EAE passiv durch die Ubertragung von Myelin spezifischen T-Zellen
ausgeldst werden (Stromnes, Goverman, 2006). Diese werden aus einem aktiv immunisierten
Tier isoliert und in ein naives Tier Ubertragen. Im Allgemeinen handelt es sich dabei um
CD4" T-Helferzellen. Diese Methode eignet sich sehr gut, um die Reaktionen von T-Zellen in
Mé&usen mit verschiedenen genetischen Hintergriinden zu untersuchen. AuBerdem kann man
die T-Zellen in vitro manipulieren, bevor sie wieder in ein Tier eingefuhrt werden.

Es gibt keine Tiermodelle von spontaner MS in Wildtypmadusen. Allerdings sind inzwischen
einige transgene Mausstdmme verfugbar, die spontan EAE entwickeln, wie z.B. eine Maus,

welche das Gen fur MBP-spezifische T-Zellrezeptoren (TCR) tragt.
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Table I Commonly used rodent EAE models

Madel

Similarities to human disease

Differences from human disease

Further comments

Lewis rat
Active EAE
(CNS myelin, MBF, MOG, FLP)

Adoprive-transfer EAE
(MEP, S-100, MOG, GFAP)

Active EAE or AT-EAE +
co-transfer of anti-MOG
antibodies

Congenic Lewis, DA, BN strains
Active EAE (recombinant MCG
aa 1-125)

Murine EAE (S|L, C57BL/é, PL/,
Biozzi ABH) Active EAE
(MEP, MOG, PLP and peptides)

Murine EAE in transgenic mice or
krockout mice (mostly C57BL/6

T-cell inflammation and weak
antbody response

Marked T-cell inflammation.
Topography of lesions

T-cell inflammation and
demyelination

Relapsing-remitting disorders,
may completely mimic
histopathology of multiple
sclerosis and subtypes
Relapsing-remitting (S|L, Biozzi)
and chronic-progressive
(C57BL/6) disease courses with
demyelination and axonal damage

Specifically addresses role
of defined immune

Monophasic, lictle demyelination

Monophasic, lictle demyelination

Only transient demyelination

Mo spontaneous disease

Mo spontaneous disease

Most results obtained with
artificial permanent transgenic

Reliable model. commonly used
for therapy studies. With
guinea-pig MBP little
demyelination

Homogeneous course, rapid
onset Differential recruitment of
T cellsimacrophages depending
on autoantigen

Basic evidence for role of
antibodies in demyelination

Chronic disease course, affecdon
of the optic nerve, also axoral
damage similar to multple
sclerosis

Pertussis (toxin) required for
many strains, whilst it is often not
nzeded for S)L and some Biozzi
EAE models. Higher variahility of
disease incidence and course,
often cytotaxic demyelination

in C57BL/6. With rat MBP
inflammatory vasculits with
lictle demyelination

Extensive backcrossing

(=10 times) on C57BUS

background) molecules/neurotrophic or knockouts background required. Future
cytokines/ neuroanatomical work with conditional (cre/loxP)
tracts or inducible (eg. Tet-on) mutants

Tabellel: Ubersichtstabelle hiufig verwendeter EAE Modelle in Nagern: In den verschiedenen Tierstimmen
kénnen unterschiedliche Komponenten des komplexen MS Krankheitsgeschehen gezeigt und somit analysiert
werden (aus Gold et al., 2006).

1.2 T-Helferzellen und Interleukin 17

1.2.1 Thl7 Zellen
In EAE spielen CD4" T-Zellen eine wichtige Rolle. Lange Zeit wurde angenommen, dass die
Effektor T Zellen zwei Populationen bilden, die Thl und Th2 Zellen (Mosmann et al., 1986).

Sie wurden anhand ihres Zytokinprofils unterschieden: Thl Zellen produzieren TNFa und
IFNy, wohingegen Th2 Zellen IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren. Zur Thl Differenzierung
werden IL-12 und die Transkriptionsfaktoren STAT4, STAT1 und T-bet bendtigt. Fir die Th2
Differenzierung IL-4 und die Transkriptionsfaktoren STAT6 und GATA3 (Abb.5). Thl
Zellen fiihren zur zelluldren Immunreaktion um intrazellulére Pathogene auszuléschen,
wohingegen Th2 Zellen zur humoralen Immunreaktion fiihren und Parasiteninfektionen
kontrollieren. Lange Zeit wurde angenommen, dass autoreaktive CD4" T-Zellen, die
spezifisch fur das Myelin Antigen sind, zu Thl Zellen differenzieren und fir EAE und MS
verantwortlich sind, weil myelinspezifische T-Zellen in EAE IFNy produzieren. Da zur
Differenzierung von Thl Zellen IL-12 bendtigt wird, sollte es zu einer Hemmung von EAE
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kommen, wenn IL-12 blockiert wird. IL-12 ist ein Heterodimer, das aus einer p35 und einer
p40 Untereinheit besteht. p35 defiziente knockout Mause sind aber sensitiv fir EAE,
wohingegen p40 defiziente Mé&use resistent sind (Becher et al., 2002). Somit schied 1L-12 als
Trigger aus und es wurde nach Alternativen gesucht. 1L-23 ist ebenfalls ein Heterodimer. Es
enthélt ebenfalls eine p40 Untereinheit und besitzt zusétzlich eine p19 Untereinheit. 1L-23p19
Méuse sind resistent gegeniiber EAE (Cua et al., 2003). Somit wurde die Hypothese
aufgestellt, dass IL-23 eine essentielle Rolle bei EAE spielt.

Es konnte gezeigt werden, dass T-Zellen nach IL-23 Stimulation groe Mengen an IL-17A
und F ausschitten (Aggrawal et al., 2003) und dass diese T-Zellpopulation wichtig flr die
Pathogenese in EAE ist (Betelli et al., 2007). Zwei Gruppen (Harington et al., 2005, Park et
al., 2005) konnten zeigen, dass es sich bei diesen T-Helferzellen um eine eigene, von Th1 und
Th2 Zellen unterschiedliche Population handelt. Diese wurde Th17 genannt. Die Entwicklung
zu Th17 Zellen aus naiven T-Zellen wird durch IFNy und IL-4 gehemmt, wohingegen schon
gebildete Th17 Zellen nicht durch Thl oder Th2 Zytokine gehemmt werden. Unter
Bedingungen, die zur Th1l oder Th2 Polarisation fiihren, induziert IL-23 keine Thl oder Th2
Differenzierung. Zur Thl7 Differenzierung wird TGFB und IL-6 bendtigt, sowie der
Transkriptionsfaktor RORyt. Zur Aufrechterhaltung und Expansion der Zellpopulation ist IL-
23 essentiell (Abb.6). Die Th17 Zellen spielen in Autoimmunerkrankungen (Martinez et al.,
2008) wie rheumatische Arthritis (Pernis, 2009), Morbus Crohn (Monteleone et al., 2009) und
MS/EAE (Cua et al., 2003) eine Rolle. Obwohl ihre genaue Aufgabe bei der Abwehr von
Erregern noch unklar ist, nimmt man an, dass sie an der Abwehr bestimmter Bakterien und
Pilze beteiligt sind. Sie schutten IL-17A, IL-17F, IL-21, 1L-22, IL-6 und GM-CSF, sowie
Chemokine wie CCL20 aus (Dong, 2008).
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1.2.2 Interleukin 17

Interleukin 17 bildet eine Familie von proinflammatorischen Zytokinen IL-17A-F, wobei IL-

Naive
CD4+T Cells

17E nun in IL-25 umbenannt wurde und nicht mehr zur Familie z&hlt. Die Familie ist
charakterisiert durch einen pseudo-Cystin Knoten, der durch zwei p-Faltblatter gebildet wird,
welche durch Disulfidbricken verbunden sind (Abb.6). AuBerdem ist die C-terminale

Aminosduresequenz aller Mitglieder sehr &hnlich (Kolls, Linden, 2004).

" \“ Vs o ‘_ — ¢

oN®)

&S |

' Abb.6: Schematische Darstellung der
AR Struktur der Interleukin 17 Familie:
Zwei  p-Faltblatter  sind  durch
\:" “' ! - - .
\/ Dilsulfidoriicken ~ verbunden  (aus

TR lvanov, Linden, 2009).

IL-17A und IL-17F sind am besten charakterisiert und sind sich auch am &hnlichsten. Da in
der vorliegenden Arbeit IL-17A eine Rolle spielt, werde ich mich im Folgenden auf IL-17A
beschrénken.

IL17A ist ein homomerisches Glykoprotein, das aus 155 Aminosduren besteht und 35kDa
schwer ist (Kolls, Linden, 2004). Es wurde 1993 erstmals beschrieben (Rouvier et al., 1993).
IL-17A ist ein proinflammatorisches Zytokin, das die Produktion weiterer Zytokine und
Chemokine wie IL-8, monocyte chemoatractant protein 1(MCP-1) und Groa stimuliert.
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Infolgedessen werden Monozyten und Neutrophile rekrutiert. Auerdem stimuliert es die
Produktion von granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und granulocyte macrophage
colony stimulating factor (GM-CSF). Diese Faktoren stimulieren ihrerseits myeloide Zellen.
Stimulation von IL-6 und PGE2 verstarkt das entziindliche Umfeld. Die Induktion von ICAM
durch IL-17A fihrt zu weiteren T-Zellaktivierungen (Aggarwal, Gurney, 2002).

IL-17A wird hauptsachlich von den Thl7 Zellen produziert. Allerdings kann es auch von
CD8" Zellen, y5T Zellen, natirliche Killerzellen, Granulozyten und LTi Zellen (lymphoid
tissue inducer) gebildet werden (Ivanov, Linden, 2009).

1.2.3 IL-17A Rezeptor

Vergleichbar mit der IL-17 Familie, lassen sich auch ihre Rezeptoren in einer Familie

zusammenfassen. Sie setzt sich aus den Rezeptoren IL-17R A-E zusammen. IL-17RA und IL-
17RC bilden einen heterodimeren Komplex (Wright et al., 2008). IL-17A und IL-17F binden
an einen gemeinsamen Rezeptor IL-17RA. Dieser ist ein Typ | Transmembranprotein mit
einer 293 Aminosduren grofRen extrazelluliren Doméne, 21 Aminoséuren in der
Transmembrandoméne und einem 521 Aminosauren langen zytoplasmatischen Teil (Yao et
al., 1997). Der IL-17A Rezeptor wird fast ubiquitar in den meisten Zellarten exprimiert. Eine
besonders starke Expression zeigt sich in haematopoetischem Gewebe.

1.2.4 1L-17A Signalweg
Nachdem IL-17A an den Rezeptor gebunden hat, konnen zwei verschiedene intrazelluldre

Signalwege angeschaltet werden. Der erste beinhaltet das Adapterprotein Nuclear factor (NF)-
kB activator 1 (Act-1). Koimmunoprézipitationen haben gezeigt, dass Act-1 und IL-17RA
einen Komplex Uber die SEFIR Doméne des Rezeptors bilden (Chang, 2006). Daraufhin
werden TRAF6, TRAF3 und transforming growth factor activated kinase (TAK)1 aktiviert.
Diese wiederum aktivieren Transkriptionsfaktoren wie NF-«B und CCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP)-B und C/EBP-y (Linden, 2007) (Abb.7A). Aullerdem sind Mitglieder der
MAP (mitogen activated protein) Kinasen, wie c-Jun N-terminal kinase (JNK), extracellular
signal-regulated kinase (ERK) und p38 in die IL-17A vermittelten Zytokinausschittung
involviert (Kolls, Linden, 2004).

Der zweite beschriebene Signalweg ist Act-1 unabhdngig. An ihm ist die Janus Kinase
(JAK)1 und die Phosphatidylinositol 3 Kinase (PtdIins3K) beteiligt, gefolgt von einer
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Inaktivierung der Glykogen Synthase Kinase (GSK)3p und Genaktivierung (Huang et al,

2007) (Abb.7B).
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Abb.7: Intrazelluare Signalwege nach IL-17A Bindung: Sowohl Uber das Adapterprotein Actl und die
Transkriptionsfaktoren TRAF3 und TRAF6 (A), als auch Actl unabhéngig (B) tber die JAK1 Kinase kommt es

zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (aus Ivanov, Linden, 2009).

1.2.51L-17A in MS und EAE

Erhohte IL-17A mRNA und Protein Expression wurden im Blut und in mononuklearen Zellen

der Zerebrospinalflussigkeit von MS Patienten gefunden (Matusevicius et al., 1999).
Aullerdem konnten erhohte IL-17A mRNA Werte in chronischen (Lock et al., 2002) und
akuten (Tzartos et al., 2008) MS Lasionen gefunden werden. Dort wurde die IL-17A mRNA

nicht nur in CD4" und CD8" T-Zellen, sondern auch in Astrozyten und Oligodendrozyten

gefunden.
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Auch in Lymphozyten von Tieren mit EAE ist IL-17A erhoht (Zhang, 2003). Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass Th17 Zellen essentiell fiir die Induktion von EAE sind. IL-23"
knockout Mdause sind vollstdndig resistent (Langrish et al., 2005). AuBerdem sind die
klinischen Symptome in I1L-17"" Méusen stark reduziert (Komiyama et al., 2006). Mit I1L-177"
CD4" T-Zellen kann EAE nicht passiv induziert werden (Komiyama et al., 2006). Wenn EAE
Mé&use mit neutralisierendem anti-IL-17 AntikOrper behandelt werden, sind sie teilweise
geschitzt (Langrish et al., 2005, Uyttenhove, Snick 2006). Andererseits wurde aber auch
gezeigt, dass die Uberexpression von IL-17A in T-Zellen nicht zu einem starkeren EAE
Krankheitsverlauf fihrt (Haak et al., 2009). AuRBerdem konnte dieselbe Gruppe zeigen, dass
IL-17F"" Mause, auch wenn zusatzlich noch IL-17A neutralisierende Antikorper verabreicht
werden, nicht resistent gegenliber EAE sind. So hat die Blockade von IL-23 vielleicht noch
andere Auswirkungen, aufler der fehlenden Sekretion von IL-17A, die essentiell fir die
Entwicklung von EAE sind. Auch sekretieren Th17 Zellen auBer IL-17A und F weitere
Zytokine wie IL-6, 1L-22 und GM-CSF (Weaver et al., 2007). Diese konnten den Effekt

kompensieren, wenn IL-17A und F nicht vorhanden sind.

1.3 Blut-Hirnschranke (BHS)

1.3.1 Verlust der Bluthirnschrankenintegritédt bei Multipler Sklerose

T-Zellen wandern, wie bereits erwahnt, nach EAE Induktion und wahrend der MS
Pathogenese in das ZNS ein. Dafur missen sie die Blut-Hirnschranke (BHS) durchqueren.
Der Verlust der BHS-Integritét ist ein friher und wichtiger Schritt in der Pathogenese von MS
und EAE, der seit den friihen 1960er Jahren bekannt ist (Broman 1964). Mit Hilfe der MRI
(magnetic resonance imaging) Technik konnte gezeigt werden, dass der BHS
Zusammenbruch den klinischen Symptomen voraus geht (Kermode et al., 1990). Auch im
Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass die Integritat der BHS stark beeintrachtigt ist
(Fabis et al., 2007).

1.3.2 Aufbau der BHS
Die BHS wird durch spezialisierte Endothelzellen des ZNS gebildet. Im Gegensatz zu den

fenestrierten Endothelzellen der Peripherie, sind die Endothelzellen im ZNS durch sogenannte

tight und adherence junctions dicht miteinander verbunden (Abb.8). Sie werden umgeben von
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den Endfiilichen der Astrozyten und von Perizyten. Aullerdem befinden sich Mikroglia und
Neurone in der perivaskuldren Einheit. Die BHS verhindert den freien Austausch von
Substanzen des Blutes mit denen innerhalb des ZNS.

A\ —
/ \\~ Endothelial 3 =—Pericyte
~ 1™ cell \’\-’ .'ﬁ

M\ i }
M\ = ll :
A /%/ 4 /
\\:::\“'---. " Aslrol;}'te--:"‘_ =

Tight junction

Blood vessel outside the CNS Blood vessel in brain

Abb.8: Schematische Darstellung von gefaRbildenden Endothelzellen in der Peripherie (links) und im ZNS
(rechts): In der Peripherie sind die Endothelzellen fenestriert, was zu einem freien Austausch von Stoffen
zwischen Blut und Gewebe filhrt. Im ZNS sind die Endothelzellen durch tight junctions verbunden. Der
Austausch von Stoffen erfolgt Gber Transporter. Die Endothelzellen sind dicht von Perizyten und

AstrozytenendfiiBchen umgeben (aus Palmer, 2010).

1.3.3 Endothelzellen im zentralen Nervensystem

Wie erwéhnt unterscheiden sich Endothelzellen im ZNS von denen in der Peripherie. Sie
haben keine Fenestrierung, nur minimale Pinozytoseaktivitdt und sie besitzen tight junctions
(Hawkins, Davis, 2005). Aufierdem besitzen sie mehr Mitochondrien, da sie flr die
Transportvorgange viel Energie bendtigen. Da kein freier Transport stattfindet, sind viele
Transporter in den Endothelzellen lokalisiert um die Homeostase im ZNS Kkonstant zu
erhalten.

Tight junctions (TJ) stellen dichte Barrieren zwischen den Endothelzellen dar. Sie begrenzen
den parazelluléren Transport von hydrophilen Molekdlen tber die BHS. Zusammen mit den
adherens junctions bilden sie einen festen Gurtel zwischen den Endothelzellen und trennen
die luminale Seite von der abluminalen Seite. Nur Molekdle kleiner als 180Da kdnnen noch
parazellular transportiert werden (Mitic, Anderson, 1998). Die wichtigsten TJ Molekiile sind
Claudine, Occludin und JAM (junction adhesion molecules). Die zytoplasmatischen Regionen
dieser Proteine sind an intrazelludre Gerustproteine gekoppelt, die wiederum an das Aktin

Zytoskelett gebunden sind (Abb.9). Kommt es zu einer Delokalisation der TJ Molekiile weg
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von der Plasmamembran oder zu einer Herabsetzung ihres Expressionslevels, fihrt das zu

einem Verlust der Schrankenintegritét.
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Abb.9: Tight junction: Endothelzellen werden durch verschiedenen Molekiile, die zusammen die tight junctions
bilden, eng verbunden. Wichtige Molekiile sind Occludin, die Claudine und JAM, die (iber Adapterproteine wie
ZO an das Cytoskelett gebunden sind. Einen weiteren dichten Verbindungsglrtel bilden die Cadherine der

adherens junctions (aus Sandoval, Witt, 2008).

Occludin ist ein Molekil, das die Membran viermal durchspannt und in hohen
Konzentrationen in TJs vorkommt. Es bildet Homomere und ist ein Kkritsches
Regulatorprotein, das auf akute Anderungen in der vaskuliren Dynamik, wie z.B. bei
Entzindungen, reagiert. Der C-Terminus bindet an ZO (zonula occludens) Proteine, die
ihrerseits an das Aktin-Cytoskelett gebunden sind.

Claudine bilden eine sehr grof3e Familie. Sie interagieren durch zwei extrazelludren Schleifen
mit den Claudinen benachbarter Endothelzellen. Auch sie binden intrazellular an ZO-
Proteine.

JAMs haben nur eine Transmembrandomane. Sie binden tber Disuldidbricken ihrer Ig
ahnlichen Doméne aneinander. Intrazelluldr sind sie an ZO Proteine, PAR3 und MUPP1
gebunden (Ebnet et al., 2003).
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Zytoplasmatische Proteine, die am Aufbau und der Regulation der TJs beteiligt sind,
beinhalten ZO Proteine, Cingulin, 7H6 und AF-6 (Hawkins, Davis, 2005). Die wichtigsten
sind die ZO Proteine, die drei PDZ Domanen, eine SH3 und eine Guanylyl-Kinase-artige
Doméne enthalten. Diese sind fur die Proteinbindung verantwortlich um die Molekile an der
Plasmamembran zu halten. Der C-Terminus ist fir die Bindung an das Aktin Cytoskelett
verantwortlich.

Aktinfasern sind essentiell fir die Stabilisierung der TJs an der BHS (Lai et al., 2005). Sie
halten die Infrastruktur aufrecht, die nétig ist um die Morphologie und Funktion der Zellen zu
erhalten. Im Zusammenhang mit entztindungsfordernden Stoffen, oxidativem Stress und
Neutrophilen wurden Verénderungen in der Verteilung von Aktin und Polymerisation zu
Stressfasern gezeigt. Die fuhrt zu einer erhohten Permeabilitat der BHS (Hixenbaugh 1997,
Lum, Roebuck 2001).

Adherens junctions bilden einen Gurtel direkt unterhalb der TJs wodurch sie diese
stabilisieren. Sie werden durch homophile Interaktionen zwischen Cadherinen gebildet
(Sandoval, Witt, 2008).

1.3.4 Perizyten
Perizyten bedecken einen groRen Teil der abluminalen Seite der Endothelzellen und tragen so

zu deren Stabilitat bei. Sie regulieren die Permeabilitat und den Aufbau der Endothelzellen,
tragen zu deren Versorgung bei und kommunizieren mit verschiedenen Endothelzellen. Durch

ihre kontraktilen Fahigkeiten regulieren sie den Blutfluss (Nakagawa et al., 2009).

1.3.5 Astrozyten
Wie erwéhnt bedecken die EndfuRchen der Astrozyten grofie Gebiete der Endothelzellen.

Astrozyten gehoren zu den Gliazellen. Es wurde gezeigt, dass Astrozyten fur die Bildung und
Aufrechterhaltung der BHS notig sind (Abbott et al., 2006). AuRerdem sind sie an der
Regulation des lokalen Blutflusses beteiligt (Koehler et al., 2006). Sie sezernieren Faktoren
wie TGFp, FGF, glial-derived neurotrophic factor und Angiopoetin-1, die die TJ Bildung und
den BHS Phanotyp der Endothelzellen unterstutzen.
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1.3.6 Das ZNS als immunpriviligierter Raum und der Eintritt von

Lymphozyten

Es hat sich gezeigt, dass das ZNS Parenchym ein immunpriviligierter Raum ist. Wird fremdes
Gewebe in das ZNS transplaniert, wird es nicht abgestol3en (Backes et al., 1990). Sowohl das
adaptive als auch das angeborene Immunsystem sind im ZNS nur sehr begrenzt vorhanden.
Anderseits ist die BHS unter physiologischen Bedingungen fur Pathogene, fur Proteine der
unspezifischen humoralen Immunantwort und fur Antikérper undurchldssig (Risau et al.,
1990).

Bei MS und EAE bekommen aber Immunzellen der Peripherie Zugang zum ZNS Parenchym.
Interaktion der zirkulierenden immunokompetenten Zellen mit den Endothelzellen der BHS
ist ein Kkritischer Schritt in der Pathogenese. Dies wird durch ein mehrstufiges Verfahren, in
das verschiedene Signal- und Adhé&sionsmolekule involviert sind, realisiert (Abb.10). Zuerst
kommt es zu einem transienten Kontakt zwischen Immunzelle und Endothelzelle, der durch
Selektine und Integrine vermittelt wird. Der zweite Schritt ist das sog. ,,Rolling“. Die
Leukozyten rollen an der Endothelzellwand entlang und verringern dabei ihre
Geschwindigkeit. Dadurch kann der Leukozyt an Chemokine binden, die an der
Endothelzelloberflache prasentiert werden. Dies fiihrt zu einem G-Protein vermittelten Signal
in den Leukozyten, mehr Integrine an die Oberflache zu verlagern und somit deren Aviditat
zu erhohen. Diese Bindung ist dann stark genug, um dem Leukozyten die Mdglichlichkeit zu
geben zu der Endothelzelle zu kriechen (,,Crawling®). Es kommt zur Bindung uber
endotheliale Liganden der Ig Superfamilie und schlieBlich zur Diapedese der Leukozyten
(Engelhardt, 2008).

(i) {ii) {iii) (iv) Abb.10: Mehrstufiger Prozess der
Rolling Activation Adhesion Transmigration . A
: strengthening 5 Adhésion eines Leukozyten an

eine Endothelzelle: ,,Rolling* um

\ die Geschwindigkeit zu
vermindern, dann  vermehrte

<D

Expression von

Adhasionsmolekiilen an  der
Perivascular cal

Oberflache, die eine starke

Inflamed superficial brain vessels Eﬂm;@iw« Adhasion ermdglichen.
"‘«:%:f:: ' rmn?@'bit!“ﬂ' AnschlieBend  kommt es  zur
. Lselectim Transmigration (aus Engelhardt,

Ransohoff 2005).

17



Einleitung

Es ist nicht vollstandig geklart, ob die Leukozyten die Endothelzellen durchqueren oder ob sie
parazellular die BHS durchbrechen (Abb.11) oder ob beide Wege vorkommen (Engelhardt,
Wolburg, 2004).

Abb.11: Transmigration eines Leukozyst durch die BHS:

'/T Es ist ungeklart, ob die Transmigration parazellular (A)

/.
I oder durch die Endothelzellen (B) erfolgt (aus
—— L
/ Engelhardt, Wolburg, 2004).

.\\‘—J/f,-’

Es wurde gezeigt, dass Th17 Zellen iber die BHS wandern und dass durch IL-17A und IL-22
die BHS Permeabilitat erhoht wird, indem TJ zerstort werden (Kebir et al., 2007).

Um den Eintritt der Leukozyten zu erleichtern, sezernieren Leukozyen MMPs. Die
Basallamina der Endothelzellen wird angegriffen, was zur proteolytischen Zersetzung der
BHS fuhrt (Yurchenco, Schittny, 1990). Es wurde gezeigt, dass Ratten mit EAE eine erhohte
MRNA Expression von MMP3, 7 und 9 haben (Clements et al., 1997, Dasilva, Yong, 2008).
Andererseits konnten die klinischen Symptome von EAE durch die Gabe von MMP
Inhibitoren abgemildert werden (Liedtke et al., 1998). Auch in MS Patienten wurden erhdhte
Werte der MMPs im CSF gefunden (Leppert et al., 1998).

1.3.7 Matrixmetalloproteinasen

MMPs sind eine Untergruppe von Metzincin Proteasen (Parks et al., 2004). Es existieren 25
Mitglieder der MMP Familie. Dies sind extrazellulare Enzyme, die Proteine der
extrazellularen Matrix, wie Laminin, Kollagen, Elastin, aber auch Ektodomé&nen von
Membranproteinen spalten konnen. So lassen sie sich nochmals in 4 Gruppen unterteilen:
e Kollagenasen (MMP1= intestinale Kollagenase, MMP8= neutrophile Kollagenase)
e Stromelysine, welche die meisten ECM Molekule angreifen (MMP3, MMP10
MMP7= Matrylisin)
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e Gelatinasen, die ebenfalls viele Komponenten der Basallamina wie Fibronektin,
Laminin und Heparinsulfat (MMP2 , MMP9) angreifen.
e Aulerdem sind Membran-Typ Metalloproteinasen bekannt (MT-MMPs).
MMPs werden als Pro-Enzyme sekretiert und mittels Spaltung durch Plasminogenaktivatoren,
Trypsin, andere MMPs oder Oxidation aktiviert.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass MMPs auch an der Zerstorung der Myelinscheide beteiligt
sind (Gibjels et al., 1993). In diesem Fall werden MMPs meist von Mikroglia und Astrozyten

sezerniert.

1.3.8 Einfluss des kontraktilen Apparats auf die BHS-Inteqritat

Wie oben beschrieben wurde, ist das Zytoskelett wesentlich an der Aufrechterhaltung der
BHS-Integritat beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des kontraktilen
endothelialen Apparates zur Offnung der BHS fiihrt (Haorah et al., 2005, Kuhlmann et al.,
2007). Die TJ werden durch die Disorganisation und Kontraktion des Zytoskeletts zerstort. In
den Endothelzellen befinden sich kontraktile Elemente wie Aktin und Myosin, sowie andere
regulatorische Proteine (Schnittler et al., 1990). Die Phosphorylierung der regulatorischen
leichten Kette des Myosins (MLC, LCy) fuhrt zur Aktivierung der kontraktilen Elemente
(Abb.12). Der Phosporylierungsstatus wird durch die MLC-Kinase (Taylor, Stull, 1988) bzw.
Phosphatase (Hartshorne et al., 2004) reguliert. Die MLC-Kinase ist eine Serin/Threonin
Proteinkinase. lhre Aktivitat ist Ca®*-Calmodulin gesteuert, also vom intrazellularen
Kalziumsignal abhangig und wird durch eine hohe intrazelluldre Kalziumkonzentration
aktiviert. Die aktive MLCK phosphoryliert MLC am Serin 19, was dazu fuhrt, dass die Aktin-
Myosin ATPase aktiviert wird und das y-Phosphat von ATP auf Myosin ubertragen wird. Die
freigewordene Energie wird in mechanische Energie umgewandelt und es kommt zur
Kontraktion. Zur Relaxation kommt es durch die Dephosphorylierung der MLC (lhara,
MacDonald, 2007).
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Es existiert ein pharmakologischer Inhibitor der MLCK, das ML-7 (1-(5-lodonaphthalene-1-
sulfonyl)-1H-hexahydro-1,4-diazepine 'HCI) (Abb.13). Dieses wurde in verschiedenen
Studien eingesetzt, um die Offnung der BHS in Zellkulturmodellen wie auch in vivo zu
verhindern (Kuhlmann et al., 2007, Haorah et al., 2005).

NH

5
o~ N

AN

Abb.13: Strukturformel des MLCK Inhibitors ML-7

(aus biomol Datenblatt).

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

1.4.1 Beteiligung der reaktiven Sauerstoffspezies an MS und EAE

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind an einigen Mechanismen beteiligt, die der
Pathogenese der Multiplen Sklerose zugrunde liegen. ROS wird bei der Interaktion von
Immunzellen mit den Endothelzellen produziert. Dies fuhrt zur Zerstorung der TJs, auRerdem
zur Umordnung des Zytoskeletts und somit zum Integritatsverlust der BHS, woraufhin
Leukozyten in das ZNS einwandern konnen. Anderseits produzieren eingewanderte

Lymphozyten grolRe Mengen an ROS was zur Phagozytose von Myelin durch Makrophagen
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fuhrt, zur Schadigung von Oligodendrozyten und zu neuronalem und axonalem Schaden. In
akuten und chronischen MS Lé&sionen werden antioxidative Enzyme produziert, die als
endogene Verteidigung gegen oxidativen Schaden dienen (van Horssen et al., 2008,
Schreibelt et al., 2008). AuBerdem wurde gezeigt, dass die Gabe von antioxidativen Stoffen
im EAE Modell zu einem vermindertem Krankheitsverlauf und zur Reduktion wvon
eingewanderten Immunzellen tUber die BHS fuhrt (Schreibelt et al., 2006, Miyake et al.,
2006).

1.4.2 Entstehung von ROS

Unter ROS versteht man radikale und nicht-radikale Sauerstoffverbindungen mit einer hohen

Reaktionsbereitschaft, wie das Superoxidanion, Wasserstoffperoxid, das Hydroxylradikal, und
das Peroxylradikal, aber auch Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxinitrit (Paulsen, Carroll,
2009). ROS entsteht unter physiologischen Bedingungen in relativ kleinen Mengen und kann
vom Organismus neutralisiert werden. Diverse Stoffwechselenzyme wie die
Cyclooxygenasen, Lipoxygenase, Himoxigenase, Aldehydoxidase und die Galactoseoxidase,
aber vor allem die Enzyme der Atmungskette in den Mitochondrien bilden ROS. Ebenso wird
in den Peroxisomen viel ROS produziert. ROS werden vor allem im Herzen, in der Niere und
in Endothelien gebildet und fungieren als intrazelluldre Signalmolekiile. AulRerdem werden
sie in grolem Malke von Entziindungszellen, wie neutrophile Granulozyten und
Makrophagen, gebildet um Karnkheitserreger zu eliminieren (respiratorischer Burst)
(Robinson, 2009). Sie regulieren die Genexpression, den Zellzyklus, Zelluberleben,
Wachstum und Alterung, Migration sowie Sekretion diverser Molekile. ROS oxidiert
Cystein-Reste an bestimmten Zielproteinen und kann so z.B. Ca*- und K'-Kanale,
redoxsensitive Kinasen, wie die Src und Akt Kinase, ebenso Transkriptionsfaktoren wie
NF«xB und p53, AP-1 und Phosphatasen wie PTP und MAPK-Phosphatase, aktivieren (Emerit
et al., 2004).

Der Organismus hélt Mechanismen bereit, durch die er ROS ,,unsché&dlich“ machen kann
(Emerite et al., 2004). Hierflr stehen einige antioxidative Systeme zur Verfligung, wie die
Glutathion Peroxidase, das Thioredoxin, die Superoxid Dismutase und die Katalase (Jones,
2008). Superoxid Dismutase wandelt Superoxid in H,O, um, wohingegen Katalase H,O, in
H20 und O; spaltet.

Unter pathophysiologischen Bedingungen entstehen hingegen grofe Mengen an ROS, vor
allem durch die NAD(P)H- und Xanthinoxidase, da die Redoxhomeostase aus dem
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Gleichgewicht geraten ist (Forstermann, 2008). ROS aktiviert z.B. proinflammatorische und
mitogene Signalwege. Sie fiihren zur Oxidation von zellrelvanten Molekilen wie Proteinen,
Lipiden und DNA.

1.4.3 ROS im ZNS

Das Gehirn verbraucht sehr grofle Mengen an Sauerstoff v.a. fir die ATP-Synthese in

Mitochondrien, sodass es leicht zur ROS Produktion kommen kann (Emerit et al., 2004).
Andererseits ist das ZNS besonders anféllig flr Schéden, die durch ROS entstehen. Durch
seinen hohen Lipidanteil besitzt es viele Strukturen die anfallig flr die Schadigungen reaktive
Molekdle sind. AuRerdem besitzt es weniger Antioxidationsmechanismen. Neben dem oben
aufgezeigten Mechanismus von ROS in der Pathogenese in MS und der Beteiligung beim
Zusammenbruch der BHS spielen ROS in verschiedenen Erkrankungen des ZNS eine Rolle.
So wurde z.B. bei Schlaganfall ein Zusammenhang zwischen ROS Produktion und
Infarktgrofie gezeigt. Auch bei Parkinson gibt es viele Hinweise fir die Beteiligung von ROS
(Chinta, Andersen, 2008). In Alzheimer Erkrankungen wurde gezeigt, dass Mikroglia ROS
produzieren und somit Neurone schadigen und proinflammatorische Signalwege anstoR3en
(Block, 2008).

Die zwei groRten Produzenten von ROS, unter pathologischen Konditionen, sind beschéadigte
Mitochondrien und aktivierte Mikroglia.

1.5 Mikroglia

1.5.1 Beschreibung von Mikroglia

Mikroglia gehoren, wie der Name schon sagt, zu den Gliazellen. Astrozyten und
Oligodendrozyten bilden die Makroglia. Mikroglia bilden die stationdren Leukozyten im
ZNS, die die unspezifische Immunantwort regulieren und auch an der spezifischen beteiligt
sind. Sie wurden erstmals von Rio-Hortega 1932 beschrieben (Rio-Hortega, 1932). Im
gesunden adulten ZNS werden ruhende (,,resting*) Mikroglia gefunden. Sie sind durch einen
kleinen Zellkdrper mit langen ramifizierten Fortsdtzen morphologisch charakterisiert und
exprimieren auf ihrer Zelloberflache nur wenige Antigene. Es konnte gezeigt werden, dass
Mikrogliazellen in ihrer Umgebung ,,patroullieren und mit ihren Fortsdtzen die neuronale
Mikroumgebung abtasten (Davalos et al., 2005; Fetler, Amigorena, 2005). ZNS Verletzungen,

Ischdmie und Entziindungsmarker aktivieren sehr schnell Mikroglia. Als Signalmolekile
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dienen vielféltige Stoffe aus dem Blut, die auf Verletzungen der Gefalle hindeuten (Mdller et
al., 2006). Auch nach dem Zusammenbruch der BHS gelangen sehr viele Serumfaktoren ins
ZNS Parenchym. So dienen z.B. Sphingosin-1-Phosphat (Tham et al., 2003), Immunglobuline
(Stangel, Compston, 2001), die Komplementfaktoren (Mdller et al., 1997) und Thrombin
(Weinstein et al., 2005) als Signalstoffe. Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren kommt es zu
Zellantworten, die von Proliferation und Migration Uber Ca?*-Signale bishin zu
Zytokinfreisetzung reichen. Mikroorganismen fiihren ebenfalls zu einer Aktivierung von
Mikroglia. So dient Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der Zellwand von
Mikroorganismen als starker Signalstoff. Mikroglia schitten inflammatorische Molekiile wie
Zytokine oder NO aus (Hanish, 2002). Wenn es zum Tod von Zellen im ZNS kommt, werden
Mikroglia weiter aktiviert und werden phagozytotisch aktiv (Streit, 2002). Diese aktivierten
Mikroglia schitten viele verschiedene Faktoren aus, die ihrerseits Astrozyten aktivieren.
Dadurch wird die Entzindungsreaktion amplifiziert, mehr Mikroglia an den Ort der
Verletzung gelockt und Immunzellen aus dem Blutstrom zur Infiltration in das ZNS
veranlasst. Andererseits sind Mikroglia auch in der Herabregulierung der Immunantwort

beteiligt.

1.5.2 Biologische Antworten aktivierter Mikroglia

Eine der ersten Antworten auf einen Stimulus ist, dass Mikroglia zum Ort der Verletzung oder
Entzindung wandern. Viele Chemokine (Cartier et al., 2005), extrazellulares ATP oder ADP
(Honda et al., 2001) und trophische Faktoren wie VEGF (Forstreuter et al., 2002), sowie
Anderungen in der extrazellularen Matrix dienen als migrationsférdernde Faktoren (Abb.14).
Aullerdem kommt es zur Proliferation der Mikroglia. Zytokine wie IL-1f, IL-4, IFNy und
GM-CSF (Kim, de Vellis, 2005; Suh et al., 2005), aber auch neurotrophische Faktoren wie
BDNF und NT-3 (Elkabes et al., 1996) stimulieren die Proliferation. Zur Abwehr von
Pathogenen bilden Mikroglia NO und ROS um deren DNA zu schadigen. Allerdings fiihrt das
vor allem bei nicht-infektidsen Verletzungen zu dem toxischen Nebeneffekt, dass neuronales
Gewebe geschédigt wird (Garden, Mdéller, 2006).

Mikroglia sind die Phagozyten des ZNS. Sie nehmen Mikroorganismen und fremdes Material
auf und prasentieren die Antigene T-Zellen, womit die adaptive Immunantwort gestartet wird.
So dienen Mikroglia als APC (antigen presenting cells) des ZNS. Auch apoptotische Zellen
und Zelltrimmer werden von Mikroglia entfernt (Stoling, Grune, 2004).

23



Einleitung

Eine der wichtigsten Funktionen von Mikroglia ist das Aussenden von Signalen an andere
Zellen um die inflammatorische Reaktion zu regulieren. Zytokine, wie Interleukine, IFNy,
TNFa, TGFB (Kim, de Vellis, 2005), Chemokine wie MIP-1a, MCP-1 und RANTES (Hanish,
2002) trophische Faktoren wie NGF und BDNF (Honda et al., 1999), als auch kleine Lipide
wie Arachidonsédure und Prostaglandine (Minghetti, Levi, 1998) werden ausgeschiittet.
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Abb.14: Aktivierung von Mikroglia: ruhende Mikroglia werden durch verschiedene Serumfaktoren, Zytokine
und Chemokine aktiviert. Aktivierte Mikroglia schutten inflammatorische Stoffe aus, aktivieren Astrozyten,
phagozytieren und prasentieren schadliche Stoffe, migrieren und sekretieren proinflammatorische Substanzen
(aus Garden, Mdller, 2006).

1.5.3 BV-2 Zellen
Fir einen Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine Mikroglia-Zelllinie verwendet. Es handelt

sich um die murine, immortalisierte Linie BV-2. Sie wurde 1990 von Blasi et al. generiert,
indem primére Mikrogliazellen in Kultur mit dem v-raf/v-myc Oncogen tragenden Retrovirus
infiziert wurden. BV-2 Zellen sind semi-adhdrent wachsende Zellen, bei denen
morphologisch, phanotypisch und funktional die Eigenschaften von primédren Mikroglia in
Kultur erhalten bleiben. Im Allgemeinen eignen sie sich als Modell fur aktivierte Mikroglia
(Bocchini et al., 1992). Man kann meist zwei Unterpopulationen unterscheiden: adhdrente
flache Zellen mit unterschiedlicher Zellform und kleine, runde Zellen, die nur sehr locker
adherieren (Abb.15). Diese entsprechen aktivierten Mikroglia, wohingegen die fest adhérente
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Population den inaktiven Mikroglia entspricht. Diese Unterschiede lassen sich leicht Giber den
Serumgehalt des Mediums steuern; das im Medium enthaltene FCS fihrt zur
Mikrogliaaktivierung (Laurenzi et al., 2002).

Serum frei 5% Serum

Abb.15: Kultur von BV-2 Zellen: ruhende ramifizierte Mikroglia in serumfreiem Medium (links) und aktivierte
kugelférmige Mikroglia in Medium mit 5% Serum (aus Laurenzi et al., 2002).

1.5.4 Mikroglia in EAE und MS
Auch in EAE und MS werden Mikroglia aktiviert. Es wurde gezeigt, dass MHC Kilasse | und

Il auf Mikroglia exprimiert wurden (Konno et al., 1989, B0 et al., 1994) und sie somit als
APCs dienen und spezifische CD4" und CD8" T-Zellen generieren. In friihen Stadien sind
Mikroglia die Zellpopulation, die hauptséchlich an der Demyelinisierung beteiligt ist, vor
allem durch die Ausschiuttung von TNFa (Zajicek et al., 1992). Makrophagen aus dem Blut
wandern erst spater ein (Li et al., 1996). Auch am Zusammenbruch der BHS sind Mikroglia
durch die Ausschuttung von MMPs beteiligt (Benveniste, 1996). Wie bereits erwahnt, bilden
Mikroglia groRe Mengen an ROS in MS und EAE und schitten zahlreiche Zytokine und
andere proinflammatorische Stoffe aus.

1.5.51L-17A und Mikroglia
IL-17A spielt eine bedeutende Rolle bei EAE und MS. Somit liegt es nahe den
Zusammenhang zwischen IL-17A und Mikroglia herzustellen. Dies ist Teil der hier

vorgestellten Arbeit. Es wurde schon gezeigt dass, Mikroglia den IL-17RA Rezeptor
exprimieren (Kawanokuchi et al., 2008). Aufllerdem zeigten Kawanokuchi auch, dass durch
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IL-17A die Expression anderer Zytokine in Mikroglia angeregt werden. Andererseits kbnnen
auch Mikroglia durch Stimulation mit Zytokinen dazu gebracht werden IL-17A auszuschitten
(Kawanokuchi et al., 2008).

1.5.6 Beteiligung von Ca®* an der Mikrogliaaktivierung

Wie oben schon erwihnt, sind auch Ca?*-Signale in die Aktivierungskaskade von Mikroglia
involviert. So regulieren intrazellulare Ca®*-Signalwege viele verschiedene Zellfunktionen
wie Proliferation, Gentranskription, Ausschiittung von NO und Zytokinen (Mizoguchi et al.,
2009), Migration und den Grad der Verzweigung (Farber, Kettenmann, 2006).

Ca®* kann Uber viele verschiedene Wege und Rezeptoren in die Zelle gelangen und in sehr
viele verschiedene Signaltransduktionswege fuhren. Die wichtigsten Kanéle sind der NMDA-
Rezeptor (N-methyl-D-aspartic acid receptor), der AMPA-Rezeptor (a-amino-3-hydroxy-
5methyl-4isoxazoleproprionic acid receptor), spannungsabhangige Ca’*-Kanile und TRP-
Kanéle. Allerdings sind nicht alle Kandle in jedem Zelltyp und in jeder Entwicklungsstufe des
Gehirns zu finden. Spannungsabhangige Kanéle werden im Allgemeinen nur in erregbaren
Zellen exprimiert. AuBer einem Kalziumeinstrom von auflen, kommt es (meist zuerst) zu
einer Ausschiittung des Ca®* aus intrazellularen Speichern, vor allem dem endoplasmatischen
Retikulum.

In der hier vorliegenden Arbeit beschaftigte ich mich nur mit dem NMDA-Rezeptor, dessen
Ligand Glutamat ist. Nach Glutamtbindung strémen Kalziumionen in die Zelle ein. Deshalb
wird im Folgenden n&her auf den NMDA Rezeptor eingegangen.

1.5.7 Glutamat-Rezeptortypen und deren Vorkommen

Glutamat ist der haufigste exzitatorischer Neurotransmitter im ZNS. Fir Glutamat gibt es
mehrere Arten von Rezeptoren: ionotrophische (iGlu) und metabotrophe (MmGlu). Die
metabotrophen Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Die iGlu Rezeptoren
lassen sich weiter unterteilen in AMPA-Rezeptoren, Kainatrezeptoren und NMDA-
Rezeptoren, die lonenkandle bilden.

Der NMDA-Rezeptor ist ein spannungs- und ligandengesteuerter lonenkanal, durch den
hauptséchlich Ca**-lonen in die Zelle transportiert werden. NMDA-Rezeptoren sind aus drei
Familien von Untereinheiten zusammengebaut: NR1, NR2 und NR3, wobei NR2 nochmals in
vier Untergruppen eingeteilt werden kann (NR2 A-D) und NR3 in zwei Varianten vorkommt
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(NR3A und B) (Abbl6A). Die Untereinheitenzusammensetzung ist fur die verschiedenen
Kinetiken der Rezeptoren verantwortlich. Es bilden sich tetramere Einheiten mit
verschiedenen Kombinationen der NR1 und NR2 Splicevarianten. Alle funktionsféahigen
NMDA-Rezeptoren beinhalten mindestens eine NR1 Untereinheit, da NR1 fur die
Rezeptoraktivitdt benotigt wird (Hollmann, Heinemann, 1994) (Abb.16B). Die NR3
Untereinheit wird vor allem wéhrend der Gehirnentwicklung exprimiert (Wong et al., 2002).
Aulier der Bindungsstelle fur Glutamat hat der NMDA-Rezeptor noch eine Bindungsstelle flr
Glycin. Dieses kann die Wirkung von Glutamat noch verstarken (Forth et al., 1998).

A B

NR1 NR1-1a; NR1-1b
NR1-2a; NR1-2b

Abb.16: NMDA

Rezeptoruntereinheiten: Es gibt

‘::ilfz+-

drei Subtypen von
Untereinheiten NR1-3 mit den
NR1-3a; NR1-3b dargestellten Splicevarianten (A).
NR1-4a; NR1-4b

NR2A —NR2D

Schematische Darstellung eines
tetrameren NMDA Rezeptor mit

Bindungsstellen  fir Glutamat

NR3A - NR3B und Glycin (B) (aus Stephenson,

2006).

Die Expression und Funktion der NMDA-Rezeptoren in Nervenzellen ist sehr gut erforscht
(Stephenson, 2006), wohingegen seine Funktion in nicht-erregbaren Zellen noch weniger
erforscht ist. Auf Endothelzellen wurde die Expression und auch der Einfluss auf das BHS-
Versagen nachgewiesen (Kuhlmann et al., 2008). NMDA-Rezeptor Aktivierung durch
Glutamat flhrte zu einem erhéhten Schrankenversagen (Betzen et al., 2009). Auch Mikroglia
exprimieren den NMDA-Rezeptor (Hiryama, Kuriyama, 2001, Piani et al., 1991).

1.5.8 NMDA-Rezeptor und EAE und MS
Kirzlich wurde gezeigt, dass Mikroglia in aktiven MS Ldasionen den NMDA-Rezeptor

exprimieren (Newcombe et al., 2008). Wird der NMDA-Rezeptor in EAE Experimenten
inhibiert, fuhrt dies zu einem milderen Verlauf von EAE, zur verminderten Offnung der BHS
und auch zu einer geringeren Infiltration von Immunzellen (Bolton, Paul, 1997; Paul, Bolton,
2002; Wallstrom et al., 1996). Anderseits zeigte eine klinische Studie an MS Patienten, die
mit einem NMDA-Rezeptor Blocker behandelt wurden, eine Verschlechterung der Krankheit

(Villoslada et al., 2009).
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Im Vergleich zu NMDA-Rezeptoren auf Neuronen, scheint ihre Funktion auf nicht-erregbaren
Zellen wie Endothelzellen und Gliazellen sehr verschieden zu sein. Gliale NMDA-Rezeptoren
zeigen eine hohe Permeabilitat fir Ca?* und im Gegensatz zu neuronalen NMDA-Rezeptoren
nur eine geringe Hemmung durch extrazelluldres Mg®*. Dies kénnte ein Hinweis auf die
Beteiligung der NR3 Untereinheit sein (Villoslada et al., 2008).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war einerseits in vivo an EAE, dem Tiermodell fur MS, das IL-17A
vermittelte-BHS Versagen zu analysieren und die Auswirkungen des MLC Kinase Inhibitors
ML-7 auf die Pathogenese von EAE zu untersuchen. In vitro war gezeigt worden, dass ML-7
einen positiven Effekt auf die BHS Integritat hat. Der zugrunde liegende Mechanismus sollte
aufgeklart werden. Anderseits sollten die Effekte von IL-17A auf die Mikrogliazelllinie BV-2
untersucht werden, und gezeigt werden, wie IL-17A zur Aktivierung von Mikroglia beitragt.
Es war bekannt, dass Mikroglia in EAE eine Rolle spielen. AuRerdem wurde in den letzen
Jahren die essentielle Bedeutung von IL-17 in EAE gezeigt. Deshalb sollte nun ein

Zusammenhang zwischen 1L-17 und Mikroglia hergestellt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialliste

2.1.1 Chemikalien
100% Ethanol

Alamar Blue (Resazurin Natrium Salz)

AP5 (Amino-5-phosphonopentanoic acid)
Apocynin

Aceton

B27

Bordetella Pertusssis Toxin
BSA

CaCl,

Calcein red-orange

Catalase

Chloroform

DCFH

DEPC Wasser

EDTA

Evans Blue

FCS

FITC-konjugiertes LEA-Lektin
Fluo-3-AM

Fluomount-G

fMLP

Forene (Isofluran)

Glukose

Glutamax

Glutamin

Hé&macolor Lésung

HBSS

Hydroethidien

IL-17A (Maus rekombinant)
Immersionsol

Injektionswasser (aqua ad iniectabile)
inkomplettes Freund-Adjuvans

isotonische Kochsalzldsung

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Tocris bioscience, Bristol, UK
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deishofen

Sigma, Deishofen

Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Biochrom AG

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Invitrogen, Karlsruhe
SouthernBiotech, Birmingham, USA
Sigma, Deisenhofen

Abbott, Ludwigshafen
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Sigma, Deisenhofen

Delta Select GmbH, Miinchen
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L-Glutamat
L-Glutamin

MEM

Methanol

MgCl,

MK 801

ML-7

MOG35—55
Mycobacterium tuberculosis
Nagellack

Narcoren
Neurobasalmedium
PBS
Penicillin/Streptomycin
Percoll

PFA

Probenecid

RPMI Medium
Superoxiddismutase
Trichloressigséure
Triton X100

Trizol

Trypsin

Tween20

2.1.2 Gerate

-80°C Schrank (Hera freeze)
Absaugpumpe

Binokular

Boyden Kammer
Digitalkamera D100
Dumontpinzette (#5,7)
Eismaschine (AF20)
FACS (FACScan)
Feinwaage (SBA31)

Hera Cell 400 Inkubator
Hera Safe HS 12 Inkubator

Infinite F200 Microplate reader
Infinite M1000 Microplate reader

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg

Research Genetics, Huntsville, USA
Difco, Laboratories, Lawrence, USA
Cosnova, Frankfurt

Merial GmbH, Hallbergmoos
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Heraeus, Hanau

Schego, Offenbach

Zeiss, Jena

Neuro Probe, Baltimore, USA
Nikon, Tokio, Japan
Neolab, Heidelberg
Scotsman, Mailand, Italien
BD bioscience, Heidelberg
Scaltec, Gottingen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim
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Innova Co-48 Inkubator
Kaltlichtlampe (KL1500 electronic)
Konfokales Mikroskop (BX51WI)
Laser

Light Cycler

Luminex System

Mikroliterspritze

Mikroskalpell

Mikroskop (Axioskop)

Mikroskop (CK40)

Mikrotom (CM1325)

Neubauer Z&hlkammer

PCR Maschine (mastercycler personal)
Perfusionspumpe (Minipuls3)
Photometer

Pipetten, (20, 200, 1000 pl) Research
Schere (micro2000)

Schttler (Swip)

Sonifikator (250)

Sterilbank (Biowizard)

Sterilbank (Herasafe, Heraguard)
Tischzentrifuge (5415R)

Tissue Chopper (Mcllwain, TC752)
Tissue Ruptor

Trockenschrank

Wasserbad
Wasserimmersionsobjektiv (20x, 0,5; 60x,0,9)
Zentrifuge 5804R

Zentrifugenadapter

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

1 ml Spritzen (Omnifix F)

1,5 ml Reaktionsgefalie

15 ml Réhrchen

2 ml ReaktionsgefaRe

23G Kaniilen

24 well Platte (flat bottom, clear)
27G Kantlen

30G Kaniile (Eclipse needle)

New Brunswick Scientific, Nurtingen
Schott, Bad Gandersheim
Olympus, Tokio, Japan

Laser Physics, West Jordan, USA
Roche, Mannheim

Luminex, Oosterhout, Niederlande
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Medicon,eG, Tuttlingen

Zeiss, Jena

Olympus, Tokio, Japan

Leica, Wetzlar

Brandt GmbH, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Gilson Abimed, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Medicon, eG, Tuttlingen

Edmund Buhler, Hechingen
Branson, Dietzenbach

Kojair, Vilppula, Finnland
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Mickle Laboratory engeneering, Surrey, UK
Qiagen, Hilden

Kendro, Wien, Osterreich
Memmert, Schwabach

Olympus, Tokio, Japan
Eppendorf, Hamburg

Roche, Mannheim

Braun, Melsungen

Biozym, Hessisch Oldendorf
Sarstedt, Nimbrecht
Biozym, Hessisch Oldendorf
Braun, Melsungen

Greiner, Frickenhausen
Braun, Melsungen

BD, Franklin Lakes, USA

31



Material und Methoden

50 ml Réhrchen

6 well Platte

96 well Platten (black, clear flat bottom)
96 well Platten (flat bottom, clear)
Deckglaser

Filterspitzen

Millicell-CM Membran
Objekttrager

Pasteurpipetten, 150 mm
Petrischalen

Pipettenspitzen, 10pl, 200ul, 1ml

Polycarbonat Membran 5 um Poren

Siebgewebe (Polyamid-Prézisionssiebgewebe, 8 Opum)

Sterile serologische Pipetten, 5, 10 und 25 ml

Zellkulturflaschen T25
Zellkulturflaschen T75

2.1.4 Kits

Amplex Red Glutamic acid Kit
Cyquant NF Cell proliferation assay kit
Cytofix/Cytoperm

Li-cor in-cell-western assay

Light Cycler Tagman Master Kit
Multiplex Zytokin assay Kit

RNeasy Mini Kit

Superscript I reverse Transcriptase

Transcriptor High Fidelity cDNA Sythesis Kit

2.1.5 Software

Adobe Photoshop, Version 6.0
GraphPad Prism Version 3.02,

ImageJ

LightCycler Relative quantification software

Metamorph Software
Office 2007

Relative expression software tool (REST) version2

Universal Probe library assay design center

Sarstedt, Nimbrecht
Greiner, Frickenhausen
Corning, Kaiserslautern
Greiner, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe
Starlab, Ahrensburg
Millipore, Bredford, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Nunc, Langenselbold
Plastibrand, Wertheim

Neuro Probe Inc, Baltimore, USA

VWR, Bruchsal

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg

Li-cor Biosciences, Bad Homburg
Roche Applied Science, Mannheim
Luminex, Austin, USA

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim

Adobe Systems Inc., Miinchen

Graphpad Software, Inc, San Diego, USA
http://rsbweb.nih.gov/ij/

Roche, Mannheim

Universal Imaging Corporation, Sunnyvale, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
http://www.gene-quantification.de/rest.html

https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000
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2.2 EAE Experimente

2.2.1 Tierhaltung
Es wurden Méause des Stamms C57/bl6 verwendet. Diese wurden im Tierstall der Universitat

Mainz unter kontrollierten Bedingungen gehalten und einem 12 Stunden Tag/Nachtrhythmus
ausgesetzt. Sie wurden in Gruppen bis zu 5 Tiere pro Kéafig gehalten und hatten freien Zugang
zu Nahrung und Wasser. Material von I1L-17A™ Knock-out Mausen wurde freundlicherweise

von der Arbeitsgruppe B.Becher (Zurich) zur Verfugung gestellt.

2.2.2 EAE Induktion in C57/bl6 Méausen und ML-7 Gabe
EAE wurde in 6-12 Wochen alten C57/bl6 Weibchen induziert, indem 50pug MOG3s.s5Peptide
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) in komplettem Freund-Adjuvans (CFA) (inkomplettes
Freund-Adjuvans (Sigma) ergdnzt mit 8 mg/ml hitzeinaktiviertem Mycobacterium

tuberculosis (H37Ra Stamm, Difco Laboratories)) in die Schwanzbasis subcutan gespritzt
wurden. Zum selben Zeitpunkt und nochmals 2 Tage spater wurden 200ng Bordetella
Pertussis Toxin (Sigma) in PBS intraperitoneal verabreicht.

Zwischen Tag 3 und Tag 12 wurde den Mé&usen 2mg/kg Korpergewicht des Myosin
Leichtkettenkinase-Inhibitor ML-7 (Biomol) intraperitoneal alle 12 Stunden gelést in PBS
injiziert. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit PBS gespritzt (100pul/Injektion).

Die Tiere wurden téglich auf klinische Symptome untersucht. Diese wurden auf einer Skala

von 0 bis 6 standardisiert:

klinisch unauffallig

Verlust des Schwanztonus

Gestorter Aufrichtungsreflex

Parese der Hinterbeine

Paralyse der Hinterbeine

zusatzliche Parese der VordergliedmaRen
Tod

o O B W N | O

Tabelle 2: Skala der klinischen Symptome bei EAE Mausen
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2.2.3 Perfusion

Am Hohepunkt der Erkrankung am Tag 20 wurden die Tiere getdtet und zu den

verschiedenen Experimenten herangezogen. Die Tiere wurden in Inhalationsnarkose mit
Isofluran versetzt. Dann wurde der Thorax ge6ffnet und das Tier mit ca. 40 ml isotonischer
Kochsalzlésung in den linken Herzventrikel perfundiert um das gesamte Blut aus dem
Organismus zu entfernen. Sollte das Gewebe flr weitere Versuche fixiert werden, wurde das
Tier anschlieBend mit ca. 20 ml Paraformaldehyd (PFA) perfundiert. Entweder wurden
Gehirn und Rickenmark sofort entnommen, oder das komplette Tier wurde zur Nachfixierung
in PFA fur 24 Stunden gelegt. Zur weiteren Konservierung bis zur Versuchsdurchfiihrung
konnte das Gewebe in PBS bei 4°C gelagert werden.

2.2.4 RNA lsolierung
Die Gesamt-RNA wurde aus frisch isoliertem Riickenmark gewonnen. 1 ml Trizol (Invitrogen

Life Technologies) wurde pro 100 mg Gewebe zugeben. Es erfolgte eine mechanische
Zerkleinerung des Gewebes mit einem ,Tissue ruptor“. Um nach der Homogenisierung
unldsliches Material wie Lipide, extrazellulare Membranen oder Polysaccharide zu entfernen,
wurde 10 min bei 12000g zentrifugiert. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, da RNA
bei htheren Temperaturen leicht degradiert wird und die ubiquitér existierende RNasen wie
alle Enzyme bei tieferen Temperaturen eine geringere Aktivitdt haben. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand mit 0,2 ml Chloroform je initial eingesetztem Milliliter
Trizol versetzt, heftig geschittelt und wieder fur 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Es bilden
sich zwei Phasen, wobei die obere wassrige Phase, die RNA enthélt. Diese wurde vorsichtig
so abgenommen, dass die Interphase nicht berthrt wird, da in dieser Proteine angereichert
werden, die die RNA leicht verunreinigen konnen. Die RNA wurde mit 0,5 ml Isopropanol
pro Milliliter eingesetztem Trizol geféllt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min erfolgte ein
weiterer Zentrifugationschritt von 10 min. Anschliefend wurde die RNA mit 75% Ethanol
gewaschen, dieses anschlieBend komplett entfernt und die RNA in RNase freiem Wasser
gelost.

Die RNA Menge und Reinheit wurde photometrisch bestimmt, indem die Absorptionen

Aos0/280 und As0/230 bestimmt wurden.
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2.2.5 Transkription

Die RNA wurde weiter mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen aufgereinigt. Es wurde der
Anleitung des Herstellers gefolgt. 1 pg Gesamt RNA wurde zur Transkription eingesetzt. Dies
wurde mit dem Kit Transcriptor High Fidelity cDNA Sythesis Kit (Roche Applied Science)
durchgefuhrt. Es wurden ,random hexamer* Primer eingesetzt. Die Transkriptionsreaktion
wurde bei 50°C fur 30 min durchgefihrt, anschlielend wurde das Enzym bei 85°C

hitzeinaktiviert.

2.2.6 Realtime PCR
Die gewonnene cDNA wurde 1:10 verdinnt. Die realtime PCR wurde mit dem LightCycler

TagMan Master Kit von Roche durchgefiihrt. Dies basiert auf der Verwendung von Sonden
(Universal Probe Library (Roche Applied Science)). Mit Hilfe des webseitenbasierten
Universal Probe Library Assay Design Center, wurden fir jedes zu untersuchende Gen zwei
Primer konstruiert (Tabelle 3). Diese umschliel}en eine kurze DNA Sequenz, an welche eine
fluoreszenzgekoppelte Sonde bindet. Primer und Sonde lagern sich an die denaturierte DNA
an. Die eingesetzte Polymerase enthdlt eine Hydrolysefunktion. So wird wéhrend der
Elongationsphase die Sonde hydrolysiert. Der Quencher wird vom Fluophor getrennt und es
kommt zur Fluoreszenz der Sonde, die dadurch detektiert wird. Je mehr DNA vorhanden ist,
desto stérker ist die Fluoreszenz der Probe. Als Crossing point (Cp) wird derjenige Zyklus der
PCR Reaktion definiert, an dem zum ersten Mal das Fluoreszenzsignal starker als das
Hintergrundrauschen ist. Mit der AACp Methode wurde die relative Genexpression bestimmt.
Bei manchen Proben war dies nicht mdglich, weil die Genexpression im Rickenmark der
unimmunisierten Tiere unterhalo der Detektionsgrenze war. In diesen Féllen wurden
Verdiinnungsreihen von Ziel-und Referenzgen gemacht und in die LightCycler® Relative
Quantification Software von Roche importiert um das Konzentrationsverhéltnis von Ziel-und
Referenzgen zu erhalten.

Pro Reaktion wurden 2,5 pl cDNA eingesetzt. Die Reaktion wurde nach der Anleitung des
Herstellers im Light Cycler (Roche) durchgefihrt. Als Referenzgen wurde B-Aktin

verwendet.
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Gen Forward primer Reverse primer Sonde
IL-17A CAGGGAGAGCTTCATCTGTGT GCTGAGCTTTGAGGGATGAT 74
IL-22 TTTCCTGACCAAACTCAGCA TCTGGATGTTCTGGTCGTCA 17
IL-6 TCTAATTCATATCTTCAACCAAGAGG | TGGTCCTTAGCCACTCCTTC 78
IL-1B TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 78
GM-CSF | GCATGTAGAGGCCATCAAAGA CGGGTCTGCACACATGTTA 79
G-CSF GTGCTGCTGGAGCAGTTGT TCGGGATCCCCAGAGAGT 17
COX-2 GATGCTCTTCCGAGCTGTG GGATTGGAACAGCAAGGATTT 102
MCP-1 TCTCTCTTCCTCCACCACCA GTGGGGCGTTAACTGCAT 19
IFNy GGAGGAACTGGCAAAAGGAT TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG | 21
TNFa CTGTAGCCCACGTCGTAGC TTTGAGATCCATGCCGTTG 78
iNOS TGGAGGTTCTGGATGAGAGC AATGTCCAAGGAAGTAGGTGAGG 102
MMP2 TGCCATCCCTGATAACCTG TGACGCTCTTGAGACTTTGG 78
MMP8 AATGGCATTCAGACAATCTATGG CTCAGGTGGGGGTCACA 107
MMP9 ACGACATAGACGGCATCCA GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG 19
MMP10 | GAGTCTGGCTCATGCCTACC TGCAACCAGGAATAAGTTGGT 81
MMP12 | AAGCAGAAATCAACTTTTCCTTTTA GGGAATATATGCTCCTGGGATAG 21
IL-17RA | TGGGATCTGTCATCGTGCT ATCACCATGTTTCTCTTGATCG 85
IL-22 R1 | CTGTGCAGGGGTCCAGAG TGAAGGAGACCGGATGTGT 81
NR1 CACTGTGTCTTTTTGGTTTTGC CATTTAGGGCTATCACCTCCA 78
Actin TGACAGGATGCAGAAGGAGA CGCTCAGGAGGAGCAATG 106

Tabelle 3: Verwendete Primer fir die Realtime PCR

2.2.7 Konventionelle RT-PCR

Gesamt RNA von ca 2x10° Zellen wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach dem

Protokoll des Herstellers isoliert. 1 pg RNA wurde zur Transkription mit SuperScriptll

Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies) eingesetzt und mit oligo(DT)12-1s

Primer transkribiert.

Die cDNA wurde mit den in Tabelle 4 aufgefihrten genspezifischen Primern amplifiziert. Als

Referenzgen wurde GAPDH verwendet.
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Gene Forward primer Reverse primer

IL17RA GCAGCTGAACACCAATGAGC GCAGCACCAGTGAAACTTGC
IL-22R1 CCAGCGGATCACCCAGAAGT ATCGGGCAGCGTCTTCACTC
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TACAGCAACAGGGTGGTGGA

Tabelle 4: Verwendete Primer in der RT-PCR

2.2.8 Evans Blau

Evans Blau wurde als Marker fir eine durchlassige BHS verwendet. Die Maduse bekamen 24h
vor dem Toten 1 ml einer 0,4% Evans Blau Losung in PBS intraperitoneal gespritzt. Nach der
Perfusion wurden Gehirn und Rickenmark entnommen, gewogen und bei -80°C eingefroren.

Das Gewebe wurde in 1 ml 50% Trichloressigsaure (6,1N, Sigma) homogenisiert und
anschliefend bei 10000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Im Uberstand konnte man dann die
Fluoreszenz des Evans Blau bei einer Anregungswellenldange von 620 nm und einer

Emissionswellenldnge von 680 nm im Tecan Plate reader bestimmen.

2.2.9 Immunzellisolierung und FACS Analyse

Immunzellen wurden mit Hilfe eines Percollgradienten (Gibco) aus dem ZNS am Hohepunkt
der Krankheit isoliert. Gehirn und Riickenmark wurden entnommen und homogenisiert. Dann
wurde das Gewebe mit Kollagenase und DNase lysiert. Nach einer Zentrifugation von 10 min
bei 1500 rpm wurde das Pellet in PBS und Percoll resuspendiert und 30 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Ganz oben im Zentrifugenrfhrchen sammelt sich Myelin an. Dies wurde
entfernt und nochmals 10 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Nun wurden die Immunzellen, die
sich in der Phase zwischen 30% und 37% Percoll befinden, entnommen und in PBS gegeben.
Fur die FACS Analyse wurden die Zellen mit anti-CD45, anti-IFNy (Becton Dickinson) anti-
CD11b und anti-IL-17A gefarbt. Intrazellulare Farbungen wurden nach der Anleitung des
Herstellers (Becton Dickinson) mit Cytofix/Cytoperm durchgefihrt.
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2.2.10 In vivo ROS Messung

Zur in vivo Detektion von ROS wurde der Superoxid sensitive Farbstoff Hydroethidin

(Sigma) verwendet. Hydroethidin wird durch Superoxid zu Dihydroethidin (DHE) oxidiert
und bindet dann an die DNA. 200 pl einer 1ug/pl Hydroethidin-Losung (in Injektionswasser)
wurden intraperitoneal der Maus verabreicht. Nach 15 min wurde das Tier mit
physiologischer Kochsalzlosung perfundiert. Rickenmark und Gehirn wurden entnommen
und bei -80°C gelagert. Das Gewebe wurde in 4 ml HBSS mit einem ,,Tissue ruptor“ 3 min
lang auf Eis homogenisiert. Anschlielend wurden die Proben zur weiteren Homogenisierung
dreimal durch eine 27G Kanile und dreimal durch eine 30G Kanile gezogen. Darauf folgend
wurde das Homogenat durch ein 80 um Maschensieb filtriert.

2.2.10.1 ROS Detektion im Gesamthomogenat

Um die ROS Menge auf die Zellzahl normieren zu kénnen, wurden die Zellen zusétzlich mit
dem DNA Farbstoff des Cyquant Kits (Invitrogen) gefarbt und anschlielend im Tecan Plate
reader M1000 gemessen (Anregung 535 nm und 485 nm, Emission 610 nm und 530 nm).

2.2.10.2 ROS Detektion in Endothelzellen
Um die Superoxidproduktion spezifisch in Endothelzellen des ZNS zu detektieren, wurde den

Méusen zusétzlich intravaskuldr 100 pg Fluorescein isothiocyanate (FITC)-konjugiertes
Lycopersicon esculentum agglutinin (LEA) Lektin (Vector Laboratories) injiziert. Dieses
farbt spezifisch Endothelzellen an.

Die Tiere wurden mit 75mg/kg Narcoren (Pentobarbital) intraperitoneal anasthesiert. Die
Vena jugularis externa wurde freigelegt und 50ul LEA langsam intravends appliziert. Nach
15 min erfolgte die Perfusion (s.0.). Das Zellhomogenat wurde im FACS analysiert. Die DHE
Fluoreszenz wurde in der DHE/FITC-LEA doppelpositiven Population in relativen

Fluoreszenzeinheiten quantifiziert.

2.2.11 Immunbhistoloqgie

VVon PFA-fixiertem Rickenmark wurde 100 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden in
PBS gewaschen und mit 10% Serum in 0,5% Triton X-100 blockiert. Uber Nacht wurden sie
mit dem ErstantikOrper inkubiert. Am folgenden Tag wurde wieder zweimal mit PBS fir 10
min gewaschen und anschlieBend mit dem fluorenszenzgekoppelten Antikérper fir 2h
inkubiert.
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Die Praparate wurden am konfokalen Mikroskop (BX 51 WI (Olympus)) mit der Metamorph-
Software (QLC100; Visitech) betrachtet und analysiert. Die Fluoreszenzintensitat der 1gG
Féarbung wurde im gesamten Aufnahmebereich (bei einer 20 fachen VergroRerung) gemessen;
wohingegen die Fluorszenzintensitdt der pMLC und DHE Fluoreszenz nur in definierten
Regionen der CD31-pMLC doppelpositiven Mikrogefalien bei einer 60fachen Vergrélierung

analysiert wurde. Die Fluoreszenzintensitaten wurden als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU)

angegeben.
Antikorper Eingesetzte Verdinnung Zweitantikorper
rabbit anti mouse ICAM-1 1:100 goat anti rabbit-Cy2
Santa Cruz Biotechnology Inc. Jackson Immunoresearch

goat anti mouse 1gG-Alexa568 1:100

Invitrogen

rabbit anti mouse pMLC 1:100 goat anti rabbit-Cy?2

Sigma Jackson Immunoresearch

rat anti mouse CD31 1:100 donkey anti rat-Cy3

Beckman Coulter Jackson Immunoresearch

goat anti mouse CD68 1:100 donkey anti-goat-Dylight488
Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz Biotechnology Inc.

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper

2.3 BV-2 Zellexperimente

2.3.1 Kultivierung der Zelllinie BV-2
Die immortalisierte murine Mikrogliazellline BV-2 (interlab cell line collection, Italy) wurde
in Zellkulturflaschen T75 (Sarstedt) kultiviert. Das Medium basiert auf Roswell Park
Memorial Institute Medium (RPMI) (Gibco), ergédnzt mit 2 mM L-Glutamin und 10% fotalen

Kélberserum (FCS) (beide Invitrogen, Karlsruhe). Die Zellen wurden zwei- bis dreimal
wadchentlich gesplittet, d.h. mit Trypsin abgeldst und eine geringere Menge der Zellen wird
zur Weiterkultur in einer neuen Flasche ausgesat. Die Zellen sind bis zu einer Passagenzahl
von ca. 20 verwendbar. Sie wurden in einem Inkubator (New Brunswick Scientific,
Nartingen, Germany) bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
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2.3.2 Trypsinisieren

Alle Losungen wurden auf 37°C vorgewéarmt. Das alte Medium wurde abgesaugt. Da im
Medium enthaltenes FCS stark die Aktivitat des Trypsins inhibiert, missen die Zellen erst mit
HBSS gewaschen werden. 10 ml HBSS wurden vorsichtig an den Rand der Flasche pipettiert,
damit sich die Zellen nicht ablésen. AnschlieBend wurden 3 ml Trypsin auf die Zellen
gegeben und fir ca. 1 min einwirken gelassen. Da die BV-2 Zellen nicht sehr fest adherieren
(semiadherent) reicht diese kurze Reaktionszeit. Es wird stark gegen die Zellkulturfalsche
geklopft, um eine Einzelzellsuspension zu erreichen. Die Reaktion wurde mit 5 ml Medium
gestoppt, mehrfach auf- und abpipettiert und in ein 15 ml R&hrchen Gberfuhrt. Die
Zellkulturflasche wurde nochmals mit 5 ml Medium ausgespult um verbliebene Zellen zu
I6sen. Nun erfolgte eine Zentrifugation von 5 min bei 1000 rpm. Das Medium wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. Eine entsprechende Anzahl
Zellen wurde in eine neue T75 Flasche tberfuhrt, bzw. fur Experimente in 96 bzw. 24 well

Platten ausgesat.

2.3.3 ROS Detektion in vitro
Fur die ROS Detektion wurden BV-2 Zellen auf 96 well Platten ausgesat. Eine konfluent mit

BV-2 Zellen gewachsene Zellkulturflasche T75 wurde auf zwei 96 well Platten gesplittet und
dann fur die Experimente der ROS Detektion verwendet. Dabei war der Versuchsablauf etwas
verschieden, je nachdem ob es sich um eine kontinuierliche Messeung oder eine

Endpunktmessung handelte:

2.3.3.1 Kontinuierliche Messung der ROS Produktion

Bildeten die BV-2 Zellen eine konfluente Schicht, wurde das Medium abgenommen und
durch HBSS™" ersetzt. Dieses besteht aus Hanks balanced salt solution (HBSS) (Invitrogen)
erganzt durch 10 mM Glucose, 2 mM CaCl, und 1 mM MgCl, (alle von Merck). Die ROS
Produktion wurde mit DCFH ((2’7’dichlorodihydrofluorescein), Sigma) gemessen. DCFH
wird durch ROS zu DCF oxidiert, welches fluoresziert. 10 uM DCFH wurden in HBSS™ zu
den Zellen geben und 20 min bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde bei 37°C in den Tecan
plate Reader gestellt und 5 min jeweils alle 60 Sekunden bei einer Anregungswellenldange von
485 nm und einer Emission von 535 nm gemessen. Nun wurden 1, 10, 50 oder 100 ng/ml IL-

17A (Sigma) zugegeben und wahrend einer Stunde alle 5 min ein Wert gemessen.
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2.3.3.2 Endpunktmessung ROS Detektion

Am Tag nach dem Aussden wurde ein Mediumwechsel zu BV-2 Medium, das nur 1% FCS

enthélt durchgefuhrt. Dadurch wurde eine Stimulation der Zellen durch Faktoren des Serums
verhindert. Die Zellen wurden mit IL-17A (1-100 ng/ml, Sigma) und ggf. den entsprechenden
Inhibitoren (Catalase 756U/ml, Superoxiddismutase (SOD) 128U/ml, Apocynin (10 pg/ml),
MK 801 10 mM, AP5 30 uM) stimuliert. Nach 24h wurde des Medium durch HBSS™", das
10uM DCFH und zur Normaliserung der Zellzahl 1 pM calcein red-orange (Invitrogen)
enthalt, ersetzt. Die Zellen wurden 30 min bei 37°C inkubiert. Die Losung wurde entfernt und
die ROS Bildung sofort am Tecan Plate reader bei Anregungswellenldangen von 485 nm und
540 nm sowie Emissionen von 540 nm und 595 nm detektiert.

2.3.4 Proliferationsassay

Zellproliferation wurde mit Alamarblue (Resazurin Natriumsalz, Sigma) analysiert. Wird die
dunkelblaue, nicht fluoreszierende Substanz in Zellen inkorporiert, wird sie reduziert, rot und
hoch fluoreszierend. Somit kann die Zunahme der Fluoreszenz als Mal} flr die Zunahme der
Zellzahl dienen. 2000 Zellen/well wurden in eine 96 well Platte ausgesat. Nach 24h wurde
von Kulturmedium auf BV-2 Medium mit nur 1% FCS gwechselt. IL-17A wurde in
Konzentrationen von 1, 10, 50 und 100 ng/ml zugeben. Ggf. wurde der NADPH Oxidase
Inhibitor Apocynin bzw. die NMDA Rezeptorinhibitoren MK 801 und AP5 ebenfalls
zugegeben. 100 pg/ml Alamarblue wurden direkt ins Medium gegeben und die Zellen fir
weitere 72 Stunden bei 37°C wachsen gelassen. Jeweils nach 24h wurde die Fluoreszenz bei
535 nm und einer Emission von 595 nm gemessen. Alle gemessenen Werte wurden in

Relation zur unbehandelten Kontrolle gesetzt.

2.3.5 Migration

Untersuchungen zur Zellmigration wurde in einer sog. ,,Boyden Kammer* mit 48 wells

durchgefuhrt (Neuro Probe). Die Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine
Polycarbonat Membran mit 5 um Poren getrennt sind. Wandern Zellen durch die Membran,
bleiben sie auf der unteren, matten Seite haften. 30 pul BV-2 Medium mit 1% FCS, die als
Stimulans 10 ng/ml bzw. 100 ng/ml IL-17A enthielten, wurden pro well in das untere
Kompartiment gefullt. Ggf. wurde anti IL-17A (LEAF purified antibody Biolegend 20
ng/ml), bzw. die Isotypkontrolle (LEAF purified rat 1gG1 isotype Ctrl) zum Medium
hinzugefugt. Als Positivkontrolle wurde N-Formyl-Metionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP)
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(50uM, Sigma) verwendet. Die Membran wurde aufgelegt und die zusammengebaute
Kammer fir 30 min im Brutschrank bei 37°C &quilibriert. AnschlieBend wurden 50 000
Zellen/well in das obere Kompartiment geflllt. Hierzu wurde eine T25 Flasche mit konfluent
gewachsenen BV-2 Zellen trypsinisiert und in soviel BV-2 Medium, das 1%FCS enthalt
resuspendiert, dass eine Konzentration von 10%ml Zellen entsteht. Ggf. wurden die
Inhibitoren SOD und Apocynin zu der Zellsuspension gegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 18h bei 37°C wurde die Kammer auseinander gebaut. Nicht
gewanderte Zellen wurden von der Oberseite der Membran durch Abstreichen mit PBS
entfernt. Die Membran wurde 20 min getrocknet und 15 min in 100% Methanol fixiert. Nach
einem weiteren Trockenschritt wurden die Zellen mit Hdmacolor-Lésung (Merck) angefarbt.
Die Membran wurde auf einen Objektrager gelegt und unter Immersionsél mit einem
Deckglas bedeckt. Um das Eindringen von Luftblasen zu vermeiden, wurde das Deckglas mit
Nagellack umrandet.

Jedes well wurde mit einer Nikon D100 Digitalkamera fotographiert. Im Computerprogramm
Photoshop wurden die Zellen markiert und in ein schwarz-wei Bild umgewandelt. Mit Hilfe
der Software ImageJ konnte die Anzahl der gewanderten Zellen ausgegeben werden.

2.3.6 Kalzium Messung

Intrazelluldres Kalzium wurde mit dem kalziumsensitiven Farbstoff Fluo3-AM-Ester
gemessen. Fluo3-AM-Ester wird, sobald es in die Zelle aufgenommen wurde, durch endogene
Esterasen zu Fluo3 hydrolysiert. Dieses bindet an Kalzium und wird fluoreszent.

20 000 Zellen/well wurden in eine 24 well Platte ausgesat. Nach zwei Tagen wurde das
Medium zu BV-2 Medium mit nur 1% FCS gewechselt. Die Zellen wurden mit 100 ng/ml
IL-17A stimuliert. Ggf. wurde der NMDA-Rezeptor Inhibitor MK 801 zugegeben. Nach 24h
wurde das Medium entfernt und durch HBSS™" mit 2 mM Probenecid (Sigma) und 10 pM
Fluo-3-AM (Molecular Probes) ersetzt. Es erfolgte eine Inkubation von 30 min bei 37°C.
AnschlieBend wurde die Fluo-3-AM haltige Lésung entfernt und durch HBSS™* mit 2 mM
Probenecid ersetzt und nochmals fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Das erlaubt die vollstandige
Hydrolysierung des Esters.

Die Platte wurde in den Tecan Plate reader gestellt und fir 3 min alle 30 sec bei 485 nm
Anregungswellenldnge und 535 nm Emissionswellenldénge gemessen. Nun wurde 1mM L-

Glutamat zugegeben und die Fluoreszenz wurde 1 Stunde lang alle 30 sec aufgezeichnet.
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2.3.7 Glutamatassay

Die Glutamatausschiittung wurde mit dem Amplex® Red Glutamic Acid Kit (Invitrogen)
durchgefuhrt. Hierfur wurden 30 000 Zellen/well in eine 24 well Platte ausgesat. Am néachsten
Tag erfolgte ein Mediumwechsel zu BV-2 Medium mit nur 1% FCS. Die Zellen wurden fur
1-24 h mit 100 ng/ml IL-17A stimuliert. Der Uberstand wurde abgenommen und zentrifugiert,
um alle Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. 50 pl wurden fiir den Assay verwendet. Dieser
wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgeflhrt. Die Fluoreszenz wurde bei einer

Anregungswellenlédnge von 540 nm und einer Emissionswellenldange von 595 nm gemessen.

2.3.8 NMDA-Rezeptordetektion durch In Cell Western
Durch die Technik des In Cell Western konnen Proteine in den Zellen im

Zellkulturplattenformat detektiert werden.

20 000 Zellen/well wurden in einer 96 well Platte ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte ein
Mediumwechsel zu BV-2 Medium mit 1% FCS und die Stimulierung mit 100 ng/ml IL-17A.
Ggf. wurde der Inhibitor MK 801 (10 pM) hinzugefligt. Nach 24 h wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen fir 20 min mit 4% PFA fixiert. Der In Cell western wurde mit dem
Kit von Li-cor Bioscience nach dessen Anleitung durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit 0,1%
Triton permeabilisiert und anschlieBend in Odyssey Blocking Buffer 1,5 h inkubiert. Als
Primérantikorper wurde NR1 (GeneTex 1:200) und p-NR1 Ser 896 (Santa Cruz
Biotechnology Inc. 1:50) eingesetzt und tber Nacht bei 4°C gebunden. Am né&chsten Tag
wurde mit 0,1%iger Tween20 LoOsung (Sigma) gewaschen. Der mit Infrarot-Farbstoff
gekoppelte Zweiantikorper Goat anti rabbit IR Dye 800CW wurde 1:800 in
Blockierungslosung eingesetzt. Zur Normalisierung Uber die Zellzahl wurden die
Zellfarbstoffe Sapphire700 (1:1000 verdinnt) und Drag5 (1:2000 verdunnt) eingesetzt. Nach
einer Inkubation von 1h wurde freier Farbstoff und Antikérper durch 0,1%ige Tween Ldsung
abgewaschen und anschlielend die Fluoreszenz bei Anregungswellenldangen von 650 nm und

780 nm und Emissionswellenldangen von 700 und 800 nm im Tecan Plate reader gemessen.

2.3.9 Zytokinbestimmung mit Luminexassay

Um die Proteinsekretion der BV-2 Zellen zu bestimmen, wurden diese im 6 well Format
kultiviert und die entsprechenden Substanzen fiir 24 h zugegeben. Der Uberstand wurde

abgenommen und mit Hilfe des Multiplex Zytokin Assay Kits von Luminex analysiert.
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2.4 Kortikale organotypische Kulturen

2.4.1 Praparation
Die Praparation wurde nach der Methode von Stoppini (1991) durchgefiihrt. C57/bl6 M&use

am postnatalen Tag 3 wurden schnell dekapitiert, das Gehirn entnommen und in MEM”
Medium gegeben. Dieses besteht aus Minimal Essential Medium (MEM, Gibco) ergénzt mit 2
mM Glutamin (Invitrogen). Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Der Bulbus olfactoris
wurde entfernt, anschliefend wurden die Hemispharen getrennt und Hippocampus, Thalamus
und Striatum entfernt. Jede Kortexhemisphdre wurde mit Hilfe eines Tissue Choppers
(Mcllwain, Mickle Laboratory Engineering) in 350 pum dicke, koronale Scheiben geschnitten.
Die Schnitte wurden vorsichtig getrennt und die Hirnh&ute entfernt. Die Schnitte wurden so
zugeschnitten, dass der dorsolaterale Teil erhalten blieb, der auf Millicel-CM Membranen
(Millipore) Ubertragen wurde. Diese wurden in einer 6 well Platte in 1 ml NB/B27 Medium
uber Nacht &quilibriert. NB/B27 Medium beruht auf Neurobasal Medium welches durch 2%
B27 (Gibco), 2mM Glutamax (Gibco) and 10 pg/ml Penicillin/Streptomycin erganzt wurde.

2.4.2 Haltung der Kulturen

Am Tag nach der Prdparation (=divl (days in vitro)) und an div3 wurde das Medium
gewechselt. Es wird 1 ml Medium in jedes well der 6 well Platte gegeben und darauf die
Membran mit den Schnitten gelegt. Somit wachsen die Kulturen an der Grenzflache. Sie sind
nur mit einem dinnen Flissigkeitsfilm bedeckt. Am div3 wurden die Kulturen mit 1, 10 oder
100 ng/ml IL-17A stimuliert und ggf. wurden Inhibitoren ins Medium gegeben.

2.4.3 Immunfarbung

Nach 24 stiindiger IL-17A Stimulation wurden die Schnitte mit 100% eiskaltem Aceton bei
Raumtemperatur fur 10 min fixiert. AnschlieBend erfolgten immunhistologische Farbungen
wie unter 2.2.11 beschrieben, die am konfokalen Mikroskop analysiert wurden.
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2.5 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte +Standardabweichung angegeben. Statistik wurde mit
den Tests ANOVA und anschlieBendem Tukey-Test t durch das Softwareprogramm
GraphPad Prism, Windows, Version 3.02 (GraphPad Software) durchgefiihr. Das
Signifikanzniveau p<0,05 wurde als signifikant angenommen. (*: p<0,05, **: p<0,01, ***
p<0,001 zu Kontrolle, #: zur Probe).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Wirkung von ML-7 auf EAE

3.1.1 Klinischer EAE Verlauf bei Gabe von ML-7
EAE wurde mit MOG3s.55 in C57/BL6 Weibchen induziert. Die Halfte der Tiere erhielt
zwischen Tag 3 und Tag 12 alle 12 h 2 mg/kg ML-7 intraperitoneal gespritzt. ML-7 ist ein
spezifischer Inhibitor der Myosinleichtketten Kinase (MLCK). Die Kontroll-EAE-Tiere

entwickelten erste klinische Symptome ab Tag 10 mit dem HOhepunkt der Krankheit um Tag
20. Die mit ML-7 gespritzten Tiere zeigten einen &dhnlichen Krankheitsverlauf wie die
Kontrollen, allerdings in abgemilderter Form und mit einer leichten zeitlichen Verzégerung
am Beginn der Ausprégung klinischer Symptome (Abb.17). Signifikante Unterschiede im
klinischen Score zeigten sich am Tag 11, 12, 14 und 16 sowie in den Tagen 21 und 22.

3.57

3 -

S 25-
% 24 PBS At-)b.1.7: Klmllscher EAE Verlauf
g 1.5 bei Tieren mit Gabe von ML-7
S 1 - ML-7 (zwischen Tag 3 und Tag12) und
0.5- Kontrolltieren (PBS): ML-7 fiihrt
0 - zu einem milderen

35 791113151719 21 23 25 Krankheitsverlauf.

Zeit[d]

Dies wirft die Frage nach dem Mechanismus der Protektion auf. In Zellkultur konnte zuvor
gezeigt werden, dass die Blockierung der MLCK zu einer verminderten Offnung der BHS, die
durch IL-17A vermittelt wurde, fuhrt. 100 ng/ml IL-17A fihrt zum Verlust der Integritat des
Endothelzelllayers. Dies kann einerseits durch den Radikalfanger NAC (N-acetyl-cystein),
andererseits durch die Blockierung des endothelialen kontraktilen Apparats durch die Gabe
von ML-7 verhindert werden (Huppert et al., 2009).

So sollte gezeigt werden, ob dieser Mechanismus auch in vivo existiert. Dafiir bietet sich das
EAE Modell an, da gezeigt wurde, dass Th17 Zellen und IL-17A eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese spielen und dass die Rezeptoren fir IL-17A und IL-22 auf Endothelzellen
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exprimiert werden (Kebir et al., 2007). Diese Rezeptorexpression wurde allerdings in
humanen Zellen gezeigt. Fur die hier vorgelegte Arbeit wurden ausschlieBlich Mauszellen
und Mausmodelle verwendet. Ich konnte durch RT-PCR zeigen, dass der IL-17 RA Rezeptor
auf Mausendothelzellen vorhanden ist (Abb.18A). Der IL-22 Rezeptor hingegen ist nicht
nachweisbar. Deshalb wahlte ich die sensitivere Methode der Realtime PCR. Doch auch
hiermit ist es nicht moglich den IL-22 Rezeptor nachzuweisen (Abb.18B). Somit wurden die
Experimente auf die IL-17A Gabe beschrénkt.
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Abb.18: Der IL-17RA Rezeptor ist auf Mausendothelzellen vorhanden (A). Der IL-22 Rezeptor hingegen nicht
(B).

3.1.2 Permeabilisierung der BHS

Um den Zusammenbruch der BHS nach EAE Induktion zu zeigen, kann man den Marker
Evans Blau verwenden. Bei intakter BHS tritt er nicht ins ZNS Parenchym ein. Die Menge

des extravasierten Evans Blue im ZNS wurde photometrisch bestimmt.
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Abb.19: Evans Blue Extravasation: Durch EAE kommt es zu einer vermehrten Extravasation von Evans Blue,

das einen Zusammenbruch der BHS anzeigt. Die Gabe von ML-7 kann dies signifikant verringern.

Es konnte gezeigt werden, dass EAE Tiere eine starke Extravasation von Evans Blue haben
(Abb.19). Dies zeigt einen Zusammenbruch der BHS. Die Gabe von ML-7 reduziert den
Eintritt von Evans Blau in das ZNS Parenchym signifikant, was auf eine geringere
Barrierestorung schlieRen Iasst.

Um die Daten zu erhdrten, wurde als zweiter Marker 1gG verwendet (Abb.20). IgG als

Bestandteil des Serums ist bei intakter BHS nur in den GefaRen zu finden. So deutet IgG im
ZNS Parenchym auf einen Zusammenbruch der BHS hin.

48



Ergebnisse
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Auch mit dem Nachweis von IgG konnte gezeigt werden, dass es bei EAE zu einem
Zusammenbrauch der BHS kommt und dieser durch die Gabe von ML-7 verhindert werden
kann. ML-7 in unimmunisierten Kontrolltieren filhrt zu keiner Anderung der 1gG
Extravasation. AuBerdem wurden IL-17A” Knock-out Tiere verwendet, um den
Zusammenhang zwischen IL-17A, EAE und BHS-Versagen zu zeigen. In diesen Tieren
kommt es zu keiner vermehrten Extravasation von 1gG nach EAE Induktion. Die Fotos zeigen
représentative Aufnahmen von EAE Tieren und welchen, die zusétzlich mit ML-7 behandelt
wurden. Es ist zu beachten, dass beide Aufnahmen mit derselben Belichtungszeit

aufgenommen worden sind.
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3.1.3 Detektion von pMLC

Nun sollte direkt die Menge an phosphorylierter leichter Kette des Myosins in Endothelzellen

gemessen werden, welches durch MLC-Kinase phosphoryliert wird.
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Abb.21: Menge an pMLC: Durch EAE kommt es

zu einem signifikanten Anstieg von pMLC. Diese
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werden. Auch in IL-17A” Tieren kommt es zu einer
\@\\@ & W @V{" © geringeren Phsophorylierung unter EAE

A Bedingungen im Vergleich zu Wildtyp EAE Tieren.

In den EAE Tieren ist pMLC in Endothelzellen signifikant erhéht (Abb.21). Diese
Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins 1aBt sich durch die intraperitoneale Gabe
des MLC-Kinase Inhibitors ML-7 komplett blockieren. Auch in IL-17A” EAE Tieren ist
pMLC signifikant erniedrigt im Vergleich zu Wildtyp EAE Tieren. Somit konnte auch hier

der Zusammenhang zwischen IL-17A und einem BHS-Versagen hergestellt werden.

3.1.4 Infiltration von Immunzellen

In vitro konnte gezeigt werden, dass IL-17A die Adh&sion und Transmigration von
Monozyten fordert und dass dies durch die Gabe von ML-7 reduziert werden kann (Huppert
et al., 2009).

Es ist bekannt, dass bei EAE Immunzellen aus dem Blutstrom in das ZNS einwandern. Nun
sollte gezeigt werden, dass ML-7 durch die Inhibierung der Phoshorylierung von MLC und
somit des kontraktilen Apparats der BHS-Endothelzellen die Einwanderung der Immunzellen
verhindern kann. Dafur wurden Immunzellen aus dem ZNS von EAE Tieren und EAE Tieren
mit ML-7 Injektion am Hohepunkt der Krankheit isoliert und im FACS analysiert.
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Abb.22: ML-7 hemmt die Infiltration
von Lymphozyten (A). Das Verhaltnis
von Thl zu Thl7 Zellen bleibt
annadhernd Kkonstant, beide nehmen
durch ML-7 Gabe ab (B).
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Durch ML-7 Gabe kommt es zu einer Reduktion der Infiltration von CD45.2"CD11b’
Lymphozyten (Abb.22A). Dies laBt sich auf die verminderte Permeabilitdt der BHS durch
ML-7 zurickfihren. AnschlieBend wurde das Verhdltnis der unterschiedlichen T-
Zellpopulationen untersucht. Es kommt zu keiner grofRen Verschiebung des Verhéltnisses
zwischen Thl und Thl7 Zellen (Abb.22B). Hingegen nimmt die Anzahl der infiltrierten T-
Zellen durch ML-7 Gabe in beiden Populationen ab.

3.1.5 Reduzierte mRNA Expression von Thl7 Zytokinen

Bei EAE kommt es im Zuge der Entziindungsreaktion im ZNS zur Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine. Besonderes Augenmerk wird auf die Zytokine der Thl7
Zellen gelegt. Diese Zellen scheinen eine Schlisselrolle bei der Pathogenese von EAE und
MS zu spielen. Deshalb untersuchte ich, ob diese Zytokine in EAE hochreguliert sind und
sich durch die Gabe von ML-7 hemmen lassen. Das Rickenmark dieser Tiere wurde an Tag

20, dem Hohepunkt der klinischen Symptome entnommen und die mRNA extrahiert.
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Abb.23: mRNA Expressionslevel der Th17 Zytokine: IL-17A, IL-22 und GM-CSF sind unter EAE Bedingungen

deutlich erhoht und lassen sich alle drei durch ML-7 Gabe hemmen.

IL-17A, IL-22 und GM-CSF sind in EAE deutlich erhoht (Abb.23). Diese vermehrte
Genexpression 14t sich durch die Behandlung mit ML-7 hemmen. Allerdings wird es sich
hier um einen sekundaren Effekt handeln: es kommt zu einer verminderten Stérung der BHS-
Integritét, somit infiltrieren weniger T-Zellen das ZNS und folglich entsteht eine verminderte
Entziindungsreaktion. So kommt es auch zur reduzierten Expression von Zytokinen. Da IL-
17A und GM-CSF in unimmunisierten Kontrollmdusen nicht detektierbar waren, konnte ich
nicht die Ubliche AACp Methode zur Auswertung verwenden. Deshalb musste hier das
Konzentrationsverhéltnis jedes Gens zu Aktin in jeder der drei untersuchten Konditionen

berechnet werden.

3.1.6 Expressionsmuster weiterer EAE relevanter Gene

AuBer den oben genannten Thl7 Zytokinen habe ich weitere Gene, die in der EAE
Pathogenese gegebenenfalls eine Rolle spielen kénnten auf ihre Regulation auf mMRNA Ebene
untersucht: IFNy, IL-18, TNFa, MCP-1 (monocyte attractant protein), COX1
(Cyclooxigenase), iNOS (induzierte NO Synthase), sowie die Matrixmetalloproteinasen MMP
2,9, 8, 10 und 12. Bei IFNy, MCP-1, COX und MMP2, 9 und 10 konnte ich im Rickenmark
von EAE Tieren, die alle einen klinischen Score von 3-4 hatten, keine Hochregulierung
feststellen. Die verblieben 5 Gene wurden in EAE hochreguliert und ich untersuchte, ob es
durch ML-7 Gabe zu einer verminderten Hochregulierung kommt.
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Abb.24: Genexpressionsmuster von EAE Tieren und solchen mit ML-7 Gabe: IL1B, TNFa, iNOS, MMP8 und
MMP12 sind in EAE stark hochreguliert. Alle bis auf MMP8 lassen sich durch die Behandlung der Tiere mit
ML-7 hemmen.

IL-18, TNFa, INOS sowie die Matrixmetalloproteinasen MMP8 und 12 zeigen eine klare
Hochregulation in EAE (Abb.24). Mit Ausnahme von MMP8 4t sich die Genregulation
durch ML-7 Gabe reduzieren.

53



Ergebnisse

3.1.7 ROS Detektion in EAE Tieren
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen in der EAE Pathogenese eine wichtige Rolle. Sie

konnen Signalwege anstoBen oder auch direkt toxisch auf Neurone und Oligodendrozyten

wirken.

E‘”'TE Abb.25: ROS Produktion im Riickenmark
- von EAE Tieren: Durch EAE kommt es zu
8 0.5

= einer vermehrten ROS Produktion. IL-17A
e

- 0.25 Kock-out Tiere zeigen einen geringeren

Anstieg von ROS unter EAE im Vergleich

; zu Wildtyptieren.
unimmunized EAE IL-1TAA-

Ich konnte mit Hilfe des ROS sensitiven Farbstoffs DHE zeigen, dass die ROS Produktion im
Ruckenmark von EAE Tieren signifikant erhoht ist im Vergleich zu unimmunisierten
Kontrolltieren. Der Zusammenhang mit IL-17A konnte durch die Verwendung von IL-17A™
Knockout Tieren gezeigt werden. Diese zeigten eine deutlich verringerte ROS Bildung im

Rickenmark im Vergleich zu Wildtyptieren.

Nun sollte die ROS Produktion né&her lokalisiert werden. In Kofarbungen fur Superoxid
(DHE) und Endothelzellen (FITC-LEA) konnte mit FACS Analysen die ROS-Produktion

speziell in Endothelzellen bestimmt werden.

18 1
16 A
14 4
12 A

ROS Produktion rel zu Kontrolle

08 1
06 - Abb.26: ROS Produktion in
04 Endothelzellen:  In  EAE  bilden
0.2 Endothelzellen  des  Rickenmarks
0 vermehrt ROS.

Kontrolle EAE

Es zeigte sich, dass die ROS Produktion in Endothelzellen des Riuckenmarks von

immunisierten Tieren unter EAE Bedingungen erhoht ist (Abb.26). Dies ergénzt die Aussage,
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dass ROS im Gesamthomogenat des Rickenmarks erhoht ist. Durch FACS Analyse konnte
ich nun spezifisch die erhdhte ROS Produktion in Endothelzellen nachweisen. Aufier in
Endothelzellen wird ROS auch in Mikroglia ROS gebildet.

3.1.8 Aktivierte Mikroglia in EAE Tieren

Mikroglia sind die stdndigen Immunzellen im ZNS. Sie werden schnell aktiviert, wenn
Schédigungen auftreten. Bei EAE kommt es zur Aktivierung von Mikroglia. ICAM ist ein
Marker fur aktivierte Mikroglia (Dissing-Olesen et al., 2007).

EAE ML-7 EAE

Abb.27: Immunhistologische ICAM Férbungen von Mikroglia im Rickenmark von Tieren mit EAE und mit

zusétzlicher ML-7 Gabe: Die Gabe von ML-7 reduziert die Aktivierung von Mikroglia unter EAE Bedingungen.

Diese Aufnahmen zeigen, dass die klar vorhandene Mikrogliapopulation in EAE Tieren durch
Behandlung der Tiere mit ML-7 stark reduziert wird (Abb.27). Auch hier ist wieder zu
beachten, dass beide Aufnahmen mit derselben Belichtungszeit aufgenommen wurden.
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3.2 Effekte von IL-17A auf Mikroglia

Im Folgenden wird nun genauer auf die Effekte von IL-17A auf Mikroglia eingegangen. Im
ersten Schritt erfolgte die Analyse an organotypischen Kortex-Schnitten. Um das System
weiter zu vereinfachen, wurde anschlieBend mit der Mikroglia-Zelllinie BV-2 gearbeitet.

3.2.1 Th17 Zytokine aktivieren Mikroglia
Die Zytokine, die hauptsachlich von Thl7 Zellen ausgeschuttet werden, wurden auf die

Aktivierungsfahigkeit von Mikroglia getestet. Alle Zytokine wurden in einer Konzentration
von 100 ng/ml fir 24h auf die organotypischen Schnitte gegeben. CD68 ist ein

Oberflachenantigen, das spezifisch auf aktivierten Mikroglia exprimiert wird.

6 -
5
4 4
3 -
2
1
0

Kontrolle IL17A IL17F IL22 GM-CSF

CD 68+ Zellen rel. zu Kontrolle

Abb.28: Aktivierte Mikroglia nach Stimulation mit Th17 Zytokinen in organotypischen Kortexkulturen: IL-17A

und F, sowie IL-6 filhren zu einer signifikanten Aktivierung von Mikroglia.

Es zeigte sich, dass IL-17A und F, sowie IL-6 Mikroglia aktivieren (Abb.28). IL-22 und GM-
CSF zeigen keinen signifikanten Anstieg der CD68" Zellen. Im Folgenden konzentrierte ich
mich auf die Effekte von IL-17A auf Mikroglia.
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3.2.2 Spezifische Mikrogliaaktivierung durch 100 ng/ml IL-17A

Es stellt sich die Frage, ab welcher Konzentration IL-17A zu einer Aktivierung von Mikroglia
fuhrt. So gab ich 1, 10 und 100 ng/ml IL-17A fur 24 h auf die organotypischen

Kortexkulturen.

*kx

CD68 positive Zellen rel. zu Kontrolle

1 L-
0 -
Kontrolle 1ng/mlIL17A  10ng/mlIL17A 100ng/mlIL17

Abb.29: Konzentrationsabhéngigkeit der IL-17A vermittelten Mikrogliaaktivierung. 100ng/ml IL-17A fiihren zu

einer signifikanten Aktivierung von Mikroglia.

Bei 1 ng/ml und 10 ng/ml IL-17A kommt es zu keinem signifikanten Anstieg der Anzahl
aktivierter Mikroglia im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Erst 100 ng/ml IL-17A
aktivieren Mikroglia (Abb.29).

Um zu berpriifen, ob der Effekt der Aktivierung spezifisch fur IL-17A ist oder ob dies auf
Verunreinigungen der Substanz durch z.B. LPS-Reste zuriickzufuhren ist, gab ich einen

neutralisierenden anti-1L-17A Antikorper zu.
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CD68 positive Zellen rel zu Kontrolle

Kontrolle IL-17 IL-17+anti IL-17 IL-17+Isotyp-Ctr

Abb.30: IL-17A vermittelte Mikrogliaaktivierung 18Rt sich durch anti-IL-17A Antikdrper hemmen, womit

gezeigt ist, dass es sich hierbei um eine spezifische Aktivierung handelt.

Durch einen anti-IL-17A Antikorper 146t sich der Aktivierungseffekt komplett verhindern
(Abb.30). Ein Isotyp-Kontrollantikdrper zeigt keine Wirkung. Somit wurde gezeigt, dass die
Reaktion spezifisch fur IL-17A ist.

Kontrolle 100ng/ml IL-17

Abb.31: CD68
immunhistologische Farbung:
100 ng/ml IL-17A filhren zu
einer Aktivierung von
Mikroglia. Das lait sich durch
anti-1L-17A Antikorper
IL-17+a-IL-17 IL-17+Isotyp-Kontrolle verhindern.
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Abb.31 zeigt reprasentative Bilder der CD68 Farbung, bei denen man nochmals gut sieht,
dass IL-17A Mikroglia aktiviert und dies durch den anti-IL-17A Antikorper verhindert wird.

Da nun gezeigt wurde, dass IL-17A einen Effekt auf Mikroglia hat, verwendete ich fiur die
weitere Analyse der Effekte die murine Mikroglia-Zelllinie BV-2.

3.2.3 BV-2 Zellen exprimieren den IL-17RA Rezeptor

Um den Effekt von IL-17A auf Mikroglia an der murinen Zelllinie BV-2 analysieren zu
kdnnen, musste zuerst nachgewiesen werden, dass diese den Rezeptor fur IL-17A exprimiert.
Hierflr isolierte ich RNA aus den Zellen und fiihrte eine RT-PCR durch.

M JAWS bEND Oligo Oli neu Astro HT-22 BV-2 H,0
. IL17RA GAPDH

Abb.32: Expression des IL-17RA Rezeptors auf verschiedenen Zellarten und-linien. BV-2 Zellen exprimieren
den Rezeptor (M: Marker, JAWS: Monozytenzelllinie, bEND: Endothelzelllinie, Oligo: primare
Oligodendrozyten, Oli neu: Oligodendrozytenzellinie, Astro: primédre Astrozyten, HT-22: neuronale Zelllinie,
BV-2 Mikroglia-Zelllinie).

Der murine IL-17RA Rezeptor ist auf Gliazellen exprimiert (Abb.32): Sowohl auf primaren
Astrozyten und Oligodendrozyten, wie auch auf den Zelllinien Olineu (Oligodendrozyten)
und BV-2 (Mikroglia). Die PCR flur den IL-17RA Rezeptor ist in jeder ersten Spur
aufgetragen, als Kontrolle ist in jeder zweiten Spur GAPDH aufgetragen.

Somit sollte die mikrogliale Zelllinie BV-2 auf IL-17A Stimulation reagieren.

3.2.4 Einfluss von IL-17A auf die ROS Produktion

Aktivierte Mikroglia bilden grofle Mengen an ROS sowohl fir die unspezifische

Immunantwort als auch zur Signaltransduktion. Zuerst bestimmte ich den optimalen Zeitpunkt
und die optimale Konzentration des IL-17A um eine ROS Produktion in vitro messen zu
konnen. Die ROS Produktion wurde mit dem Farbstoff DCFH gemessen, der in Anwesenheit
von ROS zum fluoreszierenden Stoff DCF oxidiert wird.
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Abb.33: ROS Produktion wéhrend 1h nach IL-17A Stimulation. Es zeigt sich kein Effekt.

Misst man kontinuierlich die ROS Produktion der BV-2 Zellen wahrend einer Stunde, gibt es
keinen Unterschied bei 1, 10, 50 und 100 ng/ml IL-17A im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle (Abb.33).

N * %k
=

5 251

o

Fud

o 27

=3

|1

1,5 1

5]

(= I I

@

=

30’5- l . . .
)

xr 9 T T T r

0 ng/mi 1 ng/mi 10ng/ml 50ng/ml 100 ng/ml

Abb.34: ROS Produktion nach 24h: 100 ng/ml IL-17A fihren zu einer verstarkten ROS Produktion in BV-2

Zellen.

Stimuliert man hingegen die Zellen fur 24h mit 1, 10, 50 und 100 ng/ml IL-17A und misst
anschliellend die ROS Produktion, so sieht man eine signifikant erhohte ROS Produktion bei

einer Stimulation mit 100 ng/ml IL-17A im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb.34).
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3.2.5 Quellen der ROS Produktion
Nun sollte bestimmt werden, welche Art von reaktiver Sauerstoffspezies nach IL-17A

Stimulation entsteht. Hierfir gab ich einerseits Superoxiddismutase (SOD) zu, die Superoxid
zu Wasserstoffperoxid umwandelt. Anderseits wurde Katalase eingesetzt, welche

Wasserstoffperoxid in Wasser und molekularen Sauerstoff spaltet.

1,8 -
1,6 -
1,4
1,2 1 Abb.35: Quellen der

- THHE
11 ROS Produktion:
0.8 - SOD verhindert die
0,6 - IL-17A  vermittelte
0,4 ROS Produktion. Dies
0,2 ; zeigt, dass Superoxid
0 T T T T produziert wird.

Kontrolle IL17 IL17+50D IL17+Cat  IL17+SOD+Cat

Relatlve DCF Fluoreszenz

Ich konnte zeigen, dass BV-2 Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-17A fur 24h
vermehrt ROS bilden und dass diese Produktion durch Zugabe von SOD verhindert werden
kann (Abb.35). Katalase hingegen hat keinen Einfluss auf die ROS Produktion nach IL-17
Stimulation. Dies zeigt an, dass es nach IL-17A Stimulation zur Produktion von Superoxid
kommt. Auch die Kombination von SOD und Katalase hat keinen zusétzlichen Effekt auf die

ROS Bildung im Vergleich zu der Gruppe, in der nur SOD zugegeben wurde.
Nun wollte ich die Quelle der Superoxidproduktion bestimmen. Hauptproduzent fir

Superoxid ist die NAD(P)H-Oxidase, die als Nebenprodukt grofle Mengen Superoxid
produziert. Apocynin ist ein spezifischer Inhibitor der NAD(P)H-Oxidase.
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Durch Zugabe von Apocynin konnte die IL-17A vermittelte Superoxidproduktion gehemmt
werden (Abb.36). Somit ist die NAD(P)H Oxidase als Quelle der ROS Produktion nach IL-
17A Stimulation identifiziert.

3.2.6 Proliferation nach IL-17A Stimulation

Nachdem Mikroglia aktiviert wurden, kommt es zu einer Proliferation dieser Zellen um eine
adaquate Immunantwort auszufiihren und die Entziindungsreaktion zu amplifizieren. Mit
Alamarblue Assays konnte auf einfach Weise die Zunahme der Zellzahl verfolgt werden. Die
Experimente wurden jeweils auf die unstimulierten Kontrollen zum selben Zeitpunkt

normiert.
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Abb.37: Proliferation nach 100 ng/ml IL-17A Stimulation.
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Nach 24h kommt es zu einer vermehrten Proliferationsrate durch IL-17A Stimulation. Diese
verstarkt sich nach 48h und zeigt sich auch 72h (Abb.37).

Nun sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der oben gezeigten Superoxidproduktion
und der verstarkten Proliferation gezeigt werden. Dafir wurde der NAD(P)H-Inhibitor
Apocynin hinzugefiigt und die Proliferationsrate nach 48h und 72h gemessen, da dies die

optimalen Zeitpunkte nach IL-17A Stimulation darstellte.

Proliferation 48h 100 ng/ml IL-17 Proliferation 72h 100 ng/ml IL-17
14 - 1,4 1 —
g 1,2 A _E 1,2 A
g 1 Hit g 1 san
= 08 { 5 081
g 06 1 E 0,6 1
B 04 1 g 041
2 02 & 0.2
0 0
Kontrolle IL-17 IL-17+Apocynin Kontrolle IL-17 IL-17+Apocynin

Abb.38: Hemmung der IL-17A vermittelten Proliferation durch Inhibierung der ROS Produktion. Apocynin

inhibiert die vermehrte Proliferation. Dieser Effekt konnt sowohl nach 48 h als auch nach 72 h gezeigt werden.

Die IL-17A vermittelte vermehrte Proliferationsrate der BV-2 Zellen lie3 sich komplett durch
Apocynin hemmen (Abb.38). Dies zeigt, dass die Proliferation von der ROS Produktion
abhéngig ist.

3.2.7 Vermehrte Migration durch IL-17A Stimulus
Aktivierte Mikroglia mussen an den Ort der Verletzung migrieren. Von dort ausgesendete

proinflammatorische Signale flihren dazu, dass weitere Mikroglia rekrutiert werden.

Mit Hilfe der ,,.Boyden Chamber (chemotaktische Kammer) untersuchte ich, ob IL-17A als
Migrationssignal fungieren kann. fMLP wurde als Positivkontrolle eingesetzt (Forstreuter,
2002).
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Abb.39: Migration nach IL-17A Stimulation: 100 ng/ml IL-17A fiihren nach 18h zu einer vermehrten Migration
der BV-2 Zellen.

Nach 18h Migrationszeit konnte eine vermehrte Migration der BV-2 Zellen mit IL-17A
Stimulus detektiert werden (Abb.39). 10 ng/ml fuhren zu einem leichten Anstieg, 100 ng/ml
zu einer signifikant erhdhten Migrationsrate, die mit der haufig verwendeten Positivkontrolle

fMLP in einer Grolienordnung liegt.

3.2.8 Inhibierung der IL-17A vermittelten Migration

Nun wollte ich einen mechanistischen Zusammenhang zwischen ROS Produktion und
vermehrter Migration herstellen. Deshalb gab ich einerseits SOD ins Medium um das
entstandene Superoxid sofort zu spalten, andererseits Apocynin um die Produktion des

Superoxids zu verhindern.
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Abb.40: Inhibierung der IL-17A vermittelten Migration durch Hemmung der ROS Produktion: Sowohl SOD als

auch Apocynin inhibieren die vermehrte Migration.
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Sowohl SOD als auch Apocynin hemmen die IL-17A stimulierte Migration der BV-2 Zellen
(Abb.40). Dies zeigt, dass IL-17A zuerst zur ROS Produktion in Mikroglia fihrt und es
anschlielend zu einer vermehrten Migration kommt.
Durch Zugabe eines neutralisierenden anti-IL-17A Antikorperwurde bewiesen, dass dieser
Mechanismus spezifisch fur IL-17A ist.
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Abb.41: Spezifische Hemmung der IL-17A vermittelten Migration durch anti-IL-17A Antikdrper.

Der anti-IL-17A Antikorper verhindert die starkere Migrationsrate, wohingegen ein Isotyp-
Kontrollantikorper keinen Einfluss auf die IL-17A vermittelte Migration hat (Abb.41). Dies
zeigt nochmals, dass auch der Effekt auf die Migration spezifisch durch IL-17A
hervorgerufen wurde und nicht durch verunreinigende Stoffe aus dem Medium oder der

Kammervorrichtung.
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3.3 Zusammenhang zwischen intrazellularem Kalzium-

gehalt und IL-17A vermittelter Mikrogliaaktivierung

3.3.1 NMDA- Rezeptoruntereinheit NR1 ist auf BV-2 Zellen exprimiert

NMDA-Rezeptoren sind spannungs- und ligandengesteuerte Ca**-Kanale. Kalzium ist ein
aulRerst wichtiger Botenstoff fur intrazelluldre Signalwege. Bei der Mikrogliaaktivierung
kommt es haufig zu einer intrazelludren Erh6hung der Kalziumkonzentration.

Mit Hilfe der realtime PCR konnte ich nachweisen, dass die in allen funktionsfahigen
NMDA- Rezeptoren enthaltene und fir die Funktion essentielle Untereinheit NR1 in BV-2
Zellen exprimiert wird (Abb.42).
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Abb.42: mRNA Expression der NR1 Untereinheit des NMDA Rezeptors auf BV-2 Zellen.

3.3.2 Hemmung der ROS Produktion durch NMDA-Rezeptor Blockierung

Im vorigen Kapitel konnte ich zeigen, dass IL-17A zur ROS Produktion fihrt und dies zur

vermehrten Proliferation und Migration von BV-2 Zellen. Nun wollte ich eine Verbindung
zum Kalziumsignalweg ziehen. Wie zuvor wurde die ROS Produktion bei 100 ng/ml IL-17A
Stimulation nach 24h mit DCF gemessen. Ich verwendete zwei Inhibitoren des NMDA.-
Rezeptors: MK 801 ist ein nicht-kompetitiver Rezeptor Blocker, wohingegen AP5 kompetitiv

an die Ligandenbindungsstelle bindet.
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Abb.43: Inhibierung der IL-17A vermittelten ROS Produktion durch NMDA-Rezeptor Blocker: Sowohl MK
801 als auch AP5 hemmen die vermehrte ROS Produktion.

Sowohl mit MK 801 als auch mit AP5 kann die IL-17A vermittelte verstarkte ROS
Produktion inhibiert werden (Abb.43). Somit ist ein Zusammenhang zwischen IL-17A und
NMDA-Rezeptor hergestellt worden.

3.3.3 Hemmung der IL-17A vermittelten Proliferation durch NMDA-Rezeptor

Blockierung
Da sich also zeigte, dass ein Kalziumsignal in die IL-17A vermittelte Mikrogliaaktivierung

involviert ist, wollte ich weiter untersuchen, ob sich durch die Hemmung des

Kalziumeinstroms die Proliferation der BV-2 Zellen hemmen laRt.
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Abb.44: Inhibierung der IL-17A vermittelten Proliferation (nach 48 h) durch NMDA Rezeptor Blocker: Sowohl

MK 801 als auch AP5 hemmen die vermehrte Proliferation.
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Beide NMDA-Rezeptor Inhibitoren hemmen vollstandig die vermehrte Proliferationsrate, die
durch IL-17A Stimulation nach 48h zu beobachten ist (Abb.44).

3.3.4 Zytokinfreisetzung nach IL-17A Stimulation

Aktivierte Mikroglia produzieren und sekretieren viele verschiedene Zytokine und
Chemokine, um ein pro-inflammatorisches Milieu aufzubauen. So konnte ich im Uberstand
der BV-2 Zellen nach 24 stiindiger Stimulation mit 100 ng/ml IL-17A die Zytokine IL-6 und
auch G-CSF detektieren (Abb.45).
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Abb.45: Sekretion von IL-6 und G-CSF nach IL-17A Stimulation. Diese Zytokinfreisetzung 1Rt sich durch
Inhibierung des NMDA-Rezeptors mit AP5 hemmen.

Es kommt bei beiden Zytokinen zu einer Verminderung der Proteinsekretion, wenn der
NMDA-Rezeptor Inhibitor AP5 zugegeben wird. Dies deutet darauf hin, dass es durch IL-
17A zu einem Ca’*-Einstrom kommt und dass dieses Kalziumsignal fiir die
Zytokinausschittung bendtigt wird.

Zu der vermehrten Freisetzung von IL-6 und G-CSF kann es entweder durch Veranderung der
Genexpression, also auf mRNA Ebene kommen, oder aber durch posttranslationale
Modifikationen und vermehrte Sekretion von zellulér gespeicherten Proteinen. Ich Gberprifte
mit Hilfe von realtime PCR, ob es nach IL-17A Stimulierung auch auf mRNA Ebene zu

Verénderung der I1L-6 und G-CSF Expression kommt.
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1 Abb.46: mRNA Expressionsrate nach IL-

0,5 - . . 17A Stimulation: Das mRNA Level dndert

0 T T -—u sich weder bei IL-6 noch bei G-CSF nach
Actin IL-6

G-CSF IL-17A Stimulation.

x fache Hochregullerung
relatlv zur Kontrolle

Auf mRNA Ebene wird weder IL-6 noch G-CSF reguliert (Abb.46). Die Expressionsrate nach
24h 1L-17A Stimulation bleibt vielmehr konstant. Es kommt nur zu einer vermehrten
Proteinfreisetzung oder zu posttranslationalen Modifikationen, die zu mehr verfligbarem

Protein fihren.

3.3.5 Kalziummessung

In einem ndchsten Schritt wollte ich direkt die intrazelluldare Kalziumkonzentration
analysieren. Dafur setzte ich den Kalzium-sensitiven Farbstoff Fluo-3 ein. Fluo-3-AM liegt
als Ester vor und kann so in die Zelle aufgenommen werden. Dort wird er zu Fluo-3

hydrolysiert, kann an Kalzium binden und so als Fluoreszenzsignal detektiert werden.

Misst man die Ca?*-Freisetzung nach Zugabe von 100 ng/ml IL-17A wiahrend 1h, gibt es

keinen Unterschied zur unstimulierten Kontrolle (Abb.47).
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Abb.4T7: Kalziumsignal
nach 1h IL-17A
Stimulation: Es zeigt sich
kein Unterschied zwischen
Kontrolle  und  IL-17A

stimulierten BV-2 Zellen.

Da auch in allen vorhergegangenen Experimenten eine Stimulationszeit von ca. 24h bendtigt

wurde, stimulierte ich die Zellen zuerst mit 100 ng/ml IL-17A fur 24h und habe dann das

Kalziumsignal wéhrend 30 min gemessen.
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Abb.48: Kalziumsignal nach 24h
IL-17A Stimulation: Es zeigt sich
kein Unterschied zwischen
Kontrolle und IL-17A stimulierten
BV-2 Zellen.

Auch nach 24h IL-17A Vorstimulation gibt es keinen Unterschied zwischen IL-17A

stimulierten Zellen und unstimulierter Kontrolle (Abb.48).

Daraus konnte man schlieBen, dass das Kalziumsignal irgendwann in einer Zeitspanne

dazwischen auftritt. Eine kontinuierliche Messung ber 24h ist aufgrund des Photobleaching

des Ca”*-Fluoreszenzindikators nicht méglich. Daraufhin gab ich den Liganden fiir den
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NMDA-Rezeptor Glutamat hinzu. Ich stimulierte die Zellen fur 24h mit 100 ng/ml IL-17A

und gab dann unmittelbar vor der Messung Glutamat hinzu.
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Abb.49: Kalziumsignal nach 24h IL-17A Stimulation und Zugabe von Glutamat: gibt man den Liganden
Glutamat zu fiihrt IL-17A zu einem starkeren Kalziumsignal. MK 801 kann diesen Effekt inhibieren.

Wie schon erwéhnt, ergibt sich kein signifikanter Anstieg bei IL-17A Stimulation ohne
Glutamatzugabe. Gibt man den Liganden Glutamat zu und hat die Zellen zuvor mit IL-17A
stimuliert, fuhrt dies zu einem signifikant erhohten Kalziumsignal. Dieser Effekt kann
komplett durch MK 801 blockiert werden (Abb.49). Die zeigt an, dass der Kalziumeinstrom
uber den NMDA Rezeptor erfolgt.

3.3.6 NMDA-Rezeptor Expression
Nun stellt sich die Frage, wie der gerade beschriebene Effekt zustande kommen kann, da IL-

17A nicht direkt zu einem erhdhten Kalziumeinstrom flhrt, sondern es stattdessen zu einer
erhéhten Antwort auf die Ligandenbindung kommt, wenn mit IL-17A vorstimuliert wurde.
Ich untersuchte mit realtime PCR, ob nach IL-17A Stimulation die mRNA der NR1
Untereinheit des NMDA-Rezeptors vermehrt exprimiert wird.
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Auf mRNA Ebene wird der NMDA-Rezeptor nach 24 stundiger IL-17A Stimulation nicht
hochreguliert (Abb.50). Auch der IL-17RA Rezeptor selbst &ndert nicht sein Expressionslevel
nach IL-17A Stimulation.

3.3.7 NMDA-Rezeptor Proteinlevel
Aullerdem uberprifte ich mit In Cell western, ob die Gesamtproteinmenge an NR1 nach IL-

17A Stimulation zunimmt.
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0 A Expressionslevels.

Kontrolle IL-17

Auch auf Proteinebene gibt es keine vermehrte NR1 Expression nach Stimulation der Zellen
mit 100 ng/ml IL-17A flr 24h (Abb.51).

3.3.8 NMDA-Rezeptor Phosphorylierung
Ein mdglicher Aktivierungsmechanismus des NMDA-Rezeptors lauft (ber seine

Phosphorylierung. So untersuchte ich, ob es nach IL-17A Stimulation zu einer Anderung der
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Menge des phosphorylierten NR1 Proteins kommt. Hierflr verwendete ich einen Antikdrper
gegen die an Serin 896 phosphorylierte NR1 Untereinheit.
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Kontrolle IL17 IL17+MK MK 801

Abb.52: Proteinexpression der phosphorylierten pNR1 Untereinheit: Nach IL-17A Stimulation kommt es zu
einer vermehrten Phosphorylierung der NR1 Untereinheit. Dies 4Rt sich nicht durch MK 801 hemmen.

Nach IL-17A Stimulation kommt es zu einer vermehrten Phosphorylierung der NR1
Untereinheit (Abb.52). Es ist bekannt, dass NMDA-Rezeptoren phosphoryliert und
dephosphoryliert werden um ihre Funktion zu regulieren. Phosphorylierung verstéarkt die
Aktivitat des Kanals (Xiong et al., 1998). NR1 Phosphorylierung an Serin 896 durch Protein
Kinase C ist eines der Signale, die zur Freisetzung des Proteins aus dem endoplasmatischen
Retikulum fuhrt (Scott, 2001).

Diese Phosphorylierung l&Rt sich nicht durch den NMD A-Rezeptorantagonisten hemmen. So
kommt es zwar bei der Kombination von IL-17A und MK 801 zur vermehrten
Rezeptoraktivierung durch Phosophorylierung. Der Rezeptor wird dann aber durch MK 801

gehemmt, sodass es nicht zu einem vermehrten Kalziumeinstrom kommt.
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3.3.9 Glutamatfreisetzung durch BV-2 Zellen
Nun untersuchte ich noch, ob BV-2 Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml IL-17A innerhalb

von 24h Glutamat ausschitten. Ich wahlte die Zeitpunkte 1, 3, 6. 18 und 24h.

1,6 1
14 1

1,2 1

1 4
0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0 T T T T T
3h 6h 18h 24h

Kontrolle 1h

Glutamatausschuttung
rel. zu Kontrolle

Abb.53:  Glutamatausschittung der BV-2 Zellen nach IL-17A Stimulation: Es findet keine

Glutamatausschiittung innerhalb von 24h statt.

Es zeigte sich, dass BV-2 Zellen nach IL-17A Stimulation innerhalb von 24h kein Glutamat
ausschutten (Abb.53).

Prinzipiell konnen aktivierte Mikroglia Glutamat ausschiitten, was in MS und EAE zu einer
Schédigung der Oligodendrozyten fiihrt (Domercq et al., 2007, Srinivasan et al., 2005).
Ebenfalls wurde kirzlich gezeigt, dass BV-2 Zellen Glutamat ausschutten kénnen (Sivakumar
et al., 2009).

3.3.10 Hemmung der Mikrogliaaktivierung in organotypischen Kulturen

Alle bisher aufgezeigten Mechanismen zur Hemmung der Aktivierung von Mikroglia durch
IL-17A wurden in BV-2 Zellen gezeigt. Um zu zeigen, dass die selben Mechanismen auch an
priméaren Mikroglia wirken, habe ich die Inhibitoren zu organotypischen Kortexkulturen

gegeben, die fur 24h mit 100 ng/ml IL-17A stimuliert wurden.
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CD68+ Zellen rel.zu Kontrolle
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Abb.54: Hemmung der Aktivierung von Mikrogliazellen in organotypischen Kulturen durch NMDA
Rezeptorinhibierung. MK801 und AP5 inhibieren die Mikrogliaaktivierung signifikant.

Wie schon in Abschnitt 3.2.1 gezeigt, fuhrt 100 ng/ml IL-17A Stimulation fir 24h zu einer
vermehrten Mikrogliaaktivierung in organotypischen Kulturen. Diese Aktivierung wird durch
Inhibierung des NMDA-Rezeptors vermindert (Abb.54).
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4. DISKUSSION

4.1 Zusammenfassunq

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich den Mechanismus, der dem IL-17A vermittelten
BHS-Versagen bei EAE zugrunde liegt. AulRerdem untersuchte ich die Effekte von IL-17A
auf Mikroglia. Ich konnte zeigen, dass die Pathogenese von EAE durch die Hemmung des
endothelialen kontraktilen Apparates mittels ML-7 gemildert werden kann. Der MLC Kinase
Inhibitor ML-7 flhrt zu einer geringeren Menge an phosphoryliertem MLC Protein und
verhindert somit die Offnung der BHS. Dadurch kénnen weniger Immunzellen aus der
Peripherie ins ZNS einwandern. Es kommt zu einer geringeren Expression von Zytokinen und
Matrixmetalloproteinasen im ZNS, und somit zu einer verminderten inflammatorischen
Reaktion. Die sonst in hoher Zahl vorhandenen Th17 Zellen schiitten folglich weniger 1L-17A
aus. Es kommt u.a. zu einer geringeren Mikrogliaaktivierung durch IL-17A. IL-17A fihrt zu
einer verstarkten ROS Bildung in Endothelzellen und Mikrogliazellen. AuRerdem fordert es
die Proliferation und Migration von Mikroglia. Diese aktivierte Mikroglia schitten wiederum
proinflammatorische Zytokine aus. Zusatzlich konnte ich zeigen, dass es IL-17A abhangig zu
einem Kalziumeinstrom Giber NMDA-Rezeptoren kommt. Die Aktivierung von Mikroglia mit
ihren charakteristischen Auswirkungen wie Proliferation, Migration sowie ROS-und Zytokin-
Produktion kann durch die Inhibierung des NMDA-Rezeptors verhindert werden. IL-17A
fuhrt zu einer erhéhten Aktivierung des NMDA-Rezeptors, sodass es auf den Liganden
Glutamat hin zu einem erhéhten Kalziumeinstrom kommt. Dieses verstérkte Kalziumsignal
kann dann zusammen mit dem ebenfalls durch IL-17A ausgel6sten ROS Signal zu der
verstarkten Aktivierung durch IL-17A fiihren (Abb.55).
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Abb.55: Zusammenfassung der Effekte von IL-17A auf die BHS und Mikroglia. IL-17A fiihrt zum Versagen der
BHS. Dies laRt sich durch Inhibierung des endothelialen kontraktilen Apparats hemmen. AuRerdem fiihrt IL-17A
iiber ROS- und Ca**-Signalwege zur Aktivierung von Mikroglia.
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4.2 Einfluss des MLC Kinase Inhibitor ML-7 auf die
Pathogenese von EAE

Ich konnte zeigen, dass man die Permeabilisierung der BHS in EAE durch die Inhibierung des
endothelialen kontraktilen Apparates hemmen kann. Es wird angenommen, dass IL-17A oder
auch andere Thl7 Zytokine am Zusammenbruch der BHS beteiligt sind. Dies wurde am
Zellkulturmodell gezeigt (Kebir et al., 2007; Huppert et al., 2009). Man konnte durch die
Gabe von ML-7 den IL-17A vermittelten BHS-Zusammenbruch verhindern. Diese Befunde
verfolgte ich in vivo am EAE Tiermodell fur MS. Ich konnte zeigen, dass durch Gabe von
ML-7 zwischen Tag 3 und 12 ein milderer klinischer Verlauf hervorgerufen wird. Um den
Zusammenhang zwischen milderem klinischen Verlauf und der in vitro gezeigten Inhibierung
des endothelialen kontraktilen Apparates und somit dem Erhalt der BHS-Integritat
aufzuzeigen, verwendete ich zwei verschiedene Methoden. Sowohl die 1gG Farbung als auch
die Evans Blau Extravasation zeigten eine starke Storung der BHS-Integritdt in EAE Tieren
am Hohepunkt der Krankheit. Beide Methoden werden haufig verwendet um die
Permeabilitat der BHS anzuzeigen (Nicaise et al., 2009). Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit vielen Studien, die den Verlust der BHS-Integritat als wichtiges
Kennzeichen der EAE Pathogenese zeigten (Engelhardt, 2008; Fabis et al., 2007, van
Horssen, 2008; Schreibelt et al., 2008).Ich konnte nachweisen, dass ML-7 durch die
Hemmung des endothelialen kontraktilen Apparats die Offnung der BHS reduziert. Dies steht
in guter Ubereinstimmung mit Kuhlmann et al. (2007). Dort wurde in Ratten gezeigt, dass
ML-7 die Offnung der BHS in einem Schlaganfall Tiermodell hemmt.

Aullerdem konnte ich direkt die Menge von phosphorylierter leichter Myosinkette in
Endothelzellen bestimmen. Sie ist in EAE Tieren gegentber unimmunisierten Kontrollen
erhéht und lie} sich durch ML-7 reduzieren. Somit ist die direkte Wirkung von ML-7 auf
MLC gezeigt. Aullerdem konnte der Zusammenhang zu IL-17A an diesem Geschehen gezeigt
werden, da IL-17A" Knock-out Mause wahrend EAE viel weniger pMLC in Endothelzellen
exprimieren.

Kebir et al. (2007) zeigten zusatzlich, dass die Expression von Occludin im Riickenmark von
EAE Tieren reduziert ist. All diese Faktoren zeigen, dass es in EAE zu einer Storung der BHS
kommt und dass der endotheliale kontraktile Apparat daran beteiligt ist. ML-7 inhibiert die

MLC-Kinase, sodass es zu weniger phosphorylierter leichter Myosinkette kommt.
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Es gibt einige Studien, die zeigen, dass ROS an der Pathogenese von EAE und MS beteiligt
ist. Allerdings wurde vor allem gezeigt, dass antioxidative Enzyme in aktiven MS Lé&sionen
hochreguliert sind (van Horssen et al. 2008), bzw. dass die Gabe von Antioxidantien einen
positiven Effekt auf den Verlauf von EAE haben (Schreibelt et al., 2008). Ein direkter
Nachweis von ROS in ZNS von EAE Tieren wurde bisher nicht erbracht. Ich konnte mit Hilfe
des ROS sensitiven Farbstoffs DHE nachweisen, dass es im Gesamthomogenat des
Rickenmarks von Tieren mit EAE zu einer vermehrten ROS Bildung kommt. Um die
Lokalisation der ROS Produktion einzugrenzen wurden FACS Analysen durchgefihrt. Diese
zeigten, dass die erhohte ROS Bildung im Vergleich zu unimmunisierten Kontrolltieren auch
in den Endothelzellen des Rickenmarks vorkommt und nicht nur in Makrophagen und
Mikroglia, wie man vielleicht vermuten kdnnte, da diese bei ihrer proinflammatorischen
Reaktion ROS produzieren. Um den Zusammenhang zwischen ROS Produktion und IL-17A
zu zeigen, verwendete ich 1L-17A” Knock-out Tiere. Diese zeigten eine deutlich reduzierte
ROS Produktion. Haak et al. (2009) postulierten, dass IL-17A und F nicht essentiell fir die
Ausbildung von EAE sind. Auch ohne IL-17A, IL-17F oder einer Kombination von beiden
kommt es zur Entwicklung von EAE. IL-17A” Mause zeigen zwar einen milderen
Krankheitsverlauf von EAE, sind aber nicht resistent.

Ich konnte zeigen, dass IL-17A am Zusammenbruch der BHS beteiligt ist und es durch
Hemmung des endothelialen kontraktilen Apperates zu einem milderen klinischen Verlauf
kommt. Somit kann folgender Mechanismus postuliert werden: Durch die Bindung von IL-
17A an Endothelzellen kommt es zur Produktion von ROS, was zur Aktivierung der MLC
Kinase fuhrt. Diese wiederum phosphoryliert die leichte Myosinkette, wodurch es zur
Kontraktion des endothelialen Apparates und zur Zerstdrung von Tight junctions kommt.
Beides fihrt zu einem Zusammenbruch der BHS und wodurch es Immunzellen aus der

Blutbahn ermdglicht wird in das ZNS einzudringen.

Aullerdem untersuchte ich die Expression verschiedener Gene, die in der Pathogenese von
EAE eine Rolle spielen. Die mRNA Analyse erfolgte an Tag 20, dem Hohepunkt der
Krankheit. Neben den klassischen Th17 Zytokine IL-17A, IL-22 und GM-CSF werden auch
IL-1B8, TNFo und iNOS und die Matrixmetalloproteineasen MMP8 und MMP12 verstérkt
exprimiert. In einer Arbeit von Ponomarev et al. (2007) wurde die GM-CSF Expression zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend des EAE Verlaufs analysiert. In Ubereinstimmung mit

deren Ergebnis konnte ich zeigen, dass GM-CSF im Rickenmark von unimmunisierten
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Méusen nicht detektierbar ist. Ponomarev et al. zeigten, dass die GM-CSF Expression am Tag
der ersten klinischen Symptome am hdéchsten ist und dann wieder abnimmt, allerdings am
Hohepunkt der Krankheit noch in grofen Mengen exprimiert wird. Auflerdem zeigten sie,
dass GM-CSF von T Zellen exprimiert wird und fiir die Induktion von EAE bendtigt wird, da
ansonsten die Mikrogliaaktivierung und die Rekrutierung von peripheren Makrophagen stark
inhibiert wird (Ponomarev et al., 2007).

IL-22 ist eines der Th17 Zytokine, das an der Pathogenese von EAE beteiligt ist (Betelli et al,
2007). Es wird nach IL-23 Stimulation spezifisch von den pathogenen T Zellen exprimiert
(Kreymborg et al., 2007). Allerdings konnten Kreymborg et al. auch zeigen, dass IL-227"
Méuse nicht resistent gegenliber EAE sind. Dass diese Thl7 Zytokine durch ML-7 Gabe
vermindert exprimiert werden, ist darauf zurtckzufihren, dass weniger Th17 Zellen in das
ZNS einwandern kdnnen.

Es gibt 23 Matrixmetalloproteinasen in der Maus. Einige davon werden in EAE hochreguliert.
Ich konnte diese Hochregulierung im Rickenmark am HOhenpunkt der Krankheit bei MMP8
und 12 detektieren. Die von mir auch untersuchten Gene MMP2, 9 und 10 werden nicht
hochreguliert. Toft-Hansen et al. (2004) zeigten eine Hochregulation von MMP8, 10 und 12.
MMP2 und 9 werden auch in dieser Studie nicht hochreguliert. Allerdings arbeitete die
Gruppe mit SJL/J Mdusen mit passiver EAE. Dies kdnnte den Unterschied bei MMP10
erklaren. Weaver et al. (2005) detektierten in 129/SvEv Mdusen, welche eine schubférmige
EAE zeigen, besonders eine Hochregulierung von MMP12, was mit meinen Ergebnissen gut
ubereinstimmt. AulRerdem zeigen sie eine Hochregulierung von MMP3, 8, 10, 19 und 25. Die
starke Hochregulierung von MMP12 konnte ich durch die Gabe von ML-7 hemmen.

Es wurde h&ufiger gezeigt, dass TNFa in EAE hochreguliert wird (z.B. Espejo et al., 2005).
Dies konnte ich bei meiner Analyse bestatigen. Zudem konnte ich die TNFa Hochregulierung
durch ML-7 hemmen. Dieser Effekt ist wahrscheinlich sekundar. Wird die Offnung der BHS
gehemmt, kdnnen weniger Immunzellen aus der Peripherie in das ZNS eindringen. Es kommt
zu einer geringeren Entziindungsreaktion und dadurch zu einer geringeren Expressionsrate der
Zytokine.

In EAE Tieren konnten wir eine verstarkte Mikrogliaaktivierung detektieren. Dissing-Olesen
et al. (2007) zeigten, dass ICAM auller auf Endothelzellen auch auf aktivierten Mikroglia
exprimiert wird und als Marker flr diese verwendet werden kann. Nach ZNS Verletzung und

in EAE Madusen wiesen sie eine vermehrte ICAM-Expression nach. Dies deckt sich mit den
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Resultaten unseren immunhistochemischen Farbungen. Es wurde haufig gezeigt, dass
Mikroglia in EAE und auch MS eine wichtige Rolle spielen (z.B. Benviste, 1997, Smith,
2001, Neumann et al., 2009). Auch die ICAM-Expression kann durch ML-7 gehemmt
werden. Da es durch die verminderte Offnung der BHS zu einer verminderten Einwanderung
spezifischer T-Zellen gegen MOG kommt, fuhrt dies zu einem geringeren Schaden im ZNS

und somit zu einer geringeren Mikrogliaaktivierung.

4.3 Wirkung von IL-17A auf Mikroglia

Ich konnte zeigen, dass Thl7 Zytokine murine Mikroglia aktivieren. Wie oben schon
beschrieben, sekretieren Thl7 Zellen IL-17A und F, IL-6, IL-22 und GM-CSF. Diese
Zytokine spielen in Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose und dem Tiermodell
EAE eine wichtige Rolle. CD68 ist ein Oberflachenmarker fir aktivierte Mikroglia und
Makrophagen. Zytokine werden z.B. von Lymphozyten ausgeschittet und fuhren dann zur
Aktivierung von Mikroglia. Ich konnte zeigen, dass exogenes IL-17A und F sowie IL-6 zu
einer signifikanten Aktivierung von Mikroglia im murinen Kortex fihren. Kawanokuchi et al.
(2008) konnten den IL-17A Rezeptor auf priméren murinen Mikroglia nachweisen und auch
zeigen, dass er funktional ist, da es in Folge von IL-17A Stimulation zur Produktion von
proinflammatorischen  Zytokinen kommt. Ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit
Kawanokuchi konnte ich zeigen, dass der Effekt von IL-17A dosisabhangig ist. 1 ng/ml IL-
17A zeigt keinen Effekt, 10 ng/ml IL-17A einen leichten und mit 100 ng/ml wird ein
signifikanter Effekt erreicht.

Die genaueren Wirkungsmechanismen, die IL-17A auf Mikroglia hat, wurden bisher noch
nicht untersucht. Um sie an einem vereinfachten Modell studieren zu kénnen, arbeitete ich mit
der murinen Mikroglia-Zelllinie BV-2. Diese zeigt die charakteristischen Eigenschaften von
Mikroglia und 1aBt sich gut aktivieren, was sich in ihrer Morphologie und Funktion
niederschlagt (Bocchini et al., 1992, Laurenzi et al., 2001). Ich konnte zeigen, dass diese

Mikroglia-Zelllinie auch den IL-17RA Rezeptor exprimiert.

Ein Charakteristikum von aktivierten Mikroglia ist ihre ROS Produktion. Ich konnte zeigen,
dass 100 ng/ml IL-17A zu einer erhthten ROS Produktion nach 24h durch BV-2 Zellen fiihrt.
In Huppert et al. (2009) wurde gezeigt, dass die IL-17A vermittelte ROS Produktion in
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Endothelzellen vor allem durch die NAD(P)H Oxidase entsteht. In Mikroglia konnte ich nun
die ROS Produktion durch Apocynin, einem Inhibitor der NAD(P)H Oxidase hemmen und
somit die NAD(P)H Oxidase als Quelle der ROS Produktion identifizieren. Dies ist auch in
Ubereinstimmung mit Mander et al. (2006), die die NAD(P)H Oxidase als Quelle von ROS
bei der Proliferation von Mikroglia identifizierten. Die NAD(P)H Oxidase kann sowohl
Superoxid als auch Wasserstoffperoxid generieren. Um abzugrenzen, welche der beiden
Substanzen von den BV-2 Zellen als Antwort auf die IL-17A Stimulation produziert wird, gab
ich sowohl SOD (wandelt Superoxid zu Wasserstoffperoxid um) als auch Katalase (spaltet
Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff) hinzu. Im Gegensatz zu Mander et al. konnte
ich zeigen, dass die SOD den Effekt von IL-17A auf die ROS Bildung vollstandig aufhebt,
wohingegen Katalase nur einen sehr geringen Effekt hat. Somit kann ich folgern, dass vor
allem Superoxid in Folge von IL-17A Stimulation gebildet wird. Mander et al. zeigten
hingegen, dass vor allem Wasserstoffperoxid gebildet wird.

Aktivierte Mikroglia proliferieren und migrieren. Deshalb analysierte ich, ob IL-17A einen
Einfluss auf diese Faktoren hat. Ich konnte zeigen, dass es nach 24h zu einer vermehrten
Proliferation mit 100 ng/ml IL-17A kommt, die sich nach 48h und 72h verstéarkt zeigt. Dies
erganzt die Daten, die von Mander et al. erhoben wurden, welche zeigen, dass die
proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa nach 72h zu einer verstarkten
Mikrogliaproliferation fuhren. Diese verstarkte Proliferation konnte ich durch die Hemmung
der ROS Produktion inhibieren. Somit zeigte ich, dass ROS zur Proliferation von Mikroglia
fiihrt, was in Ubereinstimmung zu Mander et al. steht, auch wenn es sich hierbei um eine
andere Art ROS handelt.

Aullerdem konnte ich zeigen, dass IL-17A zu einer verstarkten Migration von Mikroglia
fuhrt. Nach 18h Migrationszeit konnte ich mit 100 ng/ml IL-17A eine vermehrte Migration
auf 236% feststellen. Als Positivkontrolle verwendete ich fMLP, eine h&ufig verwendete
chemoattraktive Substanz. Diese fiihrt zu einer etwas starkeren Migration als IL-17A, namlich
von 273% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Diese Werte sind vergleichbar mit
denen, die Forstreuter et al. (2002) erzielt haben, als sie die Migration von BV-2 Zellen in
Reaktion auf VEGF untersucht haben. Somit kann man folgern, dass IL-17A einen wesentlich
migrationsfordernden Effekt auf Mikroglia hat. Obendrein kann ausgeschlossen werden, dass

aufgrund hoherer Zellzahlen eine scheinbar gestiegene Migrationsrate zu verzeichnen ist. Der
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Zeitpunkt nach welchem der Migrationsversuch gestoppt wurde (18h), liegt deutlich unter
demjenigen, bei dem eine deutlich erhdhte Proliferation gemessen werden konnte (48h).

Wie Dbei der Proliferation konnte ich auch bei der Migration einen Zusammenhang zur ROS
Bildung herstellen. Wird die Quelle der ROS Produktion gehemmt oder ROS eliminiert,
konnte ich die durch IL-17A hervorgerufene verstarkte Migration aufheben.

4.4 Beteiligung des NMDA-Rezeptors an der IL-17A

vermittelten Mikrogliaaktivierung

Ich konnte zeigen, dass bei der Aktivierung von Mikroglia NMDA-Rezeptoren beteiligt sind.
Es 4Rt sich sowohl die ROS Bildung, als auch die Proliferation durch Inhibitoren des NMDA
Rezeptors hemmen.
Ich konnte zeigen, dass nach IL-17A Stimulation die Zytokine IL-6 und G-CSF vermehrt
sekretiert werden. Im Gegensatz dazu, werden diese zwei Zytokine auf mMRNA Ebene nicht
vermehrt exprimiert. Dies deutet auf eine vermehrte Proteinfreisetzung oder postranslationale
Modifikationen hin, sodass mehr Protein verfugbar ist und sekretiert wird. Es ist bekannt, dass
IL-6 von Mikroglia sekretiert wird und an der Initialisierung und Koordinierung
inflammatorischer Reaktionen im ZNS beteiligt ist. IL-6 soll vor allem in der frilhen Phase
nach ZNS Verletzungen aktiv werden und auf Astrozyten wirken, die im Gegensatz zu
Mikroglia den IL-6 Rezeptor exprimieren (Hanisch 2002, Raivich et al., 1999).
G-CSF zeigt vor allem anti-inflammatorische Wirkung und moduliert die Immunreaktion, die
durch IL-1, TNFoa und IFNy hervorgerufen wird. Es wird berichtet, dass G-CSF die
neurologische Erholung nach Schlaganfall beschleunigt, indem es zur Aktivierung von
Mikroglia fiihrt (Sanchez-Ramos et al., 2009, Komine-Kobayashi et al, 2006).
Die Freisetzung beider Zytokine &Rt sich durch den NMDA-Rezeptor-Inhibitor AP5
reduzieren. Dies zeigt wiederum eine Beteiligung der NMDA-Rezeptoren an der IL-17A
vermittelten Mikrogliaaktivierung an.
Uber die Beteiligung von NMDA-Rezeptoren und folglich Kalziumsignale in Mikroglia ist
wenig bekannt. Ihre Funktion inNeuronen ist hingegen sehr gut untersucht und auch zu
Makroglia und NMDA-Rezeptoren gibt es einige Untersuchungen (Verkhratsky, Kirchhoff
2007). Férber und Kettenmann (2006) beschreiben die verschiedenen Funktionen und
Signalwege von Kalzium in Mikrogliazellen, erwahnen aber, dass der NMDA-Rezeptor wohl
keine Rolle spielt. Nur Hiryama und Kuriyama (2001) hatten beschrieben, dass der NMDA-
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Rezeptor-Inhibitor MK 801 in héheren Dosen direkt toxisch auf Mikrogliazellen wirkt und
folgerten daraus, dass der Rezeptor exprimiert ist. Ich verwendete 10 uM MK 801, das auch
in der Studie von Hiryama und Kuriyama kaum die Zelluberlebensrate beeintréchtigte.

So wollte ich die direkte Funktionalitat des NMDA-Rezeptors auf BV-2 Uberprufen, indem
ich den intrazellularen Kalziumgehalt mit Hilfe des kalziumsensitiven Farbstoffs Fluo-3
ermittelte. Werden die Zellen fiir 24h mit IL-17A vorinkubiert und wird dann der Ligand des
NMDA-Rezeptors Glutamat hinzugegeben, kommt es zu einem erhdhten Kalziumsignal.
Dieses lalt sich durch die Zugabe von MK 801 hemmen, was auf die Beteiligung des NMDA-
Rezeptors schlieRen l1aBt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch andere Ca®* Kanale
beteiligt sind, da ich keine anderen Inhibitoren einsetzte. Dies konnte Gegenstand
weiterflhrender Untersuchungen sein.

Nun stellte sich die Frage, wie IL-17A zum erhdhten Kalziumeinstrom durch NMDA-
Rezeptoren fuhrt. Ein direkter Effekt auf Mikroglia kann ausgeschlossen werden, da es ohne
die Zugabe vom Liganden Glutamat zu keinem vermehrten Ca®*-Einstrom filhrt. Eine
einfache Erklarung waére, dass IL-17A zu einer vermehrten Rezeptorexpression fuhrt,
wodurch eine grofRere Anzahl von Kanélen an der Zelloberflache vorhanden sind und somit
die Antwort auf ein Glutamatsignal hin gréRer ware. Ich konnte jedoch sowohl auf mMRNA
Ebene als auch auf Proteinebene keine erhdhte Expression des NMDA-Rezeptors nachweisen.
Es ist bekannt, dass der Aktivierungsgrad des NMDA-Rezeptors durch die Phosphorylierung
am Serin-896 reguliert werden kann. Xiong et al. (1998) haben gezeigt, dass
Phosphorylierung die Aktivitat des Kanals in hippocampalen Neuronen verstarkt. Guo und
Huang (2001) konnten einen Zusammenhang zwischen Inflammation und vermehrter
Phosphorylierung durch Proteinkinase C in Neuronen herstellen. Brenner et al. (2004)
untersuchten genauer, dass die Untereinheit NR1 am Serin-896 nach Hitzeschmerz
phosphoryliert wird und dass dies zur Freisetzung des Proteins aus dem ER fihrt. Allerdings
sind dies alles Befunde aus Neuronen. Ich konnte in Mikroglia zeigen, dass es nach IL-17A
Stimulation zu einem erhohten Anteil an phosphorylierter NR1 Untereinheit des NMDA-
Rezeptors kommt, wobei die Gesamtproteinmenge konstant bleibt. Dies kann erklaren, dass
mehr aktive Kanale an der Zelloberflache vorhanden sind, die nach Ligandenbindung dann zu
einem hoheren Kalziumeinstrom flihren als ohne IL-17A Stimulation. Allerdings ist dieser
Effekt nicht durch die Zugabe des NMDA-Rezeptor Inhibitor MK 801 hemmbar. Dies steht
im Gegensatz zu dem Befund von Brenner et al., bei dem MK 801 die Phosphorylierung der

NR1 Untereinheit in Neuronen nach Hitzeschmerz verminderte. Man kann annehmen, dass es
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in Mikroglia zu einer vermehrten Phosphorylierung des NMDA-Rezeptors kommt, die
unabhéngig von MK 801 ist. Flr die Funktionalitatstests bewirkt die Zugabe von MK 801
dann aber, dass der Kanal gehemmt wird und es nicht zum Kalziumeinstrom kommt.

Eine weitere Fragestellung war, ob Mikroglia und speziell BV-2 Zellen Glutamat als Antwort
auf IL-17A ausschutten. Ich konnte keine Glutamatausschittung innerhalb einer Zeitspanne
zwischen 1 und 24h nach IL-17A Stimulation detektieren. Domercq et al. (2007) zeigten, dass
aktivierte Mikroglia nach LPS Stimulation Glutamat ausschiitten, und zwar tber den Cystin-
Glutamat-Austauscher. Dies kann die erhéhte Glutamatkonzentration in aktiven L&sionen von
MS erklaren (Srinivasan et al., 2005), da es durch die hohe Glutamatkonzentration zu einer
Schadigung von Oligodendrozyten kommt. Ein Argument ware, dass zwar primére Mikroglia
Glutamat ausschutten kdnnen, aber nicht BV-2 Zellen. Doch wurde kirzlich gezeigt, dass
auch BV-2 Zellen Glutamat ausschutten kdnnen. Sivakumar et al. (2009) zeigten, dass BV-2
Zellen und primdre Mikroglia unter Hypoxie vermehrt Glutamat ausschitten. Somit ist
gezeigt, dass BV-2 Zellen zwar in der Lage sind als Modell fir Mikroglia auch in Hinblick
auf Glutamatausschittung zu dienen, aber IL-17A nicht zu diesem Effekt fuhrt. Es bleibt zu

untersuchen, ob IL-17A in priméaren murinen Mikroglia zur Glutamatausschuttung fihrt.

5. AUSBLICK

In dieser Arbeit wurde die Funktion des NMDA-Rezeptors auf Mikrogliazellen am Beispiel

von IL-17 Stimulation untersucht. Es ist bekannt, dass die Blockade von NMDA-Rezeptoren
in EAE zu einem milderen klinischen Verlauf und einer Reduktion des BHS Versagens flhrt
(Bolton, Paul, 1997; Paul, Bolton, 2002; Wallstrém et al., 1996). Allerdings sind Studien an
MS Patienten bisher gescheitert (Villoslada et al., 2009). Ein moglicher Grund ware, dass die
Blockade nicht selektiv erfolgte. Deshalb ware es interessant zu untersuchen, welche Zellen,
die den NMDA-Rezeptor exprimieren, fir die EAE Pathogenese relevant sind. Die hier
vorgelegte Arbeit beschrankte sich auf Mikrogliazellen. Ebenso kdnnten Astrozyten und
Oligodendrozyten eine wichtige Rolle spielen. Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass
der Zusammenbruch der BHS essentiell fur die Entwicklung von EAE ist. AuBerdem ist
bekannt, dass durch Blockade der NMDA-Rezeptoren auf Endothelzellen die
Schrankenintegritét erhalten werden kann (Kuhlmann et al., 2008). In diesem Zusammenhang
sollten auch die Endothelzellen ndher untersucht werden. Hier kdnnte es besonders interessant
sein, die Untereinheitzusammensetzung ndher zu analysieren. Man konnte die
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Expressionsmuster der verschiedenen Untereinheiten nach Stimulation mit IL-17 in Glia- und
Endothelzellen sowie im Verlauf der EAE Pathogenese analysieren. Somit konnten
selektivere Ansatze zur Hemmung des BHS-Versagens in EAE und MS gefunden werden.

Da ich auBerdem eine konditionale IL-17RA Knockout Maus generiert habe, konnte man den
Einfluss von IL-17A auf die BHS-Integritat in EAE genauer untersuchen. Dazu musste diese
Maus mit Cre Stdmmen verpaart werden, die spezifisch fiir Endothelzellen oder Astrozyten
sind, um selektiv in diesen Zellarten den IL-17RA Rezeptor auszuschalten. Somit konnte man
den Einfluss von IL-17A in EAE untersuchen, ohne in das Netzwerk von Immunzellen

einzugreifen.
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