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5 Einleitung / Ziel der Dissertation

Das stabile und prazise Schneiden von Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei einer
Vielzahl von physiologischen Prozessen. Dieser als Proteolyse bezeichnete Vorgang
wird von entsprechenden Enzymen, den Proteasen, katalysiert. Durch die
proteolytische  Aktivierung oder Inaktivierung von Zytokinen, Hormonen,
Wachstumsfaktoren oder anderen Enzymen werden grundlegende zellulare Prozesse
wie Zellwachstum, -differenzierung und Apoptose gesteuert. Dysregulationen der
proteolytischen Aktivitdt und Expression gehen dagegen mit verschiedenen
Krankheitszustanden einher. Inwiefern verschiedene Proteasen und ihre Substrate als
klinische Therapieansatzpunkte in gewissen Krankheiten fungieren kdnnen, ist aktuell
Gegenstand vieler klinischer Studien, jedoch wurden von den insgesamt 570
bekannten humanen Proteasen bisher nur einige wenige nahergehend untersucht.
Aus diesem Grund gibt es aktuell nur ein begrenztes MalB3 an Wissen bezlglich
potenzieller Substrate und ausgelbten Funktionen. Daher ist es umso wichtiger
einzelne Proteasen genau in diesen beiden Bereichen zu erforschen, da mit der
Entwicklung und Anwendung von spezifischen Enzyminhibitoren vielversprechende

therapeutische Ansatze fir etwaige Dysregulationen zur Verfligung stehen (1-3).

Die vorliegende Dissertation beschéftigt sich nun mit solch einer bisher noch wenig
untersuchten Protease, Meprin 3 (Mep1b). Diese Metalloprotease wurde urspringlich
durch ihre hohe Expression in Niere und Darm entdeckt, weshalb sich die Forschung
zunachst auf Funktionen und Effekte in diesen Organen beschrankte. Mittlerweile
wurde aber ein viel umfangreicheres Expressionsmuster flir Mep1b entdeckt, so dass
von einer Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen ausgegangen werden kann.
Unter anderem wurde beispielsweise eine Beteiligung in der Bindegewebssynthese,
in inflammatorischen Vorgangen und der Neurodegeneration beschrieben (4). Obwonhl
ansonsten Uber die physiologischen Rollen von Mep1b in vielen Féllen noch wenig
bekannt ist, konnte in mehreren Studien ein Zusammenhang der Mep1b Aktivitat mit
der Integritat von physiologischen Barrieren in Niere, Darm und Haut beobachtet
werden. Als extrazellulare Protease ist Meplb in der Lage Komponenten der
extrazellularen Matrix in verschiedenen Geweben zu schneiden und darliber hinaus
auch Zell-Adhasionsmolekille zu prozessieren, die als direkte Zellkontakte essenziell
fur die Integritat dieser Zellbarrieren sind (4-8).
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Solche physiologischen Barrieren gibt es in vielen Geweben des Kdérpers, und zwar
immer dort, wo der Austausch zwischen zwei Kompartimenten reguliert werden muss.
So werden Schranken zwischen dem Blut und anderen Organen beispielsweise als,
Blut-Hoden, Blut-Harn (Niere) oder Blut-Hirnschranke bezeichnet, aber im Prinzip
stellen auch alle anderen Epithelien wie die Haut oder die Darmschleimhaut
physiologische Kérperbarrieren dar, die den Ubertritt von Stoffen und Pathogenen
regulieren und so eine Schutzfunktion Gbernehmen (9-13).

Kommt es zu Stérungen oder einem vollstdndigen Zusammenbruch dieser Schranken,
fihrt dies zu fatalen Folgen, was beispielsweise fiir die Blut-Hirnschranke (BHS)
ausfuhrlich untersucht wurde. Diese reguliert den molekularen Austausch zwischen
Blut und Gehirn und schitzt die empfindlichen Nervenzellen vor Pathogenen und
Toxinen aus dem Blutkreislauf. Spezielle Zell-Adhasionskontakte, die sogenannten
Tight Junctions (TJ), sorgen fir einen hohen elektrischen Widerstand und eine niedrige
endotheliale Durchlassigkeit der BHS, indem sie den parazellularen Raum der
benachbarten Hirnendothelzellen verschlieBen. Bei vielen neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit, Parkinson und Multiple Sklerose kommt
es als gemeinsames Merkmal zu einem Zusammenbruch der BHS, die mit der
Zerstdrung der Tds einhergeht (14-17).

Interessanterweise wurde flir Mep1b eine erhdhte Transkription in den Gehirnen von
Patienten mit nachgewiesener Alzheimer Erkrankung beschrieben. Darlber hinaus
zeigt Mepilb aber auch unter physiologischen Bedingungen eine erhdhte
Transkriptionsrate im Gehirn, verglichen mit den meisten anderen Organen, was den
Gedanken nahelegt, dass Mepilb eventuell auch flir zerebrale Zell-
Adhéasionsangelegenheiten von Bedeutung sein kdnnte (18, 19). Angesichts der
Kombination aus der Fahigkeit Zell-Adhasionsmolekile zu spalten, physiologische
Barrieren zu beeinflussen und einer erhéhten Transkriptionsrate im Gehirn stellt sich
nun die Frage, ob Mep1b auch einen Effekt auf die TJs des Hirnendothels austibt und
somit die Integritat der BHS beeinflusst. Diese Hypothese ist der Ausgangsgedanke
dieser Dissertation und wurde im Folgenden sowohl in vitro in Meplb
Uberexprimierenden Maushirnendothelzellen als auch in vivo in Mep1b knockout
(Mep1b KO) Méausen untersucht. Hierfir wurde sowohl die Proteinexpression
verschiedener TJ Proteine und deren potenzielle Prozessierung durch Mep1b als auch
die Integritait der BHS mithilfe diverser Experimente (u.a. in vitro BHS-Modell,

Widerstandsmessung, Permeabilitat gegentber biologischen Markern) analysiert.
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6 Literaturdiskussion

6.1 Meprin

6.1.1 Struktur

Die Metalloprotease Mep1b ist ein Mitglied der Familie der Zinkendopeptidasen. Als
dimeres Typ | Transmembranprotein fungiert Mep1b als extrazellulare Protease an der
Zelloberflache (20). Typ | Transmembranproteine durchspannen die gesamte
Zellmembran und setzen sich aus einer extrazellularen, einer transmembranen und
einer zytosolischen Domane zusammen, wobei der N-Terminus extrazellular und der
C-Terminus im Zytosol liegt (21). Der Aufbau von Mepi1b ist in der Abbildung 1
schematisch dargestellt. An dem im Zytoplasma liegenden kleinen C-terminalen
Schwanz schlieBt sich eine Transmembrandoméne an, die die Protease in der
Zellmembran verankert. Darauf folgen mehrere extrazellulare Domanen. Die
Dimerisierung der Protease wird hierbei durch eine Disulfidbriicke zwischen den
beiden MAM-Doménen (Meprin A5 Protein Tyrosinphsphatase p) vermittelt. N-
Terminal befinden sich abschlie3end eine Proteasen-Domane, die essenziell fur die
Prozessierungsfunktion des Enzyms ist und ein Propeptid (22).

Propeptid

Proteasen-Domane

TRAF-Domaéne

C-Terminus

Abbildung 1: Struktur von Mep1b, in Anlehnung an (23)

Da Mep1b wie viele andere Proteasen als inaktives Zymogen exprimiert wird, muss es
erst durch das Abspalten des Propeptides aktiviert werden, damit es voll funktionsfahig
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ist. Diese Aufgabe wird fir membrangebundenes Mep1b von der Serinprotease
Matriptase-2 Ubernommen (24). In erster Linie liegt Mep1b physiologisch im oben
beschriebenen membrangebundenen Zustand vor, jedoch kann das Enzym auch
durch andere Proteasen wie ADAM 10 und 17 von der Zelloberflache getrennt werden
und dann als lésliche Protease agieren (5). Als Aktivatoren flr I6sliches Mep1b wurden
bisher Trypsin und die Kallikrein-related Peptidases (KLK) 4,5 und 8 beschrieben (25).

6.1.2 Substrate und Spezifitat

Mepi1b nimmt neben der oben beschriebenen Struktur auch hinsichtlich seiner
Substratspezifitdt eine einzigartige Stellung unter den extrazellularen Proteasen ein,
da diese besonders stark ausgepragt ist (24). Interessanterweise kdnnen hierbei
membrangebundenes und lésliches Mep1b eine unterschiedliche Substratspezifitat
aufweisen. So wird beispielsweise der Interleukin-6  Rezeptor von
membrangebundenem Mep1b prozessiert, wahrend die I6sliche Form dazu nicht im
Stande ist (26). Ein weiterer Hinweis fir die hohe Spezifitdt von Mep1b ist die
Beobachtung, dass das Enzym eine ausgepragte Praferenz flr negativ geladene
Aminosauren im Schnittstellenbereich seiner Substrate zeigt (23). So unterscheidet
sich Meplb durch diese Substratspezifitit zum Beispiel von den Matrix
Metalloproteasen (MMPs), die unspezifisch fast alle Bestandteile der extrazellularen
Matrix (ECM) schneiden (20). In Tabelle 1 ist eine Ubersicht an Mep1b Substraten, die
bisher in der Literatur beschrieben worden sind, aufgelistet. Jedoch gibt es mehr als
100 zusatzliche potenzielle Substrate fiir die Metalloprotease, so dass sich diese
Ubersicht mit hoher Wahrscheinlichkeit in den nachsten Jahren vergrdBern wird (27).

Substrate Referenz Substrate Referenz
ADAM 9 (5) Kollagen | (28)
(29)
ADAM10 (5) Kollagen IV (30)
ADAMTS-1 (5) Laminin (31)
APP (18) MMP1 (5)
BMP-1 (5) MMP7 (5)
Cerulein (32) Mucin 2 (33)
CD99 (34) Neuropeptid Y (32)
E-Cadherin (8) Nidogen 1 (35)

12



Fibronektin (30) Orcokinin (32)
Gastrin (32) Osteopontin (32)
Gastrin 17 (32) PCSK9 (5)
GRP-(14-27) (32) Peptide YY (32)
Glucagon (32) Procollagen llI (29)
IL-1B (36) proKLK?7 (25)
IL-6 (37) sCCK8NH2 (32)
IL-6-Rezeptor (26) Sekretin (32)
IL-18 (38) Tenascin-C (7)
Kinetensin (32)

Tabelle 1: Mep1b Substratiibersicht

6.1.3 Expression und Regulation

Mep1b wurde urspriinglich in den 1980er Jahren durch seine hohe Expression in Niere
und Darm entdeckt, weshalb sich die Forschung zunachst auf gewebespezifische
Effekte beschrankte. In einer Studie von Sterchi et. al wurde damals bei Patienten eine
unerwartete proteolytische Aktivitdt im Darm gefunden, obwohl diesen zuvor das
Pankreas und somit auch dessen Verdauungsenzyme entfernt worden waren (39). Die
verantwortliche neue Metalloprotease Mepi1b konnte zudem von einer anderen
Forschungsgruppe in einer hohen Konzentration in der Blrstensaummembran des
proximalen Tubulus von Mausnieren nachgewiesen werden, wo Meplb 5% aller
Membranproteine ausmacht (40, 41). Mittlerweile wurde aber ein Uber Niere und Darm
hinausgehendes Expressionsmuster fir Mep1b beschrieben, so dass von einer
Beteiligung an einer Vielzahl von verschiedenen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen ausgegangen werden kann. Zu den Mepib
exprimierenden Geweben z&hlen die Haut, das Gehirn, Immunzellen wie Leukozyten

oder Makrophagen, aber auch glatte GefaBmuskulatur oder Endothelzellen (4, 20).

Als wichtiger Regulator der Mep1b Expression wurde der Transkriptionsfaktor
Aktivator Protein-1 (AP-1) beschrieben (20). Sowohl in glatter GefaBmuskulatur als
auch in Immun-, Epithel- und Endothelzellen konnte in transgenen Fos-related antigen
2 (Fra-2) Mausen eine erhdhte Mep1b Expression nachgewiesen werden (20, 42, 43).
Fra-2 ist hierbei ein Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1, der die Mepib
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Expression induziert. Generell wird die AP-1 Expression und Aktivierung wiederum
durch verschiedene Signalkaskaden angestoBen, an deren Anfang externe
Stimulatoren wie Wachstumsfaktoren oder Zytokine stehen. Aktivierte AP-1 Komplexe
gelangen dann nach ihrer Phosphorylierung aus dem Zytoplasma in den Zellkern und
induzieren dort die Expression von Mep1b und anderen AP-1 Zielgenen. Neben
Mepib reguliert AP-1 viele verschiedene zellulare Prozesse wie Apoptose,
Zellproliferation, Wundheilung und Krebs (20, 44). Daher ist es auch nachvollziehbar,
dass Dysregulationen der Mep1b Expression oft mit pathologischen Umstanden wie
Neurodegeneration, Fibrose oder chronischen Entziindungen verbunden sind (4).

Neben der transkriptionellen Regulation ist es bei Proteasen jedoch auch wichtig, auf
die wirkliche katalytische Effizienz des Substratumsatzes zu achten. Die proteolytische
Aktivitat einer Protease korreliert namlich nicht eins zu eins mit ihrer Expressionsrate
(23). Ein gutes Beispiel liefert hierbei die Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins
(APP). Dieses wird sowohl durch Mepib als auch durch das Enzym Bace-1
geschnitten, wobei Amyloid-B (AB) Peptide entstehen, die nach der Amyloid-
Hypothese als einer der Hauptfaktoren fiir die Entstehung der Alzheimer Erkrankung
angesehen werden (6, 45, 46). Sowohl fir Mep1b als auch Bace-1 wurden erhdhte
Expressionslevel in der Alzheimererkrankung beschrieben, wobei Bace-1 sowohl bei
Gesunden als auch bei Alzheimerpatienten deutlich héhere Konzentrationen im Gehirn
aufweist (19, 23, 47). Interessanterweise konnte aber in vitro gezeigt werden, dass
Mep1b eine mehr als 100-fach héhere katalytische Effizienz gegenltber APP-
Peptidsubstraten im Vergleich zu Bace-1 besitzt, was darauf hindeutet, dass die
alleinige Betrachtung der Expressionslevel flr die Funktionsanalyse von Proteasen oft
nicht ausreichend ist (48).

6.1.4 Funktionen von Mep1b

Im folgenden Abschnitt wird nun auf einige der bekannten physiologischen Funktionen
von Mep1b eingegangen (s. Abbildung 2). Darliber hinaus werden Erkrankungen und
pathologische Prozesse aufgezeigt, die mit einer Dysregulation der Mep1b Expression
einhergehen. Meplb nimmt unter anderem eine essenzielle Rolle in der
Bindegewebssynthese ein und ist an der Regulation der Barrierefunktion der
intestinalen Schleimschicht beteiligt (6, 29, 33). Die Protease verfligt Uber eine
proinflammatorische  Aktivitdt und zeigt neben einer wichtigen Rolle in
Fibroseerkrankungen eine Assoziation mit Pathologien, die mit einer
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Funktionseinschrankung  physiologischer  Barrieren  einhergehen  (chronisch

entzindliche Darmerkrankungen, Nierenversagen, Alzheimer, Krebs) (23, 48-50).

6.1.4.1 Kollagensynthese und Erkrankungen des Bindegewebes

Eine der wenigen gut beschriebenen physiologischen Funktionen von Mep1b stellt die
Rolle der Protease in der Kollagensynthese dar. Hier induziert das Enzym die
Entstehung der Kollagenfibrillen, indem es die N- und C- terminalen Prodoméanen des
fibrillarem Prokollagen | u. lll abspaltet (29, 51). Im Gegensatz zu anderen Kollagen
prozessierenden Enzymen, die jeweils auf eine Prodomanenseite beschrankt sind,
kann Mep1b an beiden Enden des Prokollagens agieren und somit unabhangig die
Kollagensynthese vorantreiben. Diese Prozessierung ist essenziell flir ein geordnetes
Ablaufen des Kollagensyntheseprozesses, weshalb eine Dysregulation in der Mep1b

Expression auch mit Erkrankungen des Bindegewebes assoziiert ist (20, 23).

So zeigen beispielsweise Mep1b KO M&use einen reduzierten Kollagengehalt in der
Haut, der mit einer herabgesetzten Zugfestigkeit einhergeht (29). Dieser Phanotyp
zeigt groBe Parallelen zum Ehlers-Dahnlos-Syndrom, bei dem ein Defekt der
Kollagensynthese unter anderem ebenfalls in einer massiven Dehnbarkeit der Haut
resultiert (23, 52). Eine Mep1b Uberexpression filhrt dagegen zu einer massiven
Vermehrung von ECM und konnte sowohl bei fibrotischen Prozessen der Haut
(Keloide) als auch der Lunge (idiopathische pulmonale arterielle Hypertension = IPAH)
beobachtet werden (42, 51). Keloide sind fibrotische Tumoren, die durch massive
Ablagerungen von Kollagenfasern (v.a. Typ | u. Ill) entstehen und als hypertrophe
Narben erscheinen (53). Bei der IPAH handelt es sich dagegen um eine Erkrankung
des pulmonalen GeféaBsystems, die als Folge eine Lungenfibrose auftritt. Als
Entstehungsfaktoren werden neben einer erhéhten ECM Produktion auch
inflammatorische Prozesse gesehen (20, 54). Interessanterweise konnte in Lungen
von IPAH Patienten eine Uberexpression von Fra-2 detektiert werden, dass wie oben
beschrieben als Bestandteil des AP-1 Transkriptionsfaktors die Mepi1b Expression
stimuliert (23).

Neben Procollagen ist Mep1b zudem auch in der Lage andere Bestandteile der ECM
des Bindegewebes zu schneiden (7, 30, 55) . Durch diese Prozessierung kénnen
proinflammatorische Fragmente entstehen, die den Fibrosierungsprozess weiter
verstarken (20). Da Mep1b aber auch unabhangig hiervon proinflammatorische
Zytokine aktivieren kann und so auch generell zu Entziindungsgeschehen beitragt,

nimmt die Protease in Fibroseerkankungen eine regulierende Schlisselrolle ein, da
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sie sowohl Einfluss auf den Beginn (chronische Entziindung) als auch die Progression
der Erkrankung (erhéhte ECM Bildung + Generierung proinflammatorischer
Fragmente) hat (23, 56). Fibrose und Inflammation verstarken sich dementsprechend
gegenseitig, weshalb die Entwicklung und Anwendung von Mep1b Inhibitoren als eine
vielversprechende Therapieoption von Fibroseerkankungen wie IPAH oder Keloiden

angesehen wird (23).

6.1.4.2 Chronische Entziindung

Chronische Entziindungen gehen oft mit zusatzlichen Erkrankungen wie Krebs oder
Fibrosen einher (23). Flr beide Pathologien wurde eine erhéhte Mep1b Expression
beschrieben, was darauf hindeutet, dass die Protease hier einen vielfaltigen Einfluss
auslbt (4, 20). Mep1b ist in der Lage die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen in Makrophagen (Interleukin-13, 6 und 18) oder Epithelzellen der Haut
(Interleukin-8) zu induzieren (56, 57). Diese kdnnen dann zu einer zytokinvermittelten
Immunantwort fihren, bei der es zu einer Rekrutierung von Immunzellen in das
entzlindete Gewebe kommt. Hierfliir missen sich die Immunzellen im Rahmen der
sogenannten Diapedese aus dem Blut durch transendotheliale Migration zwischen den
dicht gepackten Endothelzellen der BlutgefaBe in das dahinter liegende Gewebe
zwangen (58).

Mep1b unterstiitzt diese Zellmigration in mehrerlei Hinsicht. Einerseits schneidet es
das Adhasionsprotein ¢cd99 der Leukozyten in vitro und fihrte so in Studien zu einer
Induktion der transendothelialen Leukozytenmigration (34). Andererseits erleichtert die
Protease durch die Prozessierung von ECM und Zell-Adh&sionsproteinen und dem
daraus resultierenden Verlust von Zell-Kontakten den Durchtritt der Leukozyten aus
dem Blut ins Gewebe (23, 59). So berichteten Crisman et al. beispielsweise, dass die
Fahigkeit durch die ECM zu wandern in Leukozyten von Mepib KO Mausen
gegenltber WT Kontrollen signifikant verschlechtert war (59).

Mep1b vermittelte Immunantworten wurden bereits in chronisch entzindlichen
Darmerkankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) oder im akutem Nierenversagen
beobachtet (4). Interessanterweise Ubernimmt Mepib im Darm physiologisch
eigentlich eine Schutzfunktion, indem die Protease das Ablésen der luminalen
Schleimschicht unterstiitzt und somit einem bakteriellen Uberwuchs des Darmepithels
entgegenwirkt (33). Diese Aufgabe kann jedoch nur von Iéslichem Mepib erfillt
werden, da membrangebundenes Mep1b Uber keinen Zugang zu den Schnittstellen

der Mucusproteine verfugt (27).
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Kommt es jedoch zu einem inflammatorischen Geschehen, wie beispielsweise bei
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa, stimuliert Mep1b dagegen auf der basalen Seite
des Darmepithels den Entziindungsprozess, indem es den Interleukin-6 Rezeptor
spaltet und somit eine inflammatorische Signalkaskade auslést (26). Auch in der Niere,
die neben dem Darm die héchste Mep1b Expression aufweist, wird die Protease in
Zusammenhang mit entzdndlichen Prozessen gebracht. Meplb zeigt hier eine
Korrelation mit Harnwegsinfekten und (bt eine nephrotoxische Wirkung im Rahmen
eines akuten Nierenversagens bei Nagetieren aus (4, 50). Die akute Nierenschadigung
wird hierbei im Experiment durch eine Minderperfusion des Nierengewebes erzeugt,
die zu einer unmittelbaren inflammatorischen Immunantwort fuhrt (60).
Interessanterweise verschiebt sich auch in diesem Rahmen der Ort der Mepib
Expression von der eigentlich physiologischen apikalen zur basolateralen Seite der
proximalen Nierentubuluszellen (31, 61). Hier spaltet die Protease dann verschiedene
Bestandteile der ECM (Laminin, Nidogen) und Zell-Adhasion-Molekiile (E-Cadherin,
Tenascin-C) und fihrt so neben einer Schadigung der tubularen Basalmembran zu
einer erhdhten Leukozytenmigration ins entziindete Gewebe (4, 7, 30, 31). Anhand
dieser aufgeflihrten Beispiele zeigt sich, dass Mepib eine vielfaltige Rolle in

inflammatorischen Prozessen einnehmen kann.
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Abbildung 2: Ubersicht der Funktionen von Mep1b, in Anlehnung an (23).

1 Kollagensynthese und ECM Umsatz mit Generierung proinflammatorischer Fragmente, 2 Ablésen der
intestinalen luminalen Schleimschicht, 3 Beteiligung an inflammatorischen Prozessen in Darm und Niere
mit Wechsel der Expression von apikal nach basal, 4 Generierung proinflammatorischer Zytokine die
Immunzellen aktivieren, 5 Erleichterung der transendothelialen Migration von Immunzellen durch

Spaltung von Zell-Kontakten und ECM

6.1.4.3 Alzheimer Erkrankung

Wie bereits weiter oben beschrieben, wird Mep1b auch mit der Alzheimer Erkrankung
in Verbindung gebracht. Bevor jedoch genauer auf die potenzielle Rolle der Protease
in der Pathologie eingegangen wird, werden an dieser Stelle zunachst einige
Grundlagen zur Erkrankung aufgefihrt, um das Versténdnis zu erleichtern.

Morbus Alzheimer (,Alzheimer’'s Disease“, AD) ist eine neurodegenerative
Erkrankung, die Uberwiegend im hdheren Alter auftritt und mit einer progressiven
Abnahme der kognitiven Leistung einhergeht. Obwohl die Erkrankung bereits 1906
zum ersten Mal von ihrem Entdecker Alois Alzheimer beschrieben wurde, ist bisher
weder die genaue Ursache der Erkrankung bekannt noch gibt es eine wirksame

kausale Therapie (62, 63). Man unterscheidet bei der Alzheimer Erkrankung zwischen
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einer haufigen sporadischen und einer sehr seltenen familiaren Form (FAD), die
weniger als 0,5% aller AD Félle ausmacht. Wahrend Patienten mit der sporadischen
Form Symptome meistens erst ab dem 65. Lebensjahr (late onset AD) entwickeln,
zeigen sich diese bei der FAD schon haufig zwischen dem 30.-55. Lebensjahr (early
onset AD) (64, 65). Die genaue Atiologie der sporadischen Form ist bisher weiterhin
unbekannt. Es wird jedoch von einem Zusammenspiel aus 70% genetischen und 30%
Umweltfaktoren ausgegangen. Das APOE Gen, das die drei verschiedenen
Auspragungen €2, €3 und €4 einnehmen kann, wird hierbei als gréB3te Risikofaktor flr
die sporadische AD angesehen, da sowohl heterozygote als auch homozygote €4
Trager gegenuber Nichttragern ein mehrfach erhdhtes Risiko aufweisen Alzheimer zu
bekommen (62). Der FAD liegt dagegen ein autosomal-dominanter Erbgang zugrunde.
Hierbei sind Gene betroffen, die bei einer Mutation zu einer gesteigerten
Prozessierung von APP fihren (64). Im Rahmen dieser Prozessierung werden
vermehrt AB-Peptide durch zwei aufeinanderfolgende Enzymschnitte des APP durch
eine B- und eine y-Sekretase generiert (s. Abbildung 3). Die AB-Peptide, die aus 40
oder 42 Aminosauren bestehen sammeln sich extrazellular an und bilden die
alzheimertypischen Amyloidplaques (62). Durch die Ausbildung von Poren kénnen AR-
Peptide unter anderem die Neuronen schadigen und demnach eine neurotoxische
Wirkung entfalten (66).

Bis heute kann die definitive Alzheimer-Diagnose erst post mortem durch den
neuropathologischen Nachweis intrazellularer  Tau-Fibrillen, die aus
hyperphosphroyliertem Tau-protein bestehen und besagten extrazellularen A
Amyloidplaques gestellt werden. Nach der heute unter Wissenschaftlern weit
verbreiteten Amyloid-Hypothese, sind sowohl die Tau-fibrillen als auch die
beobachtete Neurodegeneration in den Gehirnen der AD Patienten jedoch nur
sekundare Folgeprozesse, die durch eine Ansammlung pathologischer AB-Formen
angestoBen werden. Ein Ungleichgewicht zwischen AB-Produktion und Clearance wird
fir diese Akkumulation verantwortlich gemacht und als Ausgangspunkt der Alzheimer
Erkrankung gesehen (62, 63, 67).

Wie bereits oben erwahnt wird die Protease Bace-1, die als B-Sekretase fungiert, flr
den Hauptteil der AB-Produktion verantwortlich gemacht. An dieser Stelle kommt nun
Mep1b ins Spiel, das ebenfalls in der Lage ist APP als B-Sekretase zu schneiden und
somit AB zu generieren (6) (s. Abbildung 3). Obwohl es in viel geringeren
Konzentrationen im Gehirn als Bace-1 vorzuliegen scheint, kann Mep1b APP mit einer
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um mehr als 100-fach héheren katalytischen Effizienz prozessieren (48). Darlber
hinaus erfolgt der Mep1b Schnitt im Gegensatz zu Bace-1 bereits im Golgi-Apparat
und an der Zelloberflache wéahrend Bace-1 APP erst nach endosomaler
Internalisierung prozessieren kann (19, 47). Ein weiteres Indiz flr eine potenziell
wichtige Rolle von Mep1b in der APP-Prozessierung, stellt die Beobachtung dar, dass
in den Hirnen von AD Patienten neben den normalen AB-Formen auch N-Terminal
trunkierte AB-Peptide detektiert wurden, die nicht durch Bace-1, aber sehr wohl durch
Mep1b, generiert werden kdnnen. Diese N-Terminal trunkierten AB-Formen zeigen
eine starkere Tendenz zur Aggregation und wirken somit womdglich sogar

neurotoxischer als normale AB-Formen (48).

Interessanterweise zeigte sich bei der Analyse einer Alzheimer protektiven APP-
Mutation (APP A673T), dass sowohl die APP-Prozessierung durch Bace-1 als auch
durch Mep1b stark vermindert ist, was zumindest eine zusatzliche Beteiligung von
Mep1b neben Bace-1 an der Alzheimer Entstehung vermuten lasst (6). Womadglich
wurde dieser Effekt sogar lange unterschatzt beziehungsweise sogar Ubersehen, da
eine bestimmte APP-Mutation (APPswe), die vielfach zur Analyse der Alzheimer-
Erkrankung im Mausmodell eingesetzt wird, die Produktion N-Terminal trunkierter AB-
Peptide durch Mep1b unterbindet und so die Protease massiv in ihrer Funktion
einschrankt (19) (s. Abbildung 3). Angesichts erhéhter Mepib mRNA und
Expressionslevel in den Gehirnen von AD Patienten stellt Mep1b somit bei weiterhin
ausbleibenden Therapieerfolgen von Bace-1-Inhibitorstudien eine weitere
vielversprechende Option fiir die Behandlung der Alzheimer Erkrankung dar (19, 22,
68).
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Abbildung 3: APP Prozessierung durch Mep1b, in Anlehnung an (6)
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Beschriftung: 1: APP Schnittstelle fir Mep1b und Bace-1, Generierung von AB1-x Peptidformen, 2: APP
Schnittstelle flr y-Sekretase, 3: zusatzliche APP Schnittstelle fiir Mep1b, Generierung von N-Terminal
trunkierten AB2-x Peptidformen. In der Abbildung ist die APP-Prozessierung durch Mep1b im APPwt
und der FAD Mutation APPswe dargestellt. APP wird durch Mep1b und die y-Sekretase geschnitten, so
dass die extrazellularen ApR-Peptide entstehen, die als Hauptpathogen der AD gesehen werden. Mep1b
ist in der Lage eine ungekiirzte und eine n-terminal trunkierte AB-Form zu bilden. Zu beachten ist, dass
die Generierung von N-Terminal trunkierten AR2-x Peptidformen durch Mep1b in der APPswe Mutation

nicht méglich ist.

6.2 Blut-Hirnschranke

Unabhéangig von der Alzheimer-Erkrankung zeigt Mep1b auch generell im Gehirn eine
erhéhte Transkription gegeniber den meisten anderen Organen (18). Wie im
Funktionskapitel beschrieben ist die Protease in der Lage Zell-Adhasionsproteine in
verschiedenen Geweben zu zerschneiden und weist zudem eine Assoziation mit
Erkrankungen auf, die mit einer Beeintrachtigung von Barrierefunktionen einhergehen
(4-8). Dartiber hinaus konnte im Rahmen der idiopathischen Pulmonalen arteriellen
Hypertonie (IPAH) eine erhdhte Mep1b Expression in Endothelzellen gepaart mit einer

vaskularen Pathologie beobachtet werden (20).

Angesichts dieser Expression in Gehirn und Endothelzellen in Kombination mit
neurodegenerativen und vaskularen Pathologien und der Féahigkeit Zell-
Adhasionsproteine zu schneiden, stellt sich nun unweigerlich die Frage, ob Mep1b
auch einen Einfluss auf die Zell-Adhé&sionsproteine der Blut-Hirnschranke (BHS)
auslbt. Deren Integritat hangt in erster Linie von der Dichtigkeit der Endothelzellen in
den HirngefdBen ab. Die Endothelzellen werden durch spezielle Zell-
Adhéasionsmoleklle, die sogenannten Tight Junctions (TJ), eng miteinander
verbunden und regulieren so den Austausch zwischen Blut und zentralem
Nervensystem (ZNS) (14-17).

In der vorliegenden Dissertation wurde genau dieser potenzielle Einfluss von Mep1b
auf die BHS in verschiedenen Experimenten analysiert. Im Folgenden werden nun die
Grundlagen und Besonderheiten der BHS erklart und Mdglichkeiten aufgezeigt, die
BHS im Labor zu untersuchen.

6.2.1 Historische Entwicklung des BHS-Konzeptes
Hinweise auf eine Barriere, die den Austausch von Molekilen zwischen Blut und Hirn

reguliert, wurden erstmals 1885 von dem Berliner Mediziner Paul Ehrlich beschrieben.
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Dieser wollte urspringlich den Sauerstoffverbrauch verschiedener Organe im
Mausmodell ermitteln und verwendete hierflr spezielle Farbstoffe, die ihre Farbe
abhangig von ihrem oxidativen Status andern. Nach intravendser Injektion der
Farbstoffe, beobachtete er jedoch, dass das Gehirn und Ruckenmark ungeféarbt
blieben, wahrend alle anderen Organe eine gleichmaBige Farbung zeigten. Ehrlich
vermutete hier eine verminderte oder fehlende Affinitat des ZNS fir die verwendeten
Farbstoffe. Eine wirkliche Barriere spielte in seinen Uberlegungen aber noch keine
Rolle, weshalb er mit seinen Experimenten lediglich den Grundstein flr das Konzept
der BHS gelegt hat (69, 70).

Es sollte weitere 15 Jahre dauern, bis ein Student Ehrlichs Lewandowsky 1900 zum
ersten Mal die HirngefaBe in den Blickpunkt riickte. Im Gegensatz zu Ehrlich fihrte er
die unterschiedliche Anfarbbarkeit des ZNS darauf zuriick, dass die Hirnkapillaren als
eine Barriere fur bestimmte Molekille fungieren und diese auf irgendeine bis dato
unbekannte Art zurlckhalten. In den folgenden Jahren nahmen sich viele
Forschungsgruppen diesem Thema an und in den 1920er Jahren wurde erstmals der
Begriff einer BHS von Stern und Gaultier eingefihrt (71). Jedoch verhinderte die
begrenzte Auflésung der verwendeten Lichtmikroskope ein weitergehendes
Verstandnis Uber den Aufbau dieser Barriere. Erst mit der Entwicklung des
Elektronenmikroskops wurde es moglich die ultrastrukturellen Merkmale der
Hirnkapillaren zu begutachten. So zeigten Reese und Karnovsky 1967, dass die
Endothelzellen der Hirnkapillaren durch kontinuierliche Gartel an
Zelladhasionskontakten, den TJs, so eng miteinander verbunden sind, dass der
interzellulare Spalt versiegelt und eine parazellulare Durchlassigkeit gegenlber
bestimmten Molekulen verhindert wird. Im Gegensatz zu endothelialen TJs in anderen
Organen, wiesen die zerebralen TJs einen deutlich geringeren interzellularen Abstand
auf, was die Forscher als Erklarung flr die erhdhte Dichtigkeit der endothelialen
Barriere im Gehirn anflihrten. Seitdem wurden viele weitere wichtige Bestandteile und
Funktionen der BHS beschrieben, so dass die heutige Vorstellung nochmals deutlich

an Komplexitat zugenommen hat (69, 70, 72).

6.2.2 BlutgefaBe des ZNS

Wie bereits vor 100 Jahren zum ersten Mal beschrieben, bestehen auch nach heutiger
Auffassung gravierende Unterschiede zwischen den BlutgefaBen im Gehirn und denen
in der Peripherie. Im Allgemeinen werden BlutgefaBe bendtigt, um die Organe und
verschiedenen Gewebe des Korpers einerseits mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu
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versorgen und andererseits Kohlendioxid und metabolische Abfallprodukte wieder
abzuflhren (73). Man unterscheidet hierbei verschiedene Kategorien an BlutgefaBen.
Wahrend Arterien fir eine suffiziente Perfusion der Organe verantwortlich sind und die
Venen das desoxygenierte Blut wieder zurlick zu Herz und Lunge transportieren, findet
der eigentliche Gas und Nahrstoffaustausch genau dazwischen in einem verzweigten
Kapillarbett statt (74).

Bei Kapillaren handelt es sich um die kleinsten BlutgefaBe und sie unterscheiden sich
je nach zugrundeliegendem Gewebe stark in ihrer Durchlassigkeit gegenliber geldsten
Substanzen. Wahrend in der Leber die Kapillaren groBe Licken in ihrer Wand
aufweisen und somit eine nahezu ungehinderte Passage ermdglichen, stellen die
Kapillaren des ZNS die Maximalform an Undurchlassigkeit und Integritat im

menschlichen Kérper dar (73, 75).

Obwohl das Gehirn nur 2% des gesamtem Kdrpergewichts ausmacht, ist es fir ca.
20% des gesamten Glucose und Sauerstoffverbrauchs verantwortlich (76). Da das
Gehirn jedoch nicht Gber eine Art Energiespeicher wie beispielsweise die Leber
verfligt, muss eine permanente Versorgung Uber eine groBe Anzahl an Kapillaren
sichergestellt werden. Die Gesamtheit aller HirngeféaBe entspricht einer Strecke von
ca. 644 km, wobei die Kapillaren hierbei fiir 85% der Gesamtlange verantwortlich sind
und eine endotheliale Oberflache von bis zu 12 m2 zur Verfligung stellen (77, 78).
Damit diese Flache trotz des eng versiegelten Endothels zum dringend bendtigten
Nahrstoffaustausch verwendet werden kann, wird der Transport Uber die BHS durch
spezialisierte Carrier und Transporter erméglicht (76). Unter den vielen biologischen
Barrieren im menschlichen Kérper, stellt die BHS somit wohl eine der spezifischsten

und am strengsten kontrollierten Schranken dar (79).

6.2.3 Funktion und Aufbau der BHS

Die BHS reguliert den molekularen Austausch zwischen Blut und Gehirn und tragt zur
Aufrechterhaltung der Homobostase des ZNS bei (14). Indem sie das Gehirn vor
Pathogenen und toxischen Agenzien schitzt, ist die BHS essenziell flir eine normale
Neuronenfunktion. Die Nervenzellen des ZNS sind auf eine stabile Zusammensetzung
der interstitiellen Hirnflissigkeit angewiesen, die im besten Fall nur wenig durch
Veranderungen in der Peripherie beeinflusst wird. Dies ermdglicht ein ungestdrtes
Ablaufen von synaptischer Ubertragung, Informationsprozessierung und neuronaler
Konnektivitat (69, 76). Die BHS garantiert somit eine einzigartige ZNS Umgebung, die

sich durch eine unterschiedliche lonenkomposition, einen spezialisierten
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Neurotransmitterpool, niedrige Proteinkonzentrationen und eine verminderte Invasion

von inflammatorischen Zellen und Molekilen auszeichnet (80).

Strukturell gesehen umfasst die BHS die Endothelzellen der Blutgefé3e, Perizyten und
Astrozyten (s. Abbildung 4). Diese Komponenten werden in ihrer Gesamtheit
zusammen mit den zu schitzenden Neuronen auch als Neurovaskulare Einheit (NVU)
bezeichnet (15, 81). Die Endothelzellen kleiden hierbei als kontinuierliche Membran
die Hirnkapillaren aus und werden von wandstandigen Perizyten und astrozytéaren
Zellfortsdtzen umgeben (76). Alle Bestandteile der NVU haben dementsprechend
einen wichtigen Anteil an einer funktionalen BHS, wobei jeder Zelltyp unterschiedliche
Aufgabenbereiche Ubernimmt (80).

6.2.3.1 Perizyten und Astrozyten

Die Perizyten, die die Endothelzellen direkt umschlieBen, werden als
Hauptmodulatoren der NVU angesehen (69). Auf der einen Seite spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Bildung der BHS wéhrend der Embryonalentwicklung, auf der
anderen werden sie aber auch fir die Aufrechterhaltung einer gesunden und robusten
BHS im Erwachsenenalter bendtigt. So zeigen Mause mit einem KO des ,pericytes in
platelet-derived growth factor®, der fir die Rekrutierung der Perizyten an die BHS
bendtigt wird, eine gravierende Beeintrachtigung der Barrierefunktion mit
dysfunktionalen Zell-Kontakten, erhéhter GefaBdurchlassigkeit und embryonaler
Letalitat (79).

Den anderen regulatorischen Zelltyp der BHS stellen die Astrozyten dar. Hierbei
handelt es sich um Gliazellen, die mit ihren Zellfortsdtzen Neurone mit HirngefaBen
verbinden kénnen. Sie erfillen eine wichtige Kommunikationsfunktion, indem sie in der
Lage sind, durch die neurovaskulare Vernetzung die Hirndurchblutung an die
metabolischen Bedirfnisse der Neurone anzupassen (73). Urspringlich wurde den
Astrozyten auch eine Bedeutung in der Entwicklung der BHS zugesprochen, jedoch
konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass dieser Zelltyp wahrend der BHS
Formation noch gar nicht an den Hirngefa3en prasent ist, was sie von den Perizyten
unterscheidet (79). Jedoch werden die Astrozyten und ihre sezernierten Faktoren nach
abgeschlossener Bildung der BHS ebenso als essenziell fir die Aufrechterhaltung der
Barrierenintegritat gesehen und so verwendet man beispielsweise in einigen in vitro
BHS-Modellen Astrozyten, um die Barriereeigenschaften von Endothelzellen zu
verbessern (73, 80).
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6.2.3.2 Endothelzellen und TJs

Wahrend somit Perizyten und Astrozyten regulatorische Funktionen innerhalb der NVU
tbernehmen, manifestieren sich die wirklichen Schrankeneigenschaften, die die BHS
grundlegend ausmachen, in erster Linie in den Endothelzellen, die als prinzipielle
Barriere-Einheit fungieren (73, 79). Endothelzellen kleiden generell als innerste
Schicht die BlutgefaBe aus. Wahrend bei Arterien oder Venen diese Schicht aus
mehreren Zellen besteht, ist es bei Kapillaren in der Regel nur eine einzige Zelle, die
sich in das GefaBlumen vorwdlbt (82). Die Endothelzellen der BHS verfligen nun im
Vergleich zur Peripherie tGber besondere Eigenschaften. Zum einen werden sie durch
besonders stark ausgepragte TJs miteinander verbunden, so dass die parazellulare
Durchlassigkeit der Endothelzellschicht gegentiber geldsten Stoffen stark limitiert wird.
Zum anderen ermdglichen spezifische BHS-Transporter in den Endothelzellen einen
kontrollierten transzellularen Transport von benétigten ausgewahlten Stoffen. So
entsteht eine polarisierte Einzelzellschicht mit einem luminalen und abluminalen
Kompartiment, bei der der Ubertritt verschiedener Stoffe streng reguliert und
kontrolliert werden kann, solange die TJs intakt sind (73, 79) (s. Abbildung 4).

Die TJs sind Zell-Adhéasionskontakte, die die Endothelzellen Uber verschiedene
Proteine miteinander verbinden. Man unterscheidet hierbei zwei Hauptgruppen. Die
transmembranen Adhasionsproteine wie Claudin-5 oder Occludin, die den Bereich
zwischen den ECs Uberwinden und ihre zytoplasmatischen Ankerproteine wie ZO-1,
die den gesamten Komplex im Zytoskelett befestigen (69). Durch den Verschluss des
parazellularen Spaltes der angrenzenden Endothelzellen, sorgen die TJs flr den
hohen elektrischen Widerstand und die gleichzeitig niedrige endotheliale Permeabilitat
der BHS und werden so oft auch als anatomisches Korrelat der Barriere bezeichnet
(14,15, 17).
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Abbildung 4: Aufbau und Komponenten der BHS und TJs, in Anlehnung an (69, 79).

A Aufbau einer Kapillare im ZNS und Zelltypen der NVU. B Die Hirnendothelzellen werden von
Perizyten und Astrozyten umgeben und untereinander durch dichte Glrtel an TJs miteinander
verbunden, so dass eine dichte Schranke, die BHS, entsteht. C Die TJs sind aus spezifischen TJ
Proteinen aufgebaut. Occludin und Claudin-5 verschlieBen als transmembrane Proteine den
parazellularen Spalt und werden durch ZO-1 mit dem Aktinzytoskelett der Endothelzellen verbunden.
BHS-spezifische Efflux- und Influxtransporter fungieren als zuséatzliche Regulationseinheit des
molekularen Austausches.
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6.2.3.3 TJ Proteine

6.2.3.3.1 Claudin-5

Die Claudinfamilie umfasst 24 Mitglieder deren Molekulargewicht zwischen 20-27 kDa
liegt. Strukturell gesehen bestehen sie aus vier Transmembrandomanen, einem
intrazellularen C-Terminalen Schwanz und zwei extrazellularen Schleifen, die eine
Dimerbildung mit anderen Claudinen erméglichen, um den parazellularen Spalt zu
schlieBen. Uber ihren intrazellularen C-Terminus kénnen die Claudine an die pdz-1
Domaéne des Ankerproteins ZO-1 binden, so dass eine Verankerung im Zytoskelett
hergestellt wird. Je nach Ursprungsgewebe werden unterschiedliche Claudinformen
exprimiert, so dass verschiedene Dichtigkeitsgrade von TJs méglich sind (69, 73). In
den Hirnendothelzellen der BHS zeigt Claudin-5 eine mehr als 100-fach hdhere
Expression als jede andere Claudinart und wird deshalb hier als dominierende Isoform
betrachtet. Es wird als essenziell fir die Aufrechterhaltung der BHS gesehen, indem
es einen starkeren Versiegelungsgrad des Endothels verglichen mit anderen Geweben
ermoéglicht (83, 84). Ein Verlust von Claudin-5 ist dagegen in vielen
neurodegenerativen und akuten ZNS Erkrankungen mit einem Zusammenbruch der

BHS assoziiert, was seine Bedeutung fir die Integritéat der Barriere hervorhebt (77)

6.2.3.3.2 Occludin

Occludin wurde 1993 von Furuse und Kollegen (85) als erstes TJ Protein entdeckt und
zeigt folgenden Aufbau: Es besteht aus jeweils einem intrazellularen N- und C-
Terminus, vier Transmembrandoménen, drei zytoplasmatischen Domanen und zwei
extrazellularen Schleifen. Uber den langen C-Terminus bindet Occludin an die gk
Domaéane des ZO-1 Proteins. Diese Interaktion sorgt so flir eine Verankerung Occludins
mit dem Zytoskelett und wird fir eine korrekte Lokalisation der TJ Komplexe bendtigt
(69, 84). Da eine Uberexpression Occludins zu einem erhdhten transendothelialen
Widerstand und einer erniedrigten Permeabilitdt der BHS fihrt, wurde lange
angenommen, dass Occludin fir eine funktionale BHS essenziell ist (69). Jedoch
zeigten Occludin KO Mause morphologisch unverénderte TJs, wobei man davon
ausgeht, dass die Occludin Funktion durch ein anderes Adhasionsprotein namens
Tricellulin teilweise Gbernommen wurde (84). Dennoch wiesen die Occludin KO Mause
einen komplexen Phéanotyp auf, der sich in Infertilitdt, postnataler
Wachstumsverzdégerung und Hirnverkalkung manifestierte. So schreibt man heute
Occludin im Gegensatz zu Claudin-5, das mehr flir die wirkliche Versiegelung des
parazellularen Spaltes benétigt wird, eine eher regulierende Funktion auf die TJ-
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Komplexe zu. In erster Linie handelt es sich dabei um Aufgaben wie die korrekte
Positionierung der TJ-Komplexe oder Einflisse auf die Endotheldifferenzierung (69,
77, 86)

6.2.3.4 BHS Transportsysteme

Mit Ausnahme von Gasen (z.B. Oz oder CO2) und kleinen lipophilen Molekilen (<400
kDa) ist ein molekularer Austausch Uber die BHS nur mittels endothelstéandigen
Transportsystemen mdglich. Hierbei unterscheidet man in zwei Hauptkategorien Efflux
von Nahrstofftransportern. Nahrstofftransporter ermdglichen die Aufnahme bestimmter
Nahrstoffe (z.B. Glucose oder Aminosauren) aus dem Blut, wahrend Effluxtransporter
ungewlnschte Substanzen entgegen ihrem Konzentrationsgefalle aus den
Endothelzellen zurlick ins Blut schleuBen kénnen. So Ubernehmen sie eine Art
zusatzliche Schutzfunktion der BHS und ermdglichen eine noch spezifischere
Regulation des molekularen Austausches (73, 77) (s. Abbildung 4).

Ein bekanntes Beispiel fir einen solchen Effluxtransporter stellt der Multi-drug-
resistance-transporter-1, der auch P-Glykoprotein genannt wird, dar. Dieser wird
neben Endothelzellen beispielsweise auch von bestimmten Tumorarten exprimiert und
erm@glicht eine Resistenz gegeniber verschiedenen Medikamenten, in dem die
Substanzen aktiv Gber den Transporter wieder aus der Tumorzelle ausgeschleu3t
werden (87).

6.2.4 Zusammenbruch der BHS

Bei einem Zusammenbruch der BHS kommt es zu einer strukturellen Zerstérung der
TJs. Dieses Phanomen konnte bei einer Vielzahl verschiedener ZNS-Erkrankungen
beobachtet werden. Darunter finden sich sowohl akute als auch chronische
neurodegenerative Erkrankungen wie AD, Parkinson, Huntington, Multiple Sklerose
oder ALS (14-16). Die Offnung der BHS erhdht die parazellulare Durchléssigkeit der
Endothelzellschicht und ermdglicht den ungehinderten Einstrom neurotoxischer
Pathogene aus dem Blut in das ZNS. Immunzellen und Mediatoren, die normal nicht
die BHS passieren kénnen, erlangen Zugang zum Gehirn und fihren dort zu einer
Neuroinflammation, die wiederum neurodegenerative Prozesse anstdfBt (76, 88). Bei
Schlaganféllen oder traumatischen Hirnverletzungen resultiert der ungestérte massive
Einstrom hamatogener Flissigkeit Uber die gebdffnete BHS in einem erhdhten
Hirnwassergehalt. Dieser manifestiert sich oft in Form eines Hirnédems, dessen
Ausmaf meistens Uber die Prognose der Patienten entscheidet. Faktoren, die zu einer
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solchen Beeintrachtigung der BHS fiihren kénnen, gibt es viele, darunter Zytokine,

Proteinkinasen oder auch Metalloproteasen (84, 89).

Obwohl in einigen Erkrankungen wie AD oder Multipler Sklerose bereits in friihen
Krankheitsstadien Beeintrachtigungen der BHS entdeckt werden konnten, ist in vielen
Fallen bisher nicht klar ob der BHS Zusammenbruch Ursache oder Effekt der
Neuropathologie ist, oder ob sich beide Prozesse gegenseitig verstarken (76). Deshalb
ist es umso wichtiger potenzielle BHS regulierende Substanzen zu untersuchen, um
die Forschung beziglich neuer Behandlungsverfahren, die einen frihzeitigen
Wiederverschluss der BHS ermdglichen, voranzutreiben (84).

6.2.5 Verfahren zur Untersuchung der BHS Integritat

Da die BHS fir viele Medikamente eine uniberwindbare Barriere darstellt, der Bedarf
an Neuropharmaka seit Jahren jedoch ansteigt, wurden seit 1970 viele verschiedene
Modelle entwickelt, um die Integritat und Durchléssigkeit der BHS auch in vitro testen
zu kénnen. Diese Modelle kdnnen auch unabhangig von Medikamentenstudien flir die
Analyse der BHS Funktion und Stabilitat in verschiedenen Krankheitsmodellen genutzt
werden und sind demnach auch ein geeignetes Instrument, um die Fragestellung
dieser Dissertation zu Uberprifen. Prinzipiell muss an dieser Stelle betont werden,
dass keines dieser in vitro Modelle, die physiologische BHS des Kérpers in ihrer
Komplexitat zur Ganze abbilden kann, dennoch sind auch die vereinfachten Modelle
in der Lage je nach Fragestellung wichtige und verlassliche Informationen zu liefern
(90, 91).

Hierbei sollten jedoch die grundlegenden Eigenschaften der BHS angemessen im
Modell abgebildet werden. Dies waren in erster Linie eine niedrige parazellulare
Durchlassigkeit, eine ahnliche Endothelmorphologie mit den BHS typischen
Transportern und TJs und zusatzlich im besten Fall ein unkomplizierter Aufbau mit
geringem Konstruktionsaufwand (92). Eine solche einfache und oft verwendete Option,
stellt das endotheliale Monolayer-Modell dar. Hirnendothelzellen, die auch in der
physiologischen BHS das Kernstlick der Barriere bilden, werden dabei als konfluente
Einzelzellschicht auf durchldssigen Zellkultureinsdtzen (z.B. Transwells) in
Lochplatten kultiviert (s. Abbildung 6). Durch die Einsatze kommt es wie in der
physiologischen BHS, zu einer Polarisierung zwischen einer luminalen (Blut) und
abluminalen (ZNS) Seite, die von einer Endothelzellschicht getrennt wird. Da die
Kultureinséatze aus einer Membran bestehen, die den Austausch kleiner Molekile
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erlaubt, wird dieser wie in der echten BHS in erster Linie durch die Dichtigkeit der TJs
der Endothelzellen bestimmt (73, 79, 80, 91).

Um zu Uberprifen, ob die Endothelzellen wéahrend ihrer Kultivierung auch wirklich eine
geschlossene Schicht mit dichten TJs ausbilden, wird zur Kontrolle der
transendotheliale Widerstand (TER) gemessen. Der TER ist einerseits ein direkter
Marker fir die Dichtigkeit des Endothelmonolayers, gibt andererseits aber auch
Aufschluss Uber die parazellulare Durchlassigkeit und Barrierenintegritat. Hohe TER
Werte sind mit einer erhdhten Dichtigkeit des Endothels und einer niedrigeren
Permeabilitat der Barriere assoziiert und umgekehrt (93, 94).

Unter den vielen Mdoglichkeiten den TER zu bestimmen, stellt die
Impedanzspektroskopie das verlasslichste Verfahren dar, da es in einem
automatisierten Messgerat (z.B. cellzcope) mit festen Elektroden erfolgen kann und
nicht wie mobile Lésungen von der Elektrodenposition abhangig ist oder die Gefahr
besteht, durch direkten Strom die Endothelzellen bei der Messung zu schadigen. Das
nicht invasive Verfahren ermdglicht eine kontinuierliche Uberwachung des TERs, so
dass ein geeigneter Zeitpunkt fir die Bestimmung der Durchlassigkeit am in vitro
Modell gewahlt werden kann (95).

Die Analyse der Permeabilitat der in vitro Barriere gegentber niedermolekularen
hydrophilen Tracer Substanzen wie beispielsweise radioaktiv markierter Saccharose,
Inulin, Albumin oder Mannitol stellt eine weitere wichtige Methode zur Uberpriifung der
Barrierenintegritat dar (93). Wahrend der TER eher Aussagen Uber die Leitfahigkeit
der Barriere gegenlber geladenen lonen liefert, gibt die Permeabilitat Informationen
Uber den Fluss nicht geladener Substanzen und die PorengrdBe der Tds (95). Da sich
beide Parameter aber entgegengesetzt verhalten, kénnen sie prinzipiell als zwei
Seiten derselben Medaille angesehen werden und sollten bei der Verwendung von in

vitro Modellen stets zusammen erhoben werden (90).

Generell verfugen alle endothelialen Monolayer Modelle tber den oben beschriebenen
Aufbau, jedoch kénnen verschiedene Arten an Hirnendothelzellen verwendet werden.
Man  unterscheidet immortalisierte  Hirnendothelzelllinien ~ von  primaren
Hirnendothelzellen, die frisch aus verschiedenen Versuchstieren (z.B. u.a. Maus,
Ratte, Rind, Schwein) isoliert werden kénnen. Immortalisierte Hirnendothelzellelinien
wie die haufig verwendete bEnd.3 haben den Vorteil, dass sie gesichert TJ Proteine

(z.B. Occludin. Claudin 5, ZO-1), Nahrstoff- und Effluxtransporter exprimieren und

30



dabei verhaltnismaBig einfach zu kultivieren sind. Sie kénnen bereits fertig gekauft
werden und erreichen normal nach 3-4 Tagen Kultivierung einen stabilen TER. Die
Werte und Barrierendichtigkeit sind jedoch im Vergleich zu frischen priméaren
Hirnendothelzellen niedriger, da immortalisierte Zellen etwas weniger TJs ausbilden.
Die priméren Zellen kénnen zudem die Verhaltnisse der BHS um einiges realistischer
darstellen, da viele ihrer Fahigkeiten genetisch programmiert sind. Von Nachteil ist
aber, dass sie erst in aufwandigem Verfahren aus den Gehirnen isoliert werden
mussen und deutlich anspruchsvoller in der Kultivierung sind. Da nur ein geringer Teil
des Gehirns aus Endothelzellen besteht, ist hier zudem eine groBe Anzahl an
Versuchstieren nétig, um eine ausreichende Zellmenge zu erhalten, was sowohl

ethisch als auch kostentechnisch zu hinterfragen ist (90, 91, 93).

Mittlerweile wurden aber noch deutlich kostenintensivere und komplexere BHS in vitro
Modelle entwickelt, die neben Endothelzellen auch andere Zellen der NVU wie
Perizyten und oder Astrozyten enthalten und dementsprechend als Coculture oder
Triculture Modelle bezeichnet werden. Aufgrund der verbesserten Abbildung der BHS
Zusammensetzung sind die Barrieren dieser Modelle um einiges dichter und
realistischer. Jedoch gilt auch fir diese aufwandigeren Modelle, dass die beobachteten
Ergebnisse stets mit in vivo Markern, wie beispielsweise die Permeabilitat gegenltber
Substanzen aus dem Blut in die ISF oder umgekehrt, kombiniert werden sollten, da
selbst das beste in vitro Modell, nie perfekt die in vivo Verhaltnisse abbilden kann (80,
93).

Angesichts der Tatsache, dass in dieser Dissertation ein erstmaliger Einfluss einer
Protease auf die BHS untersucht wurde, wurde in den durchgeflihrten Experimenten
ein einfaches endotheliales Monolayer Modell mit immortalisierten bEnd.3 und
primaren Maushirnendothelzellen verwendet, dass durch die Analyse weiterer in vivo
Marker unterstitzt wurde (s. 7.7.5 BHS in vitro Modell). So soll ein angemessenes
Verhéltnis zwischen aussagekraftigen Untersuchungsverfahren und vertretbaren

Kosten und verwendeten Versuchstieren angestrebt werden.
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7 Material und Methoden

Angesichts der groBen Zahl an Methoden, die in dieser Dissertation durchgefihrt
wurden, werden im folgenden Kapitel nur solche dargestellt, die essenziell flr das
Verstandnis des Ergebnisteils sind. Alle Verfahren dieser Dissertation beruhen
entweder auf etablieten Arbeitsvorschriften der AG Pietrzik, Institut far
Pathobiochemie, Universitatsmedizin der JGU Mainz oder wurden bei erstmaliger
Durchfiihrung nach zuvor in der Literatur beschriebenen Anleitungen ausgefihrt. Die
entsprechenden Literaturverweise sind jeweils angeflgt. Experimentelle Techniken
oder Methoden, die nicht vom Autor selbst durchgefiihrt wurden, sind als solche
gekennzeichnet.  Grundlegende  Zellkulturtechniken  wie die  Kultivierung
immortalisierter Zellen oder Proteinbiochemische Methoden wie SDS-Page oder
Western Blot, die zum Standardrepertoire in einem biochemischen Labor zahlen,
werden zu einem besseren Leseverstandnis nur ausfihrlich im Anhang aufgeflhrt (s.
11 Anhang).

7.1 Reagenzien
7.1.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

40% Acrylamid 19:1 Bis-Acrylamid Roth, Karlsruhe

40% Acrylamid 29:1 Bis-Acrylamid Roth, Karlsruhe
Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Deisenhofen

BCA 200 Protein Assay Kit Pierce, Bonn

Bis-Tris Roth, Karlsruhe

Basic fibrobalst growth factor (bFGF) R&D Systems, Wiesbaden
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe
Chloroquin Sigma, Deisenhofen
Chlorwasserstoff (HCI) Roth, Karlsruhe

Collagen IV Sigma-Aldrich, Steihnheim
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Collagenase CLS2
Collagenase-Dispase

Dithiothreitol (DTT)

DMEM inkl. Phenolrot

DNase1

dNTPs

Dextran

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

Endothelzellwachstumszusatz (ECGF)
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure EDTA
Fotales Kalberserum

Fibronektin

Formaldehydlésung (PFA) 4%
Gefrierschnittmedium

L-Glutamin

Heparin

HEPES

Hydrocortison

ImmobilonTM Western HRP Substratreagenz
Inulin-carboxyl, [carboxyl-“C]
Isofluran Forene®

Isopropanol
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Worthington, Lakewood, USA

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Eggenstein

Sigma, Schnelldorf
PeqgLab, Erlangen

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco Paisley, Schottland
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck,

Thermo Fischer Scientific
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Millipore, Schwalbach
Perkin Elmer, MA, USA
Sigma Aldrich, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe



Kresylviolett

Lipofectamin 2000
Magermilchpulver

Methanol

Natriumazid (NaN3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nonidet P40

Percoll

Polyethylenimin

PBS

Plasma stdmmiges Rinderserum
Poly-L-Ornithin

Polybrene

Ponceau S

Protease-Inhibitor
Protein-Marker 10-245 kDa
Proten-Marker Pager Rule 10-180 kDa
Rinderalbumin (BSA)
Roti®-Histofix

RotiLoad (4x Protein Ladepuffer)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)

Tris-acetat
Tris-base (Tris-OH)

Tris-hydrochlorid (Tris-HCI)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Karlsruhe
Ralphs, Kalifornien

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

GE Healthcare, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco Paisley, Schottland
First Link, Birmingham, UK
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Abcam, Cambridge
Thermofischer Scientific
Pierce, Bonn

Carl Roth

Roth, Karlsruhe

BioRad, Mlnchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



Triton X-100
Trypsin/EDTA
Trypanblau
Tween 20
Ultrasol®F

7.1.2 Antibiotika

Blasticidin
Neomycin
Penicillin/Streptomycin
Puromycin

7.1.3 Antikérper
7.1.3.1 Primare Antikorper

Sigma, Deisenhofen
Gibco Paisley, Schottland
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Deisenhofen

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Alexis, Lorrach

Bezeichnung | Spezies Typ Verdiinnung Hersteller/Referenz
B-actin Kaninchen | polyklonal | 1:1000 in TBST mit 5% Sigma-Aldrich
Magermilch
Claudin-5 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 in TBST mit 5% Invitrogen
Magermilch
Meprin Kaninchen | polyklonal | 1:1000 in TBST mit 5% | Eigenproduktion von
Magermilch AG Pietrzik/Becker-
Pauly, Ak gegen ein
Peptid des
extrazellularen
Meprin B Anteils
Occludin Maus monoklonal | 1:1000 in TBST mit 5% Invitrogen
Magermilch
Z0-1 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 in TBST mit 5% Santa Cruz
Magermilch

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Primérantikérper
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7.1.3.2 Sekundare Antikorper

Bezeichnung Konjugat Verdiinnung Hersteller

Ziege-anti- HRP 1:1000 in TBST Invitrogen
Kaninchen-1gG mit 5% Magermilch

Esel-anti-Maus-1gG HRP 1:1000 in TBST Invitrogen
mit 5% Magermilch

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Sekundérantikérper

7.1.4 Plasmide

DNA-Konstrukte | Beschreibung Herstellung
pLBCX-Meprin B | pLBCX Expresionsvektor Mitarbeiterin der AG Pietrzik,
mit Mep1b-DNA Institut fir Pathobiochemie, UM

der Johannes-Gutenberg
Universitat Mainz

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Plasmide

7.1.5 Enzyme
Enzym Herstellung EC-Nummer
Rekombinantes Mep1b + (5), Institute of EC 3.4.24.63
Actinonin Biochemistry, Christian-
Albrechts University, Kiel
Kollagenase CLS2 Worthington, Lakewood, | 3.4.24.3
NJ, USA
DNasel Sigma-Aldrich, 3.1.21.1
Schnelldorf, Germany
Collagenase-Dispase Roche, Mannheim, 3.4.24.3
Germany

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Enzyme

7.1.6 Puffer und Lésungen

7.1.6.1 Loésungen und Medien fir die Zellkultur
Alle Bestandteile von Zellkulturmedien wurden entweder bereits verwendungsfertig
erworben oder vor dem Gebrauch durch Filtration oder Autoklavieren sterilisiert.
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Puffer/Medien

Bestandteile/Inhaltsstoffe

DMEM Komplettmedium (bEnd.3,
bEnd.3 + Mep1b, Hek2 GP 293)

DMEM inkl. Phenolrot

10% aktives fotales Kalberserum
100U/ml Penicillin und 100ug/ml
Streptomycin

Einfriermedium

10% (v/v) DMSO
90% Komplettmedium

Primares Maushirnendothelzellmedium

DMEM inkl. Phenolrot

20% aktives fotales Kélberserum
100U/ml Penicillin und 100ug/ml
Streptomycin

2 mM L-glutamine

4 pg/mL Puromycin

30 pg/ml Endothelzellwachstumszusatz
(ECGF)

pEndo DMEM inkl. Phenolrot
20% aktives fotales Kélberserum
2 mM L-glutamine

PBS (pH 7,4) 137mM NacCl
2,7mM KCI

10mM NaH2PO4 Anhydrat
1,8mM KH2PO4

Trypsin/EDTA in PBS (7,4)

0,05% (w/v) Trypsin
0,02% (w/v) EDTA

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien in der Zellkultur

7.1.6.2 Puffer und Lésungen fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und

Western-Blot

Puffer/Lésungen

Bestandteile/Inhaltsstoffe

Blockierungspuffer

1x TBS-T
5% (w/v) Magermilchpulver
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1x Laufpuffer (pH 8,3)

192mM Glycin
25mM Tris-Base
0,1% (w/v) SDS

20x Nupage Laufpuffer

50 mM Tris Base
0.1% SDS

1 mM EDTA

pH 7.3

Ponceau S

0,5% (w/v) in H20dd

1% (v/v) Essigsaure

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

0,6M Tris-HCL

0,4% (w/v) SD

4x SDS-Probenpuffer
62,5mM Tris-HCI; pH 6,8
10% (v/v) Glycerin

2% (w/v) SDS

0,02% (w/v) Bromphenolblau

Trenngelpuffer (pH 8,8)

1,5M Tris
0,4% (w/v) SDS

Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween20
(TBS-T)

1x TBS
0,05% (v/v) Tween20

10x Western-Blot Transfer Puffer

250mM Tris Base
192mM Glycin
H20dd

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen in Gelelektrophorese und Western

Blot

7.1.6.3 Puffer und Lésungen fiir die Proteinbiochemie

Puffer/L6sungen

Bestandteile/Inhaltsstoffe

Lysis-Puffer

NP40-Puffer
1x Protease-Inhibitor
1x Phosphatase-Inhibitor

NP40-Puffer

50mM Tris
150mM NacCl
1% NP40
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0,02% NaN3

10x Tris-gepufferte Salzlésung (TBS; pH
7,4)

1,37M NaCl
27mM KCI
0,25M Tris-Base
H20dd

Tris-Puffer

50mM Tris (pH 7.,4)
150mM NacCl

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Puffer in der Proteinbiochemie

7.2 Gerate und Laborhilfsmittel
Cryostat CM1850

CellZcope

Cryostat CM1850
CO2-Brutschranke
Erlenmeyerkolben

Gamma Counter Wizard2
Gefrierschrank -80°C
Gefrierschrank -20°C

Heizblock

Kipp-Laborschuttler Rocky®
Kipp-Laborschuttler Unitwist-RT
Kuhlschrank +4°C

LAS-3000 mini Imager
Lichtmikroskop Axiovert 25
Lichtmikroskop Olympus CKX41
Magnetrihrer MR 3000D

Mehrfachdispenser HandyStep®
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Leica Biosystems, Nussloch
Nano Analytics, Mlinster
Lieca Biosystems, Wetzlar
New Brunswick, Edison, USA
Schott, Mainz

Perkin Elmer, Billerica, USA
Heraeus, Hanau

Liebherr, Kirchdorf
Eppendorf, Hamburg

Frébel Labortechnik, Lindau
UniEquip, Planegg
Liebherr, Kirchdorf

Fujifilm, DUsseldorf

Zeiss, Oberkochen
Olympus, Tokio

Heidolph, Schwabach

Brand, Wertheim




Mikrotiterplatten-Lesegerat Anthos HT |l
Mini Protean Ill Gel und Transblot System
Mini Protean Ill Western Transblot System

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Gelkassetten
Neubauer Zahlkammer

Pasteurpipetten

pH-Meter

Pipetten 1 pl-1000 pl

Pipettierhilfe

Spektrometer

Sterilbank Herasafe

Sterilbank Safemate 1.2 Vision
Spectrophotometer

Tri-Carb 2800 TR Liquid Scintillation Analyzer
(FlUussigszintillationsmessgerat)

Vortexer

Waage Mettler AE 160

Waage Denver Instrument XP-1500

Wallac 1420 Multilabel Counter

Wasserbad GFL 1056

Xcell Il Surelock Elektrophorese-System

Zentrifuge Biofuge fresco
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Thermolabsystems, Egelsbach
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Mettler Toledo, Gief3en
Gilson, Limburg-Offheim
Thermo Scientific, Dreiech
Eppendorf, Hamburg
Hereaus, Hanau

Euroclone, Pero, Italien
Tecan, Mannedorf, Schweiz

PerkinElmer MA, USA

VWR, Darmstadt

Mettler Toledo, GieBBen
Fisher Scientific, Schwerte
Perkin Elmer, Billerica, USA
GFL, Burgwedel
Thermofischer Schientific,
Waltham

Hereaus, Hanau



Zentrifuge Biofuge stratos
Zentrifuge Eppendorf 5415D
Zentrifuge Mikro 200R
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Zentrifuge Universal 320R

7.3 Verbrauchsmaterialien

Einmalklvetten Kunststoff
Einweghandschuhe Latex
Einweghandschuhe Nitril

Filterpapier

Gewebekulturschalen (@ 6 cm, 10 cm, 15¢cm)
Gewebekulturschalen (6- und 12-Lochplatten)
Glaspipetten 5 ml- 25 ml

Kryoréhrchen

Mikrotest Platten 96-well
Nitrocellulosemembran Protran

NuPAGE 4-12% Bis-Tris Protein Gele

Parafiim® American National CanTM
Pipettenspitzen 0,1 pl-1000 pl
Plastikpipetten 10 ml
ReaktionsgefaBe 1,5 ml, 2 ml

Sterile Plastikréhrchen 15 ml

Sterile Plastikrohrchen 50 ml

Transwelleinsatze (0.4 ym, 33.6 mm?)
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Hereaus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
Hereaus, Hanau

Hettich, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Schleicher & Schuell, Dassel
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
VWR, Darmstadt

Apogent, Wiesbaden
Sarstedt, Nimbrecht
Schleicher & Schuell, Dassel

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Neeah, USA

Starlab, Ahrensburg

TPP, Trasadingen, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen



Zellspachtel TPP, Trasadingen, Schweiz

7.4 Eukaryotische Zellen

Zelllinie Zelltyp Hersteller/Referenz
bEnd.3 Maushirnendothelzelle (96)
Montessano et al. 1990
bEnd.3 + Mep1b Maushirnendothelzelle Selbstherstellung/neu
hergestellt
HEK-GP2-293 Humane embryonale Clontech™, Frankreich
Nierenzellen

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

7.5 Tiere und Tierhaltung

Die verwendeten Mause (s. Tabelle 10) wurden in der Zentralen
Versuchstiereinrichtung (TARC) der Johannes-Gutenberg Universitat Mainz gehalten.
Die Tiere hatten wahrend ihres 12-stlindigen Tag-Nacht-Rhythmus freien Zugang zu
Wasser und  Standardfutter.  Alle  Tierversuche wurden durch das
Landesuntersuchungsamt Koblenz, Rheinland-Pfalz unter der Registrierungsnummer
G16-1-076 zugelassen. Die Tierversuche wurden entsprechend der europaischen
(EU-Directive EU/2010/63), deutschen (Richtlinien zur Pflege und Verwendung von
Versuchstieren) und institutionellen Richtlinien (SOP regulations for laboratory
animals, Medical University Mainz) zur Pflege und Verwendung von Versuchstieren
durchgefiihrt. Dies wurde zusatzlich durch Mitarbeiter der Kreisverwaltung Mainz-
Bingen, Rheinland-Pfalz Gberwacht.

Bezeichnung Herkunft

C57BL/6J Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine, USA)

Mep1b KO Institute of Biochemistry, Christian-
Albrechts University, Kiel

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Mauslinien
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Die C57BL/6 Mause wurden von den Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
USA) gekauft und dienten als WT Kontrollmause. Die C57BL/6 Maus ist eine der am
besten erforschten Mauslinien weltweit und wird standardmafig in einer Vielzahl an
Studien als genetischer Hintergrund verwendet (97). Die Mep1b KO Mé&use, die
durch einen Mep1b KO in C57BL/6 Mausen erzeugt wurden, waren ein freundliches
Geschenk von Prof. Christoph Becker-Pauly (Institute of Biochemistry, Christian-
Albrechts University, Kiel) (19).

7.6 Software
ADAP

Corel Draw 2020
EndNote X7

GraphPad Prism 8
Image Reader LAS-3000
Image J

Microsoft Office Paket

7.7 Zellbiologische Methoden

7.7.1 Kultivierung immortalisierter Zellen

Da die Methoden der Zellkultur eher grundlegende Verfahren darstellen, die zum
Verstandnis der durchgefihrten Experimente nicht unbedingt notwendig sind, wurden
diese Kapitel in den Anhang gesetzt, wo das Vorgehen ausfihrlich nachgelesen

werden kann. (s. 11.1.1 Kultivierung immortalisierter Zellen).

7.7.2 Stabile Transfektion von b.End.3 Zellen mittels retroviraler Infektion
7.7.2.1 Hintergrund und Prinzip der Methode

Unter einer Transfektion versteht man das selektive Einbringen von Fremd-DNA in das
Genom gewdlinschter Zielzellen mithilfe eines Vektors. Besteht die Expression des neu
eingebrachten Gens nur fir kurze Zeit und geht mit voranschreitenden Zellteilungen
verloren, spricht man von einer transienten Transfektion. Wird das Gen dauerhatft in
das Genom der Zielzelle integriert, handelt es sich um eine stabile Transfektion (98-
100).
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Die stabil Mep1b exprimierenden bEnd.3 Zellen dieser Dissertation wurden durch
retroviralen Gentransfer hergestellt. Hierbei wurde das Mep1b Gen, in das Genom der
bEnd.3 Zellen mittels Retroviren eingebracht. Retroviren sind in der Lage ihr Genom
stabil in das Genom einer infizierten Wirtszelle zu integrieren und so ihre viralen
Proteine replizieren zu lassen. Retroviren bendtigen zur Herstellung und Verpackung
der Viruspartikel drei Gene: gag, pol und env. Um eine unkontrollierte Entstehung
infektidser Viruspartikel zu vermeiden, bestand das hier verwendete retrovirale
Gentransfersystem aus drei Komponenten: einer Verpackungszelllinie (HEK-GP 293),
einem retroviralen Expressionsvektor (pLBCX Mepib) und einem Helferplasmid
(pVSV-G) (s. Abbildung 5). Die Verpackungszelllinie HEK-GP 293 enthélt die Gene
gag und pol (GP), die fir das Kapsid (gag) und diverse Enzyme (u.a. reverse
Transkriptase) (pol) des Virus kodieren. Der retrovirale Expressionsvektor liefert die
nétigen Helfergene zur Virionenbildung, das Mep1b Gen und ein Resistenzgen fir das
Antibiotikum Blasticidin. Das Helferplasmid pVSV-G kodiert fir das Glykoprotein der
Hille des vesikularen Stomatitis-Virus (VSV-G), welches ein Eindringen der
Viruspartikel in die Zielzellen durch Plasmamembranfusion ermdglicht. Somit ist nur
eine Kombination aus allen Bestandteilen in der Lage infektiése Mep1b Viruspartikel
zu erzeugen, wahrend die Einzelkomponenten nicht dazu im Stande sind. Sobald die
Verpackungszelllinie mit retroviralem Vektor und Zielgenvektor transfiziert wird,
produziert und sezerniert dieses Viruspartikel in das umgebende Kulturmedium. Nach
48 Stunden wird der Virenuberstand gesammelt und auf die Zielzellen (bEnd.3)
gegeben. Das Zielgen wird zusammen mit dem Selektionsmarker in das Genom der
infizierten Zielzellen integriert, wodurch eine anschlieBende Antibiotikaselektion stabil

exprimierender Zellklone méglich ist (101-103).
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Expressionsvektor Helferplasmid

Mep1b
Blasticidinresistzenz

Helfergene

1

-

Verpackungszelllinie K Virusiiberstand

gag, pol

N
K %

o

Endothelzellen

Abbildung 5: Stabile Transfektion von Mep1b in bEnd.3 Endothelzellen mittels retroviraler
Infektion

1 Kotransfektion der Verpackungszelllinie (HEK GP-293) mit Expressionsvektor (pLBCX Mep1b) und
Helferplasmid (pVSV-G). 2 Verpackungszelllinie ist nun in der Lage vollstandigen Retrovirus inklusive
Zielgen zu produzieren. Der Virusiberstand wird gesammelt. 3 Infektion der Zielzellen (Endothelzellen
bEnd.3) mit dem Virus. Bei erfolgreicher Infektion integrieren die Endothelzellen das gewiinschte

Zielgen stabil in ihr Genom und sind ab dann in der Lage, das Zielgen stabil zu exprimieren.

7.7.2.2 Transfektion der HEK GP-293 Verpackungszelllinie

Um die viralen Partikel herzustellen, wurden GP2-HEK293T-Zellen so auf Poly-L-
Ornithin beschichtete 10 cm Platten ausgesat (Vorgehen s.o. mit je 4ml einer 1:2000-
Lésung), dass die Konfluenz bei Transfektion am folgenden Tag etwa 60-80% betrug.
Zwei Stunden vor Transfektion erfolgte ein Mediumswechsel mit 25 pM Chloroquin
haltigem Kulturmedium. Chloroquin verbessert die Aufnahme der Konstrukte/Vektoren
in die virusproduzierenden Zellen, indem es lysosomale DNAsen hemmt (104). Direkt
vor der Transfektion wurde das Medium erneut gewechselt (DMEM, serumfrei) und die

Zellen anschlieBend mit 5 pg des retroviralen Expressionsplasmids (pLBCX Mep1b)
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und 5 pg des pVSV-G-Plasmid kotransfiziert (10 ug Gesamt-DNA). Polyethylenimin
(PEI) wurde als Transfektionsreagenz verwendet und die Transfektion nach folgendem
Schema durchgefihrt. Die 10 yg Gesamt-DNA (5 pg pVSVG + 5 pg pLBCX Mepib)
wurden mit 300 pl serumfreien DMEM (L6sung A) in ein Reaktionsgefal3 gegeben. 40
Ml PElI wurden mit 300 pl serumfreien DMEM (Lésung B) in ein Reaktionsgefald
gegeben. Beide Ldésungen wurden fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieBend zusammengefihrt und mit dem Vortexer vermischt. Nach 15-minGtiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch auf die GP2-
HEK293T-Zellen gegeben.

7.7.2.3 Konzentrieren und Ernten des viralen Uberstands

Da ab diesem Zeitpunkt die Entstehung von infektiésen viralen Partikeln mdglich war,
erfolgten alle weiteren Zellkulturarbeiten unter S-2 Bedingungen. Es wurden nur noch
Einwegplastikartikel verwendet und alle potenziell kontaminierten Gerate und
Materialen sofort mit 70%igem Ethanol und UltraSolTM desinfiziert. Der Abfall wurde
in gesonderten Behaltern gesammelt und getrennt autoklaviert. 6 h nach Transfektion
wurde das Medium durch 10 ml und 24 h nach Transfektion durch 5 ml frisches
Kulturmedium ersetzt, um einen hohen Viruspartikeltiter im Uberstand zu erreichen.
48 h nach Transfektion wurde der Uberstand abgenommen und in einem sterilen 15
ml Falcon fiir 4 min bei 1200 x g zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die viralen

Mep1b Partikel enthielt, wurde zur Infektion der Zielzellen eingesetzt.

7.7.2.4 Infektion der Zielzellen mit retroviralen Partikeln

Da nur mitotisch aktive Zellen von Retroviren infiziert werden, wurden 24 h vor der
Infektion jeweils 500 000 bEnd.3 Zellen pro 6 cm Kulturschale ausgesat, so dass ihre
Konfluenz einen Tag spater bei ca. 50% lag. Zur Transfektion wurde das Kulturmedium
der Zielzellen durch je 2 ml Virenuberstand zusammen mit 500 pl DMEM und 50 pg/ml
Polybrene ersetzt. Polybrene ist ein kationisches Polymer, das die Adsorption der
Virushtlle and die Zielzellen erleichtert und somit dir Infektionswahrscheinlichkeit
erhdht (105). Nach 24 h Inkubation wurden die infizierten Zellen auf eine 10 cm
Kulturschale mit frischem Selektionsmedium (DMEM, fcs, ps, 5ug/ml Blasticidin)

passagiert.

7.7.2.5 Blasticidin-Selektion infizierter Zellen
Die infizierten bEnd.3 Zellen wurden mit Selektionsmedium, dass 5ug/ml Blasticidin
enthielt, selektioniert. Der Mediumswechsel erfolgte alle 2-3 Tage fir einen Zeitraum

von zwei Wochen. Die Mep1b Expression wurde anschlieBend mittels Western Blot
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Analyse Uberprift (s. 11.2. Proteinbiochemische Methoden). Trotz Selektionsantibiose
bestand die Mdglichkeit, dass in der Mischzellkolonie Zellen vorhanden waren, die
nicht infiziert wurden und die Antibiosebehandlung Uberlebt hatten. Deshalb wurde im
Anschluss an die erste Selektionsphase eine Einzelklonselektion durchgefihrt, um
einen Mep1b Uberexprimierenden bEnd.3 Zellklon zu erhalten, der als Grundlage fir
die weiteren Experimente dienen sollte. Hierfir wurde durch entsprechende
Verdinnung eine Zelle der infizierten Mischkolonie pro Loch einer 96-Loch Platte
ausgesat und anschlieBend zwei Wochen in Selektionsmedium kultiviert. Da die
Wahrscheinlichkeit eine einzige Zelle auszusaen sehr gering ist, wurde mittels
Phasenkontrastmikroskops Uberprift, ob Zellen im Well enthalten waren. Sobald die
Zellen Konfluent waren, wurden sie auf eine 6 cm Kulturschale und bei erneuter
Konfluenz auf eine 10 cm Kulturschale Uberflihrt. Nach zweiwdchiger Selektion wurde
die Mep1b Expression der Einzelklone mithilfe einer Western Blot Analyse erneut

Uberprift (s. 11.2 Proteinbiochemische Methoden).

7.7.3 Isolierung und Kultivierung primarer Maus- und
Schweinehirnkapillarendothelzellen

Die Isolierung von primaren Maushirnkapillarendothelzellen erfolgte nach einem
bereits zuvor beschriebenen Standardprotokoll (106), dass minimal modifiziert wurde.
Es wurden acht bis zwélf Wochen alte Mause verwendet (Mep1b KO u. WT), die nach
Betaubung mit Isofluran Forene® durch Genickbruch getdtet wurden. Dieser Teilschritt
wurde in allen Experimenten von Beschaftigten des Instituts fir Pathobiochemie,
Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt. Nach Eréffnung des Schadels wurden die
Gehirne entnommen und von den Hirnhduten durch Ausstreichen auf autoklaviertem
Filterpapier befreit. Die Gehirncortices wurden getrennt nach Genotyp in einer
Kulturschale mit eiskaltem pEndo gesammelt und mit einem Skalpell mechanisch
zerkleinert. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren wurde das Gewebe-
Mediumgemisch homogenisiert und es erfolgte im Anschluss ein einstiindiger Verdau
zum Gewebsaufschluss mit einem Gemisch aus 0,75 mg/ml Kollagenase CLS2
(Worthington, Lakewood, NJ, USA) und 10 U/ml DNasel (Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Germany) in DMEM (Gibco, Darmstadt, Germany), der bei 37 °C auf einem
Laborrtttler bei 1000 x g durchgefihrt wurde. Das resultierende Pellet wurde in 20%
BSA DMEM resuspendiert und bei 1000 x g fir 20 Minuten zentrifugiert, um das Myelin
zu entfernen. Das Pellet wurde daraufhin mit einem Gemisch aus 1 mg/mL
Collagenase-Dispase (Roche, Mannheim, Germany) and 10 U/mL DNAse in DMEM
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bei 37 °C auf einem Laborrittler fir eine weitere Stunde verdaut. Die
Kapillarendothelzellen wurden dann auf einem 33% Percoll (Percoll (GE Healthcare,
Munich, Germany) Gradienten separiert und mit einer sterilen 10 ml Spritze
aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die Aussaat und Kultivierung der
Kapillarendothelzellen im cellZcope Gerat, wie unten beschrieben. Das Kulturmedium
bestand aus DMEM mit 20% PDS 100 U/mL Penicillin and 100 pg/mL Streptomycin, 2
mM L-Glutamin, 4 ug/mL Puromycin and 30 pg/ml ECGF, wobei nach vier Tagen in

Kultur das Puromycin verworfen wurde.

7.7.4 Behandlung der Hirnendothelzellen mit I6slichem Mep1b

bEnd.3 oder primare Schweinehirnendothelzellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert
und anschlieBend rekombinantes Mep1b zum serumfreien Kulturmedium hinzugeflgt.
Zur Kontrolle diente entweder eine zusatzliche Kultivierung mit dem Mep1b Inhibitor
Actinonin (10 pyM) oder eine Inkubation ohne Mep1b. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen gewaschen und lysiert. Die Experimente fir die priméaren
Schweinehirnendothelzellen wurden hierbei von einem Mitarbeiter durchgefthrt und
die Ergebnisse zum besseren Verstandnis als Zusatz in dieser Dissertation dargestellt.

7.7.5 BHS in vitro Modell

7.7.5.1 Kultivierung der Endothelzellen und Aufbau des in vitro Blut-
Hirnschrankenmodells

Die Kultivierung der Endothelzellen (bEnd.3 u. bEnd.3 + Mep1b; pMBCS Mepib WT
und KO) zur Untersuchung der Barriereeigenschaften erfolgte bei bei 37 °C und 5%
CO2 im cellZcope Gerat, welches ein in vitro Modell der BHS darstellt. Hierflir wurden
24-well Transwell Kulturschaleneinsatze (PorengréBe 0.4 um; Oberflache, 33.6 mm?)
, mit 0,4 mg/mL Collagen IV und 0,1 mg/mL Fibronektin beschichtet und im Anschluss
die Zellen auf diesen ausgesat. Collagen IV und Fibronektin sind Bestandteile der ECM
und ermdglichen den Endothelzellen einerseits eine stabilere Haftung und
andererseits eine Polarisation in luminale (Blut) und abluminale Seite (Hirn) (107, 108).
Die Einsatze wurden mit Kulturmedium bedeckt und dann in das ebenfalls mit
Kulturmedium gefillte cellZcope Gerat eingesetzt, so das zwei Kompartimente
entstanden. Dieses obere (Blut) und untere (Hirn) Kompartiment wurden durch die
Einzellzellschicht der Endothelzellen, die auf den ECM Proteinen aufliegt, getrennt,

was dem Aufbau einer BHS entspricht.
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7.7.5.2 Cellzcope® Imepedanzspektroskopie

Der Cellzcope® ist ein automatisiertes Gerat zur Messung des TER von Zelllayern
unter physiologischen Bedingungen. Es ist in der Lage den transendothelialen
elektrischen Widerstand (TER) und die Kapazitat der Zellschicht auf den Einsatzen
durch Impedanzspektroskopie Uber die Zeit zu messen. Der TER der Zellen ist ein
Marker fir die Barrierefunktion und Dichtigkeit der Endothelzellschicht, die in erster
Linie von der TJ Ausbildung zwischen den Zellen abhangig ist. Je mehr TJs vorhanden
sind, desto dichter ist die Barriere und desto héher sind die gemessenen TER Werte.
Die Kapazitat misst dagegen die Konfluenz der Monozellschicht. Hier gilt je niedriger
die Werte, desto héher ist die vorhandene Konfluenz (s. Abbildung 6). Wichtig hierbei
ist das Phanomen, das die Endothelzellen erst ab einer erhéhten Konfluenz, sprich
wenn sie unmitteloaren Kontakt zu ihren Nachbarzellen haben, mit der TJ Ausbildung
starten. Daher ist es notwendig bei einer Untersuchung der Barrierefunktion mittels
TER Wertmessung, die Kapazitat gleichzeitig zu Uberprifen, um einen Messzeitpunkt
mit geeigneter Konfluenz auszuwéahlen (109).
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Abbildung 6: Messung von TER und Permeabilitat im BHS in vitro Modell

A Aufbau des BHS in vitro Modells. Eine Einzellzellschicht aus bEnd.3 Endothelzellen wird auf einem
durchlassigen Transwelleinsatz kultiviert, so dass ein oberes luminales und unteres abluminales
Kompartiment entstehen. Durch Zugabe eines prarazelluldren Tracers wie Inulin in das luminale
Kompartiment kann die Durchlassigkeit der Schranke iiberpriift werden. Uber die festen Elektroden des
Cellzcopegerates in beiden Kompartimenten kann der TER/Widerstand bestimmt werden. B Typischer
Verlauf einer TER und Kapazitdtsmessung mittels Imepdanzspektroskopie. Mit zunehmender

Kultivierungszeit wird die Endothelzellschicht konfluent und beginnt TJs auszubilden, so dass die
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Barriere dichter wird. Dies zeigt sich an einem steigenden TER und einer sinkenden Kapazitat, deren

Messkurven entgegengesetzt verlaufen.

7.7.5.3 Messung der Integritat von Endothelzellen

Die Integritat der pMCBs und bEnd.3 Zellen wurde anhand der Messung des TERs
und der Permeabilitat gegenliber [C'#]-Inulin untersucht. Sobald die im cellZcope
kultivierten Endothelzellen Kapazitatswerte um die 1 yF/cm2 erreichten, was in der
Regel nach 4-5 Tagen der Fall war, wurde das Kulturmedium durch serumfreies
Kulturmedium DMEM mit 1 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin als Vorbereitung auf die TER und Permeabilititsmessung ersetzt. Um
die TJ Ausbildung der Zellen zu erhéhen und dementsprechend hohe TER-Werte zu
erhalten, wurde zusatzlich 550 nM Hydrocortison (Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Germany) zum jeweiligen Kulturmedium hinzugefigt und die TER Messung 24 h
spater durchgefihrt. Direkt im Anschluss wurden die Zellen fir die
Permeabilitdtsuntersuchung im Radioaktivlabor verwendet. Das Kulturmedium wurde
durch serumfreies DMEM mit 40mM HEPES ersetzt und 1Ci/ml [C'4]-Inulin wurde in
das luminale Kompartiment der Zelleinsatze gegeben. Die [C'4]-Inulin Emission wurde
sowohl im luminalen Kompartiment zum Zeitpunkt 0 und im abluminalen Kompartiment
nach 90 min in 10 pl Medium im Tri -Carb2800TRLiquid Szintilations-
Analysemessgerat gemessen. Die Permeabilitdt wurde wie bereits von einer anderen
Forschungsgruppe beschrieben durch den apparenten Permeabilitatskoeffizienten
(Papp) bestimmt (110). Papp(cm/s) = dQ/(dt*A*co), wobei dQ die Menge des diffundierten
[C'4-Inulin in der Inkubationszeit, A die Oberflache des Transwells, co die initiale Inulin
Konzentration im luminalen Kompartiment und dt die Inkubationszeit darstellen.

7.7.6 Isolation der HirngefaBe

Die Hirnkapillaren fur die TJ Proteinanalyse wurden aus Hirnparenchym von 8- bis 12
wochen-alten Mep1b KO und WT Mause nach folgendem Protokoll (111) isoliert, bei
dem eine Dextrangradienten-Zentrifugation gefolgt von einer Zellsiebfiltration
durchgefihrt wurden. Nachdem die Mausgehirne nach Genotyp gepoolt und von der
Hirnhaut befreit waren, wurde das Hirngewebe anschlieBend in eiskaltem PBS, das
2% fetales Rinderserum enthielt, mechanisch mit einem Skalpell und durch
sorgfaltiges Pipettieren homogenisiert. Das Homogenat wurde mit Dextran (70 kDA)
sorgféltig auf Eis vermischt, so dass ein 16% Dextrangemisch entstand. Dieses wurde
bei 6000 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert und der Uberstand, der die Hirnreste ohne die
BlutgefalBe enthielt verworfen. Das Kapillarpellet am Boden des Zentrifugierréhrchens
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wurde im Anschluss dagegen nacheinander Uber ein 100 um und 45 pm Zellsieb mit
PBS filtriert. Die Kapillaren, die auf der Oberflaiche des 45 um Zellsiebes
zurlickgehalten wurden, wurden in PBS gesammelt und fiir die Immunoblot Analyse
der TJ Expression lysiert.

Die Isolation der gesamten HirngefaBe wurde nach einem &hnlichen Protokoll
durchgefiihrt. Das Hirn-PBS-Homogenat wurde hier aber nicht mit Dextran versetzt,
sondern bei 1000 x g fur 20 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in
20% BSA-DMEM resuspendiert und ein weiteres Mal bei 1000 x g fir 20 Minuten
zentrifugiert um die Vaskulatur vom Rest des Gehirnes zu trennen. Das GefaBpellet
am Boden des Zentrifugierréhrchens wurde anschlieBend mit PBS gewaschen und
mittels flissigen Stickstoffs flr die Enzymaktivitdsassays eingefroren.

7.7.7 Aktivitatsassays

Alle Aktivitdtsassays wurden von einer Mitarbeiterin des Instituts fir Biochemie, Unit
for Degradomics of the Protease Web, Christian-Albrechts-University Kiel, Kiel,
Deutschland im Rahmen der Kollaboration bezlglich der dieser Dissertation
zugrundeliegenden Publikation durchgefihrt (112). Die Methoden und Ergebnisse
dieser Experimente sind zum besseren Verstandnis ebenfalls in dieser Dissertation
aufgefihrt.

Um die proteolytische Aktivitdt von Mepi1b gegeniber den beiden extrazellularen
Schleifen von Occludin zu quantifizieren, wurden zwei fluorogene Peptide hergestellt,
die jeweils die entsprechende Aminosauresequenz der extrazellularen Schleifen von
murinem Occludin enthalten und wie folgt aufgebaut sind: ein Fluorophor (7-
methyloxycoumarin-4-yl (mca)) ein Quencher (Léscher) (K-g-2,4-dinitrophenyl [dnp])
(Peptid 1: mca-GYGGYTDPRAA-K-¢e-dnp; Peptid 2: mca- GLYVDQYLYHYSVVDPQE
-K-e-dnp; Genosphere Biotechnologies). Dieser Aufbau der Peptide erméglicht eine
Quantifizierung der Enzymaktivitat, durch die Interaktion des Fluorophor- und
Quencheranteils. Solange diese durch den intakten Peptidanteilverbunden werden,
wird die Fluoreszensemission des Fluorophors durch den Quencher geblockt. Kommt
es jedoch zu einer Prozessierung des verbindenden Peptidsubstrates durch eine
Aktivitdt des untersuchten Enzyms, wird der Fluorophor aktiv, so dass ein
Fluoreszenzsignal detektiert werden kann, dass mit der Enzymaktivitat korreliert (113)
(s. Abbildung 7). Far die in vitro Aktivitdtsmessung wurden die Peptide in einer
Konzentration von 20 pM mit 20 nM oder 50 nM rekombinanten Mep1b (114) in 100 pl

Totalvolumen in 96-Lochplatten inkubiert.
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Abbildung 7: Prinzip des Aktivititsassays zur Untersuchung von Proteasensubstraten, in
Anlehung an (113)

Um die Meplb Aktivitdt in GesamthirngefaBlysaten (150 pg in 1% Triton-X/PBS Lysepuffer) zu
quantifizieren wurde ein hochspezifisches Mep1b fluorogenes Peptidsubstrat in einer Konzentration von
50 uM verwendet (mca-EDEDED-K-¢e-dnp; Genosphere Biotechnologies). Die Fluoreszenzintensitaten
wurden bei 37°C alle 30s fir 120 Minuten mit einem Spektrophotometer detektiert. Fir die Datenanalyse

wurden Steigungen aus einem gleichen linearen Aktivitatsbereich verglichen.

7.8 In vivo Methoden

7.8.1 Isolierung von Zerebrospinalflissigkeit (CSF)

Um den Einfluss von Mep1b auf die Permeabilitdt der BHS in vivo zu untersuchen,
wurde die Menge an Immunglobulin G in der Zerebrospinalflissigkeit (CSF) von 8 bis
12 Wochen alten Mep1b KO und WT Mausen analysiert. Hierfir wurde ein bereits
zuvor beschriebenes Standardprotokoll verwendet (49). Die CSF wurde durch
Punktion der Cisterna magna gewonnen. Dieser Teilschritt wurde von Beschaftigten
des Instituts fir Pathobiochemie, Universitdtsmedizin Mainz durchgefihrt.
AnschlieBend wurde die CSF bei 900 x g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert, um sie von
Zellresten zu befreien. Pro Maus wurden jeweils 4 pl zellfreie CSF mit gleicher Menge
2x RotiLoad (Probenpuffer, Carl Roth, Karlsruhe, Germany) versetzt. Die Bestimmung
der IgG Protein Level in der CSF erfolgte mittels NuPage und anschlieBender Western
Blot Analyse mit sekundaren Anti-Maus Antikérpern, die an die IgGs der Maus binden
(s. 11.2 Proteinbiochemische Methoden).

7.8.2 Messung des Hirnwassergehaltes

Zur weiteren Analyse des Einflusses von Mep1b auf die Integritat der BHS in vivo,
wurde der Hirnwassergehalt von Mep1b KO und WT M&usen untersucht. Die Mause
wurden mit Isofluran Forene® betdubt und durch Genickbruch getbtet. Dieser
Teilschritt  wurde von Beschaftigten des Instituts flir Pathobiochemie,
Universitatsmedizin Mainz ausgefihrt. Das Gehirn wurde dann sofort entnommen und

gewogen. AnschlieBend wurde es Uber Nacht bei 100°C getrocknet und erneut
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gewogen. Der Gehirnwassergehalt wurde berechnet wie folgt: (Masse Gehirn bei
Entnahme - Masse Gehirn nach Trocken) * 100/ Masse Gehirn bei Entnahme. Die
netto Veranderung im Gehirnwassergehalt in den Mep1b -/- Mausen wurde zu dem
der Mep1b +/+ Mausen in Relation gesetzt.

7.8.3 Bestimmung der VentrikelgroBe

Acht bis zwdlf Wochenalte Mause wurde transkardial mit PBS mit 10 U/ml Heparin
perfundiert und die Gehirne wurden nach Enthahme in Roti®-Histofix (Carl Roth), das
4 % PFA enthielt, fir 24 Stunden gelagert. AnschlieBend wurden die Gehirne solange
in 30% Saccharose inkubiert, bis sie absanken und daraufhin in Cryomedium durch
Trockeneis eingefroren. 60 um Schnitte wurden in Frontalebene mit einem Cryostat
angefertigt und anschlieBend mit Nissl (Cresyl Violett-Farbung) gefarbt (115). Die
GréBe der lateralen und des dritten Ventrikels wurden mithilfe eines Mikroskops in
vergleichbaren koronaren Bereichen/Sektionen bestimmt.

7.9 Proteinbiochemische Methoden

7.9.1 Zellextraktion und Western Blot Analyse

Wie bei den Zellkulturtechnicken handelt es sich bei Zellextraktion und Western Blot
Analyse um grundlegende Methoden, die in fast jedem Labor prinzipiell &hnlich
ablaufen. Deshalb ist das Vorgehen in diesem Kapitel nur in einem Umfang erklart, der
fir das Verstandnis des Ergebnisteils notwendig ist. Der genaue Ablauf kann bei
Bedarf im Anhang (s. 11.2 Proteinbiochemische Methoden) nachgelesen werden.

Zur Analyse der TJ Proteinexpression wurden die bEnd.3 Zellen mit kaltem PBS
gewaschen und von den Kulturschalen gekratzt. Sowohl bEnd.3 als auch
HirngefaBpellets wurden fir 20 Minuten in Lysepuffer inkubiert. Die Zelllysate wurden
bei 18,000 x g fur 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde
anschlieBend mittels eines BCA Protein Assays bestimmt. Gleiche Mengen an
Gesamtprotein wurden mit RotiLoad vermischt und bei 95°C far finf Minuten
denaturiert. Gleiche Proteinmengen fir jede Probe (bEnd.3, HirngefaBe, CSF) wurden
mittels NuPage auf einem 4-12% Bis-Tris Gel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose
Membran Uberfihrt. Nach einer einstiindigen Blockierung in TBST, das 5%
Magermilchpulver enthielt, wurden die Membranen mit geeigneten primaren und
sekundaren Antikdrpern inkubiert und die Proteine tber Chemilumineszenz mittels
eines LAS-3000mini Detektors erkannt.
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7.10 Statistische Auswertung

Alle statistische Analysen und Graphen dieser Arbeit wurden mithilfe der Graph Pad
Prism 8 Software (GraphPad, La Jolla, CA, USA ) durchgefiihrt und erstellt. Die
Messwerte wurden anhand eines ungepaarten t-Testes oder einem one-way ANOVA
gefolgt von einem Turkey’s post hoc Test analysiert. Ein p-Wert von <0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. Signifikante Unterschiede wurden in den Graphen
folgendermafen dargestellt:

* P=<0,05
**, P <0,01

*** P <0,005
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8 Ergebnisse

8.1.1 Erniedrigte Expression des TJ Proteins Claudin-5 in Mepib
tuberexprimierenden bEnd.3 Zellen

Da Mep1b in der Lage ist Zell-Adhasionsmolekiile in unterschiedlichen Geweben (z.B.
Haut, Niere und Darm) zu spalten (4, 5, 7, 8), eine Dysregulation in verschiedenen
Krankheiten aufweist (48, 50, 116) und zudem eine erhdéhte Transkription im Gehirn
verglichen mit den meisten anderen Organen zeigt (18), wurde in dieser Thesis
untersucht, ob Mepib auch einen Effekt auf die TJ Funktion im Hirnendothel hat.
Hierflr wurden stabile Mep1b Uberexprimierende Hirnendothelzellen hergestellt
(Mep1b + bEnd.3), die physiologisch TJ Proteine exprimieren (z.B. Claudin-5). Im
Vergleich zu nicht transfizierten Kontrollzellen zeigten die Mep1b + bEnd.3 Zellen eine
signifikante Reduktion der Claudin-5 Proteinexpression um fast 50% (s. Abbildung 8).
Dies legt den Schluss nahe, dass die Mep1b Uberexpression zu einer veranderten TJ

Zusammensetzung in vitro fahrt.
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Abbildung 8: Erniedrigte Expression des TJ-Proteins Claudin-5 in Mep1b liberexprimierenden
bEnd.3 Zellen

(A) Eine reprasentative Immunodetektion von Mep1b und Claudin-5 in Lysaten von Kontroll-bEnd.3
Zellen und Mep1b+bEnd.3 Zellen. Anti-B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Nierenlysate von
Mep1b WT und Mep1b KO Mausen dienten als Mep1b Positiv- und Negativkontrolle. (B) Die Claudin-
5 Expression wurde mittels densitometrischer Analyse von mehreren Western Blots quantifiziert. Die
Intensitaten der Kontroll-bend.3 Zellen wurde auf 100% gesetzt und die der bEnd.3+Mep1b Zellen dazu
ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert + Standardabweichung von
n=5 (bEnd.3) und n=5 (bEnd.3 + Mep1b) biologischen Replikaten. Fir die statistische Analyse wurde
der ungepaarte T-Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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8.1.2 Herabgesetzte Barriereintegritat in Mep1b Gberexprimierenden bEnd.3
Zellen

Die TJs bestimmen maBgeblich die parazellulare Durchlassigkeit der BHS (93).
Angesichts der Beobachtung, dass die Mep1b Uberexpression in bEnd.3 Zellen zu
einer reduzierten Expression des TJ Proteins Claudin-5 gefGihrt hat, wurde nun
untersucht, ob diese erniedrigten TJ Level auch die Barrierefunktion der Zellen
beeinflussen. Deshalb wurden Mep1b+bEnd.3 Zellen und die Kontroll-bEnd.3 Zellen
auf Kultureinsatze des in vitro BHS Modells ausgesat. Sowohl der TER als auch die
Kapazitat wurden mittels Impedanzspektroskopie mithilfe des CellZcope-Gerates
gemessen (s. Abbildung 9 A). Generell sind hohe TER Werte mit einer erhdhten
Dichtigkeit des Endothels und einer geringeren Durchlassigkeit der Barriere
verbunden. Daher eignet sich der TER als Indikator zur Bestimmung der BHS Integritat
(93, 94). Als die untersuchten bEnd.3 Zellen vergleichbare Kapazitatswerte aufwiesen,
was ein Zeichen daflr war, dass die Zellen konfluent waren, konnte eine signifikante
Reduktion des TER um fast 40% in den Mep1b+bend.3 Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen nachgewiesen werden (s. Abbildung 9 B).
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Abbildung 9: Herabgesetze Barriereintegritit in Mep1b liberexprimierenden bEnd.3 Zellen

(A) Schematische Darstellung des in vitro BHS Modells. Mep1b und Kontroll-bEnd.3 Zellen wurden auf
Kultureinsatzen im CellZcope-Gerat kultiviert. TER und Kapazitat wurden tber die Zeit mittels Impedanz
Spektroskopie gemessen. (B) TER Messung von Mep1b+bEnd.3 Zellen im Vergleich zu Kontroll-bEnd.3
Zellen. Die TER Werte der bEnd.3 Zellen wurden auf 100% gesetzt. Die maximalen TER Werte waren
> 50 Qcm?(bEnd.3) und > 30 Qcm? (bEnd.3 + Mep1b). Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit
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Mittelwert + Standardabweichung von n=12 (bEnd.3) und n=12 (bEnd.3 + Mep1b) biologischen
Replikaten Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte T-Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001. (C) Apparente Permeabilitat (Papp) gegeniber [C'4]-Inulin von Kontroll-bEnd.3 Zellen im
Vergleich zu Mep1b+bEnd.3 Zellen. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert *
Standardabweichung von n=11 (bEnd.3) und n=11 (bEnd.3 + Mep1b) biologischen Replikaten. Fir die
statistische Analyse wurde der ungepaarte t-test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Im
abluminalen Kompartiment des Transwells zeigten die Kontroll-bend.3 Zellen nach einer Stunde eine
Permeabilitéat von 0,4965% der eingesetzten Inulinmenge des luminalen Kompartiments und die Mep1b

Uberexprimierenden bEnd.3 0,63%.

Um die Barriereintegritat zusatzlich zu untersuchen, wurde die Permeabilitat
gegenliber radiomarkiertem [C'4]-Inulin analysiert. Diese kleine hydrophile Substanz
ist ein geeigneter Marker fUr parazellulare Diffusion, da es einerseits kein Ligand fur
Transporter oder endotheliale Rezeptoren darstellt, und andererseits nicht als Substrat
fur endotheliale Enzyme fungiert (93). Die Mep1b Uberexprimierenden bEnd.3 Zellen
zeigten eine fast 30% hohere Permeabilitat gegeniiber [C'4]-Inulin im Vergleich zu den
Kontrollzellen (s. Abbildung 9 C). Zusammengefasst sprechen diese Resultate stark
dafiir, dass die Uberexpression von Mepib nicht nur in einer Reduktion des TJ
Proteins Claudin-5 resultiert, sondern auch zusétzlich zu einer herabgesetzten
Barrierefunktion in diesen Zellen flhrt, was sich in dem reduzierten TER und der
erh6hten Permeabilitat gegenliber [C'4]-Inulin widerspiegel.

8.1.3 Erhohte TJ Proteinlevel in Gehirnkapillaren von Mep1b KO Mausen

Um zu untersuchen, ob die Mep1b abhangige Reduktion der Claudin-5 Level in den
bEnd.3 Zellen ebenso in vivo relevant ist, wurden Hirnkapillaren von Mep1b KO und
WT Méausen isoliert und hinsichtlich der Zusammensetzung ihrer TJ Proteine Claudin-
5, Occludin und ZO-1 analysiert. Im Gegensatz zur Mepib Uberexpression in den
bEnd.3 Zellen, konnten in den Hirnkapillaren der Mepib KO Tiere erhdhte TJ
Proteinlevel gemessen werden (s. Abb. 10 A-D). Es wurde eine signifikante Erhéhung
der Claudin-5 Expression um fast 60% im Vergleich zu den WT Kontrollen detektiert
(s. Abb. 10 B). Zusétzlich wurde auch die Expression des zytoplasmatisch assoziierten
TJ Proteins ZO-1 durch den Mep1b KO beeintrachtigt und zeigte eine fast 100%
erhéhte Abweichung gegenlber den WT Kontrollen (s. Abb. 10 D). In gleicherweise
zeigten sich die Expresionslevel des TJ Proteins Occludin in den Mep1b KO M&usen
um fast 100% erhéht (s. Abb. 10 C).

57



A B .
S © 175 -
P S s 2 ‘
%) e 2 "
kDa @z; QA §§150 | ‘1
a X
240 - - v - Z0-1 = o el
WE100 |4y
57 - - e Occludin _gé') -
1g RSN Claudin-5 3%
SR
4D _ - - - B-Aktln 0
RS
S
@QJQ @@
& E * D
®250 300 <
C = A O] a
3 ©200 - c S 250 - T
S § 2 E
= 150 l 29200 1 ' [
c E ¥ 111 SF 150 |
55100 |t r
35 ! T 2100 A
8= 50 | Q =
O (= OE 50 ~ vl
0 & 0 ° & O
N ¥ \ *
- S
QQQ @@ QQQ @Q)

Abbildung 10: Erh6hte TJ Proteinlevel in Hirnkapillaren von Mep1b KO Mausen

Hirnkapillaren wurden von Mep1b KO und WT Mausen isoliert und anschlieBend mittels SDS-Page und
Immunodetektion hinsichtlich ihrer TJ Proteinexpression analysiert. (A) Reprasentative
Immunodetektion der TJ Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5 in Hirnkapillaren aus Mep1b KO und
WT Mausen. Anti-B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. (B-D) Die Expressionlevel der TJ Proteine
Z0-1 (B), Occludin (C) und Claudin-5 (D) wurden mittels densitometrischer Analyse von verschiedenen
Western Blots analysiert. Die Intensitaten der Mep1b WT Hirnkapillaren wurden als 100% Referenzwert
verwendet. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert + Standardabweichung von n=7 (Mep1b
WT) und n=7 (Mep1b KO) (B), n=5 (Mep1b WT) und n=5 (Mep1b KO) (C), n=4 (Mep1b WT) und n=7
(Mep1b KO) (D) biologischen Replikaten. Fiir die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test
verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Obwohl versucht wurde auch die Mep1b Expression in den isolierten Hirnkapillaren

der Mep1b KO und WT Mause zu analysieren, war es mit mehreren kommerziell

58



erwerblichen und hausgemachten Antikérpern nicht méglich spezifische Banden zu
identifizieren, die dem molekularen Gewicht von Mep1b entsprechen. Um dennoch zu
Uberprifen ob Mep1b von Zellen der NVU exprimiert wird, wurde in Kooperation mit
einer Arbeitsgruppe um Prof. Becker-Pauly von der Universitat in Kiel ein indirektes
Vorgehen angewandt. Hierfir wurden GesamthirngefaBe von Mepib KO und WT
Mausen isoliert und diese hinsichtlich ihrer Mep1b Aktivitdt mithilfe von Mep1b
spezifischen fluorogenen Substraten analysiert. Als Aktivitatskontrollen wurden
Nierenlysate von Mep1b KO und WT Mausen verwendet, da die Niere die héchste
Mep1b Expression unter den Organen aufweist. Wéahrend die Proben eigenstandig
gewonnen wurden, wurde der eigentliche Assay in der Universitat Kiel von einer dort
Beschéftigten durchgeflhrt. In den HirngefaBen der WT Mause konnte ein leichte aber
signifikante Erh6hung der Mep1b Aktivitdt im Vergleich zu den Mepi1b KO Tieren
beobachtet werden, die dafiir spricht, dass es eine geringe Mep1b Expression in den
HirngefalBen gibt, obwohl diese zuvor in der Western Blot Analyse nicht detektiert
werden konnte (s. Abbildung 11).

N bad [[]Mep1b WT
6 - [ ]Mep1b KO

Steigung der Aktivitat
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Hirngefalie Niere

Abbildung 11: Erhéhte Mep1b Aktivitét in HirngefaBen von Mep1b WT Mausen

Der Activity assay wurde mit 150 pg an HirngefédBen und Nierenlysaten von Mep1b KO und WT M&usen
durchgefiihrt. Diese wurden jeweils mit 50 uM eines Mep1b spezifischen fluorogenen Peptidsubstrat in
100 pl Totalvolumen in 96-Lochplatten inkubiert. Die Fluoreszensintensitdten wurden bei 37°C alle 30s
fir 120 min mittels eines Spektrophotometers detektiert. Die Intensitaten der Mep1b KO Lysate wurden
als 1,0 Referenzwert festgesetzt. Fir die Datenanalyse wurde die Steigung einer gleichen linearen
Aktivitasbreite/raums (axtivity range) verglichen. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert £
Standardabweichung von n=4 (Mep1b WT) und n=4 (Mep1b KO) biologischen Replikaten. Fir die
statistische Analyse wurde ein one-way ANOVA gefolgt von einem Tukey’s post hoc Test verwendet.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Interessanterweise zeigte sich in der vorherigen Western-Blot Analyse der
Hirnkapillaren neben der fehlenden Mep1b Bande auch eine Auffalligkeit hinsichtlich
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des TJ Proteins Occludin. Dessen Bande in den Mep1b KO M&usen war im Vergleich
zum WT nach oben verschoben (s. Abbildung 10 A), was auf einen potenziellen
Einfluss von Mepib auf das proteolytische Schneiden von Occludin unter
physiologischen Bedingungen in den WT Mausen hinweisen kénnte. Angesichts der
molekularen Masse der detektierten Occludin Bande und der Tatsache das ein
Antikérper gegen den C-Terminus des Proteins verwendet wurde, ist am
wahrscheinlichsten, dass sich ein solcher Schnitt entweder in der ersten oder der

zweiten extrazellularen Schleife des Proteins ereignet.

Um weiter zu untersuchen, ob Occludin ein mdgliches direktes Substrat von Mep1b
darstellen kénnte, wurde erneut in Kooperation mit der Universitat Kiel ein Peptide
cleavage Assay von Dr. Franka Scharfenberg durchgefiihrt, dessen Ergebnisse im
Folgenden dargestellt werden. Hierbei zeigte sich, dass nur ein synthetisches Peptid,
dass der 2. extrazellularen Occludinschleife entspricht durch Mep1b geschnitten
werden kann, wahrend die 1. Occludinschleife durch Mep1b nicht beeinflusst wird (s.
Abbildung 12 B u. C). Dieses Ergebnis zeigt die Spezifitdt des Occludinschnittes durch
Mep1b, da nur eine der potenziell méglichen Schnittstellen im Endeffekt durch Mep1b
detektiert und prozessiert wurde. Angesichts dieser Ergebnisse und des Western Blots
erscheint eine Prozessierung von Occludin in vivo durch Mep1b mdglich, dennoch
kénnen hier andere Effekte wie die Aktivierung anderer Proteasen, die Occludin in vivo

schneiden, nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 12: Die zweite extrazellulare Occludinschleife wird von Mep1b in vitro geschnitten
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(A) Schematische Darstellung des Occludinaufbaus. (B, C) Die proteolytische Aktivitdt von Mep1b
gegenlber den beiden extrazellularen Occludinschleifen. Es wurden gequenchedte fluorogene Peptide
die, die Aminosauresequenz der ersten (B) und zweiten (C) extrazellularen Schleife Occludins
enthalten, synthetisiert. Fur die in vitro Aktivititsmessung wurden die Peptide in einer Konzentration von
20 pM entweder mit 20 nM oder 50 nM Mep1b in 100 pl Totalvolumen in 96-Loch Platten inkubiert. Die
Fluoreszensintensitdten wurden bei 37°C jede 30 s fir 120 min mithilfe eines Spektrophometer
detektiert. Die Intensitdten der Schleifenpeptide ohne Mep1b wurden als Referenzwert auf 100%
festgesetzt. Fir die Datenanalyse wurde die Steigung eines gleichen linearen Aktivitdtsraums/bereiches
verglichen. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert + Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten. Flr die statistische Analyse wurde ein one-way ANOVA gefolgt von einem
Tukey’s post hoc Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

8.1.4 Erhohter TER in primaren Maushirnendothelzellen von Mep1b KO
Mausen

Einfache BHS in vitro Modelle wie das in dieser Dissertation verwendete endotheliale
Monolayer Modell sind in der Lage wichtige Einblicke in die BHS Physiologie zu geben,
indem sie die Messung von Molekiltransport (106, 111) und Barriereintegritat
ermoglichen (117, 118). Der TER ist hierbei ein Indikator flr die Dichtigkeit und
Integritéat der BHS und direkt von der TJ Ausbildung abh&ngig. Da in den Hirnkapillaren
der Mep1b KO Mause eine erhdhte TJ Proteinexpression detektiert wurde, wurde
zusatzlich auch die Barriereintegritat in priméaren Maushirnendothelzellen (p(MBCECS)
untersucht. Hierfir wurden pMBCECs von Mep1b KO und WT Mausen isoliert und
anschlieBend im BHS in vitro Modell hinsichtlich ihres TERs, wie bereits oben
beschrieben (s. 8.1.2), analysiert. In Ubereinstimmung mit der zuvor erhéhten TJ
Proteinexpression in den Mep1b KO Hirnkapillaren wurden in Mep1b KO pmBCECs
um fast 30% signifikant erhéhte TER Werte gegenltber den WT Kontrollen gemessen
(s. Abbildung 13), was darauf hinweist, dass die Abwesenheit von Mep1b zu einer
dichteren BHS in den Mausen fiihrt. Da die Mep1b Uberexpression und der Mep1b KO
zu genau entgegengesetzten Resultaten hinsichtlich TJ Proteinexpression und TER
gefuhrt haben, liegt der Schluss nahe, dass Meb1b eine relevante Protease in der
Regulation der TJ Zusammensetzung und der Barriereintegritat im Hirnendothel sein
kénnte.
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Abbildung 13: Erhéhter TER in priméren Hirnendothelzellen von Mep1b KO Mausen

pMBCECs wurden nach der Isolation aus Mep1b KO und WT Mausen im cellZcope-Gerat auf
Transwelleinsatzen kultiviert. Die TER Werte wurden wie zuvor fir die bEnd.3 Zellen beschrieben
gemessen. TER Messung von Mep1b WT pMBCECs im Vergleich zu Mep1b KO pMBCECs. Die TER
Werte der Mep1lb WT pMBCECs wurden als Referenzwert auf 100% festgesetzt. Die maximal
gemessen TER Werte waren > 50 Qcm? (Mep1b WT) und > 65 Qcm? (Mep1b KO). Die Daten sind
dargestellt in Dotplots mit Mittelwert + Standardabweichung von n=24 (Mep1b WT) und n=24 (Mep1b
KO) biologischen Replikaten. Fir die statistische Analyse wurde der ungepaarte T-Test verwendet.*P
< 0.05, **P < 0.01, *™*P < 0.001.

8.1.5 Losliches Mep1b ist in der Lage die Claudin-5 Expression in vitro zu
reduzieren
Der Effekt des Mep1b KO auf den TER in pMBCECS von Mep1b KO Mausen spricht
daflr, dass endotheliales Mepib die TJ Zusammensetzung im Hirnendothel
beeinflusst. Jedoch kénnen auch sezernierte Faktoren von anderen Zellen der NVU
oder die Komposition der Basalmembran die BHS Integritat beeinflussen (119-122).
Um zu analysieren ob auch lésliches Meplib, das von verschiedenen
nichtendothelialen Zellen in die Kérperfllissigkeiten sezerniert wird, in der Lage ist die
TJ Proteinexpression zu regulieren, wurden primare Schweinehirnendothelzellen mit
5 uM rekombinanten Mep1b fir 24h behandelt. Interessanterweise flhrte das I8sliche
Mep1b im Zellkulturmedium zu einer reduzierten Claudin-5 Proteinexpression in den
primaren Schweinehirnendothelzellen im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (s. Abbildung 14 A). In gleicher Weise zeigten auch bEnd.3 Zellen, die
mit 5 pM rekombinanten Mepilb behandelt wurden, eine signifikante
Expressionsreduktion von Claudin-5 um fast 50% verglichen mit den unbehandelten
Kontrollen. Dieser Mep1b Effekt auf die Claudin-5 Expression konnte durch die
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gleichzeitige Zugabe des Mep1b Inhibitors Actinonin verhindert werden (s. Abbildung
14 B u. C). Die beobachteten Resultate sprechen deshalb dafir, dass nicht nur
endotheliales Mep1b sondern auch sezerniertes |6sliches Mep1b von anderen Zellen
die TJ Proteine im Hirnendothel beeinflussen kann.

O
A B Q,Q\-@ RO C
T L R
® o & \s@
@Q’ @K ?S) \\Q) \QJ *
NN kDa x O \l_OQ ° 125 1
\SO § X X
kDa {_OQ 0 o, - 100 + %
s ™ Claudin'5 B8 B8 A8 s 5
50 -+
42 — == @ [(-Aktin 4o - S - W (-Aktin 25 - m
primare Schweine- 0
hirnendothelzellen bEnd.3 Zellen NN N
o
(‘\\S @@Q @QJQ(\\(\
{~O A 2
& S
NN

S Sy
RN

X

Abbildung 14: Reduktion der Claudin-5 Expression in Endothelzellen durch Behandlung mit
I6slichem Mep1b

(A) Eine Immunodetektion von Claudin-5 in Lysaten von primaren Schweinehirnendothelzellen, die
zuvor mit 5 uM rekombinanten Mep1b behandelt wurden und unbehandelten Kontrollen. Anti-3-Aktin
wurde als Ladekontrolle verwendet. (B) Eine Immunodetektion von Claudin-5 in Lysaten von bEnd.3
Zellen, die zuvor mit 5 uM rekombinanten Mep1b, 5 uM rekombinanten Mep1b und 10 pM Actinonin
oder nicht behandelt wurden. Anti-B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. (C) Die Claudin-5
Expression in den bEnd.3 Zelle wurde mittels densitometrischer Analyse von mehreren Western Blots
quantifiziert. Die Intensitaten der unbehandelten Kontroll-bend.3 Zellen wurde auf 100% gesetzt. Die
Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert + Standardabweichung von n=2 biologischen Replikaten
pro Behandlungsgruppe. Fiir die statistische Analyse ein one-way ANOVA gefolgt von einem Tukey’s
post hoc Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

8.1.6 Reduzierter IgG-Gehalt in Liquor von Mep1b KO Mausen

Da in den vorherigen Experimenten gezeigt werden konnte, dass Mep1b sowohl die
TJ Zusammensetzung als auch die Integritat der BHS beeinflusst, stellte sich nun die
Frage, ob ein Mep1b KO auch einen Effekt auf die Permeabilitat der BHS in vivo hat.
Hierfir wurden die Proteinlevel der IgG-Antikérper im Liquor gemessen, der durch
Punktion der Cisterna magna der Mep1b KO und WT Mause gewonnen wurde. IgG
Antikdrper sind im Normalfall zu grof3, um die BHS in groBen Mengen zu durchqueren.
Deshalb werden sie gemeinhin verwendet, um die Penetration von groBBen

blutstdmmigen Molekulen in das Gehirn zu untersuchen (8, 26). Daher wurden die IgG-
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Liquorlevel als geeigneter Marker zur in vivo Analyse der BHS Permeabilitat in den
Mep1b KO und WT Mausen erachtet. Die Liquorfliissigkeit (CSF) umgibt das Gehirn
in den Ventrikeln und wird konstant mit der interstitiellen Gehirnflissigkeit vermischt,
indem Liquor in das Hirnparenchym einflieBt (8). Deshalb wurde Liquor als
reprasentatives Kompartiment zur Analyse der parazellularen Passage von
Substanzen aus dem Blut ins ZNS ausgewahlt (27). In der Liquoruntersuchung der
Mep1b KO Mause, wurde eine signifikante Reduktion des IgG- Gehaltes um fast 50%
gegenlber den WT Mausen gemessen (s. Abbildung 15 A u. B). Diese Daten passen
mit der zuvor gemessenen erhdhten TJ Proteinexpression und TER Werten Uberein
und weisen darauf hin, dass die gesteigerte Dichtigkeit der BHS in Mep1b KO Méausen
in einer reduzierten Permeabilitdt gegenliber einem hochmolekularen Protein wie IgG

resultiert.
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Abbildung 15: Reduzierter IgG-Gehalt in Liquor von Mep1b KO Mausen

Um die Integritat der BHS in vivo zu messen, wurden Liquorproben von Mep1b KO und WT M&ausen
hinsichtlich ihres 1gG-Gehaltes analysiert. (A) Eine reprasentative Immunodetektion von IgG im Liquor
von Mep1b KO und WT Mausen. (B) Der IgG-Gehalt im Liquor wurde durch densitometrische Analyse
von Western Blots gemessen. Die Intensitaten der IgG-Banden der Mep1b WT Liquorproben wurden
als Referenzwert auf 100% gesetzt. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert *
Standardabweichung von n=13 (Mep1b WT) und n=14 (Mep1b KO) biologischen Replikaten. Fir die
statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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8.1.7 Signifikante Veranderung des Hirnwassergehaltes in Mep1b KO Mausen
Bei einem Zusammenbruch der BHS kommt es zu einer strukturellen Zerstérung der
TJs gepaart mit einer erhdhten parazellularen Permeabilitéat, was ein gemeinsames
Merkmal mehrerer ZNS Erkrankungen darstellt. Darunter finden sich sowohl akute als
auch chronische neurodegenerative Erkrankungen wie AD, PD, HD, ALS oder MS
(15). In Folge hiervon kann es zu einem extensiven Einstrom hamatogener Flussigkeit
in den Extravasalraum kommen. Dies resultiert wiederum in einem erhdéhtem
Hirnwassergehalt, der als Marker fir das Ausmalf3 von Hirnschwellungen fungiert (14).
Da in Mep1b KO Mausen veranderte BHS Eigenschaften wie die Erhéhung von TJ
Proteinen und TER Werten oder die Reduktion der Permeabilitdt gegenlber
blutstammigen Molekilen beobachtet wurden, wurde nun analysiert, ob der Mep1b KO
dariber hinaus auch den Hirnwassergehalt beeinflusst. Hierfir wurde der
Hirnwassergehalt von Mep1b KO Mausen mit WT Tieren verglichen. In den Gehirnen
der Mep1b KO Mause wurde eine signifikante Abnahme des Hirnwassergehaltes um
fast 1,6% verglichen mit den WT Kontrollen gemessen (s. Abbildung 16 A). Diese
Differenz von 1,6% ist auch in vivo fir die Homdostase des Hirnwassergehaltes
relevant, da der Hirnwassergehalt eine nahezu exponentielle Relation zu dem Ausmal3
von Hirnschwellungen aufweist (89). Daher sprechen die Resultate dafir, dass der KO
von Mepib zu einem reduzierten Hirnwassergehalt flihrt, was eine Konsequenz der
zuvor beobachten erhéhten Dichtigkeit der BHS in Mep1b KO M&usen sein kdnnte.

Um zu untersuchen, ob die Abnahme des Hirnwassergehaltes im Mep1b KO auch mit
einer Schrumpfung der Hirnventrikel verbunden ist, wurde in Hirnschnitten von Mep1b
KO und WT Mé&usen die GréBe des dritten und der lateralen Ventrikel bestimmt. In der
Analyse konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Mep1b KO und
Kontrollmausen entdeckt werden, was den Schluss nahelegt, dass die Mepib
Expression und die Unterschiede im Hirnwassergehalt wohl nicht die
Hirnventrikelmorphologie beeinflussen (s. Abbildung 16 B u. C).

65



A B C [ ]Mep1b WT
[ JMep1b KO

- Mep1b WT Mep1b KO
< S o 100 4 w2 % o s
c ©100 pef dirtter RE =,
=0 asfaa Ventrikel ‘o =l = fE c= | X
oS 98 - R Boie o o 5 o o 75
EE £ R 05
%2 o | A 3 A % 8
é = — w 5 50 1
g E laterale ) = I ) ; | LE
g =) 30 A Ventrikel &~ I e ) ‘§§’ 25
]—: 0 ¢ e : b o =
& © 0
O N laterale dritter
@e,Q QQJQ Ventrikel ~ Ventrikel

Abbildung 16: Erniedrigter Hirnwassergehalt in Mep1b KO Mausen

(A) Um die Integritat der BHS in Mep1b KO und WT Mausen zu analysieren wurde der Hirnwassergehalt
untersucht. Die Gehirne der Mep1b KO und WT Mause wurden gewogen und Uber Nacht bei 100°C
getrocknet. Die getrockneten Gehirne wurden danach erneut gewogen und der Hirnwassergehalt wie
folgt berechnet: (Nasses Gewicht — Trockenes Gewicht)*100/Nasses Gewicht. Die Nettoveranderung
im Hirnwassergehalt der Mepi1b” Mause wurde gegeniber dem der WT Tiere, der als 100%
Referenzwert fungierte, normalisiert. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert *
Standardabweichung von n=6 (Mep1b WT) und n=13 (Mep1b KO) biologischen Replikaten. Fir die
statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. (B-C)
Bestimmung der HirnventrikelgréBe von Mep1b KO und WT Méausen. (B) Représentative Hirnschnitte
von dritten und lateralen Ventrikeln von Mepi1b KO und WT Mausen. (C) Die Flache der lateralen und
dritten Ventrikel wurde in vergleichbaren frontalen Ebenen unter dem Mikroskop bestimmt und die Werte
zum Mittelwert der WT Mause normalisiert. Die Daten sind dargestellt in Dotplots mit Mittelwert +
Standardabweichung von n=3 (Mep1b WT) und n=3 (Mep1b KO) biologischen Replikaten. Fiir die

statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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9 Diskussion

Die Forschung bezlglich der Metalloprotease Mep1b hat sich seit ihrer Entdeckung
Anfang der 1980er Jahre (40) bisher hauptsachlich auf die organspezifischen
Funktionen in Niere und Darm fokussiert, da Mep1b in diesen Geweben die hdchste
Expression aufweist. Neben einer Beteiligung an entzindlichen Darmerkrankungen
wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa wurden Mep1b Dysregulationen auch im
akuten Nierenversagen beschrieben. Erst in den letzten Jahren konnte ein viel
umfangreicheres Expressionsmuster fir Meplb entdeckt werden, so dass auch
zusatzliche Bereiche wie die Beteiligung von Mep1b an der Bindegewebssynthese im
Rahmen von Fibroseerkrankungen oder eine mégliche Rolle bei der Pathogenese der
neurodegenerativen Alzheimer Erkrankung in den Blickpunkt gertckt sind (4, 19, 23,
50). Einer der Hauptausgangspunkte fur die Durchfihrung dieser Dissertation war
jedoch, dass Mep1b Uber die Fahigkeit verfligt in diversen unterschiedlichen Geweben
(z.B. Haut, Darm, Niere) Proteine der Zell-Adhdsion zu spalten (4-8).
Interessanterweise passt diese Eigenschaft sehr gut zu den beobachteten
Dysregulationen der Protease in den oben genannten Erkrankungen, da sowohl die
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, das akute Nierenversagen als auch die
Alzheimer Erkrankung mit einer Stérung der Zell-Adhasion assoziiert sind und allesamt
mit einer Beeintrachtigung einer physiologischen Barriere einhergehen (49, 50, 114).
Unabhangig von der Alzheimer Erkrankung wurde zudem auch unter physiologischen
Bedingungen eine erhdhte Mep1b Expression im Gehirn im Vergleich zu den meisten
anderen Organen beschrieben (18, 19), weshalb sich die Frage stellt, ob Mep1b nicht
eventuell auch flr zerebrale Zell-Kontaktangelegenheiten der BHS von Bedeutung
sein kénnte. Aus diesem Grund wurden in dieser Dissertation sowohl der potenzielle
Einfluss von Mep1b auf die spezifischen Zell-Adhasionsproteine des Hirnendothels
(TJs) als auch die Auswirkung auf die Integritat der BHS untersucht. Die Resultate der
verschiedenen durchgeflhrten Experimente liefern hierbei ganz klare Anhaltspunkte,
dass Mep1b in der Lage ist eine Regulatorfunktion an der BHS zu Gbernehmen.

9.1 Mep1b als neuer Regulator der BHS Integritat

In der vorliegenden Dissertation konnte aufgezeigt werden, dass eine Mepib
Uberexpression in Maushirnendothelzellen (bEnd.3) zu einer Expressionsreduktion
des TJ Proteins Claudin-5 fuhrt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den

67



Ergebnissen aus dem in vitro BHS Modell, dass in den bEnd.3 + Mep1b Zellen einen
erniedrigten Widerstand (TER) und eine erhéhte Durchlassigkeit gegenlber radioaktiv
markiertem [C'4]-Inulin zeigt. Im Verbund sprechen diese Resultate dafiir, dass die
BHS durch die Mep1b Uberexpression in vitro geschadigt wurde.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Mep1b Expression auf die Integritat der BHS
auch im Tiermodell anhand von Mep1b KO Mausen untersucht, wobei einerseits eine
erhdhte Expression verschiedener TJ Proteine und gesteigerte TER Werte festgestellt
werden konnten und andererseits eine herabgesetzte Durchlassigkeit der BHS,
sichtbar an erniedrigten IgG-Antikérpern im CSF und einem reduzierten
Hirnwassergehalt, detektiert wurden. Zusammengenommen lasst sich hieraus
schlieBBen, dass ein KO der Mep1b Expression in einer dichteren BHS mit gesteigerter
Integritat resultiert.

Da die Mep1b Uberexpression in der Zellkultur und Mep1b KO im Tiermodell somit
direkt entgegengesetzte Effekte hinsichtlich fundamentaler BHS Eigenschaften, wie TJ
Proteinexpression, Widerstand und Permeabilitat zeigen, deutet dies daraufhin, dass
Mepib als ein neuer Regulator der BHS angesehen werden kann, der einen
relevanten Einfluss auf die TJ Zusammensetzung und die Barrierenintegritat des

Hirnendothels in vivo ausiibt.
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Abbildung 17: Auswirkungen der Mep1b Expression auf die Integritat der BHS im Tiermodell

1 Hirnendothelzelle, 2 Perizyt, 3 Astrozytenfortsatz, 4 TJs, 5 Wassermolekiile, 6 IgG Antikérper. In der
Abbildung sind die Auswirkungen der Mep1b Expression auf die Integritét und Durchlassigkeit der BHS
dargestellt. Bei fehlender Mepi1b Expression im Mep1b KO werden mehr TJ Proteine exprimiert,
weshalb die Hirnendothelzellen dichter miteinander verbunden sind, so dass die Durchlassigkeit
gegenliber Wasser und IgG-Antikdrper aus dem Blut ins ZNS herabgesetzt ist. In den Mep1b WT Tieren
ist die TJ Proteinexpression im Vergleich herabgesetzt, so dass es zu einem gesteigerten Durchtritt an
IgG-Antikérpern und einem erhéhten Hirnwassergehalt als Folge der weniger dichter BHS kommt.

9.2 Auswirkungen der Mep1b Uberexpression in bEnd.3 Zellen

Um zu Oberprifen, ob eine Mep1b Expression einen Einfluss auf die TJ Funktion in

vitro ausibt, wurden in dieser Dissertation durch retroviralen Gentransfer

Hirnendothelzellen hergestellt, die die Metalloprotease Mep1b stabil Gberexprimieren

(bEnd.3 + Mep1b). Hinsichtlich der Claudin-5 Proteinexpression wurde eine 50-
69



prozentige Reduktion in den bend.3+ Mep1b Zellen detektiert, die darauf hinweist das
Mep1b einen schadlichen Effekt auf die TJ Proteinexpression in vitro ausubt. Dieses
Resultat wurde in anderen Experimenten von einem erniedrigten TER und einer

erhéhten Permeabilitat gegeniber einem parazellularen Tracer begleitet.

Ahnliche Beobachtungen wurden von Chen und Kollegen berichtet, die ebenfalls
bEnd.3 Zellen verwendeten und diese mit der Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9)
transfizierten. Die MMP-9 Uberexpression resultierte in einer erniedrigten Expression
der TJ Proteine Claudin-5, Occludin und ZO-1 und einer Schadigung der BHS
Permeabilitat (123). MMP-9 ist ein Mitglied der Familie der Matrix Metalloproteasen,
dass in der Lage ist, die TJ Proteine Occludin und Claudin-5 zu spalten und
beispielsweise im Rahmen einer fokalen zerebralen Ischamie zu einer Offnung der
BHS zu flhren (124, 125).

Ein weiteres Beispiel fir die Schadigung der BHS durch eine Hochregulation der MMP-
9 Aktivitat wurde von Bell und Kollegen beschrieben (120). Die Forschungsgruppe
ersetzte in Mausen murines APOE durch eine humane Isoform von APOE4, dass
einen der wichtigsten genetischen Risikofaktoren fir die Alzheimer-Erkrankung
darstellt und dessen Trager generell neurovaskulare Dysfunktionen aufweisen (126,
127). Durch den Vergleich verschiedener transgener APOE Mause, konnte gezeigt
werden, dass nur bei einem Austausch von murinem APOE durch humanes APOE4
der proninflammatorische CypA-nuclear factor-kB-MMP-9 Signalweg in Perizyten
angestoBen und die MMP-9 Expression stimuliert wird. So werden durch die
gesteigerte MMP-9 Expression die TJ Proteine Claudin-5, Occludin und ZO-1
gespalten und die BHS geschéadigt. Diese Effekte konnten jedoch durch eine
Behinderung der MMP-9 Funktion wieder rlickgangig gemacht werden. Diese
umfasste entweder eine Behandlung mit einem MMP spezifischen Inhibitor oder die
spezifische Stillegung des MMP-9 Gens durch die Zugabe von MMP-9 short interfering
RNA in den Hippocampus dieser Mause, so dass hier ein ganz klarer Zusammenhang
zwischen BHS Integritat und MMP-9 Funktionsniveau gezeigt werden konnte (120,
128).

In der Behandlung der bEnd.3 Zellen mit 16slichem Mep1b (s. 8.1.5) konnte durch die
Anwendung des spezifischen Mep1b Inhibitors Actinonin ebenfalls die Reduktion des
TJ Proteins Claudin-5 wieder riickgangig gemacht werden, was als weitere Parallele
zwischen Mepi1b und MMP-9 hinsichtlich der Auswirkung auf die TJ Komposition

gesehen werden kann.
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Leider war in den bEnd.3 Zellen keine weitere Untersuchung der anderen TJ Proteine
Occludin und ZO-1 in dieser Dissertation moglich. Im Gegensatz zu den
Hirnkapillarlysaten der Mep1b KO und WT M&ause, wo eine Detektion ohne Probleme
moglich war, konnten die verwendeten Antikérper ZO-1 und Occludin in den bEnd.3
Lysaten nicht erkennen, obwohl in der Literatur beschrieben ist, das bEnd.3 Zellen
diese Proteine exprimieren (123). Die Proteinexpressionen aus den
Hirnkapillarversuchen und der Ergebnisse des Ativitdtsassays mit den synthetischen
extrazellularen Occludinschleifen lassen jedoch vermuten, dass neben Claudin-5 auch
Occludin und ZO-1 durch Mep1b in bEnd.3 Zellen beeinflusst werden.

Wahrend die MMP Funktion im Allgemeinen und ihre Rolle in der Schadigung der
BHS wéahrend eines Schlaganfalls oder bei der Alzheimer Erkrankung (MMP-9, MMP-
2) bisher schon intensiv untersucht worden sind, stellt dieses Forschungsfeld fur die
Metalloprotease Meplib Neuland dar (4). Da in dieser Dissertation aber die
beobachteten Effekte auf die TJ Zusammensetzung durch die Mep1b Uberexpression
in vielerlei Hinsicht denen der MMP-9 Uberexpression &hneln, liegt die Uberlegung
nahe, dass Mepib einen vergleichbaren Einfluss auf die Integritat der BHS ausubt,
was flr eine Vielzahl von Erkrankungen, die mit BHS Schadigung einhergehen von

Bedeutung sein kdnnte (s. 9.5)

9.3 Beeinflussung der TJ Proteine durch Mep1b und potenzielle

Mechanismen
Im Gegensatz zu MMP-9, firr das klar gezeigt wurde, dass es Occludin und Claudin-5
schneidet (124), konnte der exakte Mechanismus durch den Mep1b die TJ Expression
beeinflusst noch nicht entschliisselt werden. Eine mdgliche Variante kénnte an dieser
Stelle ein direkter Mechanismus sein, bei dem Mepib direkt die Zell-
Adhasionsproteine spaltet und deshalb die BHS Integritat schadigt.

9.3.1 Occludin

Vor allem fir das TJ Protein Occludin handelt es sich hierbei um eine wahrscheinliche
Option. In der Western-Blot Analyse der Hirnkapillaren zeigte sich eine Verschiebung
der Occludin spezifischen Bande zwischen Mepib KO und WT Méausen. Da in der
Abwesenheit von Mep1b die Occludin Bande nach oben verschoben war (s. Abbildung
10A) koénnte dies auf ein potenziellen Occludinschnitt durch Mepib unter
physiologischen Bedingungen in den WT Ma&usen hinweisen. In dem zusatzlich
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durchgefihrten Peptide cleavage assay konnte diese Hypothese zusatzlich
untermauert werden, da Mep1b in vitro in der Lage ist spezifisch die 2. extrazellulare
Schleife von Occludin zu schneiden, wahrend die 1. extrazellulare Schleife nicht durch
Mep1b prozessiert wird. Die molekulare Masse der verschobenen Occludin Bande im
Western Blot und die Tatsache, dass ein Antikérper gegen den C-Terminus des
Proteins verwendet wurde, legen ebenfalls nahe, dass ein Occludinschnitt durch
Mepib in einer der beiden extrazellularen Schleifen erfolgt, so dass eine
Prozessierung von Occludin in vivo durch Mepib mdglich und wahrscheinlich

erscheint.

Dass Mep1b nur in der Lage ist, die 2. extrazellulare Schleife von Occludin in vitro zu
schneiden ist hierbei von besonderer Bedeutung. In einer Studie, in der der Einfluss
beider extrazellularer Schleifen auf die Occludinfunktion im TJ Komplex untersucht
wurde, konnte gezeigt werden, dass trunkierte Occludinformen, denen entweder die 2.
oder beide Schleifen fehlen, nicht in den TJ Komplexen lokalisiert sind, sondern an der
basolateralen Zelloberflache verbleiben. Ein Verlust der 1. extrazellularen Schleife
zeigte dagegen keine Wirkung, so dass diese Resultate daflirsprechen, dass lediglich
die zweite extrazellulare Occludinschleife essenziell fiir eine zielgerichtete Lokalisation
von Occludin in den TJ ist (129, 130).

Sollte sich bestatigen, dass in vitro und in vivo Einfluss von Mep1b auf Occludin
Ubereinstimmen, ware eine Prozessierung der 2. extrazellularen Occludinschleife
durch Mep1b dementsprechend eine mégliche Erklarung flir die beobachteten Mepib
Auswirkungen auf die Integritat der TJ Barriere. Eine Protease, fir die ein solcher
Zusammenhang  beispielsweise  bereits  beschrieben wurde, stellt die
Cysteinproteinase Der p1 (Dermatophagoides pteronyssinus Peptidase 1) dar, die in
den Fa&kalien der europaischen Haustaubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus
vorkommt. Durch den Schnitt der extrazellularen Schleifen von Occludin flhrt die
Protease zur Disruption der Integritdt der TJ Barriere in Nieren und
Lungenepithelzellen in  Kombination mit einem Zusammenbruch dieser
physiologischen Korperbarrieren und erméglicht den ungehinderten Durchtritt von

Hausstaubmilbenallergenen (129, 131).

Somit gibt es auch andere Proteasen, die Occludin an den extrazellularen Domanen
schneiden kdnnen. Deshalb ist es denkbar, dass Mepib anstatt eines direkten
Schnittes auch Uber indirekte Mechanismen, wie die Aktivierung anderer physiologisch

vorkommender Proteasen, die Occludinexpression beeinflusst. An dieser Stelle waren
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beispielsweise die ADAMs (a disintegrin and metalloproteinases) zu nennen, die unter
anderem von den Endothelzellen der Hirnkapillaren exprimiert werden und Occludin in
vivo schneiden (27, 132).

9.3.2 Claudin-5 u. ZO-1

Eine solche indirekte Wirkung von Mep1b bei denen verschiedene Signalkaskaden
durch die Protease aktiviert werden und sich wiederum auf die TJ Proteinexpression
auswirken, stellt auch eine wahrscheinliche Option fir die TJ Proteine Claudin-5 und
Z0O-1 dar. Vor allem vor dem Hintergrund, dass es in den durchgeflihrten
Experimenten dieser Dissertation keine Hinweise auf eine direkte Prozessierung

dieser beiden TJ Proteine durch Mep1b gab.

Far Claudin-5 kénnten hierbei ahnlich wie fir Occludin die ADAMs eine Rolle spielen
insbesondere der Subtyp ADAM 17. Dieser wird einerseits durch eine Prozessierung
durch Mep1b in seiner Aktivitat gesteigert, und ist andererseits selbst in der Lage
membrangebundenes Mep1b von der Zelloberflache zu spalten und so in die l6sliche
Form zu dberfihren (5, 27). Im Rahmen einer Hypoxie fihrt ADAM 17 zu einer
Reduktion der Claudin-5 Proteinexpression und einer Schéadigung des
Zusammenhalts der gesamten TJs der BHS (132).

Da in dieser Dissertation gezeigt wurde, dass sowohl membrangebundenes als auch
I6sliches Mep1b die TJ Proteinexpression reduzieren kdnnen, ist es schwierig zu
beurteilen, wie sich die Prozessierung durch ADAM 17 und damit die Uberfiihrung von
membrangebundenen in I16slichen Zustand auf den Mep1b Einfluss hinsichtlich der TJ
Komplexe auswirken wirde. Dennoch liefert diese Beziehung ein gutes Beispiel fir die
Komplexitat der Interaktionen zwischen verschiedenen Proteasen, weshalb in dieser
Hinsicht auch haufig vom sogenannten ,protease web“ gesprochen wird, was leider
jedoch die Zuweisung bestimmter Funktionen zu einer spezifischen Protease
erschwert (133).

Die Mep1b Uberexpression zeigte in den Hirnkapillaren aber nicht nur einen Effekt auf
die transmembranen TJ Proteine Occludin und Claudin-5, die den parazellularen Spalt
zwischen den Endothelzellen Uberbriicken, sondern auch auf das intrazellulare TJ
Protein ZO-1, das den TJ Komplex mit dem Zytoskelett verbindet. Da sowohl
membrangebundenes als auch lésliches Mep1b keinen Zugang zum intrazellularen
Z0-1 haben, kdnnte es plausibel sein, dass Mep1b durch die Spaltung von Claudin-5

und/oder Occludin zu einer Internalisierung des gesamten TJ Komplexes inklusive ZO-
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1 fuhrt. Ob es sich hierbei um einen schrittweisen Prozess handelt, der mit dem Schnitt
eines extrazellularen TJ Proteins wie Occludin beginnt oder eher ein simultaner
Mechanismus stattfindet, bei dem die verschiedenen TJ Proteine gleichzeitig
beeintrachtigt werden, Iasst sich leider nicht mit Gewissheit sagen. Hier werden
weitere Studien vonnéten sein, um den exakten Ablauf zu verstehen, wie Mep1b den

TJ Komplex in seiner Gesamtheit beeinflusst.

9.4 Endotheliales vs. Nichtendotheliales Mep1b, was ist fur die
Effekte auf die BHS verantwortlich?

Angesichts der Effekte, die die Mep1b Expression in vivo auf die TJ Komplexe und die
Integritat der BHS ausubt, stellt sich nun die Frage, von welchen spezifischen Zellen
dieses Mep1b stammt. Inwiefern hier endotheliales Mep1b oder doch sezerniertes
Mep1b von anderen Zelltypen hauptverantwortlich ist, kann mit den Ergebnissen
dieser Dissertation nicht abschlieBend beantwortet werden und wird sich erst mit

weiteren Forschungsreihen in Zukunft zeigen.

Dennoch wurde beispielsweise in mehreren Studien beschrieben, dass neben
Endothelzellen auch Perizyten oder der Aufbau der endothelialen Basalmembran die
Integritdt der BHS beeinflussen (119-122). Zudem sind auch diverse zirkulierende
Zellen aus dem Blut oder I6sliches Mep1b aus verschiedenen Kérperflissigkeiten in
der Lage die Durchlassigkeit der BHS zu verandern, so dass eine Vielzahl an
verschiedenen Mep1b Quellen theoretisch in Frage kdme (59).

Dass zumindest endotheliales Mep1b in der Lage ist, die TJ Proteinexpression in vivo
zu beeinflussen, legen die Resultate der isolierten primaren Maushirnendothelzellen
von Mepib KO und WT Mausen nahe. Durch eine viertdgige Kultivierung in
Anwesenheit des Antibiotikums Puromycin, wurde sichergestellt, dass alle non-
endothelialen Zellen durch das Medikament abgetdtet werden, da nur Endothelzellen
aufgrund ihrer Effluxtransporter in der Lage sind, sich vor dem Antibiotikum zu
schitzen (134). Die reinen Endothelzellkolonien zeigten ohne die Anwesenheit
anderer Zelltypen dennoch signifikante Unterschiede bezlglich des TER (s. Abb 14).
Da sich die verglichenen Zellen nur durch die vorhandene oder nicht vorhandene
Mep1b Expression unterscheiden, kann fir die beobachteten Effekte demnach nur
endotheliales Mep1b verantwortlich sein.

74



Hier ist es jedoch wichtig zu erwdhnen, dass es Uber den gesamten Zeitraum der
Forschungstétigkeit nicht méglich war, Mep1b in den Hirnkapillaren mittels Western
Blot nachzuweisen. Trotz der Verwendung verschiedener kommerziell erwerblicher
und hausgemachter Antikérper, war es bisher nicht mdglich spezifische Mep1b
Banden in den Lysaten der Hirnkapillaren oder auch in Gesamthirnlysaten der Mause
zu detektieren, obwohl dieselben Antikdrper beispielsweise in Nierenlysaten Mepib
mit Leichtigkeit erkennen und demnach prinzipiell funktionieren.

Dies ist angesichts der oben beschriebenen Effekte in primaren Hirnendothelzellen
verwunderlich, gerade vor dem Hintergrund, dass in einer friiheren Studie eine Mep1b
Transkription im Gehirn durch RT-PCR bestatigt wurde (18). Eine mégliche plausible
Erklarung fur die fehlende Mep1b Detektion im Western Blot, kdnnte aber in einer
niedrigen Mep1b Expression in den Hirnkapillaren liegen. Einzelzellanalysen von
vaskularen Zellen im Gehirn, die die Expression vieler verschiedener bekannter
Proteine auflisten, offenbarten, dass nur einige wenige der analysierten endothelialen
Zellen Mep1b exprimieren. Die Mep1b Expression war hierbei interessanterweise auf
spezifische Subtypen an Endothelzellen begrenzt (Endothelzelle Typ 2 und arterielle
Endothelzelle), was eine regionale Heterogenitat der Mepib Expression in den
GefaBen des Gehirns nahelegt, da unterschiedliche Hirnregionen auch verschiedene
Arten an Endothelzellen aufweisen (135-137).

Diese Beobachtungen stehen auch mit einer kirzlich veréffentlichten Studie einer
anderen Forschungsgruppe im Einklang, die eine generelle aber niedrige Mep1b
Transkription durch HirngeféaBe beschrieben haben (138). Zusammen mit den Mep1b
Aktivitatsdaten, die von isolierten Gesamthirngefal3en gewonnen wurden, und die eine
geringe, aber signifikante Erh6hung der Mep1b Aktivitat in den Mepi1b WT Mausen
gegenlber KO Mausen zeigte, gibt es somit insgesamt mehrere unabhangige
Resultate, die fir eine Expression von Mep1b in den HirngeféaBBen sprechen, auch
wenn sich diese wahrscheinlich eher auf einem niedrigen Niveau befindet und

regionale Unterschiede aufweist.

Nichtsdestotrotz liefern die Ergebnisse dieser Dissertation auch Argumente daflr, das
l6sliches Mep1b aus diversen Kérperflissigkeiten die BHS Integritat in vivo dndern
kann. In der Analyse der Proteinexpression des TJ Proteins Claudin-5 zeigten sowohl
bEnd.3 Zellen als auch primére Schweinehirnendothelzellen nach einer 24 stiindigen
Behandlung mit I6slichem Mepib eine signifikante Reduktion der Claudin-5

Expression gegentber den unbehandelten Kontrollen. In den bEnd.3 Zellen konnte
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der Mepib Effekt auf die Proteinexpression des TJ Proteins sogar durch das
Hinzufligen des spezifischen Mep1b Inhibitors Actinonin wieder verhindert werden,
wodurch hier ganz klar eine Korrelation zwischen Mep1b Aktivitdt und Héhe der
Claudin-5 Expression aufgestellt werden kann. Somit sprechen diese Ergebnisse
daflir, dass auch lésliches Mep1b in der Lage ist die TJ Proteinexpression im Gehirn
zu beeinflussen, und da es im Korper viele verschiedene potenzielle
Expressionsquellen gibt, kdnnte das Mep1b theoretisch auch aus nicht endothelialen
Zellen des Gehirns oder der Peripherie stammen und Uber die Passage verschiedener
Korperflissigkeiten wie Blut, ISF (interstitielle Flissigkeit) oder CSF zu den TJs der

Hirnendothelzellen gelangen und dort die Integritéat der BHS beeinflussen.

Ein gutes Beispiel fir eine Beeinflussung barriereabhangiger Prozesse durch nicht
endotheliales Mep1b stellt eine Studie von Crisman und Kollegen dar, bei denen die
Forscher gezeigt haben, dass eine Deletion des Mepi1b Gens in Leukozyten deren
Fahigkeit herabsetzt durch die ECM zu wandern. Diese Fahigkeit bendtigen die
Leukozyten beispielsweise im Rahmen der transendothelialen Migration, bei denen
sich die Leukozyten angelockt von einer Entziindung aus dem Blut durch die
Endothelzellen in das dahinterliegende inflammatorische Gewebe zwangen und
hierbei dann Zell-Adh&sionsmolekile und ECM prozessieren miissen (58, 59).

Angesichts der Tatsache, dass sowohl endothelialem als auch nichtendothelialem
l6slichen Mep1b Effekte auf TJs und BHS zugeschrieben werden kdénnen, wird in
dieser Dissertation die Auffassung vertreten, dass beide Quellen zur Schadigung der
BHS beitragen kénnen.

9.5 Auswirkungen der TJ Dysregulation/BHS Beeintrachtigung
durch Mep1b und potenzielle Bedeutung flir andere
Erkrankungen

Nachdem nun der genaue Mechanismus wie und durch welche Art Mep1b die TJ
Proteine und die Integritdt der BHS beeinflusst eingehend besprochen wurde, sollen
im folgenden Abschnitt die Konsequenzen einer solchen TJ Dysregulation und ihre
potenzielle Bedeutung flr verschiedene Krankheitsbilder naher betrachtet werden.

Generell handelt es sich bei Claudin-5 und Occludin um die zwei wichtigsten TJ
Proteine der Hirnkapillaren. Interessanterweise sind viele verschiedene neurologische
Erkrankungen wie beispielsweise Multiple Sklerose, AD, Schlaganfalle, Krebs und

Infektionen mit einer Dysregulation dieser beiden Proteine verbunden (80, 139, 140).
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Mause ohne Occludin haben auf den ersten Blick zwar morphologisch unveranderte
TJs, da man davon ausgeht, dass ihre Funktion bei einem isolierten Ausfall im TJ
Komplex von anderen Zell-Adhasionsproteinen teilweise Gbernommen werden kann,
jedoch manifestiert sich bei ihnen ein komplexer Phéanotyp, mit postnataler
Wachstumsverzdgerung, Infertilitdt und einer Kalzifizierung des Gehirns (84, 86, 141).
Die Auswirkungen eines Claudin-5 KO sind dagegen sogar noch gravierender, da die
Tiere einerseits bereits zehn Stunden nach der Geburt versterben und andererseits
eine massive Beeintrachtigung der BHS aufweisen, die mit einer Durchlassigkeit
gegenuber hochmolekularen Molekilen bis zu 800 Dalton einhergeht (142). Schaltet
man nun sowohl Claudin-5 als auch Occludin in einem gemeinsamen KO aus,
vergréBert sich die Durchlassigkeit der BHS sogar auf Tracer Molekile mit einer GroBe
von 3000 bis 10000 Dalton (143). In dieser Dissertation, wurden nun ebenfalls sowohl
Claudin-5 als auch Occludin durch die Mep1b Expression beeinflusst, was angesichts
der veranderten erhdhten IgG Level im CSF von Mep1b WT gegeniiber KO Mausen
daflirspricht, dass diese Schadigung die Hirnpenetration von IgG Antikdrpern aus dem
Blut Gber die BHS erhdéht.

9.5.1 Mep1b und Inflammation

Die veranderten Liquor IgG-Level kénnten jedoch auch mit einer Veranderung der
inflammatorischen Prozesse des Gehirns durch die Meplb Expression in
Zusammenhang stehen. Im Allgemeinen ist eine Entzindung des ZNS mit einer
erhdhten Zytokin- und Chemokinproduktion assoziiert. Diese flihren wiederum
einerseits zu einer Rekrutierung von Immunzellen in das ZNS, andererseits kommt es
zu einer erhéhten Permeabilitat und schlieBlich dem Zusammenbruch der BHS, gefolgt
von der Ausbildung eines Hirnédems (15, 88). Nimmt man alle Resultate der oben
beschriebenen Ergebnisse zusammen, gibt es flr jedes dieser Phanomene ein
Beispiel, bei dem auch die Mep1b Expression in den Hirnendothelzellen vergleichbare
Effekte hervorruft. Seien es eine erhéhte BHS Durchlassigkeit mit gestérter TJ
Proteinexpression, ein veranderter TER oder auch Auswirkungen auf den
Hirnwassergehalt.

Vor diesem Hintergrund kénnte der reduzierte 1gG-Gehalt im Liquor von Mep1b-/-
Mausen dementsprechend auch als ein Marker flr eine reduzierte Aktivitat des
Immunsystems im Vergleich zu den WT Mausen interpretiert werden.
Interessanterweise wurde im Zusammenhang mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen gezeigt, dass Mep1b in der Lage ist, proinflammatorische Zytokine
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zu aktivieren und freizusetzen (IL-1B, IL-18) und darlber hinaus die intestinale
Leukozyteninfiltration durch das Schneiden von Zell-Adhéasions- und ECM-Molekilen
zu vermitteln. Im Vergleich zu WT Tieren zeigen Mep1b KO Mause eine geringere
Empfanglichkeit flir chronisch entziindliche Darmerkrankungen und nach einem
experimentell induzierten Nierenversagen geringere IL-6 Level und eine verminderte

Leukozyteninfiltration in das entziindete Nierengewebe (4, 31, 144).

Dies weist daraufhin, dass ein Mepib KO zumindest in chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen und im Zustand des Nierenversagens mit antiinflammatorischen
Eigenschaften und reduzierten Entziindungswerten gegentber WT Tieren einhergeht.
Wirde man dies ein zu eins auf den in dieser Dissertation beobachteten IgG-Gehalt in
Mepib KO Mausen Ubertragen, so koénnte dieser auch auf eine geringere
inflammatorische Aktivitat aufgrund der Abwesenheit von Mep1b zurlickzufihren sein.
FUr eine genauere Aussage mussten hier in weiteren Untersuchungen, die Werte von
verschiedenen Entzindungsmarkern in Liquor und Blut untersucht werden. Da die
Referenzgruppe der Mep1b KO Mause jedoch normale WT M&use sind, bei denen
nicht wie oben beschrieben Entziindungen wie eine chronisch entzindliche
Darmerkrankung oder Nierenversagen induziert wurden, kann hier jedoch ein
permanentes Inflammationsgeschehen praktisch ausgeschlossen werden. Deshalb ist
es wahrscheinlich, dass der reduzierte IgG-Gehalt im Liquor von Mep1b KO Mausen
eher eine Konsequenz der erhéhten Dichtigkeit der BHS ist als der einer verminderten
Immunaktivitat. Inwieweit bei einer erhéhten Mep1 Expression jedoch ein
Zusammenhang mit neuroinflammatorischen Prozessen hinsichtlich einer Schadigung
der BHS bestehen kbénnte, misste in entsprechenden Mep1b Uberexprimierenden

Tiermodellen untersucht werden.

9.5.2 Mep1b im Zusammenhang mit GehirngefaBerkrankungen und Alzheimer

Angesichts der Tatsache, dass sich nahezu alle Ergebnisse dieser Dissertation
vornehmlich um die negativen Effekte der Mep1b Expression auf die TJs und BHS der
HirngefalBe drehen, kénnten diese dementsprechend vornehmlich fir Erkrankungen
relevant sein, bei denen genau besagte Strukturen angegriffen werden.
Interessanterweise gibt es mit der sogenannten small vessel disease (SVD), wértlich
Ubersetzt Erkrankung der kleinen (Hirn-)gefaB3e, eine Krankheit, die bereits mit ihrer
Bezeichnung perfekt in diese Kategorie zu passen scheint. Die SVD umfasst
verschiedene Krankheitszustande, die mit einer Schadigung von kleinen Arterien und
Hirnkapillaren im ZNS verbunden sind und wird als ein wichtiger Faktor fir die
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Pathogenese von Schlaganféllen und altersverbundenem kognitivem Verfall und

Behinderungen angesehen (145, 146).

Es gilt als generell akzeptiert, dass eine Schadigung der BHS eine gro3e Bedeutung
bei der Entstehung der SVD einnimmt und unter anderem die MMPs eine wichtige
Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung spielen, obwohl der exakte
Pathomechanismus bisher weiterhin unbekannt ist (146, 147). Gerade deshalb kann
die Analyse von Proteasen wie Mep1b, die in der Lage sind die Integritat der BHS in
den Hirnkapillaren zu schadigen, von enormer Relevanz fir das Verstandnis einer

solchen vaskularen Erkrankung des ZNS sein.

Ein weiteres Krankheitsgebiet, das als gemeinsames Merkmal eine Beeintrachtigung
der BHS aufweist, stellen die neurodegenerativen Erkrankungen dar (15). Angesichts
der neu gewonnen Erkenntnisse bezliglich Mep1b in dieser Dissertation, ist an dieser
Stelle vor allem die Alzheimer Erkrankung von besonderem Interesse, da bereits zuvor
eine potenzielle Rolle von Mep1b in deren Pathogenese postuliert worden ist (s.
6.1.4.3). Interessanterweise wurde gezeigt, dass bei Alzheimer in bis zu 90% der Falle
die HirngefaBe eine Pathologie aufweisen, wobei auch die Hirnkapillaren im Speziellen
betroffen sind (148). Auch hier wird wiederum unter anderem die SVD als méglicher
Faktor gesehen, der zu Pathogenese der Alzheimer Erkrankung beitragt. Vor allem bei
der sogenannten zerebralen Amyloid Angiopathie (CAA), eine besondere Form der
SVD, kommt es zur Schadigung der kleinen HirngeféBe, indem AR Peptide sich hier
aktiv anlagern. Die Akkumulation resultiert im weiteren Verlauf in Beeintrachtigungen
des Blutflusses und letzten Endes schlieBlich in der Zerstérung der betroffenen GefaBe
(146, 149).

Da Mep1b neben der Produktion von AB-Peptiden in der Lage ist die Integritat der BHS
wie in dieser Dissertation gesehen negativ zu beeinflussen, kénnte die Protease somit
an der Dysfunktion der BHS in Alzheimer und CAA beteiligt sein. Einerseits besteht
die Moglichkeit, dass es beispielsweise infolge einer gesteigerten Mep1b Aktivitat zu
einer erhéhten AR Produktion und Akkumulation um die kleinen HirngeféaBe kommt.
Andererseits ware es auch denkbar, dass die TJ Proteine direkt durch Mepib
unabhangig von AB geschadigt werden. Ob diese Mechanismen dann wiederum
unabhangig voneinander ablaufen oder sich sogar noch gegenseitig verstarken
wilrden, ware natirlich eine weitere interessante Frage. Dennoch bleibt auch nach
dieser Dissertation unklar, ob Mep1b Uberhaupt eine Relevanz fir Alzheimer und die

SVD hat, da in den oben beschriebenen Ergebnissen lediglich eine generelle
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Beeinflussung der BHS durch Mep1b nachgewiesen wurde und keine spezifischen

Alzheimer Modelle verwendet wurden.

Zumindest fur Alzheimer konnte aber bereits von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die Mep1b Transkription in den Gehirnen von entsprechenden Patienten
erhoht ist (19, 22). Dennoch findet Mep1b bisher im Vergleich zu anderen Enzymen,
die verschiedene AR Formen generieren kénnen, nur wenig Beachtung. Ein gutes
Beispiel liefert hier eine Studie von Liu und Kollegen, die untersucht hat, ob B- und y-
Sekretasen im Rahmen der APP-Prozessierung miteinander interagieren (150). In
Proben von Mausgehirnen konnte die Gruppe durch ein spezielles
Chromatographieverfahren einen hochmolekularen Multiprotein Komplex (HMK)
entdecken, der aktive B- und y-Sekretasen enthélt, und in der Lage ist APP so zu
schneiden, dass eine physiologische AB Produktion erfolgt. Obwohl Mep1b im
gezeigten Westernblot deutlich in diesem Multiprotein Komplex detektiert wird, wird
auf diese Beobachtung im zugehdrigen Text des Papers in keiner Weise eingegangen
und nur die potenzielle Funktion der ebenfalls enthaltenen B-Sekretase BACE-1
weitergehend untersucht, obwohl diese eine deutlich niedrigere Bandenintensitat und
weiter gestreute Bandenverteilung zeigt. Angesichts eines solchen Vorgehens ist es
nicht verwunderlich, dass Mep1b weiterhin trotz mehreren vielversprechenden Indizien
nur eine begrenzte Aufmerksamkeit in der Alzheimerforschung bekommt. Die
Ergebnisse dieser Dissertation liefern zwar keine neuen spezifischen Erkenntnisse zur
potenziellen Rolle von Mep1b in der Alzheimererkrankung, die Regulation der BHS ist
aber ein Kernpunkt vieler verschiedener zerebraler Krankheiten, darunter gerade auch
Alzheimer. Deshalb wird in dieser Thesis die Auffassung vertreten, dass in Zukunft bei
solchen Erkrankungen ein Mep1b Einfluss zumindest in Betracht gezogen und weiter

erforscht werden sollte.

9.6 Auswirkungen von Mep1b auf den Hirnwassergehalt

Ein weiteres Verfahren mit der die BHS Integritédt in vivo in dieser Dissertation
untersucht wurde, stellt die Analyse des Hirnwassergehalts der Mep1b KO und WT
Méause dar. Die Messungen ergaben hierbei eine Reduktion von 1,6% des
Hirnwassergehaltes in den Mep1b KO Mausen gegeniber den WT Kontrollen, deren
Werte zur Normalisierung genutzt wurden. Diese Differenz ist als markanter

Unterschied anzusehen, da solche Abweichungen beispielsweise in Rattengehirnen
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nach einem Schlaganfall oder einer traumatischen Hirnverletzung beobachtet werden.
Richard Keep und Kollegen beschrieben einen absoluten Unterschied im
Hirnwassergehalt von 1,3% zwischen Rattengehirn mit einer fokalen Ischamie
gegenlber den Kontrolltieren (89, 151). In der in dieser Dissertation verwendeten
Darstellungsform des Hirnwassergehalts, bei der die absolute Differenz nochmals zu
dem Hirnwassergehalt der Kontrolltiere in Beziehung gesetzt wird, entspricht das einer
Abweichung von 1,68% zu den Kontrollgehirnen, die somit nur geringfligig héher ist,
als die 1,6% die zwischen den hier verwendeten Mep1b KO und WT Tieren beobachtet
wurde. An dieser Stelle ist es von besonderer Wichtigkeit zu betonen, dass kleine
Verdnderung des Hirnwassergehaltes groBe Anderungen hinsichtlich des
Hirnvolumens beziehungsweise im pathologischen Zustand hinsichtlich des Grades
einer Hirnschwellung widerspiegeln. Die beiden Faktoren Hirnwassergehalt und
Hirnvolumen weisen namlich eine Korrelation auf, die nicht von linearer, sondern von
exponentieller Natur ist (s. Abbildung 19). Vor dem Hintergrund, dass ein massives
Hirnédem im Normalfall zu einem irreversiblen Neuronenuntergang fuhrt, kbnnte der
beobachtete Einfluss der Mepi1b Expression auf den Hirnwassergehalt fir eine
Vielzahl an Erkrankungen von Interesse sein, die mit einer solchen

Volumenverschiebung einhergehen (16, 89).
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Abbildung 19: Verhiltnis von Hirnwassergehalt und Hirnschwellung, in Anlehnung an (89)

Der reduzierte Hirnwassergehalt in den Mep1b Mausen passt zu den vorherigen
Ergebnissen beziiglich Permeabilitdt und Integritédt der BHS. Zusammen weisen alle
Resultate auf eine erhéhte BHS Dichtigkeit im Mep1b KO hin, die den parazellularen
Wassereinstrom aus dem Blut in das Gehirn herabsetzt. Interessanterweise wurde die
Differenz im Hirnwassergehalt nicht von einer signifikanten Veradnderung der
VentrikelgréBe des Liquorsystems begleitet, was durch die Messung der lateralen und
des dritten Ventrikels gemessen wurde (s. Abbildung 16). So gibt es zunachst keine
Hinweise, dass der Mep1b KO die Morphologie der Hirnventrikel verandert, und den

Hirnwassergehalt Gber eine Veranderung der Liqguormenge beeinflusst.
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10 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde erstmalig aufgezeigt, dass es sich bei Mep1b um einen
neuen Regulator der TJ Zusammensetzung und der Integritat der BHS handelt. In
Mep1b Uberexprimierenden Maushirnendothelzellen (bEnd.3) wurde im Vergleich zu
Kontrollzellen eine Reduktion des TJ Proteins Claudin-5 gemessen. Darlber hinaus
zeigte sich in den Mep1b + bEnd.3 Zellen ein erniedrigter TER und eine erhdhte
Permeabilitit gegeniiber dem parazellularen Diffusionsmarker [C'4]-Inulin. Ein
erniedrigter Widerstand in Kombination mit einer erhdhten Durchlassigkeit einer
ansonsten streng regulierten und dichten Barriere, sprechen im Verbund stark dafr,
dass die Mepib Uberexpression in den bEnd.3 Zellen zu einer relevanten

Beeintrachtigung dieser Schrankenfunktion fihrt.

Die Analyse eines Meplb KO im Tiermodell zeigte dagegen ein genau
entgegengesetztes Bild im Vergleich zur Mep1b Uberexpression. In Hirnkapillaren von
Mep1b KO Mausen wurde gegenliber WT Kontrolltieren eine erhéhte Expression der
TJ Proteine Claudin-5, ZO-1 und Occludin gemessen. Hierbei sprachen sowohl die
Verschiebung der Occludinbande in der Westernblotanalyse als auch der Peptide
cleavage assay daftir, dass fur Occludin ein direktes Schneiden durch Mep1b in vivo
moglich und auch wahrscheinlich ist. Obwohl beide extrazellularen Schleifen des
Occludinproteins potenzielle Mep1b Schnittstellen enthalten, wurde im Cleavage
assay nur die Schleife 2, die essenziell fur eine korrekte Lokalisation Occludins im TJ
Komplex ist, durch Mepib prozessiert. Wahrend es somit zumindest flr Occludin
Anhaltspunkte fir eine direkte Prozessierung durch Mepib gibt, kénnen generell
indirekte Mechanismen, wie die Beeinflussung der TJ Proteinexpression durch die
Aktivierung anderer Signalkaskaden nicht ausgeschlossen werden, vor allem vor dem
Hintergrund, dass es in den durchgeflihrten Experimenten dieser Dissertation keine
Hinweise auf eine direkte Prozessierung der TJ Proteine Claudin-5 und ZO-1 durch
Mep1b gab.

Eine weitere Untersuchung der Barrierenintegritdt von isolierten priméaren
Maushirnendothelzellen im BHS in vitro Modell ergab, dass die TER Werte in den
Mepib KO Mausen gegeniber den WT Tieren erhdéht waren. Passend zu diesem
gemessenen erhdhten Widerstand, wies die Permeabilitatsanalyse in den Mep1b KO
Méausen eine erniedrigte Durchlassigkeit auf, was sich einerseits an einem erniedrigten
IgG-Gehalt im Liquor und andererseits an einem reduzierten Hirnwassergehalt im

Vergleich zu Mepib KO Mausen darstellte. Angesichts der Tatsache, dass die
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Uberexpression und der Knock-out von Mep1b zu genau entgegengesetzten Effekten
bezlglich TJ Proteinexpression, Barrierewiderstand und Permeabilitat fihrten, Iasst
sich hieraus ableiten, dass Mep1b eine wichtige Rolle in der Regulation der TJ Proteine
im Hirnendothel Gbernimmt und somit auch die Dichtigkeit der BHS in vitro und in vivo
beeinflusst. Vor dem Hintergrund, dass sowohl endotheliales als auch
nichtendotheliales 16sliches Mep1b in der Lage waren, die TJ Proteinexpression zu
verandern, wird in dieser Dissertation die Auffassung vertreten, dass beide Mepib
Quellen zur Schadigung der BHS beitragen kénnen.

Da eine Vielzahl an ZNS-Erkrankungen mit einer Dysregulation der BHS einhergeht,
kénnte in diesem Zusammenhang eine Untersuchung der Mep1b Funktion ein neues
vielversprechendes Forschungsfeld darstellen. Zudem handelt es sich bei dieser
Dissertation um die erstmalige Beschreibung eines potenziellen Einflusses von Mep1b
in der BHS Regulation, so dass in dieser Hinsicht weitere Erkenntnisse mit weiteren

Studien zu erwarten sind.
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11 Anhang
11.1Zellbiologische Methoden

11.1.1 Kultivierung immortalisierter Zellen

Die Zellkulturarbeiten wurden in einem S2-zertifizierten Labor unter einer Sterilbank
durchgefuhrt. Alle in der Zellkultur verwendeten Arbeitsmaterialien waren entweder
Einwegartikel oder wurden vor und nach potenzieller Kontamination mit 70%igem
Ethanol desinfiziert oder autoklaviert. Die Kulturmedien wurden vor Gebrauch in einem
Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 10 cm
Kulturschalen in einem Inkubator bei 37°C, 5% CO2und 95% Luftfeuchtigkeit und das
Zellwachstum wurde in regelmanBigen Abstanden unter einem

Phasenkontrastmikroskop begutachtet.

11.1.1.1 Passagieren von adharenten Zellen

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen alle 2-4 (HEKGP293)
beziehungsweise 5-7 (bEnd.3) Tage passagiert. Der Passagiervorgang stellt hierbei
eine Kombination aus Vereinzeln und anschlieBendem verdinnten Aussaen der Zellen
dar. Dies ist notwendig, da die Zellen in einer Einzelzelllschicht nur bis zu einer
bestimmten Dichtigkeit wachsen kdnnen und danach aufgrund von gegenseitiger
Hemmung absterben. Hierflir wurde zundchst das Kulturmedium vorsichtig mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen, um das im
Medium enthaltene Serum zu entfernen, da dieses das anschlieBende Ablésen der
Zellen durch Trypsin behindert. Das PBS wurde abgesaugt und die Zellen durch eine
ein- bis finfminitige (HEKGP293) bzw. zehn- bis flinfzehnminitige Behandlung
(bENnd.3) mit 2 ml 1x Trypsin/EDTA von der Kulturschale gelést. Die Serinprotease
Trypsin, die im Verdauungstrakt physiologisch Proteine schneidet, ist in der Lage die
extrazelluldaren Proteine der Oberflachenmembran zu zerschneiden und fihrt so zum
Auflésen der Zell-Zell- und Zell-Matrik-Kontakte. Das Ablésen der Zellen von der
Zellkulturschale wird somit erleichtert, jedoch kann eine zu groBe Konzentration oder
zu lange Inkubationszeit die Zellen auch schadigen (152). Deshalb wurde der
Trypsinierungsvorgang durch die Zugabe von 8 ml Kulturmedium abgebrochen, sobald
sich die Zellen durch leichtes Schitteln von der Kulturschale abldsen lieBen. Durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt und die resultierende

Suspension in der erwinschten Verdinnung in eine neue 10 cm Kulturschale mit



frischem Medium Uberfihrt. Um eine gleichmaBige Zellverteilung zu erreichen, wurde
die Schale vorsichtig im Kreis geschwenkt. Fiir die bEnd.3 Zell-Experimente, wurden
die Zellen zusatzlich in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und jeweils 50 000 Zellen
pro cm? ausgesat. Hierbei wurden 10 pl der zuvor hergestellten bEnd.3 Zellsuspension
eins zu eins mit einer einprozentigen Trypanblaulésung verdiinnt. Dieser Farbstoff
kann intakte Zellen nicht infiltrieren, wahrend tote Zellen blau gefarbt werden, wodurch
eine Zellzahlung vitaler Zellen unter dem Mikroskop mithilfe einer Neubauer-
Zellkammer erméglicht wird (153).

11.1.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung von immortalisierten
Zellen

Da die verwendeten Zelllinien nicht permanent in Kultur waren, sondern nur fir einige
bestimmte Experimente bendtigt wurden, war es notwendig einen Teil der Zellen zu
kryokonservieren. Kryokonservieren beschreibt hierbei das Einfrieren und Lagern von
Zellen bei Temperaturen unter 130°C unter Verwendung von Gefrierschutzsubstanzen
Flr einen kurzen Zeitraum kénnen eukaryotische Zellen bei -80°C gelagert werden,
langfristig ist jedoch immer eine Lagerung in flissigem Stickstoff bei -180°C
erforderlich (154). Hierfir wurden konfluente Zellen wie in 11.1.1.1 beschrieben von
den Zellkulturschalen mithilfe von Trypsin gelést und die entstandene Zellsuspension
mit frischem Medium in 15 ml Falcons Uberfihrt und fir 4 min bei 1200 x ¢
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und das
Zellpellet in 1 ml frischem 10%igem Dimethylsulfoxid (DMSO) Kulturmedium
resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Gberfiihrt. DMSO schitzt die Zellen beim
Einfrierprozess, indem es die Ausbildung von Eiskristallen verhindert, jedoch hat
DMSO selbst auch zytotoxische Eigenschaften (155). Deshalb wurden die Zellen nach
Zugabe umgehend in eine auf 4°C gekihlte Einfrierbox mit isopropanolgefiilllter
Kihlmittelkammer (Mr. Frosty Einfrierhilfe) Gberflihrt und dann bei -80°C weggefroren,
wodurch eine AbklUhlung von ca. 1° C/min erfolgte. Am Folgetag wurden die Zellen
schlieBlich zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

11.1.1.3 Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Um die kryokonservierten Zellen wieder aufzutauen, wurden sie mdglichst schnell im
Wasserbad bei 37°C aufgewdrmt und unmittelbar in 10 ml vorgewarmtes
Kulturmedium Gberfahrt. Durch vierminttige Zentrifugation der Zellsuspension bei
1200 x g und anschlieBendes Absaugen des Uberstandes wurde das zytotoxische



DMSO entfernt. Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert

und in eine neue Kulturschale ausgesat.

11.2Proteinbiochemische Methoden

11.2.1 Zelllyse

Nach Absaugen der Kulturmediums wurden die Zellen (bEnd.3 u. bEnd.3 + Mep1b)
auf Eis gestellt und zweimal mit 5 ml eiskaltem PBS gewaschen, um tote Zellen zu
entfernen. Nach erneutem Zusatz von 1 ml eiskaltem PBS, wurden die Zellen mit
einem sterilen Zellspatel vom Boden der Kulturschale abgekratzt und die entstandene
Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 (ReaktionsgeféB) tberflhrt. Nach 4-
min(itiger Zentrifugation bei 5000 x g und 4°C wurde der Uberstand verworfen. Sowohl
das entstandene Zellpellet der bEnd.3 Zellen als auch das der isolierten
Maushirnkapiilaren wurde je nach GréBe in 30-100 pul eiskaltem Lysispuffer (NP40-
Lysis-Puffer/Proteinase-Inhibitor) resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBen erfolgte eine erneute Zentrifugation der Lysate bei 18000 x g und 4°C fiir
20 min, um die Proteine von Zellresten zu befreien. Der klare, zellkernfreie Uberstand
wurde abgenommen, fir die Proteinbestimmung (s. 11.2.2) genutzt und danach bei
bekannter Proteinkonzentration entweder bei -20°C gelagert oder fur eine SDS-

Gelelektrophorese verwendet.

11.2.2 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der Zell- und Maushirnkapillarlysate wurden mithilfe eines
BCA-Test-Kits der Firma Pierce bestimmt (156).Hierflir wurden die Lysate 1:50 mit
destillietem Wasser verdinnt (5 pl Lysat in 45 ul H20dd). Eine aus bovinem
Serumalbumin (BSA) (0-500 pg/ml) angelegte Standardreihe (s. Pipettierschema)
diente als Referenz. Im Anschluss wurde sowohl zu den verdinnten Lysaten als auch
zur Standardreihe jeweils 1 ml der Reaktionslésung gegeben und die Proben bei 60°C
flr 30 min unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Reaktionslésung wurde vorher frisch
aus der Lésungen A (BCA) und B (4% CuSO4 x 5H20) des Reaktions-Kits im
Verhéltnis 1:50 angesetzt. Nach der Inkubation wurde die Extinktion der Proben bei
562 nm mittels eines Platten-Photometers gemessen und die Proteinkonzentration
durch die ADAP Software bestimmt.

Konzentration (ug/ul) H20dd (pl) BSA Standard 1 mg/ml (1 pl)
0 50 0
100 45 5




200 40 10
300 35 15
400 30 20
500 25 25

Tabelle 11: Pipettierschema BCA Proteinbestimmung

11.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Um die Proteine der verschiedenen verwendeten Proben (bEnd.3 Zelllysate,
Kapillarendothelzelllysate, CSF-Proben) zu untersuchen, wurde eine SDS-Page
(Abkirzung fir engl. Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gel electrophoresis)
durchgefihrt (157). Nach vorausgegangener Denaturierung wurden die Proteine
hierbei entsprechend ihrer molekularen Masse in einem diskontinuierlichen Gelsystem
aufgetrennt. Die Denaturierung der Proteine erfolgte durch Erhitzen und Versetzen mit
Probenpuffer, wodurch Protein-Protein Wechselwirkungen unterbunden wurden, die
ansonsten die Auftrennung allein nach Molekilmasse behindert héatten. Der
Probenpuffer enthielt zum einen B-Mercaptoethanol, das Disulfidbriicken reduzieren
kann. Zum anderen war das stark negative geladene Detergens Natriumdodecylsulfat
(deutsch fir sodium dodecylsulfat, SDS) enthalten, dass zusatzlich zur Denaturierung
die Eigenladung der Proteine Uberdeckte, wodurch diese gleichmaBig negative
aufwiesen. Die Proteine konnten nun durch den Aufbau eines eindimensionalen
elektrischen Feldes allein aufgrund ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden. Als
Trennmedium diente hierbei ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Der Anteil an
Polyacrylamid definierte den Grad der Vernetzung der Bausteine und somit auch die
Trennféhigkeit des Gels. Dieses wirkte so wie eine Art Sieb, das kleinere Proteine
schneller und damit auch weiter im Gel wandern lie3, wahrend gréBere Proteine
abgebremst wurden. Nach diesem Prinzip gilt je héher der Acrylamidanteil, desto
kleinere Proteine sind auftrennbar und umgekehrt. Die hier verwendeten
diskontinuierlichen Gelsysteme bestanden aus zwei Komponenten; einem
groBporigen Sammelgel, auf das die Proteine aufgetragen wurden und einem

engporigen Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung erfolgte.

11.2.4 Gele
In den Versuchen wurden vorgefertigte NUPAGE Gradientengele von Invitrogen mit

zugehdrigem Xcell Il Surelock Elektrophorese-System verwendet.



11.2.5 Probenvorbereitung und Beladen der Gele

Die aufzutrennenden Proben wurden vor Gelbeladung mit demselben Volumen 4 x
SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 Minuten bei 95°C gekocht. Nach Abklhlung
wurden gleiche Mengen (20 — 100 ug, bei CSF-Proben gesamtes Volumen) der
Proben in die Geltaschen aufgetragen/pipettiert.

11.2.6 Elektrophorese Bedingungen

Anode und Kathode wurden mit der Spannungsquelle verbunden. Zunachst wurde
eine konstante Spannung von 70 V angelegt, bis die Proben das Trenngel erreicht
hatten. Nun wurde fiir das NuUPAGE-System die konstante Spannung auf 200 V
erhéht. Ein Durchlauf dauert zwischen 60 — 90 min.

11.2.7 Westernblotanalyse

Das Western Blot Verfahren ermdglicht den Transfer von aufgetrennten
Proteingemischen einer SDS-Page auf einer Nitrozellulosemembran (158). Hierfr
wurde ein elektrisches Feld senkrecht zum Gel angelegt, um so die Proteine aus der
Polyacrylamidmatrix auf die Membran zu UberfGhren. An dieser blieben sie aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen haften. Wichtig ist hierbei, dass bei der Ubertragung
das Auftrennungsmuster der Gelelektrophorese erhalten bleibt. Das SDS, das den
Proteinen zuvor angelagert war, wurde bei dem Vorgang ausgewaschen, so dass die
Proteine renaturierten und zum Teil ihre Sekundar- und Tertiarstruktur einnehmen
konnten. Somit ist durch spezifische Antikérper méglich, die Proteine zu erkennen und

nachzuweisen.

11.2.7.1 Nass-Blot-Verfahren

Flr das Nass-Blot-Verfahren wurden zundchst eine Nitrozellulose-Membran und zwei
Filterpapiere auf die GréBe des Geles zugeschnitten und in Blotting-Puffer getrankt.
Das Gel der SDS-Page wurde aus den Glasplatten gelést und luftblasenfrei zusammen
mit den anderen Komponenten in einer Blotkassette geschichtet. Zum Proteintransfer
wurde die Kassette in die Elekirophoresekammer eingesetzt und Transferpuffer
hinzugefligt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 85 V fiir 90 min

in einer Eiswanne, um eine mégliche Uberwarmung der Kammer zu vermeiden.

11.2.7.2 Anfarben der Proteine auf der Nitrozellulosemembran mit Ponceau
S
Zur Kontrolle des Proteintransfers, wurde die Nitrozellulosemembran nach dem Blot-

Vorgang mit dem wasserldslichen Farbstoff Ponceau S angeférbt. Hierdurch zeigen
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sich die Proteinbanden nach einer einmindtigen Inkubationszeit rétlich.
Uberschiissiger Farbstoff wurde mit ddH20 entfernt, so dass die Membran anhand der
gut sichtbaren Banden, nun fir die spatere Antikérperinkubation zugeschnitten werden
konnte. Durch funfminttiges Waschen mit 1 x TBST wurde der Farbstoff vollstandig

entfernt.

11.2.7.3 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der
Nitrocellulosemembran

Die Membran wurde nach der Ponceaufarbung fir 1 h in 5% (w/v) Magermilchpulver

in TBST-Puffer inkubiert. Dadurch wurde eine unspezifische Bindung der anschlieBend

eingesetzten Antikdrper verhindert, da potenzielle Bindungsstellen auf der

Nitrocellulosemembran durch die Milchproteine abgesattigt wurden.

11.2.7.4 Immunodetektion

Die zuvor aufgetrennten und Ubertragenen Proteine wurden durch/mithilfe
Immunodetektion visualisiert. Hierbei wurde ein antigenspezifischer Primarantikérper
verwendet, der an ein oder mehrere Epitope des gesuchten Proteines band. Durch
mehrmaliges Waschen wurden unspezifisch gebundene Antikdrper entfernt und es
erfolgte eine Inkubation mit einem enzymgekoppelten sekundaren Antikérper. Dieser
band an spezifische Bereiche des primaren Antikérpers und ermdglichte durch eine
enzymabhangige Chemilumineszensreaktion die Detektion der gesuchten
Proteinbanden.

11.2.7.5 Inkubation mit priméaren und sekundaren Antikorpern

Nach der Blockierung wurde die Membran mit 5 - 10 ml des gewlnschten
Priméarantikdrpers Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein 5-maliges
Waschen fir 3 Minuten mit TBST. Die Membran wurde nun fir 1 h mit dem sekundaren
Antikdrper bei Rautemperatur inkubiert und anschlieBend erneut 5 Mal fiir 3 Minuten
mit TBST gewaschen. Alle Waschschritte und Inkubationen wurden auf einem
Wipptisch durchgefiihrt. Die verwendeten Antikérper und Konzentrationen sind in 7.1.3
angegeben. Da in den CSF-Proben IgG Proteine der Maus nachgewiesen werden
sollten, erfolgte hier nur eine Inkubation mit einem sekundér anti-Maus Antikérper, da

dieser bereits das Immunglobulin G spezifisch binden kann.

11.2.7.6 Chemilumineszenznachweis
Alle verwendeten Sekundarantikérper sind mit dem Enzym Meerrettichperoxidase

(engl. Horseradish peroxidase, HRP) konjugiert. In Anwesenheit von H202 katalysiert

Vi



dieses Enzym die Oxidation von Luminol, wobei ein lichtemittierendes Produkt
entsteht, das am Entstehungsort Lichtquanten emitiert (159). Hierfir wurden die das
Reaktionskit von Immobilon Western in einem Verhaltnis von 1:1 verwendet und auf
den Blot gegegeben. Diese Chemilumineszens-Reaktion kann von dem verwendeten
Fujifilm LAS-3000 Imager detektiert werden, so dass die gesuchten Proteinbanden der
Nitrocellulosemembran sichtbar werden. Zuséatzlich kommt es hierbei zu einer
Signalverstarkung, da mehrere Sekundarantikérper an einen Primarantikdrper binden
kénnen. Je nach gesuchtem Protein und Auftragungsmenge lag die Expositionszeit

zwischen 10 sek und 2 min.

11.2.7.7 Quantifizierung der Bandenintensitat

Zur Auswertung und Quantifizierung der Signalstarkeunterschiede der verschiedenen
aufgetragenen Proben wurde das Programm Imaged verwendet. Dieses Programm
misst die dunklen Pixel der Proteinbanden gegen einen festgelegten Hintergrund. Die
Badenintentsitdten wurden somit in eine Anzahl von Bildpunkten umgerechnet. Um
diese zwischen den verschiedenen Proben vergleichen zu kdnnen, wurde stets
dieselbe Proteinmenge auf ein Gel aufgetragen. Zudem erfolgte eine Normalisierung
gegen das Strukturprotein B-Aktin, dass von allen Zellen gleich stark exprimiert wird.
Hierflr wurde wie bereits oben beschrieben die Membran nach Ponceaufarbung
anhand eines GréBenmarkes in verschiedene Teile geschnitten, so dass die Schnitte
mit verschiedenen Antikdrpern inkubiert und anschlieBen mittels Immunodetektion
ausgewertet werden konnten. Fir die Auswertung wurden die Banden der
Kontrollproben auf 100% gesetzt und die jeweiligen Partnerproben dazu in Relation
gesetzt.
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