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1. Einleitung  

1.1 Multiple Sklerose 

1.1.1 Epidemiologie und Klinik 

Multiple Sklerose (MS) ist eine nicht heilbare, 

inflammatorische, demyelinisierende Krankheit des 

zentralen Nervensystems (ZNS) (Reich et al. 2018). 

Ihre Prävalenz weist starke geographische 

Unterschiede auf (World Health Organization 2013). 

In Deutschland sind circa 289 pro 100.000 Menschen 

betroffen (Petersen et al. 2014). Die Erstdiagnose 

wird durchschnittlich im Alter von 35 Jahren und 

damit 3,4 Jahre nach Krankheitsbeginn gestellt 

(Flachenecker et al. 2008). Bei Frauen bricht die 

Krankheit durchschnittlich einige Jahre früher aus 

(Ramagopalan und Sadovnick 2011). 

Es wird zwischen verschiedenen Verlaufsformen 

unterschieden. Bei 85% der MS-Patienten beginnt 

die Krankheit mit einer Phase rezidivierender Schübe 

(relapsing-remitting MS; RRMS). Ein Schub ist 
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definiert als das Neuauftreten neurologischer 

Ausfälle oder die deutliche Verschlechterung bereits 

bestehender Symptome, die für mindestens 24 

Stunden persistieren und nicht durch einen 

systemischen Infekt, eine erhöhte 

Körperkerntemperatur oder andere von der MS 

unabhängige Faktoren erklärbar sind. Zwischen zwei 

Schüben liegt definitionsgemäß ein Intervall von 

mindestens 30 Tagen. Die durch diese Schübe 

verursachten Beeinträchtigungen können komplett 

oder nur zu Teilen remittieren. 

Die RRMS wird weltweit durchschnittlich mit 29 

Jahren diagnostiziert und betrifft Frauen mindestens 

doppelt so häufig wie Männer (Palmer 2013). Mit 

Fortschreiten der Erkrankung kann die RRMS in eine 

chronisch-progrediente Verlaufsform übergehen 

(Goodin 2014). 

Dieser Zeitpunkt wird unter anderem durch die 

Anzahl und den Schweregrad der Rezidive 

beeinflusst (Confavreux et al. 2000). Bei 15% der 

Patienten beginnt die Krankheit mit einer 

kontinuierlichen Zunahme der neurologischen 
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Symptome. Bei dieser selteneren Form spricht man 

von primär progredienter MS (PPMS). Sie wird im 

Durchschnitt mit 40 Jahren später diagnostiziert und 

betrifft im Gegensatz zur RRMS Frauen und Männer 

zu gleichen Teilen (Miller und Leary 2007).  

Die Klinik ist vielfältig und unterscheidet sich 

individuell je nach Lokalisation der Entzündung. Zu 

Beginn besteht klassischerweise eine einseitige 

Neuritis nervi optici (Retrobulbärneuritis) mit 

Schleiersehen, Rotentsättigung und 

Bulbusbewegungsschmerz. Störungen der 

Okulomotorik werden in Form von Doppelbildern 

oder eines Nystagmus deutlich. Weitere häufige 

Primärsymptome sind lokalisierte 

Sensibilitätsstörungen (Thompson et al. 2018).  

Mit Fortschreiten der Erkrankung können 

Dysfunktionen im Großhirn, Kleinhirn, Hirnstamm 

und Rückenmark auftreten (Compston und Coles 

2008). Sie werden unter anderem durch 

Koordinationsstörungen apparent. Patienten klagen 

über Ungeschicklichkeit, Gang- und 

Standunsicherheit oder Schwäche der Extremitäten. 
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Gleichzeitiges Vorliegen von Nystagmus, 

Intentionstremor und skandierender Sprache wird als 

Charcot-Trias zusammengefasst und kann Folge 

zerebellärer Läsionen sein.  

Die Folgen der Demyelinisierung werden auch durch 

das MS-typische Lhermitte-Zeichen, ein bei Flexion 

des Kopfes auftretendes schmerzhaftes und 

elektrisierendes Gefühl, das vom Nacken in die 

Extremitäten und den Rumpf austrahlt, deutlich. 

Ebenso typisch ist das Uhthoff-Phänomen, das die 

reversible Verschlechterung der Symptome bei 

ansteigender Körperkerntemperatur beschreibt 

(Compston und Coles 2008).  

Unter den nicht traumatischen ZNS-Krankheiten 

führt die MS am häufigsten zu einer dauerhaften 

Behinderung (Ramagopalan und Sadovnick 2011). 

Die Quantifizierung des Grades der Behinderung 

erfolgt anhand der von John F. Kurtzke entwickelten 

Expanded Disability Status Scale (EDSS). Das 

Voranschreiten der Krankheit führt dazu, dass 

Erkrankte im Durchschnitt mit 52 Jahren Hilfsmittel 



Einleitung 

5 
 

zum Gehen benötigen. Das entspricht auf der EDSS 

Stufe 6 von 10 (Leray et al. 2016). Die mittlere 

Lebenserwartung liegt unter Therapie bei 76 Jahren, 

was einer Verkürzung der durchschnittlichen 

Lebenszeit um 7 Jahre gleichkommt. Der häufigste 

Grund für das Versterben ist die MS selbst, allerdings 

sterben Erkrankte häufiger an Infektionskrankheiten, 

kardiovaskulären Ereignissen und Suizid (Marrie et 

al. 2015; Manouchehrinia et al. 2016) 

1.1.2 Ätiologie 

Der Ausbruch der Krankheit wird multifaktoriell 

beeinflusst. Dabei spielen Umwelteinflüsse eine 

wichtige Rolle. Die Prävalenz der MS steigt mit der 

Entfernung zum Äquator (Simpson et al. 2011). Mit 

größerem Abstand zum Äquator sinkt auch die 

Intensität der UVB-Strahlung im Sonnenlicht (Handel 

et al. 2010). Die Abnahme der UVB-Intensität steht 

wiederum im Zusammenhang mit geringeren 

Vitamin-D₃-Spiegeln im Blut (Ascherio und Munger 

2010). Da Vitamin-D₃ immunmodulierende und 

antiinflammatorische Effekte besitzt (Smolders et al. 
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2011), liegt es nahe, dass eine verringerte Vitamin-

D₃-Konzentration das Risiko einer MS-Erkrankung 

erhöht (Ascherio und Munger 2010; Mokry et al. 

2015). In einer amerikanischen Studie konnte 

gezeigt werden, dass bei manifester MS erhöhte 

Vitamin-D-Level mit einer erniedrigten Aktivität der 

Krankheit einhergehen (Mowry et al. 2012). 

Als weiterer Risikofaktor wurde Zigaretten-Rauchen 

identifiziert (Belbasis et al. 2015). Das 

Erkrankungsrisiko steht dabei in direktem 

Zusammenhang mit Rauchdauer und –intensität 

(Ascherio et al. 2012). 

Ein infektiöser Risikofaktor ist die Epstein-Barr-Virus 

(EBV)-Infektion. MS-Erkrankte sind praktisch immer 

mit EBV infiziert (Levin et al. 2010). Umgekehrt ist 

das Risiko einer MS-Erkankung bei EBV-negativen 

Personen extrem gering. Für diese Beobachtung 

existieren verschiedene Erklärungsansätze. Es ist 

möglich, dass während der Infektion durch eine 

Kreuzreaktion autoreaktive T- und B-Lymphozyten 

entstehen. Weiterhin denkbar ist, dass verschiedene 

EBV-vermittelte Mimikry-Prozesse die Apoptose 
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dieser autoreaktiven B-Zellen verhindern und damit 

zu einer uneingeschränkten Autoantikörper-

Produktion führen (Ascherio et al. 2012; Thorley-

Lawson 2001). In ihrer Funktion als 

antigenpräsentierende Zellen erkennen die 

immortalisierten B-Zellen unablässig körpereigene 

Antigene und halten die darauf folgende 

Immunantwort aufrecht (Ascherio et al. 2012).  

Wird die EBV-Infektion in Form einer infektiösen 

Mononukleose sichtbar, steigert dies das Risiko an 

MS zu erkranken um das Zwei- bis Dreifache 

(Thacker et al. 2006). Eine starke Immunaktivierung 

während der ersten EBV-Infektion könnte auch im 

Sinne einer Kreuzreaktion die Aktivierung von 

autoreaktiven und polyspezifischen T- und B-Zellen 

begünstigen. Diese Hypothese unterstützend 

besitzen MS-Patienten auch lange nach einer akuten 

EBV-Infektion eine vermehrte Anzahl an Epstein–

Barr nuclear antigen 1 (EBNA1)-spezifischen T-

Zellen (Almohmeed et al. 2013). EBNA1 ist das EBV-

Antigen, das bei Nicht-MS-Erkrankten meist durch 

CD4+-T-Zellen erkannt wird und zur spezifischen 
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Zellantwort führt (Münz et al. 2000). Bei 

MS-Patienten wird die Zellantwort der EBNA1-

spezifischen T-Zellen aber auch durch Proteine der 

Myelinscheide ausgelöst (Lünemann et al. 2006; 

Lünemann et al. 2008). 

Auf eine genetische Risikokomponente weist die 

familiäre Häufung der Krankheit hin. Mit engerem 

Verwandtschaftsgrad zu Patienten mit MS steigt das 

Lebensrisiko, ebenfalls an MS zu erkranken. In so 

einem Fall beträgt das Lebenszeitrisiko bei 

monozygoten Zwillingen 30%, bei heterozygoten 

Geschwistern liegt es nur noch bei 5% (Compston 

und Coles 2008). Entsprechend konnten über 200 

Risikogene identifiziert werden. Am bedeutsamsten 

ist dabei die Variante HLA-DR15, Haplotyp 

DRB1*1501-DQB1*0602 (Reich et al. 2018).  

Gestützt wird die These der autoimmunen Genese 

zum einen durch die Beobachtung, dass MS-

Patienten ein erhöhtes Risiko besitzen an   

autoimmunvermittelten Schilddrüsenerkrankungen 

oder Psoriasis zu leiden (Ruth et al. 2015). Zum 

anderen wird sowohl bei Patienten mit Diabetes 
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mellitus Typ I als auch bei Patienten mit chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen ein erhöhtes 

Auftreten von MS verzeichnet (Loftus 2005; Nielsen 

et al. 2006). 

1.1.3 Pathogenese 

Die zentralen Mechanismen der Pathogenese der 

MS sind ein Zusammenspiel aus Inflammation, De- 

und Remyelinisierung und Neurodegeneration im 

ZNS. Voraussetzung dafür ist die Migration von 

Entzündungszellen über die Blut-Hirn-Schranke in 

das ZNS (Dendrou et al. 2015). Die dortige erneute 

Aktivierung von T-Zellen ruft einen 

Entzündungsprozess hervor, der im Untergang von 

Oligodendrozyten, Neuronen und konsekutiver 

Astrogliose mündet.  

Histologisch zeigt sich dies entsprechend in bereits 

makroskopisch erkennbaren grau-braunen Plaques 

von derber Konsistenz in grauer und weißer 

Substanz. Diese führten zur Namensgebung der 

Multiplen Sklerose oder Encephalomyelitis 

disseminata (Lassmann 2013).  
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Auch während eines akuten Schubes zeigen sich 

charakteristische histopathologische 

Veränderungen. Der gesamte Entzündungsprozess 

geht mit einer vermehrten Expression von 

Adhäsionsmolekülen, Chemokinen und Zytokinen 

einher (Frischer et al. 2009). Außerdem werden 

verstärkt Proteinkomplexe der Klasse MHC-I auf 

Entzündungszellen, Gliazellen und Neuronen, sowie 

MHC-II auf Mikroglia und Makrophagen exprimiert. 

Beide Veränderungen der Expression initiieren 

zunächst eine T-Zell-vermittelte Inflammation und 

tragen im Verlauf zu ihrer Aufrechterhaltung bei 

(Lassmann 2013). Initial befinden sich in der Läsion 

perivaskulär zahlreiche T-Lymphozyten sowie 

einzelne B-Zellen und Plasmazellen. Am Rand der 

Entzündung sind vorwiegend Makrophagen präsent 

(Frohman et al. 2006; Stadelmann et al. 2011; 

Lassmann 2013).  

Auch makroskopisch intakt scheinende Bereiche im 

Gehirn, sie werden normal appearing white matter 

(NAWM) und normal appearing grey matter (NAGM) 

genannt, können betroffen sein. Hier zeigen sich 
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neben diffusen Entzündungen, Mikroglia-Aktivierung 

und Narbengewebe auch ein diffuser axonaler 

Schaden sowie eine voranschreitende 

Volumenabnahme (Kutzelnigg und Lassmann 2014).  

Die MS führt im Verlauf zu Hirnatrophie, die durch 

Vergrößerung des inneren und äußeren Liquorraums 

deutlich wird. Neue Daten weisen auf einen oxidativ 

vermittelten Schaden an Mitochondrien hin, der 

durch aktivierte Makrophagen und Mikroglia 

verursacht wird. Dieser scheint zusätzlich in allen 

Stadien für Gewebsschädigungen verantwortlich zu 

sein (Lassmann 2013). 

Mit der experimentellen autoimmunen 

Enzephalomyelitis (EAE) steht ein weit verbreitetes 

und anerkanntes Tiermodell der Multiplen Sklerose 

zur Verfügung, das verschiedene Aspekte der 

humanen Erkrankung abbilden kann. Durch eine 

Vakzinierung mit im ZNS exprimierten Myelin-

Proteinen oder deren Peptidbestandteilen (aktive 

EAE), durch eine Übertragung autoreaktiver T-

Lymphozyten (adoptive Transfer-EAE) oder in 

genetisch manipulierten Tieren (spontane EAE) wird 
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ein Autoimmunprozess ausgelöst, der mit 

pathologischen Grundlagen der MS Ähnlichkeiten 

aufweist. Es kommt wie bei der MS zur Entzündung 

und Demyelinisierung mit Neurodegeneration (Mix et 

al. 2010).  

Eine vereinfachte Übersicht über das 

Zusammenspiel der verschiedenen 

pathophysiologischen Vorgänge gibt die Abbildung 

1.  
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Abbildung 1: Übersicht des Zusammenspiels verschiedener 
pathophysiologischer Vorgänge, die an der Entstehung der MS 
beteiligt sind. ZNS, zentrales Nervensystem; BHS, Blut-Hirn-

Schranke. 
Nach: Krementsov et al. 2013 
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1.2 Blut-Hirn-Schranke 

1.2.1 Aufbau und Funktion der Blut-Hirn-

Schranke 

Die das ZNS versorgenden Blutgefäße besitzen 

bestimmte Eigenschaften, die unter dem Begriff Blut-

Hirn-Schranke (BHS) zusammengefasst werden. Die 

BHS bildet eine physiologische Barriere zwischen 

dem intra- und extravasalen Raum. Über sie wird die 

Zusammensetzung des im ZNS vorherrschenden 

Milieus aufrecht erhalten und reguliert (Daneman 

und Prat 2015; Zlokovic 2008). Diese für die Funktion 

essentielle Regulation ist ein dynamischer Prozess 

und findet auf verschiedenen Ebenen statt. 

Die Aufrechterhaltung bestimmter 

Elektrolytkonzentrationen im ZNS wird durch die 

Regulation des Austausches bestimmter Ionen 

erreicht. Durch die BHS wird das ZNS außerdem vor 

in der Blutbahn befindlichen neurotoxischen 

Substanzen geschützt. Dies können sowohl 

endogene Metabolite, wie z.B. der Neurotransmitter 
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Glutamat, als auch Xenobiotika sein (Abbott et al. 

2010). Außerdem sichert sie neben der Zufuhr nicht 

lipophiler Nährstoffe auch den Abtransport von 

Stoffwechselprodukten (Abbott et al. 2010; Ballabh et 

al. 2004; Zlokovic 2008).  

1.2.1.1 Anatomie der Blut-Hirn-Schranke 

Am Aufbau der BHS sind Endothelzellen, Perizyten 

und Astrozyten beteiligt, deren Zusammenwirken im 

Folgenden detaillierter beschrieben wird.  

Das Lumen zerebraler Kapillaren wird, analog dem 

Aufbau anderer Gefäße, von Endothelzellen 

ausgekleidet. Diese unterscheiden sich in einigen 

Punkten von Endothelzellen sonstiger Gewebe: Die 

extrem dünnen Endothelzellen der BHS sind nicht 

fenestriert, sie sind über tight junctions  verbunden 

und betreiben wenig Transzytose (Daneman und 

Prat 2015). Um den erhöhten Energiebedarf der 

verschiedenen aktiven Transportprozesse decken zu 

können, besitzen sie eine besonders hohe Anzahl 

von Mitochondrien (Zlokovic 2008). Außerdem 

exprimieren sie vergleichsweise wenige leukocyte 
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adhesion molecules (LAMs) auf der Oberfläche, was 

mitursächlich für die geringe Anzahl von 

Immunzellen im ZNS sein könnte (Daneman und 

Prat 2015).  

Auf der abluminalen Seite der Kapillaren sitzen 

Perizyten. Sie sind in die vaskuläre Basalmembran 

eingegliedert und besitzen lange Fortsätze, die 

mehrere Endothelzellen umfassen können. Über 

diese Fortsätze sind sie an einzelnen Punkten fest 

mit den Endothelzellen verankert. Diese 

Verbindungen werden durch N-Cadherine gebildet 

und peg and socket-Verbindungen genannt. Andere 

Verbindungen zum Endothel werden durch gap 

junctions und tight junctions gebildet. Durch 

Veränderung von kontraktilen Proteinen kann über 

die Fortsätze der Durchmesser der Kapillaren und 

somit lokal die Flussgeschwindigkeit reguliert 

werden (Díaz-Flores et al. 2009).  

Die an der BHS beteiligten Perizyten besitzen die 

Fähigkeit zur Phagozytose und Antigenpräsentation. 

Damit in Einklang ist der Nachweis verschiedener 

Makrophagen-Marker auf Perizyten. Da diese 
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Abwehrmechanismen Stoffe betreffen, die das 

Endothel bereits passiert haben, werden sie in der 

Literatur auch als „die letzte Abwehrfront“ betitelt 

(Rucker et al. 2000; Thomas 1999).  

Die Kapillargefäße sind annähernd vollständig mit 

Fortsätzen von Astrozyten bedeckt. Astrozyten sind 

Gliazellen, die auch Neurone ummanteln. Sie 

können Signale weiterleiten, die den Blutfluss über 

glatte Muskelzellen an die neuronale Aktivität 

anpassen (Daneman und Prat 2015). Gleichzeitig 

sind sie in der Lage verschiedene Botenstoffe zu 

sezernieren, die innerhalb von Sekunden bis Minuten 

die Durchlässigkeit des Endothels verändern können 

(Abbott et al. 2006). Wie Transplantationsversuche 

zeigen, können sie Barrierecharakteristika 

zerebralen Endothels in Kapillaren, die sich 

außerhalb des ZNS befinden, induzieren (Daneman 

und Prat 2015). 

Die Kapillaren der BHS sind von zwei 

Basalmembranen (BM), der inneren, auch 

vaskulären Basalmembran und der äußeren, auch 

parenchymalen BM, umgeben. Die vaskuläre BM 
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wird durch extrazelluläre Matrix, synthetisiert von 

Endothelzellen und Perizyten, gebildet. Die 

parenchymale BM wird durch Astrozyten 

synthetisiert. Beide enthalten Proteine, wie Typ IV 

Kollagen, Laminin, Nidogen, und Heparin-Sulfat-

Proteoglykane. Sie stellen eine weitere Barriere für 

Moleküle und Zellen, die sich in der Blutbahn 

befinden, dar (Abbott und Friedman 2012; Daneman 

und Prat 2015).  

1.2.1.2 Zell-Zell-Kontakte von 

Endothelzellen 

Benachbarte Endothelzellen sind apikal über 

Zonulae occludentes (tight junctions (TJ)) und basal 

über Zonulae adhaerentes (adherens junctions (AJ)) 

eng miteinander verbunden. Tight junctions bilden 

eine dichte Barriere für Ionen und Moleküle. Sie sind 

verantwortlich für die geringe parazelluläre 

Permeabilität und den hohen elektrischen 

Widerstand der Endothelzellen (Zlokovic 2008). Da 

sie auch die Bewegung von Struktur- und 

Transportproteinen innerhalb der Membran 

verhindern, entsteht eine polarisierte Zelle mit 
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luminalem und apikalem Membrankompartiment 

(Daneman und Prat 2015). Tight junctions bestehen 

aus einem Komplex verschiedener 

Transmembranproteine, insbesondere aus Claudin, 

Occludin und junctional adhesion molecules (JAMs) 

(Abbott et al. 2010). 

Von Claudin sind über 25 verschiedene Isoformen 

bekannt. Sie durchspannen die Membran viermal 

und gehen sowohl homo- als auch heterophile 

Wechselwirkungen ein. Die verschiedenen 

Isoformen sind für die spezifischen parazellulären 

Barrieren in verschiedenen Organen bedeutsam. In 

tight junctions des zerebralen Endothels sind 

Claudin-3, -5, und -12 vorhanden. Die Expression 

von Claudin-1 ist umstritten (Daneman und Prat 

2015; Zlokovic 2008). Besonders Claudin-5 kommt 

ein hoher Stellenwert zu, da es für die Dichtigkeit der 

BHS entscheidend ist (Haseloff et al. 2015).  

Occludin konnte als erstes Protein der tight junctions 

identifiziert werden (Dörfel und Huber 2012). 

Inzwischen sind 7 Isoformen bekannt. Analog zu 
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Claudin besitzt auch Occludin 4 

Transmembrandomänen. Die beiden extrazellulären 

Schleifen interagieren homophil miteinander 

(Haseloff et al. 2015; Zlokovic 2008). Da 

experimentell tight junctions auch ohne Occludin 

gebildet werden konnten, wird Occludin weniger eine 

strukturelle als eine regulatorische Funktion 

zugeschrieben (Saitou et al. 2000). Änderungen der 

Struktur und Funktion von tight junctions können 

beispielsweise zytokininduziert über den 

Phosphorylierungsstatus von Occludin beeinflusst 

werden . (Ni et al. 2017; Krug et al. 2014). Eine 

Möglichkeit die Anzahl der tight junctions zu 

verringern ist der enzymatische Abbau von Occludin 

durch Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) (Zlokovic 

2008).  

JAMs werden der Immunglobulin-Superfamilie 

zugeordnet. Im Gegensatz zu Claudin und Occludin 

besitzen sie nur eine transmembranäre Domäne, bei 

der sich der N-Terminus im extrazellulären Raum 

befindet (Ballabh et al. 2004). JAM-Proteine lassen 

sich in verschiedene Unterformen unterteilen. Bei der 
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Bildung von tight junctions sind hauptsächlich 

Proteine der JAM-A-Familie beteiligt. Auch durch 

JAM-A kann die parazelluläre Permeabilität reguliert 

werden (Aurrand-Lions 2001). Über homophile 

Bindungen stehen JAMs in Verbindung mit 

Endothelzellen. Heterophile Bindungen dagegen 

erleichtern unter Inflammation die Adhäsion von 

Leukozyten. Dazu wandert JAM-A von den Zell-Zell-

Kontakten zur apikalen Membran der Endothelzelle 

(Chavakis et al. 2003).  

Die Transmembranproteine der tight junctions sind 

mit dem Zytoskelett der Endothelzellen über 

zytoplasmatische Adaptermoleküle verbunden. Dazu 

gehören unter anderem die Zonula occludens 

Proteine (ZO-1; ZO-2; ZO-3), Cingulin, 7H6, MAGIs 

und MPP (Daneman und Prat 2015; Ballabh et al. 

2004). Über diese Verbindungen wird die funktionale 

Integrität der Zelle aufrechterhalten. 

Die Zonula occludens Proteine werden der Gruppe 

der membrane-associated guanylate kinase-like 

proteins (MAGUKs) zugeordnet. Claudin, Occludin 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969996103002833#200024198
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und JAM-A binden jeweils an unterschiedlichen 

Bindungsdomänen der ZO-Proteine (Ballabh et al. 

2004). Gleichzeitig interagieren die ZO-Proteine 

auch untereinander. ZO-1 kann jeweils mit ZO-2 und 

ZO-3 unabhängige Komplexe bilden (Wittchen et al. 

1999). Werden die ZO-Proteine nicht exprimiert, 

resultiert daraus der komplette Verlust der tight 

junctions und damit der endothelialen 

Barrierefunktion (Umeda et al. 2006). 

Adherens junctions werden von vascular endothelial 

cadherin (VE-Cadherin) und platelet endothelial cell 

adhesion molecules 1 (PECAM-1) gebildet 

(Daneman und Prat 2015). Cadherine sind 

kalziumabhängige Glykoproteine. Durch homophile 

Verbindungen ihrer extrazellulären Teile verbinden 

sie die adherens junctions benachbarter Zellen. Der 

zytoplasmatische Teil bindet über - oder -Catenin 

an -Catenin, welches mit dem Aktinzytoskelett 

verbunden ist (Ballabh et al. 2004). PECAM-1, auch 

CD31 genannt, besteht aus sechs extrazellulären 

Immunglobulin-ähnlichen Domänen. Über homophile 

Bindungen zwischen PECAM-1-Molekülen wird die 
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interzelluläre Stabilität gefördert. Es ist auch an der 

transzellulären Leukozytendiapedese und der 

Migration von Leukozyten über Zell-Zell-

Verbindungen beteiligt. Bei der Diapedese von 

Monozyten wird über eine verstärkte Expression von 

PECAM-1 und eine verminderte Expression von VE-

Cadherin im Endothel die Migration nachfolgender 

Monozyten erleichtert (Privratsky und Newman 

2014). Außerdem fungiert PECAM-1 in einem 

Komplex mit VE-Cadherin als Mechanosensor und 

reagiert auf verminderten Blutfluss mit Initiierung 

inflammatorischer Kaskaden (Tzima et al. 2005).  

1.2.1.3 Transportvorgänge an der Blut-Hirn-

Schranke 

An der intakten BHS finden verschiedene 

Transportvorgänge statt. Durch den oben 

beschriebenen molekularen Aufbau der BHS ist der 

parazelluläre Transport stark eingeschränkt. Die 

Transportvorgänge können in fünf Gruppen unterteilt 

werden: 
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1) freie Diffusion; 2) solute carriers (SLC-

Transporter); 3) ABC-Transporter; 4) Transzytose-

vermittelter Transport; 5) Migration von Immunzellen. 

Freie Diffusion kann sowohl trans-, als auch 

parazellular entlang eines Konzentrationsgradienten 

stattfinden (Egleton und Davis 2005). Je geringer die 

molare Masse und je lipophiler der Stoff, desto 

leichter kann er durch das Gewebe diffundieren 

(Abbott et al. 2010). Der Austausch der im Blut 

gelösten Gase wie Sauerstoff und Kohlendioxid 

findet durch Diffusion statt und ist abhängig vom 

bestehenden Blutfluss.  

Auch der Transport mit Hilfe von SLC-Transportern 

folgt einem Konzentrationsgradienten und benötigt 

keine Energie. Durch SLC-Transporter wird die 

Versorgung des Gehirns mit polaren Nährstoffen wie 

Glukose und Aminosäuren gewährleistet, die nicht 

durch die Membran diffundieren können. Glukose 

kann über den Uniporter GLUT-1, aber auch im 

Symport über den sodium-dependent glucose 

transporter-1 (SGLT-1) transportiert werden (Abbott 

et al. 2010).  
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Die Familie der ABC-Transporter besitzt eine ATP-

bindende Kassette und transportiert Stoffe aktiv, 

auch gegen einen Konzentrationsgradienten, über 

die Zellmembran. Hauptvertreter in der BHS sind P-

Glykoproteine (Pgp), multidrug resistance-

associated Proteine (MRP) und breast cancer 

resistance Proteine (BRCA). Über ABC-Transporter 

können lipophile Stoffe aktiv aus dem ZNS 

heraustransportiert werden (Efflux). Dies erklärt die 

niedrige Konzentration stark lipophiler Stoffe, von 

denen man eine erhöhte Konzentration im ZNS 

erwarten würde (Abbott et al. 2010; Zlokovic 2008; 

Miller 2015).  

Makromoleküle, wie Proteine und Peptide, passieren 

die BHS mit Hilfe von Transzytose. Dabei wird 

zwischen rezeptorvermittelter (RMT) und 

adsorptionsvermittelter Transzytose (AMT) 

unterschieden. Bei der RMT bewirkt die Bindung von 

Makromolekülen an spezifische 

Oberflächenrezeptoren eine Endozytose. 

Anschließend durchqueren Ligand und Rezeptor in 

einem Vesikel die Zelle. Bei der AMT entsteht die 
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initiale Bindung durch Wechselwirkungen von 

Kationen und negativ geladenen Glykoproteinen an 

der Zelloberfläche (Abbott et al. 2010; Zlokovic 2008; 

Winkler et al. 2011; Pardridge 2007). Stoffe, die die 

BHS per Transzytose überwinden, sind 

beispielsweise Leptin, Insulin und Transferrin (Duffy 

und Pardridge 1987; Pardridge 1987).  

Immunzellen können trans- und parazellulär in das 

ZNS migrieren. Unter inflammatorischen 

Bedingungen nimmt die Kapazität zerebralen 

Endothels zur Migration von Leukozyten drastisch zu 

(Abbott et al. 2010). 

1.2.2 Blut-Hirn-Schranke bei Inflammation 

des zentralen Nervensystems 

Voraussetzung für inflammatorische Prozesse im 

ZNS ist die Migration von Immunzellen über die BHS. 

Dies kann über drei Wege geschehen. Der erste folgt 

der Bildung des Liquors. Im Blutstrom befindliche 

Leukozyten wandern durch das fenestrierte Endothel 

in das Interstitium des Plexus choroideus. Von dort 

gelangen sie über Epithelzellen in den Liquor. Als 

zweite Möglichkeit gelangen Leukozyten über 
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postkapilläre Venolen zum einen in den 

Subarachnoidalraum, zum anderen in einen 

perivaskulären Spaltraum, den Virchow-Robin-

Raum, der ebenfalls mit Liquor gefüllt ist und in 

direkter Verbindung mit dem Subarachnoidalraum 

steht. Die letzte Möglichkeit ist der direkte Weg der 

Leukozyten aus der Blutbahn über die BHS in das 

Parenchym (Ransohoff et al. 2003). Dieser 

mehrstufige Prozess ist vereinfacht in Abbildung 2 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 2: An der T-Zell Migration über die BHS beteiligte 
molekulare Mechanismen. Zeitliche Abfolge von links nach rechts: 

Die verstärkte Expression von Adhäsionsmolekülen auf den 
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Endothelzellen der Blutgefäße (rote Zellen) führt zum ersten 
vorübergehenden Kontakt zwischen Endothel und T-Zelle (blaue Zelle) 
und dem anschließenden Rollen über das Endothel. Es entsteht eine 

Verbindung zwischen P-Selektin im Endothel und dem P-Selektin-
Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) auf der T-Zelle. Chemokine (grüne 
Punkte) binden über sogenannte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
(GPCRs) an die Leukozyten. Die aus dieser Aktivierung resultierende 

stärkere Bindung an die Adhäsionsmoleküle ICAM-1, ICAM-2 und 
VCAM-1 ermöglicht den kompletten Stillstand der Leukozyten. 

VCAM-1 bildet eine Verbindung mit 4-Integrinen. Anschließend 
kriechen die Immunzellen, reguliert durch die Interaktion zwischen 

leukocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) und die endothelialen 
Liganden ICAM-1 und -2, über das Endothel gegen den Blutstrom, bis 
sich eine Diapedesemöglichkeit in den Subarachnoidalraum (SAR) 

und folgend in das ZNS ergibt. 
Nach: Engelhardt und Ransohoff 2012 

 

Die Infiltration wird unter anderem durch die 

Flussdynamik des Blutes und molekulare 

Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel 

beeinflusst. 

Der Kontakt von Leukozyten mit der Gefäßwand wird 

durch das Phänomen der Margination erleichtert. Es 

beschreibt den Umstand, dass die mit dem Blutstrom 

transportierten Leukozyten dazu tendieren in Nähe 

der Wand des Gefäßes zu schwimmen. Im Zentrum 

ist die Flussgeschwindigkeit am höchsten. Dort 

treiben überwiegend rote Blutkörperchen, die 

überdies die Leukozyten in die Peripherie drängen. 
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Dieses Phänomen kommt verstärkt in den kleinen 

postkapillären Venolen zum Tragen, in denen der 

Blutfluss ohnehin relativ langsam ist (Schmid-

Schonbein et al. 1980; Engelhardt und Ransohoff 

2012). Außerdem wird der Vorgang maßgeblich 

durch die Anwesenheit von Chemokinen beeinflusst. 

Als Chemokine werden bestimmte Zytokine 

bezeichnet, die die Fortbewegungsrichtung anderer 

Zellen (Chemotaxis) beeinflussen (Wu und Alvarez 

2011).  

Der erste vorübergehende Kontakt zwischen 

Leukozyt und Endothel wird mit Hilfe einer Bindung 

zwischen Adhäsionsproteinen der Selektin-Familie 

und dem dazugehörigen glykosylierten Liganden 

hergestellt. Es entsteht eine lockere Verbindung 

zwischen L-, E-, oder P-Selektin im Endothel und 

dem P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) auf 

dem Leukozyt. Eine weitere Verbindung bilden 4-

Integrine und das zur Superfamilie der 

Immunglobuline gehörige vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1) auf der Endothelzelle 

(Engelhardt und Ransohoff 2012). Integrine befinden 
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sich auf der Lymphozytenoberfläche und bestehen 

jeweils aus einer - und einer -Untereinheit 

(Constantin 2008).  

Mit nun reduzierter Geschwindigkeit rollt die 

Immunzelle entlang der Gefäßwand. Die auf der 

Endotheloberfläche präsentierten Chemokine binden 

über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) an 

die Leukozyten. Die daraus resultierende 

Signalkaskade erhöht die Affinität und Avidität der 

Integrine (Holman et al. 2011; Engelhardt und 

Ransohoff 2012). Erst diese Veränderungen und die 

daraus resultierende stärkere Bindung an die 

Interzellulären Adhäsions Moleküle-1 (ICAM-1) und 

ICAM-2 sowie VCAM-1 ermöglichen den kompletten 

Stillstand der Leukozyten. Gleichzeitig wird die 

Expression der Integrin-Liganden ICAM-1 und 

VCAM-1 am Endothel der BHS gesteigert. 

Anschließend kriechen die Immunzellen, meist 

gegen die Stromrichtung des Blutes, reguliert durch 

die Interaktion zwischen leukocyte function-

associated antigen-1 (LFA-1) und ICAM-1 und -2 



Einleitung 

31 
 

über das Endothel, bis sich eine 

Diapedesemöglichkeit ergibt. 

Die Migration kann über zwei verschiedene Wege 

erfolgen: trans- und parazellulär. Der transzelluläre 

Weg wird durch strukturelle Veränderungen des 

Endothels ermöglicht. Es bilden sich Andock-

Strukturen, an denen die Immunzelle von 

endothelialen Ausläufern umschlossen wird (Carman 

2009). Die parazelluläre Migration ist vorwiegend 

PECAM-1 und JAM-A vermittelt (Engelhardt und 

Ransohoff 2012).  
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1.2.3 Blut-Hirn-Schranke bei Multipler 

Sklerose 

Die bei MS-Erkrankten vorliegende Inflammation im 

ZNS spiegelt sich in strukturellen und funktionellen 

Änderungen an der BHS wider. Eine 

inflammatorische Aktivierung der BHS resultiert in 

sich wechselseitig beeinflussenden Phänomenen: 

1. Dem Herabsetzen der Barrierefunktion durch 

Modulation der Zell-Zell-Kontakte  

2. Einer erhöhten Immunzellmigration durch 

Hochregulierung von Adhäsionsmolekülen  

An diesen Vorgängen sind Endothelzellen, 

Astrozyten und wahrscheinlich zusätzlich auch 

Perizyten beteiligt. Durch sie wird neben der 

Rekrutierung auch die Funktion und das Überleben 

der Leukozyten, die in das ZNS penetrieren, 

beeinflusst (Alvarez et al. 2011).  

 

Die herabgesetzte Barrierefunktion geht mit einer 

Veränderung von TJ und AJ einher. Dies kann 

sowohl histologisch in autoptischen Gewebsproben 

in Form von perivaskulären Fibrinogen-
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Extravasaten, als auch zu Lebzeiten 

kernspintomographisch durch vermehrte 

Anreicherung von gadoliniumhaltigem Kontrastmittel 

gesehen werden (Kirk et al. 2003; Alvarez et al. 

2011; Lövblad et al. 2010). Passend dazu findet sich 

eine reduzierte Expression von Occludin und ZO-1. 

Da diese Veränderungen nicht nur in aktiven 

Plaques, sondern auch in der NAWM sichtbar sind, 

liegt es nahe, dass sie nicht nur Resultat der akuten 

Entzündung sind, sondern auch infolge 

pathologischer Prozesse entstehen, die bereits vor 

der Bildung von MS-Läsionen ablaufen (Alvarez et al. 

2011).  

Zu ähnlichen Erkenntnissen führten Untersuchungen 

im EAE-Modell mit Ratten, die bereits vor dem 

Zusammenbruch der BHS eine verstärkte Occludin-

Dephosphorylierung nachwiesen (Morgan et al. 

2007).  

Die Veränderungen in inaktiven Plaques lassen 

entweder auf fehlerhafte Reparaturmechanismen 

oder auf weiterhin anhaltende pathologische 
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Prozesse schließen (McQuaid et al. 2002; Leech et 

al. 2007). 

Die inflammatorische Aktivierung der BHS wird durch 

verschiedene Zytokine gesteuert. Generell lassen 

sich Zytokine in fünf verschiedene Gruppen einteilen: 

Tumornekrosefaktoren (TNF), Interferone (IFN), 

Chemokine, Interleukine (IL) und Kolonie-

stimulierende Faktoren. 

Einige dieser Mediatoren, wie CCL19 und CCL21, 

werden selbstständig vom aktivierten Endothel 

sezerniert (Holman et al. 2011). 

Bei der MS werden verstärkt TNF-, IFN-, IL-1, IL-

17, IL-22 und CCL2 ausgeschüttet (Alvarez et al. 

2011).  

Tumornekrosefaktor- (TNF-) ist vermehrt im 

Serum von MS-Patienten zu finden. Dabei korreliert 

die Menge mit der Krankheitsaktivität. Ebenso sind 

oft erhöhte Interferon- (IFN-)-Spiegel zu finden 

(Larochelle et al. 2011).  

An der BHS bewirken TNF- und IFN- eine 

Umverteilung der TJ- und AJ-Proteine. TNF--

https://de.wikipedia.org/wiki/Tumornekrosefaktor
https://de.wikipedia.org/wiki/Interferon
https://de.wikipedia.org/wiki/Interleukin
https://de.wikipedia.org/wiki/Kolonie-stimulierender_Faktor
https://de.wikipedia.org/wiki/Kolonie-stimulierender_Faktor
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vermittelt wird beispielsweise VE-Cadherin in den AJ 

herabreguliert. Gleichzeitig erleichtern beide 

Zytokine über eine vermehrte Expression von ICAM-

1, VCAM-1, ativated leukocyte cell adhesion 

molecule (ALCAM), E- und P-Selektin die Migration 

von Immunzellen in das ZNS und führen sowohl 

einzeln als auch synergistisch wiederum zu einer 

gesteigerten Expression bestimmter Chemokine 

(Larochelle et al. 2011; Cayrol et al. 2008). Viele 

dieser Effekte werden durch Aktivierung des 

inflammatorischen Transkriptionsfaktors nuclear 

factor-B (NFB) vermittelt. 

IL-1 verstärkt die Expression von MMP-9 und führt 

somit über den Abbau von ZO-1 und Claudin-5 zu 

einer Destabilisierung der BHS. IL-17 und -22 

bewirken Ähnliches über das Herrabregulieren von 

Occludin und ZO-1. CCL2 induziert den Abbau von 

TJ-Proteinen über Endozytose-vermittelte Vorgänge 

(Alvarez et al. 2011).  

Des Weiteren können Zytokine den mitogen-

activated protein (MAP)-Kinase-Signalweg 

aktivieren. Durch verschiedene 
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Phosphorylierungsvorgänge wird letztendlich die 

MAP-Kinase phosphoryliert. Die daraus 

resultierende Aktivierung führt zur Phosphorylierung 

von Transkriptionsfaktoren, die anschließend in den 

Kern verlagert werden. Die Auswirkungen der 

Transkriptionsfaktoren haben ein weites Spektrum. 

Folgen sind beispielsweise Apoptose, 

Zellproliferation und -differenzierung oder 

Entzündungsreaktionen. 

Die MAP-Kinasen werden in drei Untergruppen 

eingeteilt:  

1) extracellular signal-regulated kinases (ERK) mit 

den Isoformen ERK-1; ERK-2; und ERK-5  

2) p38-mitogenaktivierte Proteinkinase  

3) c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) (Kyriakis und 

Avruch 2012) 

Die Migration der Leukozyten in das ZNS wird als 

frühes Phänomen bei MS gewertet, welches über 

weitere Vorgänge zu neuronalen Entzündungen und 

Plaquebildung führt. Außerdem zieht es eine erhöhte 

Permeabilität der BHS nach sich, die wiederum die 

Infiltration weiterer Leukozyten begünstigt 

https://de.wikipedia.org/wiki/JNK
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(Larochelle et al. 2011). Durch die gegenseitige 

Beeinflussung von erhöhter Permeabilität und 

verstärkter Ausschüttung von Adhäsionsmolekülen 

kommt es zu einem Circulus vitiosus, den es 

therapeutisch zu durchbrechen gilt.  

1.2.4 Wirkmechanismen von 

Immuntherapeutika an der Blut-Hirn-

Schranke 

Die medikamentöse Therapie von Patienten mit MS 

unterscheidet sich je nach Verlaufsform. Weiterhin 

lässt sie sich in die Therapie des akuten Schubes 

und die immunmodulatorische Langzeittherapie 

einteilen.  

Für die Therapie der RRMS stehen verschiedene 

Wirkstoffe zur Verfügung. Ziel der Behandlung sind 

die Reduktion der Schubrate und der 

Behinderungsprogression sowie eine Verminderung 

kernspintomographisch fassbarer 

Krankheitsaktivität. In der Endstrecke reduzieren alle 

Präparate direkt oder indirekt die Migration von 

Leukozyten in das ZNS. Häufig spielt beim 
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Wirkmechanismus die Interaktion der Leukozyten mit 

zerebralem Endothel eine Rolle, was die zentrale 

Bedeutung der BHS verdeutlicht.  

Als Basistherapeutika sind seit Mitte der 90er Jahre 

verschiedene Formen von Interferon- (IFN-) 

zugelassen (Annibali et al. 2015). Besonders die 

Frühtherapie mit IFN--Präparaten ist effektiv 

(Deutsche Gesellschaft für Neurologie 2012). 

IFN--1b wirkt unter anderem über Beeinflussung 

von Adhäsionsmolekülen. Unter Therapie ist im 

Serum vermehrt gelöstes VCAM-1 nachweisbar, das 

an VLA-4 der Immunzellen bindet und so kompetitiv 

deren Bindung an zerebrale Endothelzellen hemmen 

kann. Als Korrelat finden sich dazu im MRT weniger 

Kontrastmittel aufnehmende Herde (Correale und 

Villa 2007). Ein weiterer Wirkmechanismus von IFN-

 ist die verringerte IFN--Produktion und die daraus 

resultierende verringerte Aktivierung von T-

Lymphozyten (Cross und Naismith 2014). Bei 

manchen Patienten wird der Effekt der IFN--

Therapie allerdings durch das Entstehen von 
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IFN--neutralisierenden Antikörpern limitiert 

(Wingerchuk und Carter 2014).  

Natalizumab ist in Europa seit 2006 zur 

krankheitsmodifizierenden Monotherapie der 

hochaktiven RRMS bei Patienten zugelassen, die 

durch die Medikation eines Basistherapeutikums 

nicht genügend profitieren (Buttmann und 

Rieckmann 2008). Der humanisierte monoklonale 

Antikörper bindet selektiv an die -4-Untereinheit 

des Zelladhäsionsmolekül VLA-4 auf Lympho- und 

Monozyten. So wird die Bindung zwischen VLA-4 

und dem endothelialen Liganden VCAM-1 

verhindert. Durch die fehlende Interaktion kommt es 

nicht zur Adhäsion und folglich auch nicht zur 

Migration der Leukozyten. Eine seltene schwere 

unerwünschte Nebenwirkung der 

Natalizumabtherapie ist die progressive multifokale 

Leukenzephalopathie (PML), die durch das John-

Cunningham-Virus (JCV) verursacht wird 

(Wingerchuk und Carter 2014). Da keine effektive 

Behandlung der PML zur Verfügung steht, sollte 

individuell das Risiko des Patienten abhängig von 
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JCV-Serostatus, immunsuppressiver Vorbehandlung 

und Behandlungsdauer mit Natalizumab evaluiert 

werden (Bloomgren et al. 2012).  

Mit Fingolimod steht ein orales Therapeutikum zur 

Verfügung, das in der EU für Patienten mit 

hochaktiver RRMS nach Behandlung mit IFN- 

zugelassen ist. Es wirkt an verschiedenen 

Unterformen von Sphingosin-1-Phosphat-

Rezeptoren (S1PR), einer Klasse von GPCRs. Über 

eine funktionelle Antagonisierung des S1PR-1 wird 

die Wanderung der Lymphozyten aus peripheren 

lymphatischen Organen in das Blut und somit auch 

in das ZNS gehemmt. In EAE-Mausmodellen konnte 

mit Fingolimod eine mit vascular endothelial growth 

factor (VEGF) induzierte Störung der BHS 

abgeschwächt werden (Brinkmann et al. 2010; 

Wingerchuk und Carter 2014). Diese S1PR-1-

vermittelte stabilisierende Wirkung von Fingolimod 

konnte inzwischen für zahlreiche weitere 

Endothelien gezeigt werden (Stone et al. 2015; 

Mousseau et al. 2012; Hasegawa et al. 2010). 
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1.2.5 Therapie mit Dimethylfumarat bei 

Multipler Sklerose 

Seit Februar 2014 ist mit Dimethylfumarat (DMF) ein 

neues orales Basistherapeutikum für RRMS in 

Europa zugelassen. Es wird zweimal täglich 

eingenommen und nach Aufnahme zu 

Monomethylfumarat (MMF) hydrolisiert. Eliminiert 

wird es zum größten Teil respiratorisch. Die 

Behandlung mit Fumarsäureestern ist auf anderen 

Feldern erprobt. Sie werden seit Jahrzehnten 

erfolgreich in der Behandlung von Psoriasis mit dem 

Handelsnamen Fumaderm™, bestehend aus einer 

Mischung verschiedener Fumarsäureester mit Zink-, 

Calcium- und Magnesiumsalz eingesetzt 

(Wingerchuk und Carter 2014). Die Weichen für die 

Zulassung bei RRMS wurden durch Ergebnisse von 

zwei Phase-3-Studien gestellt. Die DEFINE- und 

CONFIRM-Studie testeten randomisiert, doppelblind 

und multizentrisch die orale DMF-Gabe gegen die 

Gabe eines Placebos bzw. gegen Glatirameracetat-

Therapie. Unter DMF-Therapie reduzierte sich 

sowohl die Schubrate als auch die Progression der 
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Behinderung. Zudem wurden weniger Läsionen im 

MRT beschrieben (Gold et al. 2012; Fox et al. 2012). 

Diese Beobachtungen waren auch in verschiedenen 

Patienten-Subgruppen einheitlich (Gold et al. 2015). 

Günstig ist, dass für Fumaderm™ gute Daten zu 

unerwünschten Arzneimittelwirkungen bei Psoriasis 

vorliegen (Deutsche Gesellschaft für Neurologie 

2012). Diese therapeutische Sicherheit gilt es 

allerdings etwas zu relativieren, da sich das 

Patientengut von MS-Erkrankten und Psoriasis-

Patienten unterscheidet. 

1.2.6 Mögliche Effekte von Dimethylfumarat 

an der Blut-Hirn-Schranke 

Die exakten Wirkmechanismen von DMF als MS-

Therapeutikum sind nicht komplett verstanden. 

Bekannt ist, dass Fumarsäureester verschiedene 

anti-inflammatorische und anti-oxidative Effekte 

besitzen (Rubant et al. 2008). 

Auch im Tiermodell für intrazerebrale Blutungen 

konnten anti-oxidative Effekte unter DMF-Therapie 

beobachtet werden. Durch DMF-Gabe wird der 

zytoprotektive Transkriptionsfaktor nuclear factor-
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erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) aktiviert. Nrf2- und 

antioxidant responsive element (ARE)-vermittelt wird 

die Genexpression von Enzymen verstärkt, die den 

Zellen ermöglichen, sich vor oxidativem Stress zu 

schützen (Zhao et al. 2015a; Zhao et al. 2015b).  

Die Einflüsse von DMF auf Immunzellen sind 

vielfältig. In aktivierten T-Lymphozyten kann DMF 

Apoptose induzieren, aus der eine Lymphopenie 

resultiert (Treumer et al. 2003). Nach Stimulation mit 

DMF ist die Bindung von Leukozyten an die 

Adhäsionsmoleküle E-Selektin, P-Selektin, und 

VCAM-1 abgeschwächt. Vor allem das P-Selektin-

vermittelte Rollen der DMF-behandelten T-Zellen 

wird in vivo reduziert (Rubant et al. 2008). Ähnliche 

Ergebnisse im Sinne einer reduzierten 

Migrationsfähigkeit finden sich bei Inkubation von T-

Zellen mit MMF. Allerdings wurde hier die Migration 

nur in vitro untersucht (Dehmel et al. 2014). 

Direkte Einflüsse von DMF auf Endothelzellen 

konnten in vitro an human umbilical vein endothelial 

cells (HUVEC) beobachtet werden. Dort hemmt DMF 

ebenso die Adhäsion von Leukozyten über eine 
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Herunterregulation der endothelialen 

Adhäsionmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin. 

Ein möglicher Wirkmechanismus von DMF ist die 

Inhibition der nukleären Translokation des 

inflammatorischen Transkriptionsfaktors NFB und 

die daraus resultierende reduzierte Expression von 

Adhäsionsmolekülen, Matrix-Metallo-Proteasen und 

inflammatorischen Chemokinen. Allerdings wurde 

dieser Effekt nicht bei der Inkubation der 

Endothelzellen mit MMF erreicht (Wallbrecht et al. 

2011a; Loewe et al. 2002). Der inflammatorische 

Transkriptionsfaktor spielt im humanen zerebralen 

Endothel neben seinem Einfluss auf die Expression 

von Adhäsionsmolekülen, Matrix-Metallo-Proteasen 

und inflammatorischen Chemokinen eine wichtige 

Rolle in der Regulation der Schrankenfunktion. 

Im EAE-Modell der Maus konnte unter Therapie mit 

DMF und dessen primärem Metaboliten MMF eine 

verringerte Infiltration von T-Lymphozyten und 

mononukleären Immunzellen in das Rückenmark 

gezeigt werden (Schilling et al. 2006).  
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1.2.7  Fragestellung 

Obwohl Dimethylfumarat (BG-12, Tecfidera™) als 

orales Basistherapeutikum erfolgreich in der 

Therapie der schubförmigen Multiplen Sklerose 

eingesetzt wird, sind die pleiotropen 

Wirkmechanismen des Präparates unzureichend 

geklärt. Trotz der in den Phase-3-Studien gezeigten 

anti-inflammatorischen Effekte ist die Wirkung von 

Fumarsäureestern auf humane zerebrale 

Endothelzellen nur partiell und methodisch 

insuffizient untersucht. Die Mechanismen, die zu 

einer reduzierten Immunzellinfiltration in das ZNS im 

Tiermodell und wahrscheinlich auch bei 

MS-Patienten führen, sind nicht klar. Die oben 

beschriebenen Einflüsse auf Adhäsionsmoleküle 

wurden an HUVEC beobachtet. Da HUVEC sich auf 

molekularer und funktionaler Ebene von 

mikrovaskulären Endothelzellen der BHS 

unterscheiden (Kallmann 2002), wurden die 

folgenden Untersuchungen unter anderem an 

humanen zerebralen Endothelzellen (HCEC) 
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durchgeführt, um Effekte an einem Modell zu 

beurteilen, welches der BHS näherkommt.  

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Wirkmechanismus 

von DMF an der BHS genauer zu verstehen. Dabei 

stellen sich folgende Fragen: 

 

 

1. Welche Auswirkungen haben 

Fumarsäureester auf die Adhäsion von T-

Zellen an humanen zerebralen 

Endothelzellen?  

 

2. Beeinflussen Fumarsäureester die 

Expression von Adhäsionsmolekülen auf 

humanen zerebralen Endothelzellen unter 

inflammatorischen Bedingungen? 
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3. Modulieren Fumarsäureester die Aktivierung 

der proinflammatorischen Signalwege NFB 

und MAPK p38? 
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2. Material und 

Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Name  Hersteller 

Accutase PAA, 

Pasching, 

Österreich 

Amphotericin B Gibco, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Bovines Serum 

Albumin (BSA) 

Sigma-

Aldrich, 

München, 

Deutschland 

Durchflusszyto- 

metrieröhrchen 

Sarstedt, 

Nümbrecht, 

Deutschland 
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Endothelial Cell 

Growth 

Supplement 

(ECGS) 

Sigma-

Aldrich 

FCS Biochrom, 

Berlin, 

Deutschland 

Fischgelatine Sigma-

Aldrich 

Gentamicin Gibco 

Heparin Sigma-

Aldrich 

Nährmedium 

M199 

Lonza 

Phosphate 

Buffered Saline 

(PBS) 

Biochrom 

Penicillin Gibco 

Trypsin/EDTA Sigma-

Aldrich 
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2.1.2 Geräte 

Zellkulturfla-

schen 

Nunc, 

Wiesbaden, 

Deutschland 

Zellschaber SDL 

Lifescience, 

München, 

Deutschland 

Gerät Hersteller 

Bio-Photometer Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Brutschrank 

HeraCell 

Heraeus GmbH, Frankfurt 

am Main, Deutschland 

Elektrophorese-

Netzteil 

Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München, 

Deutschland 

Feinwaage PB303 Mettler Toledo, Gießen, 

Deutschland 

Fuji Super RX 

Filme 

FUJIFLM, Düsseldorf, 

Deutschland 
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Heizblock Biosan, Riga, Lettland 

Küvetten Sarstedt 

Mikroskop 

Wilovert S 

Hund GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

Nitrozellulose 

Membran 

Whatman, GE Healthcare, 

Buckinghamshire, England 

pH-Meter WTW, Weilheim, 

Deutschland 

Rüttelplatte Vibrax 

VXR 

IKA, Staufen, Deutschland 

Schwenker 

Unimax 1010 

Heidolph Instruments 

GmbH, Schwabach, 

Deutschland 

Sterilbank Nuaire, Plymouth, USA 

Vortexer L46 Gesellschaft für 

Laborbedarf, Würzburg, 

Deutschland 

Westernblot-

Kammer 

Bio-Rad Laboratories GmbH 

Zentrifuge 

BioFuge 15R 

Heraeus 
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2.1.3 Chemikalien und Lösungen  

Zentrifuge 

MC6400 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zentrifuge 

Multifuge 3SR+ 

Heraeus  

Schwenker 

Unimax 1010 

Heidolph Instruments 

GmbH, Schwabach, 

Deutschland 

Name Hersteller 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 

Aceton J.T. Baker (Avantor 

Inc.), Venter Valley, 

USA 

Ammoniumperoxodisulfat 

(APS) 

Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

Bicinchoninic acid (BCA) Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH 

Enhanced 

Chemiluminescence 

Substrate (ECL) 

Perkin Elmer, 

Rodgau, Deutschland 
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2.1.4 Zusammensetzung verwendeter 

Lösungen  

H2O2 30% Merck 

HEPES Sigma-Aldrich 

Methanol Sigma-Aldrich 

Natriumchlorid Merck 

NP-40 Calbiochem (Merck), 

Darmstadt, 

Deutschland 

Ponceau-Konzentrat® Sigma-Aldrich 

Roti®-Block Carl Roth GmbH 

Rotiphorese Acrylamid 

Mix 30% 

Carl Roth GmbH 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Sigma-Aldrich 

Hepes-Puffer 

BSA 0.1%  

Glucose 4,5% 

HEPES 10 mM 

In PBS ansetzen und pH auf 7,2 einstellen. 
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Waschpuffer 

Tween 20 500 µL 

In 1 l TBS lösen, vor Verwendung gut schütteln. 

Stripping-Puffer (50mL) 

Aqua dest. 25 mL 

H2O2 30% 25 mL 

Durchflusszytometrie Puffer 

BSA 0.1% 

Natriumacid (NaN3) 0,1% 

In PBS ansetzen. 
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Einfriermedium 

DMSO 10% 

FCS 90% 

HCEC-Nährmedium 

Amphotericin B 1250 µg  

ECGS 10 mg 

FCS (inaktiviert) 50 mL 

Gentamicin 250 mg 

Heparin 500 mg 

M199 Medium 500 mL 

Penicillin 25000 U 

Streptomycin 25000 µg 
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HCEC-Nährmedium 

Amphotericin B 1250 µg  

ECGS 10 mg 

FCS (inaktiviert) 50 mL 

Gentamicin 250 mg 

Heparin 500 mg 

M199 Medium 500 mL 

Penicillin 25000 U 

Streptomycin 25000 µg 

Westernblot–Trenngel 12% (40 mL) 

Aqua dest. 13,2 mL 

Acrylamid Mix 30% 16 mL 

1,5 M Tris  

(pH 8,8)  

10 mL 

10% APS 0,4 mL 

10% SDS 0,4 mL 

TEMED 16 µL 
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Westernblot–Sammelgel 5% (8mL) 

Aqua dest. 5,5 mL 

Acrylamid mix 30% 1,3 mL 

1 M Tris  

(pH 6,8) 

1 mL 

10% APS 80 µL 

10% SDS 80 µL 

TEMED 8 µL 

Ponceau-Lösung 

Ponceau-Konzentrat® 20 mL 

Aqua dest. 180mL 

6x Ladepuffer = „Laemmli Puffer“ 

4x Tris HCL  

(pH 6,8) 

1 mL 

Bromphenolblau 1,2 mg 

Glycerin 3 mL 

SDS 1 g 
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Lysepuffer (20mL) 

50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 4 mL 

150 mM NaCl 2 mL 

1% NP-40 200 µL 

0,25% Desoxycholsäure 2 mL  

Phosphatase Inhibitor Calbiochem 

Boehringer Complete Protease 

Inhibitor mix 

2 Tabletten  

Aqua dest. 8,2 mL 

Kurz vor der Anwendung 5% -Mercaptoethanol 

dazugeben.  

 

Trennpuffer 

SDS 1 g 

Tris 45 g 

In 500 mL Aqua dest. lösen und pH auf 8,8 

einstellen. 

 

Kurz vor der Anwendung 5% -Mercaptoethanol 

dazugeben.  
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Sammelpuffer 

SDS 1 g 

Tris 15 g 

In 500 mL Aqua dest. lösen und pH auf 6,8 

einstellen. 

 

 

Hypotonischer Puffer (20mL) 

10 mM HEPES (pH 

7,9) 

5 mL 

10 mM KCl 200 µL 

1 mM MgCl₂ 20 µL 

0,1 mM EDTA  2 mL 

0,1 mM EGTA 2 mL 

0,05% NP-40 10 µL 

Boehringer Complete 

Protease Inhibitor mix 

2 Tabletten 

Aqua dest. 10,77 mL 

Kurz vor der Anwendung 5% -Mercaptoethanol 

dazugeben.  
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2.1.5 Stimulantien  

 

Hypertonischer Puffer (20mL) 

20 mM HEPES (pH 7,9) 10 mL 

25% Glycerol 5 mL 

0,42 M NaCl 4,2 mL 

1mM MgCl 20 µL 

0,2 mM EDTA 400 µL 

0,2 mM EGTA 400 µL 

Boehringer Complete Protease 

Inhibitor mix 

2 Tabletten 

Kurz vor der Anwendung 5% -Mercaptoethanol 

dazugeben.  

Name Hersteller 

IL- R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 

IFN- Richter-Helm Biologics, Hamburg, 

Deutschland 

TNF-

 

Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch Gladbach, Deutschland 
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2.1.6 Antikörper 

Name Hersteller 

NFB/p65 (A) 

Rabbit poly-clonal 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

372 

NFB/p65 (A) 

Goat poly-clonal 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

372(G) 

p38 / 

mouse mono-clonal IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

7972 

ERK-1 

Rabbit poly-clonal IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-94 

p-ERK  

mouse mono-clonal IgG 

2a 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

7383 
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JNK-1 

Rabbit poly-clonal IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

474 

p-JNK  

mouse mono-clonal IgG 

1 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Katalognummer: sc-

6254 

Peroxidase-conjugated 

Rabbit Anti-Goat IgG 

Jackson 

ImmunoResearch, 

Newmarket, England 

Katalognummer: 305-

035-003 

Peroxidase-conjugated 

Goat Anti-Mouse IgG 

Jackson 

ImmunoResearch 

Katalognummer: 115-

035-003 

Peroxidase-conjugated 

Goat Anti-Rabbit IgG 

Jackson 

ImmunoResearch 

Katalognummer: 111-

035-144 
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2.1.7 Zellen 
 

 

Name Hersteller 

HCEC 404 Cell Systems, Kirkland, USA 

Jurkat ATCC, Manassas, USA 
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2.2. Methoden  

2.2.1. Zellkultur  

Um Endothelzellen auszusäen, wurden die in 

flüssigem Stickstoff gelagerten Kryoröhrchen kurz im 

Wasserbad bei 37°C erwärmt. Anschließend wurde 

die flüssige Suspension aus Zellen und 

Einfriermedium in ein Zentrifugenröhrchen mit 10 mL 

Nährmedium pipettiert. Dieses wurde dann bei 4°C 

und 150 G für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgesaugt, das Zellpellet mit neuem 

Nährmedium versehen und mit 5 mL pro Fläschchen 

ausgesät. Zuvor wurden in jedem Fläschchen 2 mL 

Fischgelatine gleichmäßig auf dem Boden verteilt 

und nach einer Stunde Lagerung im Brutschrank 

abgesaugt. Die bleibende Beschichtung erleichtert 

im Folgenden die Adhäsion und ermöglicht ein 

gleichmäßiges Wachstum. Die Kultivierung der 

Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO2, zudem wurde 

das Medium alle 48 Stunden gewechselt. Zum Teilen 

wurden die konfluenten Zellen, nach Absaugen des 

Mediums, mit PBS gewaschen, um sicherzustellen, 
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dass alle Serumreste entfernt wurden. Danach 

wurde pro Flasche 2 mL Trypsin/EDTA dazugegeben 

und diese anschließend für 10 Minuten bei 37°C im 

Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer 

Kontrolle der Lösung der Zellen wurde die 

Suspension in ein Zentrifugenröhrchen gegeben 

und, um die Enzymaktivität zu stoppen, mit FCS-

haltigem Medium verdünnt. Im Anschluss wurden die 

Zellen wie oben beschrieben zentrifugiert und im 

Verhältnis 1:4 ausgesät. 

2.2.2. Durchflusszytometrie  

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen 

anhand ihrer Größe, Granularität und bestimmter 

Antigene charakterisiert werden. Dazu passieren sie 

einzeln in einem Flüssigkeitsstrom einen 

fokussierten Laser. Die Zellen streuen das 

auftreffende Licht, das von Detektoren zum einen in 

der Längsachse, und zum anderen im 90° Winkel 

zum einfallenden Licht erfasst wird. Das Streulicht in 

Längsachse (FSC) erlaubt eine Aussage über die 

Größe der Zelle, das im 90° Winkel zum einfallenden 
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Licht (SSC) erfasste Streulicht gibt Informationen 

über die Granularität der Zelle. Zur Messung der 

Expression von Molekülen auf der Zelloberfläche 

können diese mit fluorochromkonjugierten 

Antikörpern markiert werden. Das Fluorochrom-

Molekül absorbiert kurzfristig die Energie des 

Laserstrahls und wird hierdurch angeregt. Es gibt 

diese Energie sofort wieder ab, zunächst in Form von 

Wärme und anschließend in Form von Licht einer 

höheren Wellenlänge. Dieses Licht wird auch im 90° 

Winkel zum einfallenden Licht detektiert, wobei die 

gemessene Intensität mit der Menge des Antigens 

auf der Zelle korreliert. Die Auswertung der 

Messungen erfolgte mit der Software CellQuest, die 

auch eine grafische Darstellung erlaubt.  

Für die Versuche wurden die Zellen in Flaschen 

gezüchtet. Nach entsprechender Stimulation und 

Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und, 

um die Zellen vom Boden zu lösen, pro Flasche 500 

µL Accutase hinzugegeben. Anschließend wurden 

die Flaschen für 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C 

inkubiert. Danach wurde die entstandene 
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Zellsuspension einer Flasche in ein FACS-Röhrchen 

umgefüllt und nach Zentrifugation für 5 Minuten bei 

150 G und 4°C der Überstand vorsichtig dekantiert. 

Für den folgenden Waschvorgang wurden pro 

Röhrchen 200 µL FACS-Puffer hinzugefügt. Nach 

kurzem Mischen mit Hilfe des Vortex-Schüttlers 

wurden die Röhrchen wie oben zentrifugiert. Dieser 

Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Folgend 

wurden die Zellen mit den entsprechenden 

Antikörpern (in der Verdünnung 1:50 in FACS-Puffer) 

für 30 Minuten inkubiert, erneut zweimal gewaschen 

und anschließend in 100 µL FACS-Puffer 

resuspendiert. Am Durchflusszytometer wurden pro 

Kondition 10.000 Zellen gemessen.  

2.2.3. Westernblot 

Beim Westernblot werden Proteine mit Hilfe einer 

immunochemischen Methode detektiert. Dazu 

wurden die in einer Zellkulturflasche konfluent 

gewachsenen Zellen nach entsprechender 

Stimulation zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. 

Anschließend wurde die Zellkulturflasche auf Eis 
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gestellt, um eine Hydrolyse der phosphorylierten 

Proteine möglichst zu vermeiden.  

Um Ganz-Zell-Lysate zu gewinnen, wurde für 2 

Minuten 180 µL kalter Lysepuffer pro Flasche 

dazugegeben. Nachdem die Zellen mit einem 

Zellschaber vom Boden gelöst wurden, wurde die 

Suspension in vorgekühlte Eppendorfgefäße 

gegeben. Diese wurden dann zunächst bei 4°C für 

30 Minuten bei 2000 rpm stark gerüttelt und dann bei 

gleicher Temperatur für 20 Minuten bei 14.000 rpm 

zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und die 

entstandenen Überstände in flüssigem Stickstoff 

gefroren und bei -80°C gelagert.  

Zur Gewinnung der nukleären und zytosolischen 

Proteinextrakte wurden die Zellen nach dem 

Waschen für 2 Minuten mit 500 µL hyoptonischem 

Puffer pro Flasche inkubiert. Anschließend wurde, 

wie oben beschrieben, die Suspension in 

Eppendorfgefäße gegeben und bei 4°C für 10 

Sekunden mit 8.000 rpm zentrifugiert. Der 

entstandene Überstand mit zytosolischen Proteinen 

wurde abgenommen und bei -80°C gefroren.  
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Der zentrifugierte Niederschlag wurde zunächst mit 

hypotonischem Puffer gewaschen und im Anschluss 

in jeweils 50 µL hypertonischem Puffer resuspendiert 

und bei 4°C für 20 Minuten auf die Wackelplatte 

gestellt. Nach anschließender 20-minütiger 

Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm wurden die 

Überstände, die nun die nukleären Extrakte 

beinhalteten, abgenommen und bei -80°C gefroren. 

Alle Schritte erfolgten mit gekühlten Reagenzien. 

Die quantitative Bestimmung der Proteine erfolgte 

photometrisch im BCA-Test. Dazu wurden die 

Proben mit sechsfachem Laemmli-Puffer und 5% -

Mercaptoethanol zunächst für 30 Minuten im 

Heizblock bei 100°C erhitzt und dann auf Eis 

gelagert. Die Proteine bilden in alkalischer Lösung 

Komplexe, die photometrisch gemessen werden 

können. Als Referenzwert diente die Messung einer 

definierten Konzentration aus Rinderserumalbumin 

(BSA). Anhand der gemessenen 

Proteinkonzentration kann der Proteingehalt der 

einzelnen Proben in der Elektrophorese 

vereinheitlicht werden. 
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Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 

trennt in einem elektrischen Feld Proteine der Größe 

nach auf. Es wurden 12% und 10% Acrylamidgele 

verwendet, bestehend aus Sammelgel und Trenngel.  

Nachdem die Proben mit dem Ladepuffer gemischt 

wurden, wurden 20 µg bis 50 µg Gesamtprotein jeder 

Probe aufgetragen. Das SDS (Natriumdodecylsulfat) 

in den Acrylamidgelen wird von den Proteinen 

gebunden, diese werden negativ geladen und im 

angelegten elektrischen Feld nach ihrer Molmasse 

aufgetrennt. Der Transfer auf die 

Nitrozellulosemembran erfolgte bei 4°C über Nacht 

bei 65 mA. Im Anschluss wurde die Membran 4 

Stunden mit Roti®-Block gewaschen, um 

unspezifische Wechselwirkungen zu unterdrücken.  

Mit der reversiblen Ponceau S Färbung lässt sich 

überprüfen, ob Auftrennung und Transfer der 

Proteine erfolgreich waren. Gleichzeitig kann die 

Ladungsmenge in jedem Slot kontrolliert werden. Die 

Membran wurde 5 Minuten auf dem Schüttler gefärbt 

und anschließend mit Aqua dest. gewaschen, bis 

klare Bandenmuster erkennbar waren. So wurde die 
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Membran zur Dokumentation in Klarsichtfolie 

eingescannt. Danach wurde sie mit Aqua dest. 

gewaschen und entfärbt.  

Um das zu untersuchende Protein zu markieren, 

wurde die Membran über Nacht bei 4°C auf dem 

Schüttler mit dem Primärantikörper in 

entsprechender Verdünnung in 10% Roti®-Block-

Aqua-dest.-Lösung inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen mit TBS wurde die Membran für eine 

Stunde bei Raumtemperatur mit dem 

entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert, der 

an das Fc-Fragment des Primärantikörpers bindet. 

Die Peroxidase des Sekundärantikörpers katalysiert 

die Oxidation von Luminol und ermöglicht die 

anschließende Detektion der Lumineszenz. Um die 

Lumineszenz der Peroxidase zu verbessern, fand die 

Entwicklung nach einminütiger Inkubation der 

Membran mit ECL statt. 
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2.2.4. Adhäsionsassay  

Im Adhäsionsassay wird die Adhäsion von 

Lymphozyten an Endothelzellen quantifiziert. Dazu 

wurden in einer mit Fischgelatine beschichteten 96er 

Wellplatte 5x10⁴ Endothelzellen pro Napf ausgesät 

und für 48 Stunden kultiviert. Anschließend (48 

Stunden vor der Messung) wurden sie mit den 

entsprechenden Zusätzen versehen. Tags darauf 

(24 Stunden vor der Messung) wurden 5x10⁵ 

Lymphozyten pro Well in einer kleinen Flasche 

ausgesät und mit Phorbol-12-myristate-13-acetat 

(PMA) aktiviert. Am Tag der Messung wurden die 

Zellen mit serumfreiem RPMI-Medium gewaschen 

und für 30 Minuten mit 50 µg Calcein inkubiert, das 

in 10 µg DMSO gelöst wurde.  

Dieser nicht-fluoreszierende Farbstoff wird nach 

Penetration der Zellmembran durch unspezifische 

Esterasen gespalten. Dabei entsteht das fluorogene, 

nicht-permeable Calcein. Das Gemisch wurde dann 

für 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen, wie oben 

beschrieben, mit 1% FCS in RPMI-Medium 
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gewaschen, um sie danach in RPMI-Medium ohne 

FCS zu suspendieren. Danach wurde das Medium 

der Endothelzellen abgesaugt, pro Napf 100 µL der 

Lymphozytensuspension gegeben und die Platte 

erneut für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Darauf 

folgend wurde viermal im Fluoroscan die Intensität 

der Abstrahlung erfasst, die direkt proportional zur 

Anzahl der zuvor gefärbten Lymphozyten ist. 

Zwischen den Messungen wurde die Wellplatte 

vorsichtig ausgeklopft und pro Napf 100 µL PRMI-

Medium gegeben, um die nicht adhärenten Zellen zu 

lösen. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Fumarsäureester reduzieren nicht 

die T-Zell Adhäsion an humanen 

zerebralen Endothelzellen  

Voraussetzung für die Migration aktivierter 

Entzündungszellen über die BHS ist die Adhäsion an 

das zerebrale Endothel. Diese wurde mit 

Adhäsionsassays unter inflammatorischen und nicht 

inflammatorischen Bedingungen untersucht. 

Dazu wurden konfluent gewachsene HCEC für 24 

Stunden mit DMF, MMF oder DMSO behandelt. DMF 

und MMF wurden jeweils mit einer Konzentration von 

10 µM oder 50 µM in DMSO gelöst. Um zu 

evaluieren, inwieweit die gezeigten Effekte 

Auswirkungen der DMF-Behandlung sind oder durch 

das Lösungsmittel verursacht werden, wurden die 

Kontrollen mit einer korrespondierenden 

DMSO-Konzentration behandelt. Anschließend 

wurden die HCEC für weitere 24 Stunden mit 10 

ng/mL TNF- und 100 IU/mL IFN- stimuliert oder 

blieben unbehandelt. Danach wurde die Adhäsion 
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der Calcein-markierten Jurkat T-Zellen, die zuvor mit 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) aktiviert 

wurden, an den HCEC quantifiziert. Phorbolester 

führen über Aktivierung verschiedener 

Transkriptionsfaktoren zu vermehrter Adhäsion von 

T-Zellen (Shimizu Y et al. 1990). Die Intensität der 

Abstrahlung des aus Calcein entstandenen 

Farbstoffes wurde in vier Durchgängen, zunächst 

ohne Intervention und folgend jeweils nach 

vorsichtigem Ausklopfen der Platte gemessen. Sie 

korrelierte proportional mit der Menge anhaftender T-

Zellen. Aus den acht erhaltenen Werten pro 

Stimulationsreihe wurden die Extremwerte eliminiert 

und anschließend der Durchschnittswert ermittelt. 

Dieser Durchschnittswert wurde jeweils ins 

Verhältnis zum Durchschnittswert der Kontrolle 

gesetzt und in der Einheit der relativen 

Fluoreszenzstärke angegeben.  
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In Abbildung 3 wird die vermehrte Adhäsion 

aktivierter T-Zellen im Sinne einer Steigerung der 

relativen Fluoreszenzstärke unter inflammatorischen 

Bedingungen deutlich. Weder die Präinkubation mit 

DMSO noch mit FSE bewirkten eine Änderung der 

Menge an adhärierten T-Zellen. Durch Präinkubation 

mit FSE konnte keine Reduktion der Adhäsion 

beobachtet werden.  
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Abbildung 3: FSE reduzierten nicht die quantitative Adhäsion von 

T-Zellen an HCEC unter inflammatorischer Stimulation mit TNF- 

und IFN-. 8 inflammatorisch stimulierte und 3 Adhäsionsassays ohne 

inflammatorische Stimulation mit HCEC nach angegebenen 
Konditionen in unabhängigen Experimenten. Dabei erfolgte die 
Inkubation mit FSE oder DSMO für insgesamt 48 Stunden und mit den 
in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die inflammatorische 

Stimulation wurde mit 10 ng/mL TNF- und 100 IU/mL IFN- für 24 
Stunden vorgenommen. Ein Punkt entspricht dem Verhältnis des 
Durchschnittswerts der gemessenen Fluoreszenz in der jeweiligen 
Stimulation zum Durchschnittswert der Fluoreszenz der gänzlich 
unstimulierten Zellen. Die Fluoreszenz wurde nach dreimaligem 
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Ausklopfen der Wellplatten erhoben. Balken repräsentieren die 
Mittelwerte und sind zusammen mit der Standardabweichung 
angegeben. Die Mittelwerte sind jeweils rot bei inflammatorischer 
Stimulation. 

 

Gleichzeitig wurden Versuche zu dem oben 

beschriebenen Aufbau, statt der inflammatorischen 

Stimulation mit TNF- und IFN-, mit 10 ng/mL IL-1 

durchgeführt. Die übrigen Stimulationen blieben 

analog. Ein Punkt in Abbildung 4 entspricht dem 

Verhältnis des Durchschnittswerts der gemessenen 

Fluoreszenz in der jeweiligen Stimulation zum 

Durchschnittswert der Fluoreszenz der gänzlich 

unstimulierten Zellen. Er wird erneut in der Einheit 

der relativen Fluoreszenzstärke angegeben. Die 

Fluoreszenz wurde nach dreimaligem Ausklopfen 

der Platten erhoben.  
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Abbildung 4: FSE reduzierten nicht die quantitative Adhäsion von 

T-Zellen an HCEC unter inflammatorischer Stimulation mit IL-1. 

3 Adhäsionsassays mit HCEC nach angegebenen Stimulationen in 
unabhängigen Experimenten. Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE 
oder DSMO für insgesamt 48 Stunden und mit den in der Abbildung 
angegebenen Konzentrationen. Die inflammatorische Stimulation 

wurde mit 10 ng/mL IL-1 für 24 Stunden vorgenommen. Ein Punkt 
entspricht dem Verhältnis des Durchschnittswerts der gemessenen 
Fluoreszenz in der jeweiligen Stimulation zum Durchschnittswert der 
Fluoreszenz der gänzlich unstimulierten Zellen. Die Fluoreszenz 
wurde nach dreimaligem Ausklopfen der Wellplatten erhoben. Balken 
repräsentieren die Mittelwerte und sind zusammen mit der 
Standardabweichung angegeben. Die Mittelwerte sind jeweils rot bei 
inflammatorischer Stimulation. 
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Die Anzahl der adhärierten T-Zellen war in den IL-1-

stimulierten Proben erhöht. Die alleinige Behandlung 

mit FSE oder mit DMSO veränderte die Adhäsion der 

T-Zellen nicht. Auch die unter inflammatorischen 

Bedingungen gesteigerte Adhäsion wurde nicht 

durch FSE oder DMSO moduliert. 

Neben der absoluten Anzahl an adhärierten T-Zellen 

kann auch die Stärke der Bindung beurteilt werden. 

Der Graph in Abbildung 5 stellt die prozentuale 

Zelladhäsion nach dreimaligem Ausklopfen im 

Verhältnis zur basalen Zelladhäsion dar. Ein Punkt 

im Graph entspricht dem Mittelwert der 

Fluoreszenzen nach dreimaligem Ausklopfen im 

Verhältnis zum Mittelwert der detektierten 

Fluoreszenzen in der ersten Messung. Dabei wird 

deutlich, dass die inflammatorisch stimulierten Zellen 

eine festere Bindung eingingen, charakterisiert durch 

eine höhere Zelladhäsion in Prozent, als die Zellen, 

die unter nicht-inflammatorischen Verhältnissen 

adhärierten. Eine Hemmung dieser Steigerung durch 
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FSE war nicht erkennbar. Zwar unterschied sich die 

basale Zelladhäsion zwischen den verschiedenen 

Experimenten, blieb aber innerhalb eines jeden 

konstant.  

 

Abbildung 5: FSE nahmen keinen Einfluss auf die Stärke der 
Adhäsion von T-Zellen an HCEC unter inflammatorischer 

Stimulation mit IL-1. 3 Adhäsionsassays mit HCEC nach 

angegebenen Stimulationen in unabhängigen Experimenten. Die 
Inkubation mit FSE oder DSMO erfolgte für insgesamt 48 Stunden und 
mit den in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die 

inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL IL-1 für 24 Stunden 
vorgenommen. Ein Punkt entspricht der Zelladhäsion der T-Zellen in 
%. Diese ergibt sich aus den Mittelwerten der detektierten Fluoreszenz 
der Calcein-markierten T-Zellen nach dreimaligem Ausklopfen im 
Verhältnis zu den Mittelwerten der Fluoreszenzen in der ersten 
Messung. Die roten Punkte sind jeweils die Werte der IL-1β-
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stimulierten Zellen. Für die Darstellung der verschiedenen 
Experimentreihen wurden jeweils unterschiedliche Symbole 
verwendet. 

 

Zusammenfassend wurde durch FSE unabhängig 

von den verwendeten inflammatorischen Stimuli 

weder eine quantitative Hemmung der Adhäsion 

beobachtet noch die Stärke der Bindung beeinflusst.  
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3.2 Fumarsäureester reduzieren weder 

die basale noch die inflammatorisch 

induzierte Expression von ICAM-1 

auf humanen zerebralen 

Endothelzellen 
 

In einem weiteren Schritt wurde die Wirkung von FSE 

auf die Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle 

unter basalen und inflammatorischen Bedingungen 

mittels Durchflusszytometrie untersucht. 

ICAM-1 wird verstärkt unter Inflammation exprimiert 

(Voraberger et al. 1991) und nimmt eine besondere 

Stellung in der Migration von Immunzellen über die 

BHS ein, da es als Rezeptor für LFA-1 auf aktivierten 

Leukozyten dient (Carman 2009). Konfluente HCEC 

wurden mit 10 und 50 µM MMF, DMF (jeweils gelöst 

in DMSO) und DMSO für 24 Stunden behandelt. 

Anschließend wurden die Zellen entweder für weitere 

24 Stunden mit 10 ng/mL IL-1 stimuliert oder 

blieben ohne Stimulation. Auf den verwendeten 

HCEC wurde ICAM-1 basal exprimiert. Die 

Stimulation mit IL-1 bewirkte eine deutliche 

Steigerung der ICAM-1 Expression um 
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durchschnittlich 285% (SD ± 55%, n=6). Abbildung 6 

zeigt ein repräsentatives Experiment. Die 

Hochregulation von ICAM-1 wird durch die 

Verschiebung des Histogramms nach rechts auf der 

x-Achse deutlich, auf der die Intensität der 

Fluoreszenz logarithmisch aufgetragen ist. 
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Abbildung 6: ICAM-1 Expression wurde durch inflammatorische 
Stimulation gesteigert. Durchflusszytometrie von HCEC mit einem 

fluoreszenzmarkierten Antikörper gegen ICAM-1 (rote Kurve). Die 
Inkubation erfolgte mit den angegebenen Konzentrationen für 24 

Stunden. Anschließend wurde ein Teil der Zellen mit 10 ng/mL IL-1 
für weitere 24 Stunden stimuliert. Die Detektion des Isotypen-
Antikörpers ist durch die schwarze Kurve dargestellt. Repräsentativ für 
6 jeweils unabhängige Experimente.  
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Die Ergebnisse der verschiedenen Experimente sind 

im Diagramm in Abbildung 7 zusammengefasst. 

Dazu wurden die geometrischen Mittelwerte (geom. 

MW) der Fluoreszenzstärke der einzelnen Proben 

ins Verhältnis zum geometrischen Mittelwert der 

Fluoreszenzstärke des jeweils verwendeten Iso-

Antikörpers gesetzt. Dieses Verhältnis wurde 

wiederum mit dem der unstimulierten Zellen zum Iso-

Antikörper in Beziehung gesetzt und auf der y-Achse 

als relative Fluoreszenzstärke aufgetragen. Eine 

Präinkubation mit FSE oder DMSO nahm keinen 

Einfluss auf die gesteigerte ICAM-1 Expression. 

Auch ohne inflammatorische Stimulation übten die 

FSE keinen Einfluss auf die basale Expression von 

ICAM-1 aus. Aus Übersichtsgründen ist die relative 

Fluoreszenzstärke beispielhaft in der folgenden 

Formel dargestellt: 

rel. Fluoreszenzstärke=

geom. MW (Bsp. Probe)
geom. MW d. Iso-AK (Bsp. Probe)⁄

geom. MW (unstimulierte Probe)
geom. MW d. Iso-AK (unstimulierte Probe)⁄
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Abbildung 7: Inflammatorische Stimulation verstärkte die ICAM-1 
Expression. Durch FSE wurde sie weder basal noch unter 
Inflammation reduziert. 6 durchflusszytometrische Untersuchungen 

der ICAM-1 Expression auf HCEC in unabhängigen Experimenten. 
Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE oder DSMO für 24 Stunden und 
mit den in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die 

inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL IL-1 für eine Stunde 
vorgenommen. Die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenzstärke 
der einzelnen Proben wurden ins Verhältnis zur Fluoreszenzstärke des 
jeweils verwendeten Iso-Antikörpers gesetzt. Dieses Verhältnis 
wiederum wurde mit dem der unstimulierten Zellen zum Iso-Antikörper 
in Beziehung gesetzt und auf der y-Achse als relative 
Fluoreszenzstärke aufgetragen. Die Balken stehen für die ermittelten 
Mittelwerte (jeweils rot bei inflammatorischer Stimulation) und werden 
zusammen mit der Standardabweichung angegeben. 
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Auf den verwendeten HCEC ließ sich auch ALCAM 

nachweisen. Allerdings nahmen weder die 

inflammatorische Stimulation noch die Inkubation mit 

FSE Einfluss auf die Expression (siehe Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Die ALCAM Expression änderte sich bei 
inflammatorischer Stimulation oder FSE-Behandlung nicht. 5 

durchflusszytometrische Untersuchungen der ALCAM Expression in 
unabhängigen Experimenten. Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE oder 
DSMO für 24 Stunden und mit den in der Abbildung angegebenen 
Konzentrationen. Die inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL 
IL-1β für eine Stunde vorgenommen. Die geometrischen Mittelwerte der 
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Fluoreszenzstärke der einzelnen Proben wurden ins Verhältnis zum 
geometrischen Mittelwert der Fluoreszenzstärke des jeweils 
verwendeten Iso-Antikörpers gesetzt. Dieses Verhältnis wiederum 
wurde mit dem der unstimulierten Zellen zum Iso-Antikörper in 
Beziehung gesetzt und auf der y-Achse als relative Fluoreszenzstärke 
aufgetragen. Die Balken stehen für die ermittelten Mittelwerte (jeweils 
rot bei inflammatorischer Stimulation) und werden zusammen mit der 
Standardabweichung angegeben. 

 

Weitere an der Migration von Immunzellen beteiligte 

Adhäsionsmoleküle wie ICAM-2, VCAM-1, JAM-A 

und PECAM-1 waren auf den verwendeten HCEC 

durchflusszytometrisch weniger robust nachweisbar 

und wurden daher für die Experimente mit FSE nicht 

näher untersucht.  

Als Fazit lässt sich festhalten, dass FSE keinen 

Einfluss auf die Expression der untersuchten 

Adhäsionsmoleküle auf den verwendeten HCEC 

hatten, was die fehlende Modulierbarkeit der 

Adhäsion von aktivierten T-Zellen an zerebrales 

Endothel durch FSE in vitro erklären könnte. 
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3.3 Auswirkungen von 

Fumarsäureestern auf die NFB-

Translokation in Endothelzellen 

NFB nimmt eine Schlüsselstellung für schnelle 

Reaktionen der Zelle auf inflammatorische Stimuli 

ein. Der Transkriptionsfaktor ruht inaktiv im 

Zytoplasma und transloziert bei Aktivierung, z.B. 

durch Zytokine wie TNF- und IL1, in den Zellkern, 

wodurch die Transkription bestimmter Zielgene 

gesteigert werden kann. Hierzu zählen in 

Endothelzellen u.a. die Adhäsionsmoleküle ICAM-1, 

VCAM-1 und E-Selektin, die anschließend die 

Migration von Immunzellen in entzündetes Gewebe 

erleichtern (Voraberger et al. 1991; Siebenlist et al. 

1994).  

Die Translokation von NFB ist in HUVEC durch FSE 

modulierbar (Loewe et al. 2002). Die bisherigen 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass die 

ICAM-1 Expression nicht durch FSE moduliert wird. 

Im nächsten Schritt wurden daher die Effekte der 

FSE auf die Kerntranslokation von NFB in humanen 

zerebralen Endothelzellen bei Inflammation 
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untersucht. Dazu wurde zunächst die Kinetik der 

Kerntranslokation von NFB in Westernblots 

analysiert. 
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3.3.1 Kinetik der NFB/p65-Translokation bei 

inflammatorischer Stimulation 

Konfluent gewachsene HCEC wurden jeweils eine 

Stunde, 12 Stunden oder 24 Stunden vor Lyse mit 10 

ng/mL IL-1 oder für 24 Stunden mit 10 ng/mL TNF-

 stimuliert. Zur Quantifizierung der NFB-

Translokation wurde ein Antikörper gegen RelA 

(p65), ein Protein, welches an der Bildung der 

Heterodimeren von NFB beteiligt ist, benutzt. Um 

sicherzustellen, dass die Proteinmengen in den 

Proben gleichmäßig verteilt sind, wurde bei 

sämtlichen Westernblots eine Ponceau-S-Färbung 

als Ladekontrolle durchgeführt. Wie in Abbildung 9 

ersichtlich, fand sich bei den verwendeten HCEC das 

stärkste Signal für NFB/p65 in den nukleären 

Lysaten (nuk.) bei Behandlung der Endothelzellen 

mit IL-1 für eine Stunde. Diese Beobachtung spricht 

für eine rasche Wirkung von IL-1 auf die 

Kerntranslokation von NFB in den verwendeten 

HCEC und ist kongruent mit Ergebnissen anderer 

Forschungsgruppen (Karin und Ben-Neriah 2000). 

Im Folgenden wurde deswegen diese Konstellation 
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für die Simulation inflammatorischer Verhältnisse der 

Endothelzellen gewählt. Außerdem ist dem Versuch 

zu entnehmen, dass die stärkste Aktivierung von 

NFB im Zytosol (zyt.) im Sinne einer 

Expressionssteigerung bei 12-stündiger IL-1- und 

24-stündiger TNF--Behandlung vorliegt.  

 

Abbildung 9: Frühe Kerntranslokation von NFB/p65 unter 

inflammatorischer Stimulation mit IL-1. Westernblot-Analyse von 

nukleären (nuk.) und zytosolischen (zyt.) Lysaten HCEC zur 

Aktivierungskinetik von NFB/p65 mit angegebenen Stimulationen. IL-

1 wurde in einer Konzentration von 10 ng/mL verwendet, ebenso wie 

TNF-. 
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3.3.2 In DMSO gelöstes Dimethylfumarat hemmt 

die IL-1 induzierte NFB/p65-Translokation in 

Nabelschnurvenenendothel 

Durch andere Forschungsgruppen sind hemmende 

Wirkungen von DMF auf die NFB/p65-

Translokation in HUVEC beschrieben worden 

(Loewe et al. 2002). Um die Wirksamkeit des 

verwendeten DMFs zu prüfen, wurden HUVEC mit 

10 oder 50 µM DMF und die Kontrollen mit 

korrespondierenden DMSO-Konzentrationen für 24 

Stunden präinkubiert. Jeweils die Hälfte der Zellen 

wurde zusätzlich für eine Stunde mit 10 ng/mL IL-1 

behandelt, die andere Hälfte blieb ohne 

inflammatorische Stimulation. Wie zuvor an HCEC 

gesehen, fand unter inflammatorischer Stimulation 

eine Translokation von NFB/p65 in den Kern statt 

(siehe Abbildung 10). Durch Behandlung der Zellen 

mit DMF in einer Konzentration von 50 µM konnte 

diese Translokation eindeutig gehemmt werden. Die 

Hemmung war wesentlich ausgeprägter als die 

leichte, durch DMSO verursachte Reduktion der 

Kerntranslokation von NFB/p65. Die Behandlung 
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der Zellen mit 10 µM DMF zeigte keinen eindeutigen 

Effekt. 

 

Abbildung 10: DMF inhibierte bei einer Konzentration von 50 µM 

die nukleäre Translokation von NFB/p65 in HUVEC. 

Westernblotanalyse von nukleären (nuk.) und zytosolischen (zyt.) 
Lysaten nach Präinkubation mit DMF oder DMSO für 24 Stunden und 

anschließender inflammatorischer Stimulation mit 10 ng/mL IL-1 für 
eine Stunde. 

 

In der Zusammenschau hemmt DMF in einer 

Konzentration von 50 µM die inflammatorisch 

vermittelte Kerntranslokation von NFB/p65 in 

HUVEC. 
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3.3.3 Fumarsäureester hemmen nicht die IL-1 

induzierte NFB/p65-Translokation in primären 

humanen zerebralen Endothelzellen  

 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob sich die 

NFB/p65-Translokations-Hemmung in HUVEC in 

primären humanen zerebralen Endothelzellen 

reproduzieren lässt. Zusätzlich zu den in 3.3.2 

beschriebenen Konditionen wurde die NFB-

Translokation bei MMF-Inkubation mit 10 µM und 50 

µM untersucht.  

Wie aus Abbildung 11 ersichtlich, fand sich bei den 

Zellen ohne FSE-Behandlung nach IL-1-Gabe eine 

robuste Aktivierung von NFB mit Translokation von 

NFB/p65 in den Zellkern. Entsprechend findet sich 

eine stärkere Bande in den nukleären Lysaten mit 

korrespondierender Abnahme von NFB/p65 in 

zytosolischen Lysaten. Auch die Behandlung mit 

DMSO ohne FSE führte zu einer leichten Aktivierung 

von NFB. Interessanterweise war dies bei der 

höheren Konzentration mit 50 µM DMSO weniger 

stark ausgeprägt als bei 10 µM. Die Stimulation mit 
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den FSE hatte in unterschiedlichen Versuchsreihen 

eine unterschiedlich starke Aktivierung von NFB zur 

Folge. War diese nur leicht, konnte sie durch IL-1 

noch gesteigert werden. Bei starker NFB-

Aktivierung durch die FSE führten zusätzliche 

inflammatorische Bedingungen nicht zu einer 

Verstärkung. 
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Abbildung 11: In DMSO gelöste FSE hemmten unter 

inflammatorischer Stimulation die NFB/p65-Translokation in 
HCEC nicht. Zwei Westernblot-Analysen unabhängiger Experimente 

von nukleären (nuk.) und zytosolischen (zyt.) Lysaten HCEC zur 

Quantifizierung des durch FSE ausgelösten Effekts an NFB/p65. Die 
Versuchsreihen erfolgten mit den jeweils angegebenen Stimulationen. 
Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE oder DSMO für 24 Stunden und 
mit den in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die 

inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL IL-1 für eine Stunde 
vorgenommen. 

 

Um mögliche durch DMSO verursachte 

Verfälschungen der Ergebnisse sichtbar zu machen, 

wurde die Versuchsreihe zu oben beschriebenen 

Konstellationen mit Ethanol als Lösungsmittel 

durchgeführt. Wie aus Abbildung 12 deutlich wird, 

zeigte sich bei den Zellen ohne FSE- oder Ethanol-



Ergebnisse 

99 
 

Behandlung weiterhin eine konstante und deutliche 

Verlagerung von NFB/p65 in den Zellkern unter 

inflammatorischen Verhältnissen. Basal führte auch 

Ethanol dosisabhängig zu einer NFB Aktivierung. 

Sowohl die Behandlung mit MMF als auch mit DMF 

in den unterschiedlichen Konzentrationen konnte 

dieFB/p65-Translokation unter Inflammation nicht 

hemmen.  

 

  



Ergebnisse 

100 
 

 

Abbildung 12: In Ethanol gelöste FSE hemmten unter 

inflammatorischer Stimulation die NFB/p65-Translokation in 
HCEC nicht. Zwei Westernblot-Analysen unabhängiger Experimente 

von nukleären (nuk.) und zytosolischen (zyt.) Lysaten HCEC zur 

Quantifizierung des durch FSE ausgelösten Effekts an NFB/p65. Die 
Versuchsreihen erfolgten mit den jeweils angegebenen Stimulationen. 
Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE oder Ethanol für 24 Stunden und 
mit den in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die 

inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL IL-1 für eine Stunde 
vorgenommen. 

 

So wiesen die nukleären Banden unter IL-1-

Stimulation stets eine höhere Dichte auf. Alleinig bei 

der Behandlung mit 50 µM MMF war die Aktivierung 

basal bereits ohne IL-1 so stark, dass sie sich nicht 

weiter steigern ließ. 
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Es konnte durchgehend beobachtet werden, dass in 

HCEC die IL-1-vermittelte NFB-Aktivierung nicht 

durch FSE-Behandlung gehemmt werden konnte.  

3.4 Auswirkungen der Fumarsäureester 

auf MAP-Kinasen in primären 

humanen zerebralen Endothelzellen 

Um den Effekt der FSE unter Stimulation mit IL-1 

auf weitere intrazelluläre Signalwege zu 

untersuchen, wurde die Aktivierung von MAP-

Kinasen in Zell-Lysaten von HCEC der in 3.3.2 und 

3.3.3 beschriebenen Versuchsreihe evaluiert. Der 

p38-Signalweg ist bei Patienten mit RRMS 

verändert. In T-Lymphozyten MS-Erkrankter ist die 

Phosphorylierung von p38 (p-p38) unter 

proinflammatorischer Stimulation mit PMA und 

Inomycin gesteigert. Vermittelt durch p-p38 wird die 

Produktion von IL-1, -6, -12 und -23 verstärkt und 

Entzündungsprozesse aufrechterhalten (Di Mitri et 

al. 2015).  

In den HCEC fand sich für p38 durchgängig eine 

Aktivierung durch IL-1, entsprechend einem 
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verstärkten Signal für p-p38. Diese Aktivierung von 

p38 durch Interleukine und andere 

proinflammatorische Stimuli ist bereits bekannt 

(Kyriakis und Avruch 2012). Sowohl in DMSO als 

auch in Ethanol gelöst führte die Inkubation mit FSE 

nicht zu einer Hemmung der inflammatorisch 

vermittelten Phosphorylierung. Eine basale p38-

Aktivierung, gleich der IL-1- induzierten 

Phosphorylierung, konnte bei alleiniger Inkubation 
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mit FSE nicht beobachtet werden (siehe Abbildung 

13). 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: FSE inhibierten unabhängig vom Lösungsmittel 

nicht die IL-1-vermittelte p38 Aktivierung in HCEC. Westernblot-

Analyse des Aktivierungszustandes von p38 in Zell-Lysaten von 
HCEC. Dabei erfolgte die Inkubation mit FSE oder DSMO bzw. Ethanol 
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für 24 Stunden und mit den in der Abbildung angegebenen 
Konzentrationen. Die inflammatorische Stimulation wurde mit 10 

ng/mL IL-1 für eine Stunde vorgenommen. Die abgebildeten 
Westernblots sind repräsentativ für jeweils zwei unabhängige 
Experimente.  

Kürzlich wurde die Hemmung der Phosphorylierung 

von ERK-1 und -2 in dendritischen Zellen durch DMF 

beschrieben. Diese Inhibition reduzierte die 

inflammatorische Antwort der dendritischen Zellen 

(Peng et al. 2012). Um einen möglichen Effekt der 

DMF-Inkubation bei HCEC darzustellen, wurde in 

den Zell-Lysaten die Phosphorylierung von ERK-1 

untersucht. Die aktivierte und phosphorylierte Form 

von ERK (p-ERK) war bei IL-1-Stimulation 

tendenziell nicht so stark vorhanden wie in den 

Proben ohne Stimulation. Sowohl Lösungskontrolle 

als auch FSE in verschiedenen Konzentrationen 

führten tendenziell dosisabhängig zu einer 

Aktivierung von ERK, die durch IL-1-Stimulation 

wieder verringert wurde (siehe Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Unter IL-1-Stimulation lag in HCEC weniger 
phosphorylierte ERK im Zytoplasma vor. Tendenziell aktivierten 
FSE dosisabhängig diese Phosphorylierung. Westernblot-Analyse 

des Aktivierungszustandes von ERK-1 in Zell-Lysaten HCEC zu 
angegebenen Stimulationen. Die Abbildung ist repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. Davon wurde bei zwei Versuchsreihen 
DMSO und bei einer Ethanol als Lösungsmittel verwendet. Die 
Inkubation mit FSE oder DSMO, bzw. Ethanol erfolgte für 24 Stunden 
mit den in der Abbildung angegebenen Konzentrationen. Die 

inflammatorische Stimulation wurde mit 10 ng/mL IL-1 für eine Stunde 
vorgenommen.  

 

Die Expression von JNK blieb durch die 

inflammatorische Stimulation unbeeinflusst. 

Zusammenfassend wird auch der MAP-Kinaseweg 

in HCEC nicht durch FSE beeinflusst. 
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4. Diskussion 

 

Die Multiple Sklerose ist eine vorwiegend T-Zell 

vermittelte inflammatorische Erkrankung des 

zentralen Nervensystems. Es findet sich eine 

erhöhte Expression der proinflammatorischen 

Zytokine TNF-, IFN- und IL-1, die durch 

Herabsetzen der Barrierefunktion und 

Heraufregulation von Zelladhäsionsmolekülen die 

Kapazität zerebralen Endothels zur Migration von 

Entzündungszellen in das Hirnparenchym erhöhen 

(Alvarez et al. 2011). Das Ziel dieser Arbeit war es, 

mögliche direkte antiinflammatorische Effekte des für 

die orale Therapie der schubförmigen Multiplen 

Sklerose zugelassenen Wirkstoffes Dimethylfumarat 

auf humanes zerebrales Endothel zu untersuchen.  

Ein essentieller Schritt der pathophysiologisch 

bedeutsamen Leukozytenmigration in das ZNS ist 

die Adhäsion des Leukozyten auf aktiviertem 

Endothel. Dies wurde in Adhäsionsassays 

untersucht, die eine Aussage über die Adhäsion 
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ermöglichen, ohne dabei den Fokus auf einzelne 

Adhäsionsmoleküle zu legen. Erwartungsgemäß 

konnte an humanen zerebralen Endothelzellen von 

Einzelspendern in niedrigen Zellpassagen eine 

adäquate Steigerung der Leukozytenadhäsion unter 

inflammatorischer Stimulation sowohl mit IL-1 als 

auch mit TNF- und IFN- gesehen werden. 

Entgegen der beschriebenen anti-inflammatorischen 

Wirkung von DMF in HUVEC, ließ sich allerdings 

trotz analoger Stimulationsbedingungen weder die 

Stärke der Adhäsion noch die Anzahl adhärierter T-

Zellen an den HCEC durch die Behandlung mit 

Fumarsäureestern beeinflussen (Vandermeeren et 

al. 1997; Wallbrecht et al. 2011a). Wir entschieden 

uns daher für eine genauere vergleichende 

Untersuchung der FSE-Effekte auf molekularer 

Ebene in HUVEC und HCEC. 

Die Expression von endothelialen 

Adhäsionsmolekülen wird maßgeblich von NFB 

reguliert (Wallbrecht et al. 2011a). NFB ist kein 

einzelnes Protein, sondern ein Dimer aus Proteinen, 

denen die sogenannte Rel-Domäne gemeinsam ist. 
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Unter ruhenden Bedingungen befindet sich NFB 

überwiegend gebunden an Inhibitionsproteine 

(IBs), die den Eintritt in den Zellkern verhindern, im 

Zytoplasma. Die Aktivierung der Zelle durch 

inflammatorische Stimuli führt zur Dissoziation von 

den Inhibitionsproteinen und ermöglicht die 

Translokation von NFB in den Zellkern. Nach 

Bindung an einen spezifischen DNA-Abschnitt wirkt 

NFB anschließend als proinflammatorischer 

Transkriptionsfaktor (Karin und Ben-Neriah 2000). 

Dies umfasst neben der Induktion von 

Adhäsionsmolekülen wie ICAM-1 beispielsweise 

auch die gesteigerte Expression von Myosin-Leicht-

Ketten-Kinasen (MLCK), die über Aktivierung des 

Aktin-Zytoskeletts zur Internalisierung von TJ führen 

und damit direkt auf die endotheliale Permeabilität 

Einfluss nehmen können (Alvarez et al. 2011). Dabei 

nutzen einige der inflammatorischen Botenstoffe, die 

zur Kerntranslokation von NFB führen, wie TNF-, 

TNF- und IL-1, die NFB-vermittelten 

Signalkaskaden als positiven Rückkopplung, um ihre 

eigene Expression zu steigern (Siebenlist et al. 
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1994). Eine Hemmung der NFB-Translokation, die 

also auf verschiedenen Ebenen antiinflammatorisch 

wirksam wäre, ist durch DMF für verschiedene 

Zelltypen, wie z.B. die humanen Brustkrebszelllinie 

MCF-7 (Kastrati et al. 2015), Fibroblasten 

(Vandermeeren et al. 2001), T-Zellen (Gerdes et al. 

2007) und auch HUVEC beschrieben (Loewe et al. 

2002). Entsprechend wäre eine Modulation 

NKB-vermittelter Signale durch FSE in HCEC 

denkbar gewesen. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit zeigen jedoch, dass trotz eines vergleichbaren 

Versuchsaufbaus und unabhängig vom 

Lösungsmittel weder MMF noch DMF in HCEC die 

inflammatorisch vermittelte Kerntranslokation von 

NFB/p65 hemmen. Da sich gleichzeitig jedoch in 

vergleichenden Experimenten mit HUVEC die 

Inhibition mittels DMF nachweisen ließ, werten wir 

das Ausbleiben dieses Effekts als spezifische 

Eigenschaft der hochspezialisierten zerebralen 

Endothelzellen.  

In HUVEC wurde eine Reduktion der Zytokin-

induzierten ICAM Expression durch DMF-Inkubation 
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beschrieben (Wallbrecht et al. 2011b; Vandermeeren 

et al. 1997) und tatsächlich wirken verschiedene bei 

MS eingesetzte Immuntherapeutika zu mindestens 

teilweise über eine Beeinflussung endothelialer 

Adhäsionsmoleküle (Buttmann und Rieckmann 

2008; Correale und Villa 2007). Vor dem Hintergrund 

der fehlenden Inhibition der NKB-Translokation 

durch die FSE in HCEC ist es allerdings plausibel, 

dass in unseren durchflusszytometrischen 

Untersuchungen mit HCEC keine Änderung der 

Zytokin-vermittelten ICAM-1 Expression durch FSE 

festgestellt werden konnte.  

Als weitere intrazelluläre Signalwege wurden die 

MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 untersucht. Dabei 

kann MAPK p38 als NFB-unabhängiger Signalweg 

für proinflammatorische Zytokine  (Il-1, TNF-α) 

dienen und in Endothelzellen ebenfalls über 

Modulation der MLCK und über Herabregulation von 

Occludin direkt auf die vaskuläre Permeabilität 

Einfluss nehmen (Adam et al.  2016; Borbiev et al. 

2004; Tai et al. 2010). Eine Modulation der 

Aktivierung von p38 durch FSE zeigte sich in 
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unseren primären Endothelzellen analog zu den 

Ergebnissen mit NFB aber nicht.  

Die Literatur ist hinsichtlich der Wirkung von MMF 

und DMF auf zerebrales Endothel widersprüchlich: 

Bérnadais und Kollegen zeigten, dass in der 

immortalisierten humanen zerebralen 

Endothelzelllinie hCMEC/D3 die TNF-induzierte 

Reduktion von Occludin, Claudin-5 und ZO-1 partiell 

durch MMF (aber nicht durch DMF) antagonisiert 

wird. Diese Beobachtung ließ sich jedoch nicht durch 

in vivo Experimente mit C57BL/6 Mäusen und 

Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) 35-55 

induzierter EAE bestätigen (Bénardais et al. 2013). 

Zu bedenken ist der mit 72 Tagen nach MOG35-55-

Injektion späte Zeitpunkt der Claudin-5-Analyse. In 

Versuchen der gleichen Arbeitsgruppe konnte 27 

Tage nach MOG35-55-Injektion eine reduzierte 

Immunzell-Migration in das Rückenmark von FSE-

behandelten Mäusen verzeichnet werden (Schilling 

et al. 2006). In der späteren chronischen Phase, 41 

oder 74 Tage nach MOG35-55-Injektion, ließ sich in 

anderen Experimenten der gleichen Arbeitsgruppe 
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dieses Phänomen nicht beobachten (Linker et al. 

2011). Deswegen liegt mit 72 Tagen der gewählte 

Zeitpunkt der Claudin-5-Quantifizierung zur Analyse 

des Schutzes der BHS durch FSE bei diesem 

Versuchsansatz vermutlich zu spät. Eine andere 

Forschungsgruppe konnte bei der Untersuchung des 

Pathomechanismus des Hirnödems im Mausmodell 

durch vorherige Behandlung mit DMF eine 

verminderte Herabregulation von Occludin und 

Claudin-5 an zerebralem Endothel im Zentrum eines 

experimentell gesetzten ischämischen Infarktes 

nachweisen (Kunze et al. 2015). Darauf aufbauende 

in vitro Experimente der gleichen Forschungsgruppe 

wurden mit bEnd.3, einer murinen 

Hirnendothelzelllinie, durchgeführt. Sauerstoff- und 

Glukosemangel, entsprechend einer ischämischen 

Situation im Gehirn, verursachten eine Verlagerung 

von ZO-1 und eine Reduktion der VE-Cadherin-

Produktion, die unter DMF-Inkubation verhindert 

werden konnten. In dynamischen 

Migrationsversuchen über einen Einzelzellrasen aus 

bEnd.3 führte die DMF-Inkubation zu einer 



Diskussion 

113 
 

Reduktion der wandernden Monozyten aus der 

humanen Zelllinie THP-1. Bei dieser Untersuchung 

wurden allerdings weder ischämische noch 

inflammatorische Bedingungen geschaffen, was eine 

Verallgemeinerung des DMF Effektes gerade in 

Bezug auf eine Wirkung bei MS einschränkt. 

Gleiches gilt für die durch dieselbe Arbeitsgruppe 

beschriebene DMF-vermittelte Reduktion der ICAM-

1-, VCAM-1- und E-Selektin-mRNA-Expression. 

Ergebnisse von in vitro Versuchen mit MMF wurden 

von den Kollegen nicht veröffentlicht, obwohl 

ohnehin fraglich ist, inwieweit DMF die BHS in 

signifikanten Konzentrationen erreicht, da es nach 

oraler Aufnahme schnell zum aktiven Metaboliten 

MMF hydrolisiert wird und selber nicht im Patienten-

Serum nachweisbar ist (Venci und Gandhi 2013). 

Hinzu kommt, dass sich die Barriereeigenschaften 

von bEnd.3 deutlich von humanen zerebralen 

Endothelzellen unterscheiden (Gumbleton und 

Audus 2001; Omidi et al. 2003). 

Insgesamt unterstreichen die Ergebnisse der Arbeit 

also die starke Heterogenität von Endothelien und 
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zeigen die häufig fehlende Übertragbarkeit von 

Beobachtungen an Endothelzellen unterschiedlicher 

Gefäßbetten und Spezies auf (Aird 2012; Kallmann 

2002). Insofern halten wir die Daten aus unserem 

humanen in vitro Modell für besonders relevant. Die 

hier verwendeten Zellen zeigten adäquates 

Verhalten auf inflammatorische Stimuli im Sinne 

einer Kerntranslokation von NFB, einer Aktivierung 

der p38 MAP-Kinase, einer vermehrten Expression 

von ICAM-1 und einer verstärkten T-Zellbindung. 

Zudem wurden die Zellen hinsichtlich eines hohen 

transendothelialen Widerstandes und robuster ZO-1, 

Occludin und JAM-A Expression als in vitro Modell 

der BHS zur Untersuchung anderer 

pharmakologischer Wirkstoffen gut charakterisiert 

(Haarmann et al. 2015; Buttmann et al. 2007). 

Nach unserer Einschätzung kommt im ZNS 

wahrscheinlich anderen Wirkmechanismen von DMF 

mehr Bedeutung zu, als der direkten Wirkung auf 

zerebrales Endothel: So beschreiben Kunze und 

Kollegen bei Mäusen unter DMF-Behandlung eine 

Reduktion der apoptotischen Neurone im Gebiet des 
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experimentellen Schlaganfalls im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Eine solche neuroprotektive Wirkung 

könnte unter anderem über den Nrf-2-Signalweg, der 

Gewebe gegen oxidativen Stress schützt, vermittelt 

werden (Scannevin et al. 2012; Linker et al. 2011). 

Kürzlich veröffentlichte Studien postulieren einen 

positiven Effekt von DMF auf den hydroxycarboxylic 

acid receptor 2 (HCAR2)-vermittelten Signalweg an 

Mikroglia, der ebenso neuroprotektiv wirkt (Parodi et 

al. 2015).  

Zusammenfassend konnte im Gegensatz zu HUVEC 

in HCEC durch FSE keine Reduktion der 

NFB-Kerntranslokation, der ICAM-1 Expression 

und der T-Zelladhäsion unter inflammatorischen 

Bedingungen festgestellt werden. Eine direkte anti-

inflammatorische Wirkung von FSE auf humanes 

zerebrales Endothel trägt auf Basis dieser in vitro 

Daten entsprechend wahrscheinlich nicht zum 

Wirkmechanismus von DMF in Patienten mit MS bei.   
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5. Zusammenfassung 

Die Multiple Sklerose ist eine bisher nicht heilbare, 

chronisch-inflammatorische demyelinisierende 

Erkrankung des zentralen Nervensystems. Trotz 

intensiver Forschungsbemühungen ist der exakte 

Pathomechanismus nicht vollkommen verstanden. 

Klar ist jedoch, dass der Blut-Hirn-Schranke eine 

entscheidende Rolle bei der Pathogenese zukommt. 

Seit Februar 2014 ist mit Dimethylfumarat ein neues 

orales Medikament für die schubförmige Multiple 

Sklerose zugelassen. Die Wirkungen von 

Fumarsäureestern auf humane zerebrale 

Endothelzellen als Grundsteine der Blut-Hirn-

Schranke sind allerdings nur unzureichend 

untersucht. 

Mehrere Forschungsgruppen demonstrierten an 

humanem Nabelschnurvenenendothel einen 

hemmenden Effekt von Fumarsäureestern auf die 

Adhäsion von Leukozyten und beschrieben eine 

Inhibition der Aktivierung des proinflammatorischen 

Transkriptionsfaktors NFB in den Endothelzellen. 
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Aufgrund der charakteristischen Eigenschaften 

zerebralen Endothels ist eine Übertragung dieser 

Beobachtungen auf die Blut-Hirn-Schranke 

allerdings nicht ohne weiteres möglich. Daher galt es 

potentielle Effekte von Fumarsäureestern auf 

primäre humane zerebrale Endothelzellen als in vitro 

Modell der Blut-Hirn-Schranke zu überprüfen. Dabei 

wurden die Zellen nicht nur unter ruhenden 

Bedingungen, sondern auch unter inflammatorischer 

Stimulation mit TNF-α, IL-1 und IFN untersucht, 

einem Milieu, wie es in inflammatorischen MS 

Läsionen zu finden ist. In Leukozyten-

Adhäsionsassays konnte durch Inkubation mit 

Monomethylfumarat und Dimethylfumarat keine 

funktionale Beeinflussung der Adhäsion von T-

Lymphozyten an den verwendeten zerebralen 

Endothelzellen verzeichnet werden. Kongruent dazu 

fand sich in durchflusszytometrischen Analysen 

keine Hemmung der inflammatorisch vermittelten 

Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM-1, 

welches eine tragende Rolle bei der 

Leukozytenmigration spielt. Inflammatorische 
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intrazelluläre Signalwege, wie die NFB-

Kerntranslokation oder die Phosphorylierung von 

p38 wurden in HECE im Gegensatz zu HUVEC durch 

Fumarsäureester ebenso wenig beeinflusst.  

Diese in sich konsistenten Ergebnisse führen zu der 

Schlussfolgerung, dass im Gegensatz zu anderen 

Gefäßbetten weder Dimethylfumarat noch 

Monomethylfumarat direkt am zerebralen Endothel 

anti-inflammatorisch wirken.  
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