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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahren ergaben sich auf vielen Gebieten der Medizin neue, hochselektive
Therapieansédtze durch den Einsatz von Antikdérpern. Zur Behandlung der Multiplen
Sklerose (MS) wurde 2006 Natalizumab zugelassen, ein humanisierter, monoklonaler
Antikorper gegen Integrin a-4. Neben einer direkten Blockade der Leukozytenextra-
vasation durch Bindung an aktivierte Immunzellen bt dieser Antikdrper wahrscheinlich
eine Reihe weiterer, noch unzureichend charakterisierter Effekte aus. Zur Annéherung
an die Frage nach der moglichen Wirkweise von Natalizumab sollen zunéchst die der
MS zugrunde liegenden Pathomechanismen zusammengefasst werden. AnschlieRend
folgt eine néhere Betrachtung des Antikdrpers und seiner Zielstruktur Integrin a-4. Die
Tatsache, dass das Antigen auf unterschiedlichen Zellen vorkommt und dort wiederum
mit mehreren Strukturen interagiert, macht deutlich, dass Natalizumab potentiell Ein-

fluss auf zahlreiche Molekilinteraktionen nehmen kann.

1.1 Multiple Sklerose
1.1.1 Epidemiologie und Symptomatik

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems (ZNS), in deren Pathogenese eine Autoimmunreaktion
gegen Proteine der zentralen Myelinscheiden wahrscheinlich eine entscheidende Bedeu-
tung besitzt (Dutta, Trapp 2007). Weltweit sind derzeit etwa zwei Millionen Menschen
erkrankt, wobei Frauen etwa doppelt so haufig betroffen sind wie Manner (Dutta, Trapp
2007). In Europa und Nordamerika ist die MS die wichtigste Ursache einer nicht trau-
matisch bedingten neurologischen Behinderung bei jungen Erwachsenen (Pittock,
Lucchinetti 2007). Die genaue Atiologie der Erkrankung konnte trotz intensiver For-
schung bisher noch nicht vollstandig geklart werden. Neben einer genetischen Disposi-
tion wird auch die Beteiligung exogener Faktoren, wie z.B. bestimmte Virusinfektionen,

als Ursache der Aktivierung autoreaktiver Immunzellen diskutiert (Markowitz 2007).

Von groRer Bedeutung fiir eine wirksame Behandlung ist die Friiherkennung einer MS-

Erkrankung. Erstsymptome kdnnen beispielsweise in Form einer Optikusneuritis oder

einer Myelitis transversa auftreten; dabei spricht man dann zundchst von einem ,kli-

nisch isolierten Syndrom* (CIS: clinically isolated syndrome; Thrower 2007). Zur end-

gultigen Diagnose der MS sind insgesamt mehrere, zeitlich versetzt auftretende neuro-

logische Symptome oder kernspintomographische Veranderungen im Sinne einer zeitli-
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chen und raumlichen Dissemination Voraussetzung (Nielsen, Korteweg et al. 2007). Die
Wahrscheinlichkeit, nach einem CIS an einer MS zu erkranken, hangt vom Vorliegen
zusatzlicher Risikofaktoren wie radiologisch nachgewiesenen Lasionen im ZNS oder

einem positiven Liquorbefund mit oligoklonalen Banden ab (Thrower 2007).

Weitere mogliche Frihmanifestationen der MS sind Doppelbilder oder auch das positi-
ve Nackenbeugezeichen (sog. Lhermitte-Zeichen): Hierbei treten bei Nackenbeugung
Parésthesien an Rumpf und Extremitaten auf (Noseworthy et al. 2000). Zerebelldre Aus-
falle, wie z.B. Ataxie, Koordinationsstérungen und Intentionstremor, sowie rasche Er-
mudbarkeit (Fatigue) sind ebenfalls typische klinische Symptome (Compston, Coles
2002). Im weiteren Verlauf der Erkrankung treten oft Gangunsicherheit, spastische Pa-
resen, gesteigerte Muskeleigenreflexe und Stérungen der Sensibilitat sowie der Blasen-
funktion auf (Noseworthy et al. 2000; Crayton, Rossman 2006; Compston, Coles 2002).

Bezlglich des Erkrankungsverlaufs werden bei der MS verschiedene Formen unter-
schieden. Besonders hdufig ist dabei die sog. schubférmig-remittierende MS (relapsing-
remitting MS; RRMS), die durch Krankheitsschilbe und anschliefende Phasen der Bes-
serung gekennzeichnet ist (Dutta, Trapp 2007; Noseworthy et al. 2000). Diese Form
kann meist nach Jahren in eine sekundar progrediente MS (secondary progressive MS;
SPMS) tibergehen, in deren Verlauf bleibende neurologische Defizite auftreten (Dutta,
Trapp 2007). Bei einigen Patienten (ca. 10 %) wird von Anfang an eine chronisch-
progrediente Verschlechterung beobachtet (primary progressive MS; PPMS; Dutta,
Trapp 2007). Die Auspragung der Behinderung im Alltag kann dabei individuell sehr
unterschiedlich sein und héngt vor allem von der Regeneration nach einem Schub bzw.

von der Progressionstendenz der Erkrankung ab (Compston, Coles 2002).

1.1.2 Pathogenese

Wichtigstes Korrelat zu den wechselnden neurologischen Ausfallerscheinungen ist das
zeitlich gestaffelte Auftreten multipler entzindlicher Lasionen (Noseworthy et al. 2000)
hauptsachlich in der weillen Substanz des ZNS (Lassmann et al. 2007). Pradilektions-
stellen sind periventrikulare Areale, Hirnstamm, Kleinhirn, Riickenmark sowie die Seh-
nerven (Pittock, Lucchinetti 2007; Noseworthy et al. 2000). Ein Nachweis aktiv ent-
zlindlicher Foci kann, mit allerdings relativ geringer Sensitivitat, durch eine Gadolinium
(Gd)-Anreicherung in der Magnetresonanztomographie (MRT) gefuhrt werden
(Compston, Coles 2002).
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Die zum Teil in der Bildgebung sichtbaren Plaques entstehen im Rahmen einer erhéhten
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) flr Entziindungszellen, die zundchst v.a.
zu einer akuten Schéadigung der Myelinscheiden fiihren, aber auch bereits friih zu einem
Axonverlust und im Verlauf zu einer Gliose (Compston, Coles 2002). Histologisch las-
sen sich inaktive hypozellulare Lasionen von aktiven Arealen unterscheiden, die durch
Myelinabbauprodukte in den zahlreichen Makrophagen charakterisiert sind (Pittock,
Lucchinetti 2007; Noseworthy et al. 2000). Auch auRerhalb der Plaques findet sich in
histologischen Untersuchungen bei MS-Patienten eine diffuse Leukozyteninfiltration,

die ebenfalls mit einem Axonverlust einhergehen kann (Lassmann et al. 2007).

Viele Erkenntnisse uber die Pathogenese der MS wurden im Tiermodell, insbesondere
der sog. Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), gewonnen (Ranso-
hoff et al. 2003, Engelhardt 2008). Hierbei handelt es sich um eine durch autoreaktive
T-Zellen ausgeloste Erkrankung, die der MS, je nach erkrankter Spezies und verwende-
tem EAE-Modell, in unterschiedlichen Aspekten dhnlich ist. Diese T-Zellen richten sich
gegen korpereigene Myelinbestandteile und kénnen entweder von kranken auf gesunde
Tiere Ubertragen oder durch eine aktive Immunisierung im Tier selbst erzeugt werden
(Ransohoff et al. 2003). Das Modell bietet gute Anhaltspunkte hinsichtlich der Pathoge-
nese einer demyelinisierenden Autoimmunerkrankung; jedoch ist eine generelle Uber-
tragung auf die humane MS-Erkrankung wie bei jedem Tiermodell nicht uneinge-

schrankt moglich.

Sowohl bei MS als auch bei EAE basieren die der Demyelinisierung zugrunde liegen-
den immunpathologischen Mechanismen unter anderem auf einer T-Zell-vermittelten
Entziundungsreaktion, die durch verschiedene inflammatorische Zytokine aufrechterhal-
ten wird (Pittock, Lucchinetti 2007). Besonders die CD4'-T-Helferzellen (Th: T-
Helferzelle, CD: cluster of differentiation), die wiederum in verschiedene Klassen unter-
teilt werden konnen, spielen hierbei eine wichtige Rolle. Wahrend Th;-Zellen typi-
scherweise die zelluldre Immunitéat vermitteln, wird tber die Th,-Antwort vor allem die
humorale Abwehr initiiert (von Andrian, Mackay 2000). Die urspringliche Ansicht,
dass die Autoimmunerkrankung MS wie die EAE hauptséchlich auf autoreaktiven Th;-
Zellen beruht, wird derzeit jedoch in Frage gestellt (Pittock, Lucchinetti 2007). Viel-
mehr gewinnt eine neue Klasse von T-Helferzellen an Bedeutung, die sogenannten
Thy7-Zellen: Diese Zellen kénnen Interleukin-17 (IL-17) produzieren (Tesmer et al.
2008) und sind im Tiermodell (EAE) zur Ubertragung der Erkrankung fahig (Langrish
et al. 2005). Die Differenzierung zu Thiz-Populationen wird durch die Zytokine I1L-6
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und TGF-p (transforming growth factor-) gesteuert (Kikly et al. 2006). Daruiber hinaus
benotigen die Thy,-Zellen fir ihr Uberleben 1L-23, das bei der EAE in erhohter Kon-
zentration zu finden ist (Zhang et al. 2003). Auch bei MS-Patienten findet man das von
antigenprésentierenden Zellen (APC: antigen-presenting cells) sezernierte 1L-23 sowie
das IL-17 der Thy7-Zellen in erhdhten Konzentrationen (Kikly et al. 2006; Tesmer et al.
2008). Daher geht man derzeit beziiglich der Pathogenese der MS von einem Zusam-

menhang zwischen IL-23 und Th;7-Zellen aus.

Die endgultige lokale Demyelinisierung im ZNS beruht schlielich auf dem Zusam-
menspiel weiterer Elemente des Immunsystems wie Makrophagen, zytotoxischer T-
Zellen, autoreaktiver Antikdrper und aktivierter Komplementfaktoren (Noseworthy et
al. 2000; Pittock, Lucchinetti 2007). Daruber hinaus werden auch pathologische Vor-
gange in Oligodendrozyten (Dutta, Trapp 2007) diskutiert, die zum Abbau des Myelins
fihren bzw. ihn beschleunigen. Mdgliche Stérungen sind eine erhdhte Apoptoserate im
Zusammenhang mit einer Degeneration des myelinassoziierten Glycoproteins (MAG),
ein pathologischer Zellmetabolismus durch genetische Defekte sowie eine verminderte
Regenerationsfahigkeit (Pittock, Lucchinetti 2007). Besonders wichtig fiir eine mogli-
che Remission nach einem akuten Erkrankungsschub ist eine Reorganisation der Oligo-
dendrozyten und teilweise auch eine Remyelinisierung in den betroffenen Arealen unter

Stimulation mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Compston, Coles 2002).

Ein zentrales Element der Pathogenese der entziindlichen ZNS-Léasionen ist der Uber-
tritt peripher aktivierter Leukozyten lber die BHS. Im Folgenden werden daher zu-
nachst die Leukozytenextravasation allgemein und die Bedeutung der BHS in diesem
Zusammenhang dargestellt, bevor nochmals auf spezielle Situation bei der MS einge-

gangen wird.

1.2 Entzindungsprozesse allgemein sowie im zentralen Ner-
vensystem

Entzindungsreaktionen im menschlichen Organismus entstehen normalerweise zur
Abwehr korperfremder Strukturen, wie z.B. verschiedener Krankheitserreger. Im Rah-
men einer pathologischen Autoimmunreaktion kdnnen sich Entziindungsherde aber

auch ohne exogene Trigger bilden und sich dann gegen korpereigene Strukturen richten.

In beiden Fallen gelangen spezialisierte Zellen des Immunsystems tber den Blutstrom

zum Entzundungsherd und werden dort aktiviert. Wichtige Abwehrzellen sind bei-
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spielsweise Granulozyten sowie B- und T-Lymphozyten. Fir deren Koordination sind
aullerdem Entziindungsmediatoren unerlasslich. Hierzu z&hlen verschiedene Zytokine,
wie z.B. die Chemokine, die sowohl von Endothelzellen als auch von lokalen Immun-

zellen ausgeschittet werden und die Leukozytenaktion koordinieren.

Fur die lokale Entzlindungsreaktion im Gewebe spielt die Extravasation der Leukozyten
in der N&he des Inflammationsareals eine zentrale Rolle. AuRerhalb von lymphatischen
Strukturen geschieht dies in erster Linie an den postkapillaren Venulen (Ransohoff et al.
2003). Dieser Vorgang des Ubertritts von Zellen aus dem Blut in das angrenzende Ge-
webe lasst sich in verschiedene Phasen einteilen, an denen jeweils spezielle Oberfla-
chenstrukturen beteiligt sind (s. Abbildung 1). Zundchst mussen die Leukozyten, die im
Blutstrom Geschwindigkeiten von 1-5 mm/s (Norman, Hickey 2005) erreichen, abge-
bremst werden. Dieser Vorgang, das sog. tethering, wird durch kurzfristige, relativ in-
stabile Interaktionen zwischen Adhdsionsmolekilen auf Leukozyten und Endothelzellen
vermittelt (von Andrian, Mackay 2000). Bei den beteiligten molekularen Strukturen
handelt es sich hauptsachlich um Glycopeptide, Selectine und Selectinliganden (Nor-
man, Hickey 2005). Diese befinden sich zum GroRteil an Mikrovillistrukturen der Leu-
kozyten (Luster et al. 2005).

Durch das kurze Anhaften am Endothel verringert sich die Geschwindigkeit der Leuko-
zyten und ihre Bewegung geht in ein Rollen tber. Hierbei spielen ebenfalls Selectine
aber auch auf Leukozytenoberflaichen exprimierte Integrin-Heterodimere wie das
Integrin a-4/B-1 (auch VLA-4 fir very late antigen-4 bzw. CD49d-CD29 genannt) und
das Integrin a-4/B-7 sowie deren endotheliale Interaktionspartner VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) und MAdCAM (mucosa addressin cell adhesion molecule)
eine Rolle (Norman, Hickey 2005). Die Starke der Bindungen an das Endothel wird
uber inflammatorische Stimuli, insbesondere (ber lokal wirkende Chemokine, gesteuert.
So ermdglichen beispielsweise die Integrine LFA-1 (lymphocyte function-associated
antigen-1 oder Integrin a-L/B-2) und Integrin a-4/B-1 in ihrem aktivierten Zustand eine
wesentlich stabilere  Anheftung an endotheliale ICAM- (intercellular adhesion
molecule) bzw. VCAM-Molekile (Molteni et al. 2006). SchlieRlich kommt es Gber die-
se Zell-Zellinteraktionen zum  volistdndigen  Arrest der Leukozyten im
Inflammationsareal. Daraufhin kann die eigentliche Extravasation der Entziindungszel-
len aus den Blutgeféalien erfolgen (Norman, Hickey 2005). Dieser VVorgang wird eben-
falls tber Chemokine mit Hilfe eines Gradienten gesteuert (von Andrian, Mackay 2000)

und kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen: Am haufigsten wird die parazellulére
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Migration der Leukozyten (Engelhardt, Wolburg 2004; Molteni et al. 2006) beschrie-
ben, die auf der kurzfristigen Auflésung der Interzellularkontakte des Endothels beruht.
Uber Signalkaskaden kommt es zu Veranderungen im Zytoskelett und damit zu einer
,Kontraktion der Endothelzellen mit Auflockerung der Interzellularkontakte (Engel-
hardt, Wolburg 2004; Molteni et al. 2006). Eine weitere Moglichkeit der Extravasation
ist der transzellulare Weg (Luster et al. 2005), bei dem sich die Leukozyten durch die
Endothelzellen hindurch bewegen. Auch hierfur sind sowohl endotheliale als auch

leukozytare Aktivierungen und Bewegungsvorgange nétig (Molteni et al. 2006).

Fur die anschlielende Fortbewegung in der extrazellularen Matrix (ECM: extracellular
matrix) sind wiederum verschiedene Integrine (insbesondere auch Integrin a-4/p3-1) auf
der Leukozytenoberflache notig, die z.B. an Fibronectin und Laminin binden kdnnen
(Molteni et al. 2006).
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E-selectin  P-selectin 'NM ICAM-2 ICAM-1 MAGJCAM-1 VCAM-1

Abbildung 1 Leukozytenextravasation am Endothel und daran beteiligte Adh&sionsmolekdile
(Quelle: von Andrian, Mackay 2000, modifiziert von Kiimpfel et al. 2002)

Entzindungsreaktionen im ZNS werden aufgrund der speziellen Anatomie und Histolo-
gie des Nervengewebes separat betrachtet. Flr Leukozyten gibt es nach Rebenko-Moll
et al. 2006 folgende Eintrittspforten in das Nervengewebe: Der Ubertritt aus dem Blut
kann Uber den Plexus choroideus in den Liquor cerebrospinalis erfolgen oder aber direkt
in das perivaskuldre Hirn- bzw. Rickenmarksgewebe. Die jeweils zu Uberwindende
Struktur ist dabei einerseits die Blut-Liquorschranke und andererseits die Blut-Hirn-
bzw. Blut-Riickenmarkschranke.

Die BHS (s. Abbildung 2) stellt eine Barriere dar, die die Extravasation von Leukozy-
ten ins Gewebe im Vergleich zur Peripherie deutlich erschwert: Zwischen den einzelnen
zerebralen Endothelzellen finden sich besonders dichte, mehrreihige Zonulae
occludentes (ZO, oder tight junctions) (Benninghoff, Drenckhahn 2002). Diese Interzel-
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lularkontakte limitieren den Ubertritt von zellularen und makromolekularen Bestandtei-
len aus dem Blut in das Gewebe. AulRerdem besitzen diese Endothelzellen kaum die
Fahigkeit zur Pinozytose, wodurch auch ein transzellularer Transport erschwert wird
(Ransohoff et al. 2003). Ein Stoffaustausch zwischen Blut und Hirngewebe findet daher
nur streng reguliert mit Hilfe von spezifischen Transportsystemen statt (Ransohoff et al.
2003). An den abluminalen Pol der Endothelzellen schlieBen sich wie in der Peripherie
die Basalmembran und ECM, bestehend aus Collagen, Elastin, Laminin und
Fibronectin, sowie die Perizyten an (Man et al. 2007). Daran anliegend findet sich im
ZNS eine Schicht aus Astrozyten, die mit ihren Fortsatzen die sog. Glia limitans (oder
membrana limitans glialis perivascularis) ausbilden und fir den Erhalt der BHS von
Bedeutung sind (Rebenko-Moll et al. 2006; Benninghoff, Drenckhahn 2002).

Postkapillare
Venule

Perivaskulares
Gewebe

Glia limitans

Astrozyten

Abbildung 2 Aufbau der Blut-Hirnschranke
A: Endotheliale Basalmembran. B: Gliale Basalmembran. ZO: Zonula occludens (modifiziert nach
Rebenko-Moll et al. 2006)

In einigen Punkten unterscheidet sich die Entzundungsreaktion innerhalb des ZNS von
dem bereits beschriebenen Ablauf. Die Expression der E- und P-Selectine auf zerebra-
len Endothelzellen beispielsweise erfolgt nicht konstant und ist nach Doéring et al. 2007
auch nicht essentiell fiir die Ausbildung einer EAE. Wéhrend daher die Bedeutung der
Selectine im Rahmen der Inflammation im ZNS derzeit noch unklar ist, scheint die Bin-
dung zwischen Integrin a-4/p-1 und VCAM-1 umso wichtiger: Diese Molekdile vermit-

teln im ZNS sowohl kurze Interaktionen mit niedriger Affinitéat als auch die stabile G-
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Protein-abhéngige Adhésion der Leukozyten am Endothel (Engelhardt, Ransohoff 2005;
Kerfoot et al. 2006; Engelhardt 2008).

Eine Extravasation im ZNS erfolgt hauptsachlich an den Interzellularkontakten unter
Einwirkung des chemotaktischen Gradienten; transzelluldre Migrationsvorgédnge wur-
den jedoch in vivo ebenfalls beobachtet (Engelhardt, Wolburg 2004; Petri, Bixel 2006).
Fur die Durchwanderung des perivaskuldren Gewebes sowie zur Ldsung der Astro-
zytenfuRfortsatze produzieren die Leukozyten verschiedene Matrixmetalloproteasen
(MMP; Man et al. 2007). Deren Konzentration im Liquor ist beispielsweise bei bakteri-
ellen Meningitiden erhoht und korreliert mit der Hohe der Zellzahl im Liquor
(Pedemonte et al. 2006).

Die Barriere zwischen Blut und Liquorraum am Plexus choroideus ist aufgrund von
Fenestrae im Endothel und durch das Fehlen von ZO-Kontakten weniger dicht, wodurch
die Leukozytenextravasation prinzipiell erleichtert wird (Man et al. 2007). Jedoch ist
der Liquorraum wiederum zusétzlich mit einem dichten Rasen von Ependymzellen aus-
gekleidet, die untereinander durch ZO-Kontakten verknlpft sind, sodass auch hier die

Barriere zum eigentlichen Hirngewebe gewadbhrleistet ist (Ransohoff et al. 2003).

Weitere Besonderheiten des ZNS beziiglich der Immunologie sind der fehlende Lymph-
abfluss sowie die geringe Dichte von APC und damit auch von MHC II-Molekiilen

(MHC: major histocompatibility complex; Ransohoff et al. 2003).

1.3 Entztindungsgeschehen bei Multipler Sklerose

Unter physiologischen Bedingungen finden aufgrund der dargestellten Barrieren immu-
nologische Prozesse im Nervengewebe nur streng kontrolliert statt, sodass das Hirn-
parenchym normalerweise nahezu frei von zirkulierenden Leukozyten ist (Rebenko-
Moll et al. 2006). Die fur die Integritdt des ZNS nétigen Immunreaktionen zur Erreger-

abwehr laufen hauptséchlich im Subarachnoidalraum ab (Pedemonte et al. 2006).

Bei der MS als neuroinflammatorische Erkrankung hingegen tritt eine Schrankensto-
rung auf, wodurch das ZNS im Vergleich zu Gesunden eine deutlich gesteigerte
Leukozytenkonzentration aufweist (Rice et al. 2005). Die erhohte Zellzahl beruht neben
der vermehrten Invasion vermutlich auch auf einer intrazerebralen Proliferation und

einer langeren Uberlebensdauer (Rice et al. 2005).

Die ZNS-Lé&sionen bei MS bestehen bei n&herer Betrachtung hauptséchlich aus T-
Lymphozyten (sowohl CD8"- als auch CD4"-T-Zellen), einigen B-Lymphozyten und

-9-



Einleitung

Plasmazellen sowie zahlreichen Makrophagen und Mikrogliazellen (Pittock, Lucchinetti
2007; Dhib-Jalbut 2007). Auch proinflammatorische Zytokine wie Interleukine, Inter-
feron-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sind in aktiven Entziindungsarealen
zu finden (Pittock, Lucchinetti 2007). Die endotheliale Reaktion auf die Entziindung
besteht in der Expression von Adhé&sionsmolekilen, Fibronectin, sowie Chemokinen
und deren Rezeptoren (Pittock, Lucchinetti 2007).

Bei den Zielstrukturen der autoreaktiven Immunzellen handelt es sich wahrscheinlich
um myelinassoziierte Proteine, wie z.B. das Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein
(MOG) oder das Myelin-basische Protein (MBP; Dhib-Jalbut 2007). Diese Antigene
liegen normalerweise geschitzt hinter der BHS. Die Ursache fir das Vorhandensein
dieser autoreaktiven Immunzellen ist vermutlich ein Fehler in der Aussortierung in pe-
ripheren Lymphknoten: Statt einer Elimination lauft eine Aktivierung ab, wodurch auf
den Leukozyten die Expression von Zytokin- und Chemokinrezeptoren hochreguliert
und damit ihre Extravasation begiinstigt wird (Dhib-Jalbut 2007). Bei der Uberwindung
der BHS spielen auBerdem die MMP eine wichtige Rolle. Diese werden normalerweise
von Inhibitoren im Gewebe inaktiviert (TIMP: tissue inhibitors of MMP). Bei der MS
scheint ein Ungleichgewicht in diesem System vorzuliegen, das eine erhéhte Konzentra-
tion und damit auch eine gesteigerte Aktivitat von MMP zur Folge hat (Dhib-Jalbut
2007).

Auf die besondere Rolle der Th-Zellen wurde bereits in Abschnitt 1.1.2 néher eingegan-
gen. Die in den Lasionen ebenfalls in groRer Zahl vorhandenen CD8"-T-Zellen sollen
bei der antigenspezifischen Proliferation eine wichtige Rolle spielen (Lassmann et al.
2007; Dhib-Jalbut 2007). Plasmazellen hingegen nehmen erst im Rahmen der

Chronifizierung der Erkrankung zu (Lassmann et al. 2007).

1.4 Natalizumab und Integrin a-4

Die Kenntnisse Uber die Leukozytenextravasation und deren Bedeutung fur die Patho-
genese von Autoimmunerkrankungen veranlassten zur Suche nach blockierenden Sub-
stanzen, die die Interaktion zwischen Immunzellen und Endothel verhindern sollten.
Von besonderem Interesse war aufgrund seiner zentralen Stellung im Entziindungsge-
schehen das Integrin a-4/B-1 auf T-Zellen, gegen das ein therapeutischer Antikorper

entwickelt werden konnte: Natalizumab (Kummer, Ginsberg 2006; Rice et al. 2005).
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1.4.1 Herstellung und Zulassung von Natalizumab

Natalizumab (Handelsname Tysabri®) ist ein rekombinanter monoklonaler Antikdrper
der Klasse IgG4x (Buttmann, Rieckmann 2008). Der Antikdrper gehort zur Gruppe der
selektiven Adhasionsmolekul- (SAM-) Inhibitoren und richtet sich spezifisch gegen das
Transmembranprotein Integrin a-4 (Rudick, Sandrock 2004).

Der urspriinglich in der Maus gewonnene Antikérper wurde humanisiert, um die Im-
munreaktion im menschlichen Kdrper gegen murines Immunglobulin (Ig) zu minimie-
ren und damit die Halbwertszeit zu verlangern (Kumpfel et al. 2002). Hierfur wurden
die variablen Bindungsregionen (CDR: complementary determining regions) mit einem
humanen Immunglobulingerist des Subtyps G4 unter Durchfilhrung eines sog. CDR3-
Graftings (Staelens et al. 2006) auf Genebene kombiniert. Antikorper der Klasse 1gG4
aktivieren das Komplementsystem in geringerem Mal3 als andere Immunglobuline und
zeichnen sich durch eine langere Persistenz im Blut aus (Rice et al. 2005).

Die im Tierversuch bei EAE experimentell nachweisbare entziindungshemmende Wir-
kung einer Integrin a-4-Blockade versprach Fortschritte in der Therapie von Auto-

immunerkrankungen wie MS und Morbus Crohn (Schreiner et al. 2005).

Vor der Zulassung von Natalizumab waren fur die Behandlung der MS nur die weniger
spezifisch immunmodulatorisch bzw. immunsuppressiv wirkenden Substanzen Interfe-
ron- (IFN-) B, Glatirameracetat, Azathioprin und Mitoxantron verfiigbar. Diese Wirk-
stoffe beeinflussen im Sinne einer ,krankheitsmodifizierenden Therapie* (disease-
modifying therapy bzw. DMT; Coyle 2007) Schubrate, Progression und kernspintomo-
graphische Krankheitsaktivitat giinstig. Steroide sind vor allem zur Kurzzeittherapie im
akuten Schub indiziert und besitzen keine sichere Wirkung auf den langfristigen Krank-
heitsverlauf (Beck, Gal 2008). Durch monoklonale Antikdrper wie Natalizumab erhoff-
te man sich zuséatzliche Fortschritte in der MS-Therapie mittels der Blockade spezifi-
scher immunologischer Vorgénge. Weitere zur MS-Therapie in fortgeschrittener klini-
scher Entwicklung befindliche monoklonale Antikorper sind Alemtuzumab (Anti-
CD52), Rituximab, Ocrelizumab und Ofatumumab (alle Anti-CD20) sowie Daclizumab
(Anti-CD25, Buttmann, Rieckmann 2008).

Nach Prifung der Vertraglichkeit von Natalizumab-Infusionen und Bestimmung der
therapeutischen Dosis (Kimpfel et al. 2002) konnte in darauf folgenden klinischen Stu-
dien eine Uberzeugende Wirksamkeit gezeigt werden, die zu einer beschleunigten Zu-
lassung des Medikaments Ende des Jahres 2004 in den USA fiihrte (Rudick, Sandrock
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2004; Buttmann, Rieckmann 2008, Bartt 2006). Bei MS-Patienten (insbesondere bei
RRMS) wurde durch die intraventse Gabe von Natalizumab eine signifikante Reduk-
tion der Schubrate sowie der Krankheitsprogression erzielt (Rice et al. 2005). Die Stu-
dien (u.a. AFFIRM: plazebokontrollierte Studie der Phase Il1; Polman et al. 2006) zeig-
ten eine deutliche klinische Verbesserung, die auf’erdem durch die MRT-Bildgebung
gestltzt wurde: Unter Therapie mit Natalizumab verringerte sich die Anzahl und Aus-
dehnung der Gd-anreichernden Lasionen. Das Auftreten neuer Entziindungsherde wurde
durch die Therapie ebenso glnstig beeinflusst wie die Aktivitét bereits bestehender Foci
(Rudick, Sandrock 2004; Rice et al. 2005). Die Kombination des Antikorpers mit der
bis dahin géngigen IFN-Therapie (Avonex®: IFN-B-1a) zeigte schliellich einen zusatz-
lichen Nutzen durch Natalizumab im Vergleich zur IFN-Monotherapie (SENTINEL-
Studie: Rudick et al. 2006). Nachdem jedoch in der Natalizumab-Interventionsgruppe
zwei Falle einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML, Bartt 2006)
auftraten, erfolgte eine vorlibergehende Ricknahme des Wirkstoffs. PML ist eine JC-
Virus (JCV) assoziierte Enzephalopathie, die hauptséachlich im Rahmen eines Immunde-
fektes (z.B. bei AIDS oder medikamentdser Immunsuppression) auftritt. Die Durchseu-
chung mit JCV betragt ca. 50-90% der Bevolkerung, wobei die Seropravalenz bei Im-
mungesunden keine pathologische Bedeutung hat. Die Erkrankung hingegen beruht auf
einer vermutlich endogenen Infektion des Gehirns, insbesondere der Oligodendrozyten.
Multiple, teils konfluierende Lasionen im ZNS verursachen neurologische und kogniti-
ve Symptome (Hemiparese, Ataxie, Aphasie und Konzentrationsverlust). Der Virus-
Nachweis erfolgt meist im Liquor (alle Informationen zu PML aus Bartt 2006).

Eine PML unter Natalizumab kann schwere bleibende Behinderungen verursachen und
verlauft in etwa 20 % der Félle letal (Buttmann 2010). Sie wird bei MS-Patienten der-
zeit durch Plasmapheresen zur raschen Wirkstoffentfernung und antivirale Therapeutika
behandelt, ohne dass diese Ansatze bislang in ihrer Wirksamkeit belegt sind (Buttmann
2010).

Nach einer anschliefenden erneuten Sicherheitsprifung wurde Natalizumab im Juni
2006 wieder zugelassen (Buttmann, Rieckmann 2008). Jedoch beschrankt sich aufgrund
des geschéatzten Risikos fur eine PML von 1:330 (Stand Juni 2013, www.tysabri.de) die
streng Uberwachte Anwendung auf schwere, therapieresistente schubférmige Verlaufe
der MS (Weissert 2006).
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1.4.2 Vermutete Wirkung von Natalizumab bei Multipler Sklerose
unter Darstellung der moglichen Bindungspartner von Inte-
grin a-4

Obwohl es sich bei Natalizumab um einen gezielt hergestellten Antikérper gegen ein

definiertes Oberflachenantigen menschlicher Immunzellen handelt, ist seine Wirkung in

vivo vielféltig und bisher nur zum Teil aufgeklart. Bevor auf die derzeit vermuteten

Wirkprinzipien von Natalizumab bei MS eingegangen wird, sollen zunéchst das zuge-

horige Antigen und seine Bindungspartner vorgestellt werden.

Die spezifische Bindungsstelle von Natalizumab befindet sich am Integrin a-4-Molekiil,
das hauptsichlich in den Heterodimeren a-4/B3-1 und a-4/B3-7 vorliegt (Rice et al. 2005).
Der Antikorper bindet dabei unabhéngig von der jeweils assoziierten B-Kette (Schreiner
et al. 2005). Integrine sind transmembranare Rezeptormolekile aus jeweils einer a- und
einer B-Untereinheit und finden sich in unterschiedlichen Kombinationen auf allen Koér-
perzellen, ausgenommen den Erythrozyten (Yang, Hagmann 2003). Als Adhasionsmo-
lekiile, bestehend aus einem extrazelluldren Anteil, einer Transmembrandoméne und
einem intrazellularen Anteil (Kummer, Ginsberg 2006), vermitteln Integrine Uber ent-
sprechende Liganden die direkte Interaktion zwischen Zellen untereinander sowie zwi-
schen Zellen und ECM (Rice et al. 2005). Aullerdem sind sie Bestandteil wichtiger Sig-
nalwege der Zelle: Einerseits kénnen durch intrazellulére Signale Aktivierungszustand
und Affinitat zu den Bindungspartnern modifiziert werden (,,inside-out signaling®), an-
dererseits vermittelt eine extrazelluldre Ligandenbindung wiederum intrazelluldre Sig-
nale (,,outside-in signaling®) (Hynes 2002; Kummer, Ginsberg 2006). Die verschiede-
nen Aktivierungszustiande der Integrine werden durch bestimmte Stimuli, wie z.B. im-
mobilisierte Chemokine auf Endothelzellen im Entziindungsgebiet, reguliert (Hynes
2002). Uber G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptoren wird die tiblicherweise niedrige
Affinitdt der Integrine durch Konformationsanderung oder Modifikation in der
Zytoskelettbindung hochreguliert (Molteni et al. 2006; von Andrian, Mackay 2000).
Integrinabhéngige Signalkaskaden steuern wiederum die intrazelluldre Anordnung des
Zytoskeletts, wodurch Migrationsvorgange im Gewebe moglich werden (Kummer,
Ginsberg 2006; Hynes 2002). Integrine greifen auBerdem in die Regulation der Prolife-
ration, Differenzierung und Transkription ein und beeinflussen hierdurch das Uberleben
der Zelle (Molteni et al. 2006; Rice et al. 2005).

Die Integrine a-4/p-1 und a-4/B-7 finden sich vor allem auf Lymphozyten und Monozy-

ten, seltener auf neutrophilen Granulozyten (Hemler 1990). Darliber hinaus konnte

-13-



Einleitung

Integrin a-4/B-1 auf endothelialen Progenitorzellen aus Nabelschnurblut (Duan et al.
2006) sowie aus peripherem Blut nach Stimulation mit dem Cytokin G-CSF
(granulocyte-colony stimulating factor; Prosper et al. 1998) nachgewiesen werden. An
umbilicalen Venenendothelzellen (HUVEC, human umbilical vein endothelial cells;
Calzada et al. 2004) konnte aulRerdem gezeigt werden, dass Integrin a-4/B-1 sowohl an
der Adhésion an Fibronectin (Massia, Hubbell 1992) als auch an der Zellmigration und
Angiogenese beteiligt war (Nakao et al. 2003; Vanderslice et al. 1998). Hierbei wurde
auch ein Zusammenspiel von Integrin o-4 mit einer l6slichen Form des VCAM-1-
Molekiils (soluble VCAM-1 oder sVCAM-1) beobachtet (Nakao et al. 2003).

Aullerdem scheinen die Integrine der Subgruppe -1 wie z.B. Integrin a-4/p-1 speziell
bei der Entwicklung des Gefalsystems innerhalb des ZNS bei Mausen eine wichtige
Rolle zu spielen (Milner, Campbell 2002). Ein weiterer Nachweis der Integrine a-4 so-

wie -1 erfolgte auf hippokampalen Endothelzellen der Ratte (Fasen et al. 2003).

Integrin a-4/B-1 interagiert mit dem Oberflachenadhésionsmolekil VCAM-1 sowie mit
Fibronectin und Osteopontin (OPN) in der ECM (Kumpfel et al. 2002). Zwischen
Integrin a-4/B-7 und VCAM-1 bzw. Fibronectin ist ebenfalls eine Bindungsreaktion
maoglich, die jedoch etwas schwécher ausgepragt ist (Yang, Hagmann 2003). Der haupt-
séchliche Bindungspartner von Integrin a-4/B-7 ist MAdACAM (mucosal addressin cell
adhesion molecule), ein Adhésionsmolekdil, das sich v.a. im lymphatischen Gewebe des
Darmes befindet und dort der Rekrutierung von Lymphozyten dient (Kummer, Ginsberg
2006).

Von besonderem Interesse fur das Entziindungsgeschehen im Rahmen der MS sowie fiir
die Wirkweise von Natalizumab ist die Bindung der Leukozyten tber Integrin a-4/f3-1
an endothelstandige VCAM-1-Molekile und an Fibronectin im Rahmen der Extra-

vasation und Migration im Gewebe.

VCAM-1 ist ein Zelladhasionsmolekil aus der Immunglobulin-Superfamilie und besitzt
sieben extrazellulare, immunglobulindhnliche Doménen (Kilger et al. 1997). Die Bin-
dungsstellen fir Integrin a-4 benétigen meist eine zusatzliche Aktivierung (Kilger et al.
1995). VCAM-1 wird auf Endothelzellen exprimiert, normalerweise jedoch nicht intra-
zerebral (Elovaara et al. 2000). Bei MS-Patienten hingegen ist VCAM-1 im Bereich der
Entzindungsreaktion auf mikrovaskuldren Endothelzellen sowie auf Gliazellen nach-

weisbar (Cannella, Raine 1995). Bemerkenswert sind hier auBerdem die deutlich hohe-
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ren Konzentrationen in chronisch-aktiven Plaques im Vergleich zu akuten Ldsionen
(Cannella, Raine 1995).

Von den membranstdndigen VCAM-1-Molekilen kénnen bei Bindung des Liganden
Signalkaskaden im Sinne eines ,,outside-in signaling“ ausgeldst werden (Lee, Benve-
niste 1999). So werden in Endothelzellen beispielsweise die p38 MAPK (Mitogen-
aktivierte Proteinkinase bzw. mitogen activated protein kinase) aktiviert, reaktive Sau-
erstoffspezies gebildet und Modifikationen im Actin-Zytoskelett bzw. an Interzellular-
kontakten gesteuert (Hordijk 2006).

Zusétzlich zu den membranstandigen Molekilen ist in Liquor und Serum bei MS-
Patienten auch die l6sliche Variante des VCAM-1 (sVCAM-1) nachweisbar, die von
proinflammatorisch aktivierten Endothelzellen freigesetzt wird (Droogan et al. 1996;
Hartung et al. 1995). Die gemessenen Konzentrationen variieren je nach Aktivitat und
klinischem Verlauf der Erkrankung, wobei vermutlich die Liquorspiegel eine htéhere
Aussagekraft besitzen als die Serumspiegel (Elovaara et al. 2000). Es kénnen jedoch
nicht nur im akuten, entzindlichen Schub sondern auch unter Behandlung mit IFN-3
(Rieckmann et al. 1998; Rieckmann et al. 2005; Kallmann et al. 2000) bzw.
Methylprednisolon (Elovaara et al. 2000) erhéhte Konzentrationen von sVCAM-1 ge-

messen werden.

Ein Anstieg der sVCAM-1-Konzentration kann als Indikator fur eine Stérung der BHS
im Sinne einer erhohten Durchldssigkeit wahrend eines akuten Schubes gesehen werden
(Kallmann et al. 2000). sVCAM-1 wirkt dann als chemotaktisches Signal fir aktivierte
T-Lymphozyten und steuert so deren Migration im Gewebe (Kitani et al. 1998). Daru-
ber hinaus ist SVCAM-1 ein wichtiges kostimulatorisches Signal bei der Aktivierung
von T-Lymphozyten und kdnnte bei der Initiation lokaler Autoimmunprozesse eine Rol-

le spielen (Hartung et al. 1995).

Die hohen Konzentrationen von sVCAM-1 unter Therapie hingegen kdnnten bereits
Teil eines Gegenregulationsmechanismus sein: In diesem Fall scheint der hohe Spiegel
an sSVCAM-1 im Blut den Ubertritt aktivierter Leukozyten ins Gewebe zu blockieren
und somit einen antiinflammatorischen Effekt zu bewirken (Dhib-Jalbut 2007;
Kallmann et al. 2000). In vitro zeigte sich eine besonders ausgepréagte Freisetzung von
SVCAM-1 durch zerebrale Endothelzellen unter gleichzeitiger Stimulation mit TNF-a
und dem MS-Therapeutikum IFN-B (Dhib-Jalbut 2007; Kallmann et al. 2000).
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Weitere wichtige Bindungspartner von Integrin a-4/B-1 sind beiden Bestandteile der
ECM Fibronectin und OPN (Rice et al. 2005).

Die Interaktion zwischen Fibronectin und Integrin a-4/B-1 ist essentiell fir eine zum
Entzindungsgebiet hin gerichtete Migration aktivierter Leukozyten im Gewebe (Hemler
1990). Dariiber hinaus werden durch die Bindung weitere kostimulatorische Signale
vermittelt, die zu einer verstarkten Aktivierung und Proliferation der Entziindungszellen
beitragen (Rice et al. 2005).

OPN wird hauptsachlich von Epithelzellen sezerniert, im Rahmen einer Entziindung
auch von Makrophagen (Bayless, Davis 2001). Hier wirkt das Protein als
proinflammatorisches Zytokin, wodurch es ebenfalls zur Rekrutierung von T-
Lymphozyten, insbesondere Thi-Zellen, beitragt (Bayless, Davis 2001; Bayless et al.
1998)

Bei MS-Patienten und auch bei EAE-M4&usen ist die Expression von OPN im Vergleich
zu Kontrollen von gesunden Individuen gesteigert (Chabas et al. 2001). OPN ist hier in
den entziindlichen Plaques auf Endothelzellen, Makrophagen, in der Weillen Substanz

sowie auf Astrozyten und Mikrogliazellen nachweisbar (Chabas et al. 2001).

Der Wirkmechanismus von Natalizumab wird derzeit hauptséchlich in der spezifischen
Blockade des Integrin a-4 auf Leukozyten vermutet (Steinman 2005). Dabei werden
zwei Effekte beobachtet: Einerseits kann die Entstehung neuer Entziindungsreaktionen
verhindert werden, wahrend andererseits die bereits bestehende inflammatorische Akti-
vitdt gemindert wird (Rudick, Sandrock 2004). Im Speziellen wurden nach Rudick,
Sandrock 2004 folgende Mechanismen postuliert: Natalizumab verhindert die Extra-
vasation aktivierter Leukozyten und deren Migration im Gewebe, da die Interaktion
zwischen Integrin a-4/B-1 und VCAM-1 bzw. Fibronectin durch den Antikorper blo-
ckiert wird. Darlber hinaus wird verhindert, dass inflammatorische Stimuli wie OPN
und VCAM-1 uber ihre Bindung an Integrin a-4/B-1 zu einer weiteren Aktivierung der
Leukozyten beitragen konnen. Durch fehlende Proliferationssignale wiederum kann
sogar eine verstarkte Apoptose der Entziindungszellen vermittelt werden (Rudick,
Sandrock 2004).
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1.5 Fragestellung

Die bisherigen Modelle zur Wirkungsweise von Natalizumab erkléren die Effekte bei
MS-Patienten noch nicht hinreichend, zumal es auch Hinweise auf weitere Zelltypen
mit Integrin a-4-Expression gibt: Es liegen bereits Daten zum positiven Nachweis von
Integrin a-4 auf humanen endothelialen Progenitorzellen (Duan et al. 2006) sowie
murinen zerebralen Endothelzellen (Milner, Campbell 2002) vor. Erste laborinterne
Befunde aus Wurzburg legten auBerdem die Vermutung nahe, dass auch auf adulten,
zerebralen Endothelzellen eine Integrin a-4-Expression erfolgt. Da Natalizumab syste-
misch angewendet wird, konnte es nicht nur mit leukozytdren sondern auch mit
endothelialen Integrin a-4-Molekilen interagieren, wodurch sich eine neue Sicht auf die

Wirkweise ergeben wirde.

Im Rahmen eines umfassenden Forschungsprojektes sollten die verschiedenen Zellty-
pen, die das Antigen Integrin a-4 tragen, identifiziert sowie auf eine Interaktion mit Na-
talizumab geprift werden. Die vorliegende Arbeit ist Teil dieses Projektes und befasst
sich in erster Linie mit der Bestatigung der vorlédufigen Ergebnisse zur Integrin a-4-
Expression auf zerebralen Endothelzellen. Weiterhin sollten die genaue Lokalisation des
Molekiils erfasst und die Expressionsraten unter Zytokinstimulation untersucht werden.

Bei einem positiven Nachweis von Integrin o-4 auf zerebralen Endothelzellen stellte
sich dartiber hinaus die Frage, ob Natalizumab auch hier Auswirkungen hat. Ein wahr-
scheinlicher Interaktionspartner des endothelialen Integrins a-4 ist Fibronectin in der
ECM. Welche Folgen die Blockade dieser Interaktion durch Natalizumab hat, sollte mit

Hilfe von Adhésionsversuchen abgeklart werden.

Von besonderem Interesse war auRerdem der Bindungspartner VCAM-1, da dieses Mo-
lekdl in 16slicher Form (sVCAM-1) als Signalmolekiil (Hartung et al. 1995; Nakao et al.
2003) wirken kann und bei der MS in erhohter Konzentration vorliegt. Im Vorfeld war
bereits bekannt, dass die Sekretion von sVCAM-1 durch Endothelzellen mit TNF-a
stimuliert werden kann (Kallmann et al. 2000; Calabresi et al. 2001). Die Frage, ob sich
bestimmte Signalkaskaden durch VCAM-1 bzw. sSVCAM-1 in Endothelzellen aktivie-
ren lassen, sollte durch Proteinanalysen getestet werden. Dies wirde die Vermutung
nahelegen, dass sich Endothelzellen ber die Sekretion von sVCAM-1 und die gleich-
zeitige Expression von Integrin a-4 selbst stimulieren kénnen. Auch auf diese Inter-

aktion konnte Natalizumab Auswirkungen haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Materialien und Chemikalien wurden von den in der Liste genannten

Firmen bezogen. Weitere Angaben zu deren Sitz sind im Anhang (s. Abschnitt 8) aufge-

fuhrt.

Material
Blotting Papier
Brutschrank
Deckgldschen

Durchflusszytometer (FACS: fluorescence
activated cell sorting)

Einmalkiivetten
Eismaschine

Elektrophoresekammern, Western-Blot-
Zubehor

ELISA-Reader (ELISA: enzyme linked
immunosorbent assay)

Fluoreszenzmikroskop
Khlzentrifuge

Kihlzentrifuge fir Zellkultur
Lichtmikroskop

Mikrozentrifuge
Nitrozellulose-Transfermembran
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Plastikpipetten, Pipettenspitzen

Hersteller
Hartenstein
Heraeus
Hartenstein

BD

Hartenstein
Scotsman Ice Systems

Bio-Rad
Labsystems

Olympus

Heraeus

Heraeus

Hund

Hartenstein
Schleicher & Schuell
InoLab

Eppendorf

Gilson, Eppendorf

Hartenstein
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Material Hersteller
ReaktionsgeféaRe (Plastikmaterial) Nunc, Hartenstein, CellStar
Rontgenfilme Fujifilm

Schittler Janke & Kunkel

Sterilbank NuAire

Thermoblock Biosan

Vortexer Hecht-Assistent

Waage Mettler-Toledo
Zahlkammer (Neubauer) Hartenstein
Zellkulturschalen, -flaschen Nunc

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

Material Hersteller
-Mercaptoethanol Merck
Accutase PAA
Acrylamid/Bisacrylamid (40 %) Roth
Amphotericin B Gibco

APS (Ammoniumpersulfat) Merck

BCA (Bicinchoninsaure) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Roth

BSA (bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich
Collagen (Ratte) Roche

DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth

EBM-2 (endotheliales Basalmedium) Cambrex
ECGS (endothelial cell growth supple- Sigma-Aldrich
ment)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma-Aldrich
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Material

Elektrophoresepuffer (10 x)
Ethanol (70 %)

FCS (fetal calf serum)

Fibronectin

Formaldehyd

Gelatine (gelatin from cold water fish skin)

Gentamicin
Glycerol

HCI

Heparin-Ammonium-Salz

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinethanesulfonsaure)

lonomycin

Kupfer (I1) Sulfat

Laminin (Maus)

L-Glutamin

Medium 199

MEM-Vitamine

Methanol

Mowiol 4-88 Reagenz

Na-Azid

NaCl

NaOH

Natriumpyruvat
NP-40 (Nonyl-Phenol-Derivat)

PBS (phosphate buffered saline; 1 x; ohne

Ca2+; M92+)

Hersteller
Bio-Rad
J. T. Baker

Biochrom

Sigma-Aldrich

AppliChem

Sigma-Aldrich

Gibco

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Roche
Gibco
Cambrex
Biochrom

J. T. Baker
Calbiochem
Merck
Merck
Merck
Biochrom
Calbiochem

Biochrom
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Material
Penicillin
Phosphatase Inhibitor Cocktail Set 11l

Protease Inhibitor Cocktail Tablets-
Complete Mini

Roti-Block (10 x)

RPMI-1640 Zellkulturmedium
SDS (Sodiumduodecylsulfat)
Streptomycin

TEMED (N, N, N', N' Tetramethyle-
thylendiamin)

TPA (12-O-Tetradecanoyl-Phobol-13-
Acetat)

Transferpuffer (10 x)
Tris-Hydrochlorid
Triton X-100
Trypanblau
Trypsin-EDTA

Tween 20

Hersteller
Serva
Calbiochem

Roche

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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2.1.3 Rekombinante Proteine

Name Hersteller

IL-6 PeproTech

rh* IFN-y PeproTech

rh IFN-Bla (Rebif®) Merck Serono

rh OPN R&D

rh TGF-B PeproTech

rh TNF-o Strathmann Biotec
rh VCAM-1 R&D

rh VEGF PeproTech

(* rh: Abkirzung fir recombinant, human)

2.1.4 Reaktionslésungen und spezielle Reagenzien

Name Hersteller

CellTiter 96 Ageous Non-Radioactive Cell ~ Promega
Proliferation Assay (MTS-Losung: 3(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-Salz)

ECL- (Elektrochemolumineszenz-) Amersham Biosciences
Reagenz

EGM (enothelial growth medium)-2 Single  Cambrex
Quots
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2.1.5 Antikorper
2151 Therapeutische Antikorper

Name Hersteller
Alemtuzumab (MabCampath®) Schering
Efalizumab (Raptiva®) Merck Serono
Natalizumab (Tysabri®) Biogen Idec
Sandoglobulin Sandoz

Fur die Experimente wurde freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. rer. nat. A. Weishaupt
speziell gereinigtes Sandoglobulin zur Verfugung gestellt. Das Sandoglobulin wurde
hierfur zunéachst im Herstellerpuffer gelost und viermal fur mindestens 6 h gegen 10
Liter Bidest dialysiert, um die vorhandenen Salze (Pufferbestandteile) zu entfernen. Der
Dialyseschlauch besaR ein Ausschlussvolumen von 10 bis 12 kDa, d.h. Substanzen bis
zu dieser Grolke konnten durch die Poren nach auBen diffundieren und somit entfernt
werden. Anschlieend wurde der Inhalt des Dialyseschlauches, der nun ausschlieRlich
aus Immunglobulinen bestand, eingefroren und danach gefriergetrocknet (lyophilisiert).
Die erhaltenen Immunglobuline lagen nun als Festsubstanz vor und konnten in einem

beliebigen Puffer (im vorliegenden Fall PBS) geldst werden.

-23-



Material und Methoden

2.15.2

a) Primarantikorper

Zielstruktur
(Antigen)

humanes
Integrin a-4
(VLA-a4;
CD49d)

humanes
Integrin a-4

humanes
Integrin a-4

humanes
Integrin -1
(CD29)

humanes o-
Actin des
glatten Mu-
skels

humanes
GFAP

humane
Galacto-
cerebroside

humaner
VWF

humanes
Z0-1-
Protein

humanes
Z0-1-
Protein

Isotyp-
Kontrolle

Isotyp-
Kontrolle

Isotyp-
Kontrolle

Antikdrper-
typ

monoklonal,
IgG1

monoklonal,
IgG1

monoklonal,
1gG2b, «

monoklonal,
1gG2a, «

monoklonal,
1gG2a

polyklonal,
19G

monoklonal,
1gG3

polyklonal,
1gG

polyklonal,
1gG

monoklonal,
1IgG1, x

gereinigtes
1gG1, x

gereinigtes
1gG2b,

gereinigtes
1gG2a, «

Immunzytochemie

Klon

2B4

HP2/1

L25

mADb13

ASM-1

Z01-
1A12

MOPC-
21

MOPC-
141

UPC
10

Spezies

Maus

Maus

Maus

Ratte

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

Maus

Maus

=24 -

Ver-
din-
nung

1:50

1:50

1:50

1:100

1:200

1:500

1:100

1:200

1:100

1:100

*s.U.
*s.U.

*s.U.

Hersteller

R&D
Immuno-
tech

BD

BD

Chemicon

Dako

Chemicon

Dako

Zymed

Zymed

Sigma

Sigma

Sigma

Katalog-
nummer

BBA37

IM0764

340967

552828

CBL171

Z0334

MAB342

A 0082

61-7300

33-9100

M 5284

M 5534

M 9144
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Zielstruktur | Antikorper- Spezies (\Jl/l(jrrm
(Antigen) typ e
Isotyp- gereinigtes _ .
Kontrolle 1gG Kaninchen s.u.
Isotyp- gereinigtes .
Kontrolle 1gG1 43414 | Ratte s.u.

Hersteller | <atalog-
nummer

Sigma | 5006

R&D MABO005

* Anmerkung: Die Verdunnung der Isotypkontrolle entsprach jeweils derjenigen des

Primarantikorpers.

b) Sekundarantikorper

Antikorper Verdunnung | Hersteller
Esel-antl-Maus-_IgG Cy3 1:300 Chemicon
(Indocarbocyanin)

Esel-anti-Ratte-1gG Cy3 1:300 Chemicon
Kaninchen-anti-Maus-1gG Cy3 | 1:300 Chemicon

Ziege-anti-Kaninchen-1gG Cy2

(Carbocyanin) 1:100 - 1:300 | Chemicon

Ziege-anti-Kaninchen-1gG Cy3 | 1:300 Chemicon

c) Kernfarbung

Substanz Verdunnung | Hersteller

DAPI (4', 6 Diamidino-2-

Phenylindol-Dihydroclorid) 1:3000 Sigma

-25-

Katalog-
nummer

AP192C

AP189C
AP160C

AP132J

AP132C

Katalog-
nummer

D 8417
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2.15.3

a) Primarantikorper

Zielstruktur
(Antigen)

humanes
Integrin a-4

humanes
Integrin -1

humanes
Integrin B-7

Isotyp-
Kontrolle

Isotyp-
Kontrolle

Isotyp-
Kontrolle

b) Sekundarantikérper

Antikorper

Ziege-anti-Maus-1gG FITC

Antikorper-
typ

monoklonal
1gG2b,

monoklonal
IgG1, x

monoklonal
19G2a, x

gereinigtes
1gG1,

gereinigtes
1gG2a, «

gereinigtes
1gG2a, «

Ziege-anti-Maus-1gG PE

2154

Western Blot

a) Primarantikorper

Zielstruktur
(Antigen)

ERK 1

GAPDH

INK 1

p38 MAPK

Antikorper-
typ

polyklonal,
IgG

monoklonal,
lgG1

polyklonal,
IgG

polyklonal,
IgG

Analysen am Durchflusszytometer

Klon Spezies
L25 Maus
MAR4 | Maus
FIB504 | Ratte
2/I10PC- Maus
%185 > | Maus
R35-95 | Ratte
Verdinnung
1:50
1:50
Klon Spezies
Kaninchen
2D4AT7 | Maus
C-17 Kaninchen
Kaninchen
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Verdiinnung
& Konjugat

1:50

1:50
PE

1:50
PE

1:50
PE

1:50
FITC

1:50
PE

Hersteller

R&D
R&D

Ver-
dinnung

1:1000

1:2000

1:1000

1:1000

Hersteller Katalog-
nummer
BD 340967
BD 555443
BD 555945
BD 555749
BD 556652
BD 555844
Katalog-
nummer
F0103
F0102B
Hersteller Katalog-
nummer
Santa Cruz | sc-94
Santa Cruz | sc-59541
Santa Cruz | sc-474
Cell _Sl- 9212
gnaling
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Zielstruktur
(Antigen)

p-ERK

phosphory-
lierte p38
MAPK

phosphory-

lierte p38
MAPK

p-JINK

Antikdrper-
typ

monoklonal,
1gG2a

polyklonal,
IgG

polyklonal,
[o]€

monoklonal,
IgG1

b) Sekundarantikorper

Antikorper

Ziege-anti-Kaninchen-1gG,
Peroxidase-konjugiert

Ziege-anti-Maus-1gG,
Peroxidase-konjugiert

2.1.6 Proteinmarker

Name

Hersteller Katalog-
nummer
Santa Cruz | sc-7383
CeII_Si— 9211
gnaling
Promega V1211
Santa Cruz | sc-6254
Katalog-
nummer
111-035-003
115-035-003

. Ver-
Klon Spezies diinnung
E-4 Maus 1:1000
Kaninchen | 1:1000
Kaninchen | 1:1000
G-7 Maus 1:1000
Verdunnung Hersteller
1:5000 Jackson Immuno-
Research
15000 Jackson Immuno-
Research
Hersteller
Fermentas

PageRuler Prestained Protein Ladder
(170, 130, 95, 72, 56, 43, 34, 26, 17, 11 kDa)

Dartellung des verwendeten Proteinmarkers s. Abbildung 3:

Mit Hilfe eines Proteinmarkers kdnnen die im Western Blot angefarbten Proteine nach

ihrem Molekulargewicht in kDa (Kilodalton) differenziert werden.
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Lot specific MW, kDa

e —170—
= 130 —

§ — Q5 —
- — 72— ..
— 3 — -
-— 34 — ..

O

Gel
Blot

Sul/lane 3ul/lane
8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Abbildung 3 Verwendeter Proteinmarker fur die Western-Blot-Analysen
(Quelle: Fermentas: PageRuler Prestained Protein Ladder; Datenblatt 2006)

2.1.7 Zellen
21.7.1 Endothelzelllinien

Bezeichnung der Zelllinien Freundlicherweise bereitgestellt durch

Immortalisierte, humane mikrovaskulare KWANG S. Kim (The Johns Hopkins Uni-
Endothelzellen "HBMEC" (human brain versity School of Medicine, Baltimore,
microvascular endothelial cells) USA, Stins et al. 1997, Khan et al. 2007)

Immortalisierte humane zerebrale mikro- P. O. CourAUD (Institut Cochin, Universi-
vaskulare Endothelzellen "TnCMEC/D3" té René Descartes, Paris, Weksler et al.
2005)

Vorteile der immortalisierten Zelllinien sind ihre relativ rasche Vermehrung und die
lange Kulturféhigkeit. Auch in hohen Passagen verandern sich die Zellen kaum. Im
Laufe der Experimente erwiesen sich diese Zellen jedoch als ungeeignet fur die geplan-

ten Versuche, da sie sich in wichtigen Punkten von den primdren Zellen unterschieden.
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21.7.2 Primare Endothelzellen
Bezeichnung

Priméare humane zerebrale Endothelzellen
(HCEC)

Details zu den verwendeten Praparationen:

Praparation Alter (Jahre)
376 24
379 27
404 20
419 31

Bezeichnung

Primare humane zerebrale Endothelzellen
aus laborinternen Isolationen (,,171001*
11l und V)

Herkunft

Applied Cell Biology Research Institute,
Kirkland, USA

Geschlecht Isolationsort
unbekannt Frontaler Cortex

weiblich Frontaler Cortex
maéannlich Cortex

méannlich Cortex
Herkunft

Blut-Hirnschrankenlabor Neurologische
Klinik, Julius-Maximilians-Universitét

Wirzburg

Die priméren humanen zerebralen Endothelzellen (HCEC: human cerebral endothelial
cell) stammen direkt aus Hirngewebe. In ihren Zellzyklus wurde nicht eingegriffen,
sodass sie ihre ursprunglichen Teilungseigenschaften behielten. Sie sollten mdglichst
genau das Verhalten vitaler Endothelzellen in vivo représentieren und wurden daher in

den Versuchsreihen bevorzugt.
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2.1.8 Protokolle
2.1.8.1

a) Nahrmedium mit 10 % FCS fur primére Endothelzellen:

Bestandteile
M199

Penicillin (5000 U/ml) - Streptomycin
(5000 pug/ml) - Loésung

ECGS (2 mg/ml)
Amphotericin B (250 pg/ml)
Gentamicin (50 mg/ml)
Heparin (100 mg/ml)

FCS (Inaktivierung: 30 min bei 56°C)

Nahrmedien fur Zellkultur

Menge

ad 100 ml

1 mi
1ml
1ml
100 ul
100 ul

10 ml

Endkonzentration

50 U/ml bzw.
50 pg/mi

20 pg/mi
2,5 pg/ml
50 ug/ml
100 pug/ml

10 %

b) Nahrmedium mit 10% FCS fir Endothelzelllinie "hCMEC/D3"":

Bestandteile
EBM-2 Basalmedium
EGM-2 Single Quots

FCS (Inaktivierung: 30 min bei 56°C)

Menge
ad 500 ml
1x

50 ml

Endkonzentration

10 %

¢) Né&hrmedium mit 10 % FCS fir Endothelzelllinie "HBMEC™:

Bestandteile
RPMI-1640 Zellkulturmedium

Penicillin (5000 U/ml) - Streptomycin
(5000 pg/ml) - Losung

ECGS (2 mg/ml)
L-Glutamin (200 mM)

MEM-Vitamine

Menge

100 mi

1ml
1ml
1ml

1ml
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Bestandteile Menge Endkonzentration
Natriumpyruvat (100 mM) 1mil 1mM
Heparin (5000 U/ml) 100 pl 5 U/ml

FCS (Inaktivierung: 30 min bei 56°C) 10 ml 10 %

2.1.8.2 Gele

a) Sammelgel (4 %)

Chemikalien

A. dest. (Aqua destillata)
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %)
1 M Tris (pH 6,8)

SDS (10 %)

APS (10 %)

TEMED (zum Schluss)

b) Trenngel (12 %)

Chemikalien

A. dest.
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %)
1,5 M Tris (pH 8,8)

SDS (10 %)

APS (10 %)

TEMED (zum Schluss)

Menge fur 2 Gele (8 ml)
55ml

1,3 ml

1,0 mi

80 ul

80 ul

8 ul

Menge fur 2 Gele (20 ml)
13,2 ml

16,0 ml

10,0 ml

400 pl

400 pl

16 pl

Nach Zugabe von TEMED wurde zunéchst das Trenngel in die Gelkammer gegossen

und mit Methanol Gberschichtet. Nach einer Polymerisationszeit von ca. 15 min wurde

nach AbgielRen des Methanols das Trenngel aufgefillt, und die Kdmme konnten einge-
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setzt werden. Im weniger dichten Sammelgel sollten die Proteine zunéchst konzentriert

werden bevor sie im Trenngel nach dem Molekulargewicht sortiert wurden.

2.1.8.3 Pufferlosungen
a) Sammelpuffer Tris-HCI pH 6,8
Chemikalien
Tris
SDS
HCI (1 M)

A. dest.

Menge
15,15 g
1g

pH 6,8

ad 500 ml

Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH auf 6,8 eingestellt.

b) Trennpuffer: Tris-HCI pH 8,8

Chemikalien
Tris

SDS

HCI (1 M)

A. dest

Menge
459
lg

pH 8,8

ad 500 ml.

Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH auf 8,8 eingestelt.

c) 4 x Tris-HCI-Puffer (pH 6,8)

Chemikalien
Tris

SDS

HCI (1 M)

A. dest.

Menge
30,25 g
29

pH 6,8

ad 500 mli

Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH auf 6,8 eingestellt.
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d) 1 x Elektrophoresepuffer

Chemikalien Menge
10 x Elektrophoresepuffer 100 ml
A. dest. 900 ml

e) 1x Transferpuffer

Chemikalien Menge
10 x Transferpuffer 100 ml
Methanol 200 ml
A. dest. 700 ml

f) 1 x Roti-Block

Chemikalien Menge
10 x Roti-Block 10 ml
A. dest. 90 mi

g) 10 x TBS (tris buffered saline) (pH 7,5)

Chemikalien Menge
NaCl 4049

Tris 12,19

A. dest ad 500 ml.

Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH auf 7,5 eingestellt.
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h) 1xTBS, 0,05 % Tween

Chemikalien Menge
10 x TBS 100 ml
Tween 500 pl
A. dest. 900 ml

1) Lysepuffer fiir Proteinextraktion (10 ml)

Chemikalien Menge
10 % NP-40 1ml

125 mM NaCl 0,25 ml
50 mM HEPES 1mi

1 mM EDTA (pH 7,4) 0,1ml

A. dest. 8,55 ml
Protease Inhibitor 1 Tablette
Phosphatase Inhibitor 200 pl

j) BCA-Proteinbestimmung (fur 9 Proben)

Chemikalien Menge
BCA 10 ml
Kupfer (11) Sulfat 200 pl
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k) Ladepuffer (6 x) fur Proteinextraktionen auf Polyacrylamidgel

Chemikalien

4 x Tris-HCI (pH 6,8)
Glycerol

SDS

Bromphenolblau

jeweils frisch dazu geben:

B-Mercaptoethanol

I) FACS-Puffer

Chemikalien
Na-Azid (NaN3)

BSA

Menge
7ml
3aml
1g

1,2 mg

50 pl in Iml Ladepuffer

Menge
0,1%
0,1%

in PBS (L X)

2.1.9 Standard-Zentrifugenprogramm fur Zellkultur

Dauer
Geschwindigkeit
Temperatur

5 min
150 g
+4°C

2.1.10 Computerprogramme

Programm
AnalySIS

BD CellQuest Pro 4.0.2
GraphPad Prism 4

Microsoft Office Excel
2003

WCIF ImageJ 1.37c

Funktion Hersteller

Fluoreszenzmikroskop Softimaging Software

GmbH (SIS)

FACS-Gerat BD Biosciences
Statistik GraphPad Software Inc.
Statistik Microsoft Corporation

Bildauswertung
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank

durchgefiihrt.

Die in den Versuchen verwendeten primédren humanen zerebralen Endothelzellen
(HCEC) sowie die Zelllinien (h[CMEC/D3: Weksler et al. 2005, HBMEC: Stins et al.
1997) konnten Uber langere Zeitrdume hinweg in flussigem Stickstoff in einem Ein-
friermedium aus 90 % FCS und 10 % DMSO gelagert werden.

Zur Anzichtung in Kulturflaschen wurden die Réhrchen mit den eingefrorenen Zellen
flr einige Minuten im Wasserbad (37°C) erwarmt. Die angetaute Zellsuspension wurde
in 10 ml frisches, auf 37°C erwarmtes N&hrmedium mit 10 % FCS gegeben und an-
schlieRend zentrifugiert, um das DMSO mdglichst vollstandig zu entfernen. Die Zellen
wurden nun in 4 ml frischem Medium aufgenommen und auf eine kleine Zellkulturfla-
sche ausgesét. Fur ein besseres Anhaften der Zellen auf dem Kunststoffuntergrund wur-
den diese Kulturflaschen im Falle der HCEC und HBMEC mindestens 30 min vor Zu-
gabe der Zellsuspension mit einer Losung aus 2 % Gelatine in PBS bei 37°C vor-

inkubiert. Der Uberstand wurde vor Zugabe der Zellen abgesaugt.

Fur die Zelllinie hCMEC/D3 erfolgte die Beschichtung der Platten mit einer Lésung aus
Rattenschwanz-Collagen (0,13 mg/ml in A. dest.).

Zur Kultivierung wurden die Zellen bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert.
Ein Mediumwechsel erfolgte ca. alle zwei Tage. Bei konfluentem Wachstum wurden
die Zellen auf neue Flaschen aufgeteilt (,,Passagieren). Zelllinien konnten normaler-
weise unbeschrankt geteilt und weiter verwendet werden. Die priméren Zellen zeigten
sich weniger bestandig und verloren in den hoheren Passagen (ab Passage 6) zum Teil

ihre urspringlichen Eigenschaften.

Um die adharenten Zellen vom Untergrund zu lésen, wurde eine Trypsin-EDTA-
Losung verwendet. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums einmal mit PBS
gewaschen, mit der Trypsinlésung bedeckt und fur 5 bis 10 min im Brutschrank
inkubiert. Unter dem Lichtmikroskop konnte zwischendurch kontrolliert werden, ob die
Zellen bereits ihre Haftung an der Kulturschale verloren hatten. Das Trypsin wurde
dann durch Zugabe von 10 % FCS in PBS inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in ein

geeignetes Reaktionsrohrchen Gberfiihrt und zentrifugiert. Nach Absaugen des Uber-
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standes konnten die Zellen in frischem Medium aufgenommen und auf neue Kulturfla-

schen aufgetragen werden bzw. fiir andere Versuche weiterverwendet werden.

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Trypanblau und mit Hilfe der Zahlkammer
nach Neubauer durchgefuhrt. Bei Trypanblau (AppliChem: Trypanblau; Datenblatt
2007) handelt es sich um eine Vitalfarbung der Zellen: Der saure Farbstoff wird von
toten Zellen aufgenommen, die sich dann unter dem Lichtmikroskop dunkelblau geférbt
darstellen. Lebende Zellen hingegen schliefen den Farbstoff aus und erscheinen weif3

vor blauem Hintergrund.

Auf eine Zahlkammer wurden 10 ul einer Mischung aus Trypanblau und Zellsuspension
im Verhéltnis 1:1 gegeben. Nach Auszdhlung der vitalen Zellen in mehreren grolRen
Quadraten wurde daraus der Mittelwert gebildet und somit die durchschnittliche
Zellzahl pro Quadrat errechnet. Mit Hilfe des Verdlinnungsfaktors sowie des Kammer-

faktors 10" erhielt man dann die Anzahl lebender Zellen pro Milliliter.

2.2.2 Immunzytochemische Farbungen

Zur Bestimmung der Lokalisation von Zellstrukturen bietet sich die Immunzytochemie
an. Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen kénnen zellulédre Antigene unter dem Fluores-

zenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

Die zu farbenden Zellen wurden auf speziellen Schélchen mit jeweils vier Napfen (je 10
mm Durchmesser) kultiviert, die flr die spatere Arbeit am Mikroskop geeignet waren.
In die einzelnen Napfe wurden je 5 x 10* Zellen ausgesat. Bei Erhalt einer konfluenten

Zelllage konnte mit der Farbung begonnen werden.

Nach Absaugen des Nahrmediums wurden die Zellen zunéchst drei Mal mit PBS gewa-
schen. Anschlielend erfolgte eine Fixierung der Zellen auf dem Untergrund mit Form-
aldehyd (3,7 % in PBS) flr 10 min bei +4°C. Flr eine bessere Durchgangigkeit der An-
tikdrper durch die Zellmembran wurden die Zellen nach zwei weiteren PBS-Wasch-
schritten mit Triton X (0,1 % in PBS; 7 min bei +4°C) behandelt. Auch hierauf folgten
wieder zwei Waschvorgénge. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden
die Zellen 15 min bei +4°C mit einer Blocklosung inkubiert. Diese bestand aus 10 %
FCS in PBS oder aus 5 % BSA in PBS. BSA ermdglichte vor allem bei Doppelfarbun-
gen und bei Antikdrpern aus Kaninchen ein klareres Farbungsmuster. Nach Absaugen
der Blocksubstanz wurde sofort der Primérantikdrper auf die Zellen gegeben und fur
mehrere Stunden oder Gber Nacht bei +4°C inkubiert. Die Verdunnung der Antikorper
erfolgte jeweils in 10 % FCS bzw. in 1 % BSA in PBS.
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Vor Zugabe der Sekundérantikdrper wurden erneut drei Waschschritte durchgefthrt.
Die Bindung zwischen Sekundér- und Primarantikorper erfolgte innerhalb von 2 bis 4 h
im Dunklen bei +4°C. Flr eine Kernfarbung wurde danach der Farbstoff DAPI-Blau
(Verdinnung 1:3000 in 10 % FCS bzw. 1 % BSA in PBS) nach dreimaligem Waschen
fir 5 min auf die Zellen gegeben. Nach erneutem Waschen und grindlicher Entfernung
des Uberstandes wurden die Zellen in Mowiol gebettet und mit einem Deckglaschen
geschitzt. In dieser Form waren die Farbungen mehrere Tage bei Lagerung im Kihl-

schrank stabil und konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.
Reinheitsprifung der laboreigenen Zellisolationen:

Zur Uberprifung des Reinheitsgrades der laboreigenen Zellisolationen (11l und 1V)
wurden ebenfalls immunzytochemische Farbungen durchgefuhrt. Die verwendeten An-
tikdrper richteten sich dabei gegen Zellstrukturen, die fur bestimmte Zellen des Hirnge-
webes typisch waren. So wurde zundchst das a-Actin von glatten Muskelzellen ange-
farbt, um Myozyten bzw. Myofibroblasten nachweisen zu konnen. Auch Galacto-
cerebroside, die vor allem in Oligodendrozyten und Schwann-Zellen vorkommen, wur-
den durch den entsprechenden Antikdrper detektiert. Astrozyten sollten durch eine Fér-
bung gegen GFAP (glial fibrillary acidic protein) identifiziert werden. Als Positivkon-
trolle fur den spezifischen Nachweis von Endothelzellen wurde eine Farbung gegen
VWF (von-Willebrand-Faktor) durchgefihrt.

Die Auswertung der Farbungen durch Zahlungen ergab eine Kontamination mit
Myozyten bei beiden Zellpraparationen von durchschnittlich ca. 5 % (4 % bei 1lI; 6 %
bei V). In der Isolation IV konnten auBerdem Astrozyten (ca. 8 %) nachgewiesen wer-
den. Der Antikorper gegen Galactocerebroside ergab keine positiven Zellfarbungen.
Insgesamt wurde somit bei Praparation Il eine Verunreinigung von weniger als 5 %
ermittelt; bei Préparation IV hingegen zeigte sich ein Fremdzellanteil von knapp 15 %
(s. Tabelle 1).
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Kontamination in Kontamination in
Zelltyp Antigen Praparation Ill Praparation IV
Myozyten ASM 4,1 % 6,4 %
Oligodendrozyten und Galacto-
Schwann-Zellen cerebroside 0% 0%
Astrozyten GFAP 0% 8,5 %
gesamt 4,1 % 14,9 %

Tabelle 1 Ergebnisse der Farbungen hinsichtlich der Verunreinigung des Endothelzellpra-
parationen 111 und IV
ASM: humanes a-Actin des glatten Muskels (actin smooth muscle)

Aufgrund der Feststellung, dass sich in der laborinternen Isolation eine Kontamination
mit anderen zerebralen Zelltypen nachweisen lieR, wurde auch die HCEC-Praparation
404 hinsichtlich ihrer Reinheit untersucht. Hierbei zeigten sich keine positiven Farbe-
reaktionen, die auf das VVorhandensein anderer Zelldifferenzierungen schlie3en liel3en.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie bzw. der FACS- (fluorescence activated cell
sorting) Analyse konnen Zellen anhand morphologischer und struktureller Eigenschaf-
ten differenziert werden. Dabei werden die Zellen in Kapillaren durch einen Laserstrahl
geschickt, wéhrend die Emission von Streulicht gemessen wird (forward scatter: Beu-
gung, side scatter: Brechung). Ein Versuchsansatz enthalt daher jeweils eine Negativ-
kontrolle, um daran die spezifische Emission der verwendeten Zellpopulation messen zu
kdnnen. Zur weiteren Differenzierung stehen Antikdrper zur Verfligung, die gegen be-
stimmte Strukturen der Zellmembran gerichtet sind und mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind. Binden diese an die jeweilige Zielstruktur, so kénnen sie durch Laser-
strahlen angeregt werden. Anhand der gemessenen Fluoreszenzsignale lassen sich dann
Aussagen Uber die Expression verschiedener Oberflachenantigene treffen. Zur Beurtei-
lung der Spezifitat dieser Antikorperbindung ist jeweils eine Isotypkontrolle, bestehend

aus dem entsprechenden Immunglobulinsubtyp, notwendig (Melamed, Lindmo 1990).

Die in der Durchflusszytometrie verwendeten Zellen wurden mindestens 24 h vor der

Messung bzw. mindestens 24 h vor einer Stimulation ausgeséat. Fur die Messung wurde

die Zellschicht mit Hilfe der sog. Accutase von der Kulturschale abgel6st. Diese LAsung

aus mehreren proteolytischen und collagenolytischen Enzymen schont bei der Ablésung

besonders die zellularen Oberflachenstrukturen. Nach Abnahme des Mediums wurde

die Zellschicht zunéchst mit der Enzymldsung bedeckt und fiir 10 min im Brutschrank
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inkubiert. Die in eine Suspension Ubergegangenen Zellen wurden anschlief}end in ge-
eignete Analyserohrchen tberfilhrt und zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes
und Durchfiihrung eines Waschschrittes mit FACS-Puffer, konnte die eigentliche Anti-
korperfarbung (Verdunnung 1:50 in FACS-Puffer) fur 30 min bei +4°C durchgefihrt
werden. Danach folgten zwei weitere Waschschritte mit FACS-Puffer. Im Falle der mit
einem Farbstoff konjugierten Antikorper wurden die Zellen abschlieRend in einer Klei-
nen Menge FACS-Puffer aufgenommen und bis zu Messung am Durchflusszytometer
bei +4°C gelagert. Bei unkonjugierten Antikorpern folgte vorher noch ein zweiter Inku-

bationsschritt mit dem Sekundéarantikorper.

Fur die Messung am FACS-Gerat wurden die entsprechenden Wellenldngen eingestellt,
um die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe (FITC: Fluoresceinisothiocyanat; PE:
Phycoerythrin) messen zu kénnen. Anhand der Negativkontrolle und der Isotypfarbung
wurden die Parameter Beugung und Brechung so eingestellt, dass beide Kurven mog-
lichst dicht am Wert eins lagen. Dann wurden, ohne die Einstellungen zu verandern, die
gefarbten Proben gemessen. Bei vorhandener Fluoreszenz ergab sich eine Verschiebung
der Kurve. Insgesamt wurden pro Messung zwischen 20 000 und 50 000 Zellen analy-

siert.

2.2.4 Untersuchungen zum Adhasionsverhalten

Zur Gewinnung erster Anhaltspunkte der Funktion von Integrin a-4 auf zerebralen
Endothelzellen wurde das Adhé&sionsverhalten der Zellen in Gegenwart von Natalizu-
mab untersucht. Mit Hilfe der blockierenden Wirkung des Antikorpers sollten Erkennt-

nisse Uber die Bedeutung von Integrin a-4/B-1 bei der Zellanheftung gewonnen werden.

2.24.1 Vorbereitungen zum Adhasionsversuch
Die Untersuchung der Adhé&sion erfolgte bei verschiedenen Bedingungen auf Reaktions-

platten mit 96 Vertiefungen. Die Aullenreihen dieser Platten wurden mit je 200 ul PBS
pro Vertiefung aufgefullt, da sich in friiheren Versuchen bereits gezeigt hatte, dass die
Zellen in den randstdndigen Néapfen schlechter anwuchsen. Vertiefungen, die keine Be-
schichtung erhalten sollten, wurden zundchst mit 50 ul PBS aufgefillt. Fur die Be-
schichtung mit Fibronectin wurden jeweils 50 ul in einer Konzentration von 50 pg/mi
verwendet. Nach einer 60-min(tigen Inkubation bei 37°C wurde von einer ausreichen-

den Beschichtung der Kulturflache ausgegangen.
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Die Reaktionsplatte wurde dann so aufgeteilt, dass jeweils eine senkrechte Reihe fur
eine Stimulationsbedingung stand. Daraus folgte, dass jeweils sechs Vertiefungen mit

denselben Konditionen fir die Auswertung zur Verfiigung standen.

Die fiir den Versuch benétigten Zellen wurden zunachst mit Trypsin von der Kultur-
schale abgeldst und anschliefend in frischem Medium aufgenommen. Um spéter etwa
6000 Zellen pro Vertiefung in 200 ul Medium aussden zu kénnen wurde eine Suspensi-

on mit 3 x 10* Zellen pro Milliliter hergestellt.

Diese Zellen wurden dann fir 30 min mit verschiedenen Konzentrationen von Natali-
zumab bzw. von Sandoglobulin, Efalizumab und Alemtuzumab als jeweilige Kontroll-
antikorper bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen in die ent-
sprechenden Ndapfe gegeben. Die Auswertung fand nach einer Adhé&sionsdauer von je-
weils 2 h statt.

2.2.4.2 Auswertung mit CellTiter 96 Ageous Non-Radioactive Cell Prolifera-

tion Assay

Fur die Auswertung wurde anfangs die MTS-Reaktionslésung verwendet. Es handelt
sich hierbei um den Farbstoff MTS (3 (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-
phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-Salz), der von lebenden Zellen aufgenom-

men wird.

Die verwendungsfahige Reaktionslésung wurde zunachst gemald Protokoll aus den bei-
den Bestandteilen MTS- und PMS-Flissigkeit (Verhaltnis 20:1) hergestellt.

Der Inhaltsstoff MTS wird durch lebende Zellen zu einem l6slichen Formazan-Farbstoff
reduziert. Dessen Absorption kann bei einer Wellenlange von 490 nm gemessen wer-
den. Die Menge des entstandenen Farbstoffes entspricht der H6he der Absorption und

ist direkt proportional zur Zahl lebender, metabolisch aktiver Zellen.

Zur Unterbrechung der Adhasion nach 2 h wurden die N&pfe zundchst einmal mit war-
mem Medium (ohne FCS bzw. Antibiotika) gewaschen. In einem zweiten Schritt wur-
den 20 pl der vorbereiteten MTS-L6sung zu 100 ul Medium gegeben. Wichtig fir die
spatere Auswertung war die Berlcksichtigung des Leerwertes, d.h. die Absorption von
MTS im entsprechenden Medium ohne Zellen. Die Farbreaktion fand fur 3 h im Brut-
schrank bei 37°C im Dunklen statt. AnschlieBend wurde am ELISA-Messgeréat die Ab-
sorption in den einzelnen N&pfen bei 490 nm gemessen. Daraus konnten dann am Com-

puter die entsprechenden Graphen erstellt werden.
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Nach mehreren Experimenten unter gleichzeitiger Beobachtung des Adhésionsverhal-
tens am Lichtmikroskop schien diese Methode jedoch fiir den beschriebenen Versuchs-
aufbau unzuverlassig zu sein. Zur Uberpriifung wurde daher eine zweite Form der Aus-

wertung mit Hilfe einer DAPI-Kernfarbung etabliert.

2.2.4.3 Auswertung nach DAPI-Kernfarbung und Zellzahlung mit ImageJ

Zur Durchfiihrung der DAPI-Kernfarbung wurden die Zellen ebenfalls zunéchst einmal
mit Medium gewaschen. Fixierung und Permeabilisierung erfolgte wie im Protokoll der
immunzytochemischen Féarbung. Im Anschluss an die Triton-Behandlung wurde sofort
mit der DAPI-Kernfarbung fortgefahren. Nach einem letzten Waschschritt und Absau-
gen des Uberstandes folgte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop. Unter der
kleinsten VergroRerung (40-fach) wurde von jedem Napf ein Bild aus der Mitte aufge-
nommen und gespeichert. Von diesen Bildern (GréRe 8 bit) konnte dann im Computer-
programm ImageJ mit Hilfe der Zusatzfunktion der Kernzéhlung (,,Plugins* > , Particle
Analysis® >, Nucleus Counter”) die Anzahl der Zellkerne ermittelt werden (s. Abbil-
dung 4).

DAPI

Ergebnis:
159 Kerne

Abbildung 4 Bildbeispiel zur Auswertung am Computer mit ImageJ:
(2): Originalbild der DAPI-Kernfarbung; (2): Umwandlung in 8 bit; (3): automatische Z&hlung aller rot-
umrandeten Objekte
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Bei einem direkten Vergleich zwischen den beiden angefiihrten Methoden zur Zellzahl-
ermittlung zeigten sich groRe Unterschiede. Aufgrund der besseren Ubereinstimmung
der DAPI-Farbung mit den subjektiven Beobachtungen am Lichtmikroskop sowie der
mangelnden Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit der MTS-L6ésung wurde fir die ge-

zeigten Versuche ausschlieBlich die Methode der Kernfarbung angewendet.

2.2.4.4 Statistische Auswertung

Die durch das Programm ImageJ gewonnenen absoluten Zahlenwerte bildeten den Da-
tensatz, der zundchst mit Hilfe des Computerprogramms Excel fur die graphische Dar-
stellung in Form von Saulendiagrammen weiter verarbeitet wurde. Einzelne Experimen-
te wurden jeweils mit den absoluten Zahlenwerten dargestellt, wobei von jeder Sub-
gruppe das arithmetische Mittel gebildet wurde. Zusatzlich wurde die entsprechende

Standardabweichung ermittelt und graphisch dargestellt.

Um die Daten aus mehreren Versuchen mit den gleichen Stimulationsbedingungen zu-
sammenfassen zu kénnen, wurden nicht die absoluten Zahlen verwendet sondern pro-
zentuale Werte gebildet. Dabei diente die unbehandelte Subgruppe als Referenzwert
(100 %). Auch hier zeigen die zugehorigen Saulendiagramme jeweils das arithmetische
Mittel aus den zusammengefassten Versuchen mit den entsprechenden Standardabwei-

chungen.

Daruiber hinaus wurde nach signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Sub-
gruppen einer Versuchsreihe gesucht. Hierfir wurde die einfaktorielle VVarianzanalyse
(ANOVA, Analysis of variance) verwendet, mit deren Hilfe man mehr als zwei unab-
hangige Stichproben untereinander vergleichen kann. Fir den Fall, dass die Nullhypo-
these (,,es liegen keine Unterschiede zwischen den Mittelwerten der einzelnen Gruppen
vor®) zu mehr als 95 % abgelehnt werden konnte, wurden die Effekte als signifikant
bezeichnet (p < 0,05).

2.2.5 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zur Auftrennung und zum Nachweis von Proteinen.
Mit Hilfe von Acrylamidgelen, die bei Polymerisation Poren unterschiedlicher GroRe
bilden, kénnen Proteine im Laufe einer Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht
(in Dalton) aufgetrennt werden. GroRe Bestandteile wandern hierbei schlechter, wéh-
rend kleinere Proteine leichter und schneller bewegt werden. Fir die Auftrennung wird
haufig die sog. SDS-PAGE (Sodium-Duodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

genutzt. Die Proteine werden dabei zunéchst denaturiert und ihre vorhandenen Ladun-
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gen durch ein Salz (SDS) maskiert, sodass alle Proteine zu Anionen werden und im
elektrischen Feld zur Anode wandern. Das Salz bindet proportional zur Proteingrélie,
wodurch eine von der urspringlichen Ladung unabhéngige Auftrennung rein nach der

MolekiilgroRe moglich ist.

Zur weiteren Untersuchung der Proteine erfolgt der eigentliche ,,Blot, d.h. die Ubertra-
gung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Danach kénnen mit Hilfe von spezi-
ell markierten Antikorpern die gesuchten Proteine sichtbar gemacht werden (Towbin et
al. 1979; Burnette 1981).

2.25.1 Gewinnung der Proteinlysate

Mit Hilfe des Western Blots sollten Proteine der Signalkaskade unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen untersucht werden. Die anfanglichen Versuchsergebnisse leg-
ten nahe, dass die Zellen stark auf einen Mediumwechsel reagierten. Daher wurde das
N&hrmedium ca. 14 h vor der Stimulation durch ein Minimalmedium mit 0,5 % FCS
ersetzt. Entsprechend der Dauer der Stimulation wurden die Zellen dann geerntet. Zur
Gewinnung der Proteine mussten die Zellen zunéchst lysiert werden. Hierfur wurden sie
nach Ende der Stimulation drei Mal mit kaltem PBS gewaschen und auf Eis gestellt.
Der Lysepuffer mit dem frisch zugefiigten Phosphataseinhibitor wurde dazu pipettiert
(ca. 16 pl/cm®). Mit einem Zellschaber wurden die Zellen sorgfaltig vom Boden gelést,
im Puffer aufgenommen und in ein kleines Reaktionsgefal3 tberfihrt. Im Kihlraum
folgte eine Inkubation auf dem Schuttler fiir ca. 45 min. In dieser Phase sollten die Pro-
teine in Losung gehen. AnschlieBend folgte eine 15-minitige Zentrifugation bei maxi-
maler Geschwindigkeit (15 000 rpm). Der Uberstand mit den Proteinen wurde dann
vorsichtig in ein neues ReaktionsgefaR uberfihrt.

2.25.2 Photometrische Ermittlung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer BCA-LGsung nach
Zugabe von Kupfer (1) Sulfat am Photometer vorgenommen. Proteine reagieren mit
den zweiwertigen Kupferionen, wobei sich die dabei entstehenden stabilen, farbigen
Komplexverbindungen aus Kupfer (1) und BCA direkt proportional zur Konzentration
der Proteine verhalten. Die Absorption kann dann bei 562 nm gemessen werden (Smith
et al. 1985).

Zundachst wurde fur diesen Messvorgang eine ausreichende Menge des BCA-Kupfer-11-
Sulfat-Gemischs hergestellt. Zu je 1 ml fertiger Losung wurden 5 ul der zu messenden

Proteinlysate gegeben. AuRerdem wurde bei jeder Messung ein Leerwert durch Zugabe

-44 -



Material und Methoden

von 5 ul A. dest. hergestellt. Der fiir die Auswertung weiterhin notwendige Standard-
wert wurde erstellt, indem 5 ul einer BSA-L6sung mit einer Konzentration von 1 mg/ml
zugefligt wurden. Alle Proben wurden fir 30 min bei 37°C inkubiert und schlie3lich 5
min auf Eis gestellt. Nach Uberfiinren in Einmalkivetten konnte die Messung am Pho-
tometer erfolgen. Hierfur wurde das BCA-Programm genutzt. Auf die Eingabe der Ver-
dinnung (5 wl in 1 ml) folgte die Ausmessung des Leerwertes bei 562 nm. Nach der
Bestimmung des BSA-Standardwertes konnte eine Kurve berechnet werden, anhand

derer die Proteinkonzentration der einzelnen Proben ermittelt wurde.

Mit Hilfe der Konzentrationen konnten spéter von den verschiedenen Proben jeweils
genau gleiche Proteinmengen auf das Gel geladen werden. Durchschnittlich wurden
hierflir abhangig vom vermuteten Expressionslevel der zu detektierenden Substanz zwi-

schen 20 und 50 ug Gesamtprotein geladen.

2.2.5.3 Gelelektrophorese und Western Blot auf Nitrozellulosemembran

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE. Die Gele hierfiir wurden
gemal Protokoll gegossen und in die mit Elektrophoresepuffer gefiillten Kammern ein-
gebracht. Zur spateren GroRenbestimmung wurde auBerdem je Gel ein Proteinmarker
aufgetragen (10 ul pro Tasche). Da die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im
elekrischen Feld vom Molekulargewicht bestimmt wird, liefert der Proteinmarker eine
Skala, anhand derer das Molekulargewicht der gefarbten Strukturen abgeschatzt werden

kann.

Die errechnete Probenmenge wurde vor dem Auftragen mit dem 6-fach Ladepuffer

(incl. Mercaptoethanol) vermischt und fiir 5 min bei 100°C denaturiert.

Wahrend des Durchlaufens des Sammelgels (Dauer ca. 30 bis 45 min) wurde an der
Elektrophoresekammer eine Spannung von 30 Volt angelegt. Anschlielend wurde die
Spannung fir die Trennphase (ca. 2 h) auf 60 Volt erhoht. War die Auftrennung der
einzelnen Banden, die anhand des Markers kontrolliert werden konnte, ausreichend,

wurde die Elektrophorese gestoppt.

Der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgte ebenfalls mittels Elektro-
phorese. Durch die angelegte Spannung sollten die negativ geladenen Proteine vom Gel
auf die Membran Ubergehen und dort flr eine Antikorperfarbung zugénglich gemacht
werden. Hierfur wurde die Membran direkt auf das Gel gelegt und zwischen eine Lage
aus Blotting Papier und Schwammen gebettet. Nach Zugabe des Transferpuffers lief die
Elektrophorese bei 85 mA und +4°C (iber Nacht.
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2.2.5.4 Farbung der Membranen

Die fertigen Membranen wurden in Petrischalen gegeben. Vor der eigentlichen Féarbung
wurden zundchst unspezifische Bindungsstellen mit einer Blocklésung abgeséttigt.
Hierfir wurde eine 1 x Roti-Block Losung hergestellt, mit der die Membran fiir 2 h bei
Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert wurde. Anschlielend wurde der jeweilige
Primarantikdrper (Verdinnung in 1 x Roti-Block) auf die Membran gegeben und unter
Schwenken fur 2 h bei Raumtemperatur bzw. alternativ Gber Nacht bei +4°C dort belas-
sen. Zur Entfernung des Uberschissigen Antikorpers wurde die Membran im Anschluss
drei Mal fur ca. 10 min in 1 x TBS unter Schwenken gewaschen. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem peroxidasekonjugierten Sekundarantikérper (Verdinnung in 1 x
Roti-Block) fir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wurde wiederum ein Waschvorgang

durchgefihrt.

Die Entwicklung des Films erfolgte durch die ECL-L6sung. Das an den Sekundaranti-
korper gebundene Enzym Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation des im Ent-
wickler enthaltenen Luminols. Bei dieser Reaktion entsteht ein intermedidres Zwi-
schenprodukt, das unter Aussendung von Licht in den Grundzustand zuriickfallt. Das
hiervon ausgehende Lichtsignal (Chemolumineszenz, s. Abbildung 5) kann am Ort des
gebundenen Sekundérantikdrpers mit Hilfe einen Rontgenfilms detektiert werden. Die
Starke des Signals ist proportional zur Menge an gebundenem Enzym (Amersham
Biosciences: ECL Western blotting detection reagents and analysis system; Datenblatt
2002).
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Chemolumineszenz

Luminol + H,0, Oxidationsprodukt + Licht

7

Sekundarantikdrper
mit Peroxidase

Primarantikorper

Membran mit Antigen

Abbildung 5 Skizze zur Chemolumineszenz
Luminolreaktion in Gegenwart der Meerrettichperoxidase

Der Entwickler wurde frisch aus den beiden Lésungen 1 und 2 im Verhéltnis 1:1 herge-
stellt und fiir 60 s auf die Membran gegeben. Nach dem Abtropfen berschiissiger Flis-
sigkeit wurde die Membran in eine Rontgenkassette gegeben. In der Dunkelkammer
wurde der Rontgenfilm aufgelegt und je nach Signalstarke einige Sekunden bis zu 60
min darauf belassen. AnschlieBend wurde der Film entwickelt. An den Stellen mit ge-

bundener Peroxidase zeigten sich dunkle Banden.
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3 Ergebnisse

In den durchgefiihrten Versuchen war zundchst die Expression des durch Natalizumab
gebundenen Antigens, Integrin a-4, von Interesse. Dessen Nachweis war bereits auf
endothelialen Progenitorzellen (Duan et al. 2006) und HUVEC (Calzada et al. 2004;
Massia, Hubbell 1992) erfolgt sowie auf zerebralen Endothelzellen bei Mé&usen (Milner,
Campbell 2002) und Ratten (Fasen et al. 2003). Daher sollte nun geklart werden, ob
dieses Molekul auch auf adulten HCEC exprimiert wird. Im Anschluss an diese Frage-
stellung sollte die funktionelle Bedeutung des Integrins a-4 sowohl auf zellbiologischer

als auch auf molekularer Ebene naher untersucht werden.

3.1 Subzellulares Verteilungsmuster von Integrin a-4 und §-1
in  zerebralen Endothelzellen mittels immunzyto-
chemischer Farbung

Erste Darstellungen der Expression des gesuchten Integrins o-4 und dessen
Dimerisierungspartners Integrin B-1 erfolgten auf adulten, priméren HCEC (404) mit
Hilfe der immunzytochemischen Farbung. Am Fluoreszenzmikroskop zeigten sich mit
den Antikorpern gegen die Integrine a-4 und B-1 bestimmte, konstant wiederkehrende
Farbungsmuster, auf die im Folgenden noch naher eingegangen wird. Da stets ein deut-
licher Unterschied der Fluoreszenzmuster zwischen den Integrinfarbungen und den
Kontrollen mit dem jeweiligen Isotyp sichtbar war, konnte von einer spezifischen Bin-
dung zwischen Antikorper und Zielstruktur ausgegangen werden. Aufgrund des immer
ahnlichen Signalmusters war somit ein erster Beweis fur die tatsachliche Expression der

Integrine a-4 und B-1 auf priméren Endothelzellen erbracht.

Zusétzlich zu dem ersten Expressionsnachweis stand im Rahmen der Fluoreszenzmikro-
skopie vor allem die genaue Lokalisation der Molekile im Mittelpunkt. In den insge-
samt mehr als zehn Versuchsreihen konnte beziglich der beiden Integrine a-4 und -1

jeweils ein recht einheitliches Bild der zelluléren Verteilung gewonnen werden.

Bei den Farbungen gegen Integrin -1 zeigte sich meist eine deutliche Betonung der
Zellgrenzen, wéhrend das von den Zellkérpern ausgehende Fluoreszenzsignal in den
einzelnen Versuchen unterschiedlich stark ausgeprégt war. In den Experimenten mit den
kommerziell erhdltlichen HCEC war meist eine leichte bis mittelstarke Anfarbung der

gesamten Zelle sichtbar (s. Abbildung 6 und Abbildung 7). Die Versuche mit den labor-

-48 -



Ergebnisse

internen Préparationen hingegen wiesen einen noch deutlicheren Kontrast zwischen
Zellrand und -korper auf (s. Abbildung 8).

Abbildung 6 Integrin B-1-Farbung auf HCEC 404 (Vergroferung: 200x)

Im Vergleich zum Isotyp (Iso B-1) zeigt sich bei der Farbung gegen Integrin -1 (B-1) ein sehr kréftiges
Fluoreszenzsignal im Bereich der Zellgrenzen sowie in geringerem Mafe im Bereich des Zellleibes.
Fluoreszenz: Cy3 (rot)
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Abbildung 7 Integrin pB-1-Farbung auf HCEC 404 (Vergrofierung: 400x)

Im Vergleich zum Isotyp (Iso B-1) zeigt sich bei der Farbung gegen Integrin B-1 (B-1) ein sehr kraftiges
Fluoreszenzsignal im Bereich der Zellgrenzen sowie in geringerem Mal3e im Bereich des Zellleibes.
Fluoreszenz: Cy3 (rot)
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Abbildung 8 Integrin pB-1-Farbung der laborinternen Zellisolation (I11)

Im Vergleich zu den HCEC-Préparationen zeigt sich bei der Farbung gegen Integrin B-1 (B-1) hier eine
deutlichere Betonung der Zellgrenzen. Kontrollfarbung mit Isotyp (Iso -1).

VergrofRerung oben 200x; unten 400X, Fluoreszenz: Cy3 (rot)

Bei einer gleichzeitigen Farbung gegen Integrin -1 und ZO-1, ein intrazellular liegen-
des Protein der Zonulae occludentes zwischen Endothelzellen, konnten zum Teil deutli-
che Uberlagerungen der beiden Strukturen beobachtet werden. Wihrend die ZO-1-
Farbung jedoch ein sehr feines Muster aufwies und besonders an den Interzellularkon-
takten zu finden war, zeigte sich Integrin -1 sowohl an den Interaktionsstellen als auch
an den freien Zellrdndern. Insgesamt schien Integrin B-1 auf der gesamten Oberflache
der Endothelzellen verteilt zu sein, wobei jedoch die Zellrander die bevorzugte Lokali-

sation waren (s. Abbildung 9).
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B-1+ ZO"1 + DAPI o

-

Abbildung 9 Doppelfarbung gegen Integrin -1 und ZO-1

Im Bereich der Zellgrenzen finden sich zum Teil Uberlappungen (orange) von Integrin B-1 und ZO-1.
VergrolRerung 400x, Fluoreszenz bei Integrin B-1: Cy3 (rot), Fluoreszenz bei ZO-1: Cy2 (griin), zusétz-
lich DAPI-Kernfarbung (blau)

Fur die Farbungen gegen Integrin a-4 standen insgesamt drei Antikdrper von unter-
schiedlichen Herstellern als Primarantikdrper zur Verfugung. In einem Vergleichsexpe-
riment ergaben sich die besten Ergebnisse mit den Antikdrpern der Firmen BD bzw.

R&D, die dann auch fiir die weiteren VVersuche verwendet wurden.

Das von Integrin a-4 ausgehende Fluoreszenzsignal war in allen Farbungsansétzen
schwacher als bei Integrin B-1. Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigte sich eine relativ
diffuse Verteilung von Integrin a-4 Uber die gesamte Zelle. Obwohl die Fluoreszenzfar-
bung zum Teil nur sehr leicht ausgepragt war, unterschied sich das granulare Muster
unter Aussparung des Kerns stets deutlich von der Isotypkontrolle. Insgesamt schien
Integrin a-4 nicht wie Integrin B-1 vorrangig an den Zellgrenzen lokalisiert zu sein,
sondern zeigte sich vielmehr in einer schollenartigen Anordnung Gber den Zellleib ver-
teilt (s. Abbildung 10 und Abbildung 11). Eine Doppelfarbung mit ZO-1 zeigte keine
Uberlappungen der beiden Zielmolekiile (s. Abbildung 12).
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Abbildung 10 Integrin a-4-Farbung auf HCEC 404 (Vergrofierung: 200x)

Im Vergleich zum Isotyp (Iso a-4) zeigt sich bei der Farbung gegen Integrin a-4 (a-4) ein kréftigeres,
granuldres Fluoreszenzsignal mit Aussparung im Bereich des Zellkerns.

Fluoreszenz: Cy3 (rot)
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Abbildung 11 Integrin a-4-Farbung auf HCEC 404 (VergroflRerung: 400x)

Im Vergleich zum Isotyp (Iso a-4) zeigt sich bei der Farbung gegen Integrin a-4 (a-4) ein kréftigeres,
granuldres Fluoreszenzsignal mit Aussparung im Bereich des Zellkerns.

Fluoreszenz: Cy3 (rot)
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" a-4 + ZO-1 + DAPI

Abbildung 12 Doppelfarbung gegen Integrin a-4 und ZO-1

Die Fluoreszenzsignale, die von Integrin a-4 bzw. ZO-1 ausgehen, scheinen in unterschiedlichen Arealen
lokalisiert zu sein.

VergrolRerung 400x, Fluoreszenz bei Integrin a-4: Cy3 (rot), Fluoreszenz bei ZO-1: Cy2 (griin), zusatz-
lich DAPI-Kernfarbung (blau)

Die Ergebnisse mit den laborinternen Prédparationen waren hinsichtlich des Vertei-
lungsmusters von Integrin a-4 vergleichbar. Der zweite Dimerisierungspartner von
Integrin a-4, das Integrin -7, konnte durch die Fluoreszenzfarbungen auf den HCEC

nicht nachgewiesen werden.

3.2 Untersuchungen am Durchflusszytometer hinsichtlich der
basalen und stimulierten Expression der Integrine o-4
und f-1

Im néchsten Schritt sollte geklart werden, ob es sich bei der Expression von Integrin a-4

auf den adulten zerebralen Endothelzellen um ein konstantes Phdnomen handelte oder

ob eine Induktion durch Zytokine mdglich war. Hierzu wurden Untersuchungen am

Durchflusszytometer durchgefuhrt, die zun&chst die in den Farbungen bereits sichtbare

Expression der Integrine a-4 und B-1 auf HCEC belegten. Die Analyse der Expressions-

stirke zeigte in Analogie zu den immunzytochemischen Farbungen eine konstant hohe
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Konzentration von Integrin -1 sowie ein deutlich schwécheres Signal von Integrin a-4.

Integrin B-7 konnte auf keiner Zellpopulation entdeckt werden (s. Abbildung 13).

Im Laufe der Versuche zeigte sich, dass sich nicht alle primaren Zellen in gleicher Wei-
se verhielten. Von den vier getesteten HCEC-Praparationen wiesen in den im Rahmen
dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Experimenten nur zwei (404 und 419) eine Expres-
sion von Integrin a-4 auf. Aber auch innerhalb einer Préparation konnte die Beobach-
tung gemacht werden, dass frisch aufgetaute Zellpopulationen unterschiedliche Eigen-
schaften hatten. So gab es insbesondere im Wachstumsverhalten eine Variationsbreite
von extrem langsam wachsenden und verstreut liegenden Zellpopulationen bis hin zu
sehr schnell und dicht wachsenden. Neben diesen sichtbaren Unterschieden erwies sich
auch die Expression von Integrin a-4 als sehr variabel. Einige der in Stickstoff gelager-
ten Zellpopulationen waren von Anfang an auch in den niedrigen Passagen (3-5) in den
FACS-Analysen negativ bezilglich Integrin a-4. Andere wiederum zeigten nach einer
anfanglich guten Expression einen Abfall in hohen Passagen. Diese inkonstante Integrin
a-4-Expression (s. Abbildung 14) machte einen konsequenten FACS-Nachweis bei al-
len in den anderen Experimenten verwendeten Zellen nétig, um Fehlinterpretationen zu
vermeiden. Hierbei stellte sich gleichzeitig heraus, dass Integrin B-1 vollig konstant

nachweisbar war.
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Abbildung 13 Expressionsanalyse von Integrin a-4, -1 und p-7 auf HCEC 404
Deutliche Expression von Integrin a-4 sowie von Integrin B-1. Kein Nachweis von Integrin B-7.
Links: Darstellung der ungeférbten Zellpopulation.
Antikdrper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC
Integrin -1 (blau) und Isotyp 1gG1 Maus (gelb), Fluoreszenz: PE
Integrin B-7 (rosa) und Isotyp 1gG2a Ratte (griin), Fluoreszenz: PE
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Abbildung 14 Beispiele zur variablen Integrin a-4-Expression auf verschiedenen HCEC
1-4: Untersuchung von HCEC 404: guter bzw. nahezu fehlender Nachweis von Integrin o-4;
5: Untersuchung von HCEC 419; 6: Untersuchung von HCEC 379

Antikorper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 19G2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC
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Die Expression von Integrin a-4 war aulRerdem unabhédngig von der Wachstumsphase
zum Zeitpunkt des Nachweises. Hierfur wurden einerseits Zellen untersucht, die sich
noch in der Proliferation befanden. Dies wurde dadurch gewahrleistet, dass die Farbung
begonnen wurde, bevor sich die Zellen in ihrer Kulturschale zu einer konfluenten
Zelllage verdichtet hatten. Die Ergebnisse wurden mit Zellen verglichen, die am
Messtag bereits eine durchgehende Zellschicht auf der Kulturschale zeigten. Bei der
Auswertung konnten keine Unterschiede in der Expressionsstarke von Integrin a-4 bzw.

B-1 zwischen den beiden Zellpopulationen festgestellt werden (s. Abbildung 15).

Integrin a-4 Integrin -1

& konfluent konfluent

Counts
Counts

100 101 102 103 10? R L L AL

proliferierend proliferierend

Counts
Counts

[=3= o g

o

LLLE | T LELELELLLL) | T LELELELLLL] | T LA L
100 101 102 103 10 100 10! 102 103 104

Abbildung 15 Darstellung der Expression der Integrine a-4 bzw. -1 in Abhéngigkeit vom Prolife-
rationszustand
Die Wachstumsphase scheint keinen Einfluss auf die Expression von Integrin a-4 bzw. -1 zu haben.
Antikorper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC

Integrin -1 (blau) und Isotyp 1gG1 Maus (gelb), Fluoreszenz: PE

Daruber hinaus stellte sich die Frage, ob sich die Konzentration der untersuchten
Integrine durch duBere Stimuli beeinflussen lieRe. Fir diesen Versuchsteil wurden die
im Durchflusszytometer gemessenen Zellen 24 h vor der FACS-Farbung mit verschie-
denen Substanzen wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren stimuliert, die die Expression

von Integrinen beeinflussen kénnen.

Die verwendeten Stimulantien TNF-o (100 ng/ml), TGF-B (2 ng/ml), IFN-y (100 U/ml)
IFN-B (100 U/ml), VEGF (vascular endothelial growth factor; 10 ng/ml), VCAM-1 (10
ng/ml und 1 pg/ml) und I1L-6 (10 ng/ml) zeigten in den im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefuhrten Experimenten keinen messbaren Einfluss auf die Spiegel von Integrin p-1.
Die Expression von Integrin a-4 hingegen schien durch die Zugabe von VCAM-1 leicht

anzusteigen (s. Abbildung 16).
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Anmerkung: In einer weiteren Versuchsreihe auRerhalb des Rahmens dieser Arbeit liel}
sich eine Modulation der Integrin a-4-Expression durch VEGF in Form einer Expressi-

onssteigerung nachweisen.
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Abbildung 16 Integrin a-4-Expression auf HCEC 404 bei unterschiedlichen Stimulationsbedingun-
gen flr jeweils 24 h

Es findet sich im Vergleich zur Negativkontrolle ein leicht erhdhtes Fluoreszenzsignal bei Stimulation mit
VCAM-1 in einer Konzentration von 1 pg/ml.

Antikorper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC

Neben den kommerziell erhéltlichen Zellpraparationen wurden auch die laborinternen
Endothelzellisolationen auf ihre Integrinexpression hin untersucht. Hier zeigte sich zu-
verlassig eine gute Expression von Integrin a-4 und B-1 (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17 Integrin a-4-Expression auf den laborinternen Endothelzellisolationen 111 und 1V
Diese Darstellung zeigt die deutliche Expression von Integrin a-4 auf beiden untersuchten Préaparationen.
Links: Darstellung der jeweiligen ungefarbten Zellpopulation.

Antikorper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC

Abgesehen von den erwahnten primdren Zellen standen fiir den Laborgebrauch auch
einige immortalisierte Endothelzelllinien zur Verfligung. Um ein mdglichst umfassen-
des Bild der Expression der Integrine a-4 und B-1 auf den verschiedenen Labor-
Kulturzellen zu erhalten, wurden auch die Zelllinien hCMEC/D3 (s. Abbildung 18) so-
wie HBMEC (s. Abbildung 19) durchflusszytometrisch untersucht. Wahrend sich die
Integrin B-1-Expression hier wiederum konstant hoch zeigte, liel} sich Integrin a-4 auf
immortalisierten Zellen zwar nachweisen, jedoch in geringerer Auspragung und weniger

zuverléssig als auf den priméren Zellen.
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Abbildung 18 Integrin-Expression auf der Zelllinie hCMEC/D3
Dieser Versuch zeigt auf den untersuchten Zellen keine Expression von Integrin a-4 und B-7, jedoch eine
deutliche Expression von Integrin p-1.

Anmerkung: In weiteren Experimenten konnte auch auf hCMEC/D3 Integrin a-4 nachgewisen werden.

Links: Darstellung der ungefarbten Zellpopulation.

Antikorper:

Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC
Integrin -1 (blau) und Isotyp 1gG1 Maus (gelb), Fluoreszenz: PE
Integrin B-7 (rosa) und Isotyp 1gG2a Ratte (griin), Fluoreszenz: PE
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Abbildung 19 Integrin-Expression auf der Zelllinie HBMEC
Dieser Versuch zeigt auf den untersuchten Zellen eine geringe Expression von Integrin a-4 sowie die
deutliche Expression von Integrin B-1. Integrin B-7 fehlt.
Links: Darstellung der ungefarbten Zellpopulation.
Antikdrper: Integrin a-4 (rot) und Isotyp 1gG2b Maus (schwarz), Fluoreszenz: FITC
Integrin B-1 (blau) und Isotyp 1gG1 Maus (gelb), Fluoreszenz: PE
Integrin B-7 (rosa) und Isotyp 1gG2a Ratte (griin), Fluoreszenz: PE

Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen auf die priméaren Zellen zuriick-
gegriffen, um an ihnen mogliche Auswirkungen einer Integrin a-4-Blockade durch Na-
talizumab zu klaren. Auflerdem wurden parallel zu den Versuchen auch FACS-
Analysen der verwendeten Zellen durchgefuhrt, um die exakten Expressionsmuster der

jeweiligen Isolation zu dokumentieren.

3.3 Beobachtung der Adhéasion von Endothelzellen nach Zu-
gabe von Natalizumab und Kontrollantikérpern

Da das zu Natalizumab gehdrende Antigen Integrin a-4 u.a. an Fibronectin bindet, das
in der Basalmembran vorkommt, kénnte es bei der Adhéasion der Zellen am Untergrund
von Bedeutung sein. Die Fahigkeit der Anheftung von Endothelzellen an Fibronectin
sollte daher in Gegenwart von Natalizumab untersucht werden. Hierzu wurden Adhasi-
onsversuche durchgefihrt, bei denen die Vertiefungen der Analyseplatten mit einer

Fibronectinlosung beschichtet wurden. Zum Ausschluss einer unspezifischen Wirkung
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des Antikorpers auf die Interaktion zwischen Endothelzellen und Fibronectin wurde
parallel eine Kontrollbedingung in Form von unbeschichteten N&pfen eingefuhrt.

In den Experimenten sollten vor allem dosisabhéngige Effekte seitens des Antikorpers
uberprift werden. Wichtige Konzentrationen bei einem therapeutischen Einsatz von
Natalizumab (Einzeldosis maximal 300 mg i.v.) sind die Plasmaspiegel in vivo unmit-
telbar nach Injektion (100 pg/ml) sowie im Gleichgewichtszustand (30 ug/ml; Rudick,
Sandrock 2004). Zusatzlich wurden noch niedrigere Konzentrationen in den Versuchs-
aufbau eingebaut (0,3 pg/ml; 1 pug/ml; 3 ug/ml; 10 ug/ml), um einen moglichen Zu-

sammenhang in einer Kurve darstellen zu kénnen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Versuchsplanung war die Suche nach einem geeig-
neten Kontrollantikdrper. Dieser sollte moglichst kein endothelzellstandiges Antigen
binden, damit unspezifische Immunglobulinwirkungen untersucht werden konnten. Der
ideale Vergleichsantikorper sollte wie Natalizumab dem Subtyp 1gG4«x angehéren, da
sich auch die einzelnen Klassen untereinander durch ihre immunologischen Eigenschaf-
ten unterscheiden. Zum Zeitpunkt der Versuchsreihe stand ein derartiger Antikorpertyp
jedoch nicht zur Verfiigung. Daher wurden folgende Kontrollantikorper verwendet:
Sandoglobulin, Efalizumab und Alemtuzumab.

Sandoglobulin beinhaltet in konzentrierter Form alle IgG-Antikorper, die normalerweise
im Blut des Menschen vorhanden sind. Es wird therapeutisch eingesetzt, um bei Patien-
ten mit erniedrigtem 1gG-Spiegel die humorale Abwehr wieder zu verbessern. Indika-
tionen sind primére Immundefizienzsyndrome wie beispielsweise Agammaglobulin-
amie oder schwere, kombinierte Immundefekte (SCID: severe combined immuno-
deficiency). Fur die Experimente wurde das von Priv.-Doz. Dr. rer. nat. A. Weishaupt
zur Verfligung gestellte, gereinigte und lyophilisierte Sandoglobulin verwendet. Diese
Mischung aus verschiedenen, nicht endothelspezifischen Antikorpern schien als Kont-

rollantik6rper geeignet.

Efalizumab (Raptiva®) ist ein humanisierter, monoklonaler Antikdrper des Subtyps
IgG1 gegen die CD11a-Untereinheit (o-Kette) des LFA-1-Rezeptors. Dieses Molekil
kommt auf der Oberflache von aktivierten T-Lymphozyten vor und dient der Interaktion
mit ICAM auf Endothelzellen. Durch Bindung werden verschiedene immunologische
Vorgéange wie z.B. die Extravasation von Leukozyten gesteuert. Die blockierenden Ei-
genschaften zwischen LFA-1 und ICAM durch Efalizumab werden im Rahmen der Pso-

riasis-Therapie genutzt, um die durch ausgewanderte T-Zellen verursachte Hyperkerato-
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se der Haut zu verhindern (Serono: Raptiva® Efalizumab; Packungsbeilage 2007).
LFA-1 wird von Endothelzellen nicht exprimiert.

Beim dritten Kontrollantikorper Alemtuzumab (MabCampath®) handelt es sich eben-
falls um einen humanisierten, monoklonalen IgG1-Subtyp. Er richtet sich gegen das
Oberflachenantigen CD52 auf normalen sowie auf maligne transformierten Lymphozy-
ten. Die Bindung des Antikorpers bewirkt iber Komplementaktivierung und zytotoxi-
sche Immunabwehr eine Lyse der CD52"-Zellen (in erster Linie T- und B-Lympho-
zyten). Indikation fur die Therapie mit MabCampath® ist die chronisch lymphatische
Leukdmie (CLL). Unter Gabe von Alemtuzumab kann eine Remission unter Schonung
der hdmatopoietischen Stammzellen erreicht werden (Bayer Schering: MabCampath®
Alemtuzumab; Packungsbeilage 2006). Eine weitere Indikation fur die Gabe von
Alemtuzumab koénnte in Zukunft die MS sein. Derzeit zeigen klinische Studien mit die-

sem Antikorper vielversprechende Ergebnisse (Buttmann, Rieckmann 2008).

Bei der Versuchsplanung und -auswertung spielte auBerdem die in der
Durchflusszytometrie gewonnene Beobachtung, dass Zellen einer Préparation keine
kontinuierliche Integrin a-4-Expression zeigten, eine Rolle. Die bei der Adhésion ver-

wendeten Zellen wurden daher stets zeitnah einer FACS-Analyse unterzogen.

Um mehrere Einzelergebnisse zusammenfassen zu kdnnen, wurden die absoluten Zah-
len, die bei der Auszéahlung am Mikroskop gewonnen wurden, in Prozentangaben umge-
rechnet. Dies war notwendig, da diese Zahlen trotz gleicher Versuchsdurchfiihrung gro-
Ren Schwankungen unterlagen. So ergaben sich beispielsweise auf unbeschichteten
Né&pfen bei Zahlungen zwischen 0 und ca. 1000 Zellen pro Bildausschnitt, wahrend die
Spannbreite auf Fibronectin ca. 150 bis 2000 betrug. Insgesamt konnte jedoch in jedem
Einzelversuch ein deutlicher Unterschied zwischen der Anheftung auf Fibronectin und

auf unbeschichtetem Kunststoff festgestellt werden (s. Tabelle 2 und Abbildung 20).
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Einzelexpe- Integrin a-4- ohne Beschich-
riment Nachweis tung* Fibronectin* Faktor**
Al negativ 478,58 573,42 1,20
A2 negativ 779,83 1080,83 1,39
A3 negativ 217,25 504,25 2,32
A4 negativ 20,25 1072,58 52,97
A5 negativ 233 884,75 3,80
A6 negativ 216,5 845,33 3,90
A7 negativ 135 773,33 5,73
Mittelwert 10,19
B1 positiv 2425 760,33 3,14
B2 positiv 186 1149,83 6,18
B3 positiv 185,67 1579,83 8,51
B4 positiv 674,5 1377 2,04
B5 positiv 865 1319,5 1,53
B6 positiv 171 733,5 4,29
B7 positiv 164,17 716 4,36
B8 positiv 46 540,5 11,75
B9 positiv 84,83 467 5,50
B10 positiv 2 193,67 96,83
B11l positiv 5,33 188 35,25
B12 positiv 4,33 392,83 90,65
B13 positiv 10,5 339,33 32,32
B14 positiv 416,33 483,33 1,16
B15 positiv 404,17 459,67 1,14
Mittelwert 20,31
Mittelwert 17,09
gesamt

Tabelle 2 Adhasionsversuche: Vergleich der Nullwerte aller Experimente in absoluten Zahlen zwi-
schen unbeschichteten und fibronectinbeschichteten Napfen (nur HCEC 404 und 419)

(A): Zellen negativ fur Integrin a-4; (B): Zellen positiv fir Integrin a-4

* Mittelwert der absoluten Zellzahl pro Bildausschnitt ohne Antikdrperzugabe aus je 6 oder 12 Einzel-
werten

** Faktor, um den sich die Adhésion auf Fibronectin im Vergleich zur unbeschichteten Kontrolle erhéht
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Abbildung 20 Darstellung der absoluten Zellzahl bei Adhéasion auf unbeschichtetem bzw. fibro-
nectinbeschichtetem Untergrund
Al-7: Zellen negativ fir Integrin a-4; B1-15: Zellen positiv fir Integrin a-4

Trotz groRer Schwankung der Absolutwerte in den Einzelexperimenten war eine
durchwegs bessere Anheftung der Zellen auf Fibronectin zu beobachten. So ergab sich
im Durchschnitt auf den fibronectinbeschichteten N&pfen eine knapp 20-fach héhere

Adhasion als auf den unbehandelten Népfen.

Bei einer Auftrennung dieser Experimente in die beiden Gruppen ,,positive* bzw. ,,ne-
gative® Expression von Integrin a-4 zeigte sich aulerdem ein Unterschied im Faktor,
um den sich die Anheftung auf Fibronectin erhdht. Wahrend die durchschnittliche Ad-
hasion bei Zellen ohne Integrin -4 auf Fibronectin um den Faktor 10 anstieg, erhhte
sie sich bei Zellen mit Integrin a-4 um den Faktor 20. Insgesamt war dieser Unterschied

jedoch aufgrund der groRen Variation der Einzelwerte nicht signifikant (p > 0,05).

Auch die weiteren Ergebnisse zum Adhasionsverhalten kdnnen in die zwei Gruppen
aufgeteilt werden: Auf der einen Seite in die Experimente mit Zellen ohne Integrin a-4

sowie auf der anderen Seite die Versuche mit positiv getesteten Zellen.

Anmerkung: Diese beiden unterschiedlichen Serien von Experimenten kamen dadurch
zustande, dass die FACS-Analyse erst im Anschluss an den jeweiligen Adhésionsver-

such durchgefuhrt wurde.
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3.3.1 Adhaésionsverhalten bei Integrin a-4-Nachweis

Bei den Untersuchungen des Adhasionsverhaltens der Endothelzellen in Gegenwart von
Natalizumab ergab sich bei Integrin a-4-exprimierenden Zellen stets ein ahnliches Bild:
Die Anheftung der Zellen an Fibronectin konnte durch steigende Antikorper-
konzentrationen blockiert werden. Dieser Effekt durch Natalizumab hingegen fehlte bei
den Zellen, die auf einem unbeschichteten Untergrund adharieren sollten (s. Abbildung
21).

-67 -



Ergebnisse

HCEC 404

1400

1200

1000

800

600

absolute Zellzahl

400

200

0 3 10 30 100 0 3 10 30 100

ohne Beschichtung Fibronectin
Konzentration Natalizumab [ug/ml]

HCEC 404

80

Prozent [%]
(o2}
o

N A
o O

o

0 3 10 30 100 0 3 10 30 100

ohne Beschichtung Fibronectin

Konzentration Natalizumab [pg/ml]

Abbildung 21 Adhasion in Gegenwart von steigenden Konzentrationen von Natalizumab

Beispiel eines Einzelexperiments mit Integrin a-4-exprimierenden HCEC 404. Auf Fibronectin zeigt
Natalizumab insgesamt einen konzentrationsabhdngigen hemmenden Effekt auf die Adhasion der Integrin
a-4-exprimierenden Zellen

Oben: Darstellung der durchschnittlichen absoluten Zahlen adhérenter Zellen pro Bildausschnitt auf
Fibronectin sowie auf unbeschichtetem Untergrund

Die Standardabweichung errechnet sich aus sechs ausgezahlten Einzelwerten.

Unten: Die in der Graphik verwendeten Prozentangaben beziehen sich jeweils auf den Kontrollwert ohne
Antikorper auf dem entsprechenden Untergrund. Dieser wurde als Ausgangswert (= 100 %) herangezo-
gen. So konnten anschlieend auch mehrere Einzelexperimente vergleichbar gemacht werden.
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Insgesamt zeigte sich bei den anfanglichen Versuchen mit vier verschiedenen Konzent-
rationen von Natalizumab (3, 10, 30 und 100 pg/ml) eine Hemmung der Adhasion auf
Fibronectin in Abhangigkeit zur zugegebenen Menge an Antikorper. Die Kontrolle auf
unbeschichteten Napfen legte keinen eindeutigen Bezug nahe. In den folgenden Expe-
rimenten wurden noch zwei schwéchere Konzentrationen (0,3 und 1 ug/ml) eingefugt,
um auch in diesem niedrigen Bereich eventuelle Auswirkungen des Antikorpers zu er-
kennen (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22 Darstellung der Adhé&sionsversuche mit zusétzlichen Konzentrationen von Natalizu-
mab

Auf Fibronectin zeigt Natalizumab insgesamt einen konzentrationsabhédngigen hemmenden Effekt auf die
Adhésion der Integrin a-4-exprimierenden Zellen. Auf unbeschichtetem Untergrund findet sich keine
Korrelation zwischen Adhésion und Antikérperkonzentration.

Oben: Beispielexperiment: Darstellung der durchschnittlichen absoluten Zahlen adhérenter Zellen pro
Bildausschnitt auf Fibronectin sowie auf unbeschichtetem Untergrund

Die Standardabweichung errechnet sich aus sechs ausgezahlten Einzelwerten

Unten: Zusammenfassung von insgesamt funf Einzelexperimenten mit HCEC 404 nach Umrechnung in
prozentuale Angaben.
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Zusammenfassend l&asst sich sagen, dass bei allen Einzelexperimenten mit Natalizumab
bei vorhandenem Integrin a-4 ein hemmender Effekt auf die Adhé&sion erkennbar war.
Obwohl das AusmaR der Hemmung in den verschiedenen Versuchen schwankte, blieb
der Effekt auch bei einer Zusammenfassung aller Einzeldaten deutlich sichtbar. Die
Versuche wurden hauptsachlich mit der Préparation HCEC 404 durchgefuhrt, da sie
sich in Hinblick auf die Integrin a-4-Expression als relativ konstant erwies. VVon den
insgesamt 13 Versuchsansédtzen mit zeitgleich getesteten Vergleichsantikdrpern waren
sieben positiv und sechs negativ fiir Integrin a-4. Ein Experiment fand auflerdem mit
der Praparation HCEC 419 statt. Auch hier konnte tendenziell die gleiche Beobachtung
der Adhéasion in Gegenwart von Natalizumab gemacht werden (s. Abbildung 23).

p<0,05
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Abbildung 23 Zusammenfassung aller Adhasionsversuche mit Natalizumab

Bei Auswertung der insgesamt acht Einzelexperimente (HCEC 404 und 419) zur Adhésion Integrin a-4-
positiver Zellen auf Fibronectin unter Zugabe von Natalizumab zeigen sich bereits im niedrigen Kon-
zentrationsbereich von 0 bis 3 pug/ml signifikante Unterschiede (p < 0,05).

Anmerkung: Die Zellpraparationen HCEC 376 und 379 zeigten in den FACS-Analysen
keine deutliche Integrin a-4-Expression, daher wurden die Adhé&sionsversuche mit die-
sen Zellen hier nicht aufgefihrt.

Zur Beurteilung, ob es sich bei der Wirkung von Natalizumab um einen spezifischen
Effekt handelte, wurde gleichzeitig jeweils einer der Kontrollantikdrper verwendet. Zu-
néchst wurde hauptséchlich Sandoglobulin getestet. Diese Mischung aus humanen Im-
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munglobulinen der Klasse IgG bewirkte in hoheren Konzentrationen prinzipiell eine
ahnliche konzentrationsabhidngige Hemmung der Adhasion wie Natalizumab, nicht je-
doch in niedrigen Konzentrationen (s. Abbildung 24). In der Summe der Experimente

war die Wirkung des spezifischen Antikdrpers Natalizumab stérker.
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Abbildung 24 Zusammenfassung aller Experimente mit HCEC 404 und 419 bei positiver Integrin
a-4-Expression

Dargestellt ist der Vergleich der Adhasion auf Fibronectin unter Zugabe von Natalizumab (acht Einzelex-
perimente) und Sandoglobulin (vier Einzelexperimente) bei positiver Integrin a-4-Expression. Die Unter-
schiede im niedrigen Konzentrationsbereich sind bei Sandoglobulin nicht signifikant.

Auch Efalizumab konnte die Zellen daran hindern, auf Fibronectin zu haften. Die hier
entstandene konzentrationsabhangige Hemmung zeigte sich ebenfalls hauptséchlich bei
den hohen Konzentrationen (10 bis 100 pg/ml, s. Abbildung 25).
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Abbildung 25 Vergleich der Adhéasion unter Zugabe von Natalizumab und Efalizumab

Dargestellt ist der Vergleich der Adhésion auf Fibronectin unter Zugabe von Natalizumab (acht Einzelex-
perimente) und Efalizumab (zwei Einzelexperimente) bei positiver Integrin a-4-Expression. Im niedrigen
Konzentrationsbereich hat Efalizumab keinen signifikanten Effekt.

Ein letzter Vergleichsantikorper war Alemtuzumab. Er schien die Kriterien einer ,,Ne-
gativkontrolle am besten zu erfiillen. In den Versuchen konnte keine spezifische Wir-
kung festgestellt werden, wéhrend die gleichen Zellen auf Natalizumab konzentrations-
abhéngig reagierten (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26 Vergleich der Adhasion unter Zugabe von Natalizumab und Alemtuzumab
Dargestellt ist der Vergleich der Adhésion auf Fibronectin unter Zugabe von Natalizumab (acht Einzelex-
perimente) und Alemtuzumab (zwei Einzelexperimente) bei positiver Integrin a-4-Expression.
Alemtuzumab scheint keinen spezifischen Effekt auf das Ahésionsverhalten der Zellen zu haben.

3.3.2 Adhésionsverhalten bei fehlendem Nachweis von Integrin a-4

Die Expression von Integrin a-4 auf den HCEC in unterschiedlichen Passagen und Po-
pulationen erwies sich als inkonstant. Daher wurde auch eine Reihe von Adhé&sionsver-
suchen mit Zellen durchgefiihrt, bei denen in der anschlieBenden FACS-Analyse kein
Integrin a-4 nachweisbar war. Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse ergab ebenfalls
ein recht einheitliches Bild. Statt der zuvor bei vorhandenem Integrin a-4 beobachteten
Hemmung der Adhéasion auf Fibronectin mit steigender Natalizumabkonzentration
schien sich in diesem Fall eine verbesserte Anheftung der Zellen in Gegenwart des An-
tikorpers einzustellen (s. Abbildung 27).
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Abbildung 27 Zusammenfassung aller Experimente mit HCEC 404 und 419 ohne Integrin a-4.
Dargestellt ist die Adhésion auf Fibronectin unter Zugabe von Natalizumab (sechs Einzelexperimente)
und Sandoglobulin (vier Einzelexperimente). Natalizumab in steigender Konzentration hat keinen hem-
menden Effekt auf die Adhasion der Zellen an Fibronectin.
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3.4 Western-Blot-Analyse von Proteinen verschiedener Sig-
nalkaskaden nach Stimulation mit I6slichem VCAM-1

Durch die Adhasionsversuche sollte geklart werden, inwiefern das Oberflachenmolekl
Integrin a-4 an der Haftung der zerebralen Endothelzellen am Untergrund beteiligt ist.
In einem parallelen Versuchsansatz sollte nun auf Proteinebene weiter nach der funktio-
nellen Bedeutung des Integrinkomplexes gesucht werden. Besonders interessant schien
es, die Reaktion der Zellen auf VCAM-1, einem mdglichen Bindungspartner von
Integrin o-4/B-1 zu testen, da dieses Molekil in Form von sVCAM-1 im Serum der MS-
Patienten in erhohtem Mal3 (s. Abschnitt 1.4.2) vorkommt. Hierzu wurde die Technik
des Western Blots ausgewahlt, um die Aktivierung einzelner Proteine aus unterschiedli-
chen Signalkaskaden untersuchen zu kdnnen. Dabei geht man davon aus, dass bei Akti-
vierung bestimmter Signalwege die beteiligten Proteine in erhdhtem Mald produziert

bzw. durch Phosphorylierung aktiviert werden.

Die moglichen MAPK-Signalwege sollten durch die Proteine ERK (extracellular signal
related kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase) und p38 MAPK identifiziert werden.
Dabei waren vor allem Verénderungen in deren Expressionsstarke sowie im Aktivie-

rungszustand nach Stimulation mit 16slichem VCAM-1 interessant.

Die verschiedenen Formen konnten dann auf den Western-Blot-Membranen durch die

entsprechenden Antikorper detektiert werden.

Der verwendete ERK-Antikdrper reagierte sowohl mit ERK 1 (p44) als auch mit ERK 2
(p42) und war zur Erfassung der Gesamtmenge des gesuchten Proteins im Lysat geeig-
net. Durch das unterschiedliche Molekulargewicht von ERK 1 und 2 ergab sich im
Western Blot eine Doppelbande bei 42 und 44 kDa. Zur Darstellung der aktivierten
Formen von ERK wurde ein weiterer Antikdrper verwendet, der sich speziell gegen die
phosphorylierten Molekiile richtete (p-ERK 1 und 2). Mit Hilfe dieser Antikorper konn-
te dann beispielsweise eine Aktivierung der ERK-abh&ngigen Signalkaskade anhand der
Bandenstérke von p-ERK bei einer bestimmten Stimulationsbedingung festgestellt wer-
den (Santa Cruz Biotechnology: ERK 1 (K-23) bzw. p-ERK (E-4); Datenblatter).

Bezuglich der Detektion von JNK wurde ein Antikorper verwendet, der in erster Linie
mit allen Isoformen von JNK 1 aber auch mit denen von JNK 3 reagierte. Die Bande
von JNK 1 lag bei 46 kDa. In den hier angefertigten Farbungen zeigte sich meist zusétz-

lich eine weitere Bande mit niedrigerem Molekulargewicht. Der Nachweis der aktivier-
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ten Form von JNK gelang mit Hilfe eines Antikorpers, der an alle phosphorylierten
JNK-Proteine binden konnte (Santa Cruz Biotechnology: JINK 1 (G17) bzw. p-INK (G-
7); Datenblatter).

Eine Abschétzung der Aktivierung der p38 MAPK gelang durch Verwendung des Anti-
korpers gegen die phosphorylierte Form (Phopho-p38 MAPK). Die erhaltene Banden-
starke bei 43 kDa konnte mit der des Antikorpers gegen alle Isoformen von p38 MAPK
verglichen werden (Cell Signaling Technology: p38 MAP Kinase Antibody bzw.
Phospho-p38 MAP Kinase Antibody; Datenblatt 2002).

Fur jedes Protein wurde je eine Membran angefertigt, die zuerst mit dem Antikorper
gegen die phosphorylierte Form gefarbt wurde. Danach wurde zur Differenzierung zwi-
schen erhohter Expression und verstarkter Aktivierung der Antikdrper verwendet, der

die Gesamtmenge des gesuchten Proteins detektieren sollte.

Zur Uberpriifung, ob bei der Beladung des Gels wirklich alle Taschen mit der gleichen
Gesamtmenge an Protein beftllt wurden, fand zum Schluss noch eine Inkubation mit
dem Antikdérper gegen das Enzym GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydro-
genase) als sog. Ladungskontrolle statt. Dieses Protein wird in allen Zellen konstant
exprimiert und sollte daher in den Lysaten jeweils auch in gleicher Menge vorhanden
sein. Eine gleichmaRige Beladung kann dann auf der Membran durch eine einheitliche
Bandenstarke nach GAPDH-Farbung (Molekulargewicht 37 kDa) dargestellt werden.

In den ersten Experimenten sollte untersucht werden, ob bzw. wann nach Stimulation
mit SVCAM-1 eine Aktivierung in den untersuchten Signalkaskaden stattfand. Die ver-
wendeten Zellen zeigten in einer parallelen FACS-Analyse immer eine gute Expression
von Integrin a-4, sodass daruber zumindest theoretisch eine Bindung von sVCAM-1
mdoglich war. Zundchst sollte Gberprift werden, ob es eher zu einer schnellen oder zu
einer verzogerten Aktivierung durch sVCAM-1 kam. Flr diesen Versuch wurden die
Zeitpunkte 10 min bzw. 24 h gewdahlt sowie eine sSVCAM-1-Konzentration von 5 pg/ml.
Neben der stimulierten Population wurde jeweils auch eine Kontrollpopulation zum
gleichen Zeitpunkt lysiert um Nebeneffekte durch die unterschiedliche Kultivierungs-
dauer auszuschlief3en. In diesem Versuch konnte bei den Proteinen ERK, JNK und p38
MAPK zu keinem gewéhlten Zeitpunkt eine sichere Aktivierung erkannt werden. Um
auszuschliel’en, dass es sich um ungeeignete Konzentrationen des Stimulus handelte,
wurden in einem weiteren Versuchsansatz sowohl eine hohere als auch eine niedrigere

Konzentration eingeschlossen (2,5 und 10 pg/ml). Da hierbei nach 10 min keine deutli-
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chen Unterschiede beobachtet werden konnten, wurde in den folgenden Versuchen mit
der Anfangskonzentration von 5 pg/ml fortgefahren.

In den weiteren Versuchen wurden zusétzliche Zeitpunkte (10, 30, 60 und 90 min, 4 und
24 h) eingefiihrt. Wiederum ergaben sich keine Aktivierungen beziglich der Proteine
ERK und JNK. Jedoch deutete sich eine Reaktion von p38 MAPK auf die Stimulation
mit SVCAM-1 an. Am deutlichsten war dieser Effekt schliellich in einem Experiment
mit der laborinternen Endothelzellisolation zu sehen. Hier wurde zuséatzlich zu den bis-
herigen Versuchsbedingungen eine Positivkontrolle in Form von TPA/lonomycin ver-
wendet. Dies sollte zu einer schnellen Aktivierung der Signalkaskaden nach 10 min
fuhren. Untersucht wurden die Zellen zu den Zeitpunkten 10 und 60 min sowie 4 und 24

h nach der Stimulation.

Insgesamt konnte bei den Proteinen ERK und JNK zu keinem Zeitpunkt eine Aktivie-
rung festgestellt werden (s. Abbildung 28 und Abbildung 29). Jedoch konnte durch
sVCAM-1 eine hohere Konzentration der aktivierten Form von p38 MAPK (Phospho-
p38 MAPK) besonders nach 60 min, 4 und 24 h erzielt werden (s. Abbildung 30). Die
Stimulation mit TPA/lonomycin fuhrte hier zu einer ahnlich starken Aktivierung bereits
nach 10 min. Zu diesem frithen Zeitpunkt schien sSVCAM-1 noch keinen Effekt zu ha-
ben.

10 min 60 min 4 h 24 h

r N \ r \ r \

TPA/
K. lono VCAM K. VCAM K. VCAM K. VCAM

p-ERK |
L IR L L — M e —43kDa

— 43 kDa

GAPDH T TN G TN —"—_—
— 34 kDa

Abbildung 28 Western Blot zur Untersuchung der Aktivierung von ERK (42 und 44 kDa)

Nach Stimulation laborinternen Endothelzellisolation mit sSVCAM-1 (5 pg/ml) zu unterschiedlichen Zeit-
punkten finden sich keine eindeutigen Aktivierungen von ERK oder p-ERK.

Aufgetragene Proteinmenge pro Tasche: 20 pg

Positivkontrolle: TPA/lono

K. = Kontrolle ohne Stimulation. GAPDH: Ladungskontrolle (Molekulargewicht 37 kDa)
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Abbildung 29 Western Blot zur Untersuchung der Aktivierung von JNK (46 kDa)

Nach Stimulation laborinternen Endothelzellisolation mit sSVCAM-1 (5 pg/ml) zu unterschiedlichen Zeit-
punkten finden sich keine eindeutigen Aktivierungen von JNK oder p-JNK.

Anmerkung: Die obere Bande entspricht hier INK 1 mit einem Molekulargewicht von 46 kDa.
Aufgetragene Proteinmenge pro Tasche: 40 pg

Positivkontrolle: TPA/lono

K. = Kontrolle ohne Stimulation. GAPDH: Ladungskontrolle (Molekulargewicht 37 kDa)

10 min 60 min 4 h 24 h
f ™PA/ N [ \ 4 \ 4 \
lono VCAM K. VCAM K. VCAM K. VCAM

P-p38 :.ii’i'i' o

p38 — 43kDa

Abbildung 30 Western Blot zur Untersuchung der Aktivierung von p38 MAPK (43 kDa)

Nach Stimulation der laborinternen Endothelzellisolation mit SVCAM-1 (5 pg/ml) lasst sich v.a. zu den
Zeitpunkten 60 min, 4 h und 24 h eine erhdhte Konzentration von Phospho-p38 MAPK erkennen, wah-
rend die Bandenstarke von p38 MAPK weitgehend unverandert bleib.

Aufgetragene Proteinmenge pro Tasche: 40 pg

Positivkontrolle: TPA/lono

K. = Kontrolle ohne Stimulation. GAPDH: Ladungskontrolle (Molekulargewicht 37 kDa)
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, der moglichen Wirkweise von Natalizumab an der BHS durch
die Untersuchung des dazugehérigen Antigens Integrin o-4 auf zerebralen
Endothelzellen naher zu kommen. Hierzu wurde zunédchst die Expression von Integrin
a-4 auf HCEC bestétigt und durch immunzytochemische Farbungen sichtbar gemacht.
AnschlieBend wurden funktionelle Untersuchungen auf zellularer und molekularer Ebe-

ne durchgefihrt.

4.1 Integrin a-4-Expression auf primaren humanen zerebra-
len Endothelzellen

Durch die Untersuchungen am Durchflusszytometer sowie die immunzytochemischen
Féarbungen konnte gezeigt werden, dass das gesuchte Integrin a-4 auf primdren HCEC
in vitro exprimiert wird. Neben Integrin a-4 wurde auch der Dimerisierungspartner
Integrin B-1 auf Endothelzellen nachgewiesen. Die Analysen am Durchflusszytometer
bestétigten hierbei die in den Fluoreszenzfarbungen vermutete starkere Integrin B-1-
Expression im Vergleich zu der von Integrin a-4. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass Integrin -1 nicht nur als Dimer zusammen mit Integrin a-4 vorkommt, sondern
auch in anderen Kombinationen. Aullerdem zeigte sich in den Expressionsanalysen,
dass Integrin a-4 hauptséchlich auf priméren HCEC und nicht wie Integrin -1 auch auf
Endothelzelllinien (HBMEC, hCMEC/D3) vorkommt.

Insgesamt konnte Integrin -4 weniger konstant nachgewiesen werden als Integrin B-1:
Nicht alle prim&ren HCEC zeigten eine klare Expression und auch anfanglich positive
Zellpopulationen konnten das Molekil mit der Zeit wieder verlieren. In den Stimulati-
onsversuchen unter Zugabe verschiedener Zytokine ergab sich bei Integrin a-4 eine
Steigerung der Expression unter Einwirkung von VCAM-1. Integrin -1 hingegen zeig-
te sich stets unabhdngig von den Stimulationsbedingungen. Der Proliferationszustand
zum Zeitpunkt der FACS-Analyse hatte keinen messbaren Einfluss auf die Expressions-

starke der Integrine a-4 und B-1.

Die starken und konstanten Integrin B-1-Spiegel passen gut zu den Beobachtungen von

Milner und Campbell 2002 bei der Hirnentwicklung von Mdusen. Hier wurde u.a. ge-

zeigt, dass die Integrin B-1-Expression mit zunehmender Hirnreife anstieg. Aullerdem

wurde die Bedeutung verschiedener Integrin -1-Bindungspartner untersucht. Im Gehirn

adulter Mduse war in diesen Untersuchungen die Konzentration von Integrin a-4 deut-
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lich reduziert, wéhrend die Integrine a-1 und a-6 zunehmend an Bedeutung gewannen.
Fur die frihe Angiogenese jedoch war Integrin a-4/B-1 ein essentielles Molekdil
(Milner, Campbell 2002).

Parallel zu den Untersuchungen an Endothelzellkulturen wurden auch in situ-Farbungen
an Gewebeschnitten aus verschiedenen Hirnarealen angefertigt (Mitarbeiter der Arbeits-
gruppe). Zur Lokalisation der Blutgefale wurde eine Farbung gegen VWF verwendet.
Dabei zeigte sich eine deutliche Konzentration von Integrin a-4 im Bereich der GefaRe
(s. Abbildung 31). Die Integrin B-1-Farbung war wiederum etwas kraftiger ausgepragt
und zeigte ebenfalls Uberlagerungen mit VWF (s. Abbildung 32). Auch diese Ergebnis-
se bestatigen die Expression von Integrin a-4 auf adulten zerebralen Endothelzellen.
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Abbildung 31 Gewebeschnitte aus humanem Cerebellum
Férbung der Endothelzellen durch vWF und Kolokalisierung mit Integrin a-4

Abbildung 32 Gewebeschnitte aus humanem Cerebellum
Féarbung der Endothelzellen durch vWF und Kolokalisierung mit Integrin -1
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Die Beobachtungen der variablen Expression von Integrin a-4 bei Kulturzellen im Ge-
gensatz zum konstanten Nachweis in Gewebeschnitten konnten fur einen Verlust unter
kulturellen Bedingungen sprechen: Die deutliche Farbung in den Gewebeschnitten legt
nahe, dass in vivo normalerweise eine Integrin a-4-Expression stattfindet. Diese kann
auch auf primaren HCEC noch nachgewiesen werden, ist jedoch empfindlich und kann
durch Prozesse zur Immortalisierung von Zellen (HBMEC, hCMEC/D3) sogar ganz
verschwinden. Auch auf primdren HCEC kann es unter Kulturbedingungen zu einem

Verlust von Integrin -4 kommen.

Bezliglich der genauen Lokalisation der Integrine a-4 bzw. B-1 lieR sich in den
immunzytochemischen Farbungen jeweils ein spezifisches Verteilungsmuster erkennen:
Waéhrend Integrin o-4 relativ gleichméfRRig ber die Zellen verteilt in einem fein
granul&ren Muster erschien, zeigte Integrin -1 eine Betonung der Zellgrenzen. Ein ahn-
liches Bild der B-1-Lokalisation wurde bei Mandell et al. 2005 dargestellt, hier aller-
dings an Epithelzellen. Durch die gleichzeitige ZO-1-Farbung konnte aulRerdem gezeigt
werden, dass Integrin B-1 wahrscheinlich nicht nur an den Zell-Zellkontakten, den
Zonulae occludentes, sondern am gesamten Zellrand lokalisiert ist. Diese Beobachtung
konnte daftr sprechen, dass Integrin -1 auch eine Bedeutung fiir die Adhasion an Pro-
teinen der ECM (z.B. Collagen oder Fibronectin) besitzt. Hierzu passende Ergebnisse
an Mausendothelzellen durch Milner und Campbell 2002 zeigen, dass bei der Hirnrei-
fung die Interaktion zwischen Fibronectin und seinen Rezeptoren Integrin o-4/B-1 bzw.
Integrin a-5/p-1 von Bedeutung fur Adhé&sion und Angiogenese ist. Im spéteren Verlauf
hingegen soll vor allem die Bindung an Laminin (ber die Integrine a-4/B-1 und a-6/B-1
im Vordergrund stehen. Bei Milner 2007 wird dargestellt, dass bei der Hirnentwicklung
der Maus die Bindung der Endothelzellen an Fibronectin hauptséchlich Uber das
Integrin o-5/B-1 vermittelt wird. Flr eine modgliche Beteiligung von Integrin a-4/B-1
beim Menschen sprechen hingegen die Ergebnisse aus den Adhdasionsversuchen prima-
rer Endothelzellen auf Fibronectin unter Zugabe des Integrin a-4-Inhibitors Natalizu-

mab.
4.2 Blockade der Adhasion primarer Endothelzellen an
Fibronectin durch Natalizumab

Eine erste wichtige Beobachtung bei den Adhésionsversuchen war, dass es nur dann zu
einem hemmenden Effekt durch Natalizumab bei der Zellanheftung an Fibronectin kam,

wenn die Zellen auch gleichzeitig Integrin a-4 exprimierten. Dies spricht einerseits fir
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eine Beteiligung von Integrin a-4 an der Adhdsion, andererseits auch fur eine spezifi-
sche Bindung des Antikorpers und einen damit verbundenen Funktionsverlust des Anti-
gens. Die Adhésion an Fibronectin kann aber nicht ausschlieBlich von Integrin a-4 ab-
hangig sein, da sie auch stabil war, wenn die Zellen keine Integrin a-4-Expression zeig-
ten. Natalizumab hatte in diesem Fall keinen hemmenden Effekt, sondern wirkte teil-
weise sogar begunstigend auf die Anheftung. Die Adhdsion scheint daher auch durch
Molekiile vermittelt zu werden, deren Bindung sich nicht durch Natalizumab hemmen
lasst (z.B. Integrin a-5/B-1 wie bei Milner 2007). Insgesamt hafteten die HCEC schein-
bar besser auf der Fibronectinbeschichtung, wenn sie positiv fir Integrin a-4 waren (s.

Tabelle 2). Jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant.

Der Vergleich mit Sandoglobulin zeigte, dass dieses Gemisch aus verschiedenen Im-
munglobulinen der Klasse IgG ebenfalls in der Lage war, die Adhésion der Endothel-
zellen an Fibronectin zu blockieren. Insgesamt war dieser Effekt tber alle Versuche
gesehen stets schwacher ausgepragt als bei Natalizumab. Vor allem in den niedrigen
Konzentrationsbereichen zwischen 0,1 und 3 pg/ml war der Effekt von Sandoglobulin
im Gegensatz zu dem von Natalizumab nicht signifikant. Interessanterweise schien auch
die Adh&sionshemmung durch Sandoglobulin in gewissem MaRe Integrin a-4-abhangig,
da bei einer fehlenden Expression des Molekiils wie auch bei Natalizumab teilweise
eine erhohte Adhé&sion beobachtet wurde. Zellen ohne Expression von Integrin a-4 zeig-
ten somit bei Zugabe von Natalizumab und Sandoglobulin im niedrigeren Konzentrati-
onsbereich durchaus &hnliche Adhasionseigenschaften. Jedoch bewirkte Sandoglobulin
in sehr hohen Konzentrationen (100 pg/ml) auch bei Zellen ohne Integrin a-4 eine leicht
verminderte Fahigkeit zur Adhésion. Dies kdnnte Folge eines unspezifischen, hemmen-

den Effekts durch das Antikorpergemisch sein.

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse fur eine spezifische Bindung von niedrig konzen-
triertem Natalizumab an Integrin a-4 und eine damit verbundene Storung der Interaktion

zwischen dem Oberflachenmolekil und Fibronectin.

Auch der Vergleichsantikorper Efalizumab konnte in hohen Konzentrationen (10 bis
100 ug/ml) die Haftung der Zellen auf Fibronectin reduzieren, insgesamt gesehen aber
weniger effektiv als Natalizumab. Alemtuzumab zeigte allenfalls in sehr hoher Kon-
zentration (100 pg/ml) einen hemmenden Effekt. Bei diesen beiden Vergleichsantikor-
pern ist lediglich ein unspezifischer, blockierender Effekt durch sehr hohe Konzentrati-

onen anzunehmen.
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4.3 Aktivierung der Proteinkinase p38 in Endothelzellen
nach Stimulation mit I6slichem VCAM-1

Da bei MS-Patienten der sSVCAM-1-Spiegel im Serum erhoht ist und (s)VCAM-1 wie-
derum ein Bindungspartner von Integrin a-4/B-1 ist, stellte sich die Frage nach einer
mdoglichen Interaktion. Es ware beispielsweise denkbar, dass durch sVCAM-1 (ber
Bindung an endothelzellstandiges Integrin a-4/B-1 bestimmte Signalkaskaden aktiviert
werden (VCAM-1-Autoloop). Um eine hieran beteiligte intrazellulare Signaltrans-
duktion zu erfassen, wurden die MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 im Western Blot

hinsichtlich ihrer Phosphorylierung in Gegenwart von sVCAM-1 untersucht.

Bei Hordijk 2006 wurden bereits verschiedene endotheliale Signalwege wéhrend der
Transmigration von Leukozyten durch Endothelzellen im Entzindungsherd untersucht.
Neben ERK 1, das beispielsweise bei Adhasionsvorgangen uber Selectine beteiligt ist,
spielt auch die p38 MAPK eine wichtige Rolle bei der Lockerung der Interzellularkon-
takte und den Veranderungen im endothelialen Actinzytoskelett (Hordijk 2006).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten VVersuche zeigten in den Western Blots
in erster Linie eine Aktivierung der p38 MAPK durch eine Stimulation der Endothel-
zellen mit sSVCAM-1. Der Effekt war besonders deutlich an der laborinternen Endo-

thelzellisolation sichtbar.

Diese Beobachtung passt insgesamt gut zu den Ergebnissen von Nakao et al. 2003, die
bei der Angiogenese von HUVEC eine Interaktion zwischen Integrin a-4 und sSVCAM-1
uber die p38 MAPK aufzeigen. sVCAM-1 vermittelt hier eine vermehrte Migration der
Endothelzellen.

Die sVCAM-1-Spiegel sind bei MS-Patienten sowohl im akuten Krankheitsschub
(Kallmann et al. 2000) als auch unter Therapie mit INF-p erhoht (Rieckmann et al.
2005). Es ist denkbar, dass unter beiden Bedingungen eine Interaktion mit endothelialen
Integrin a-4-Molekilen stattfindet. In den aktiven Lé&sionen konnte es durch p38-
MAPK-vermittelte Signalkaskaden in zerebralen Endothelzellen beispielsweise zu einer
vermehrten Durchléssigkeit der BHS und damit zu einer Symptomverschlechterung
kommen. Eine Therapie mit Natalizumab wirde dann nicht nur die Aktivierung und
Extravasation der Leukozyten durch Blockade des Integrin o-4/B-1 auf den Immunzel-
len reduzieren, sondern kénnte auch die Wirkung des sVCAM-1 auf das Endothel redu-
zieren und damit die BHS wieder stabilisieren. Eine erhtéhte Ausschiuttung von

SVCAM-1 nach Therapie mit INF-B hingegen scheint einen protektiven Effekt auszu-
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uben. Eine Erklarung hierfur ware, dass die vermehrte Bindung von sVCAM-1 an
Integrin a-4/p-1 auf Leukozyten in der Peripherie deren Fahigkeit zur Interaktion mit
endothelialem VCAM-1 im ZNS verringert. Auch werden unter INF-B-Therapie die
Spiegel von Integrin a-4/B-1 insgesamt reduziert, woraus eine Reduktion der zerebralen
Entzindung resultiert (Dhib-Jalbut 2007).

Ob die gezeigte Reaktion der Endothelzellen auf sSVCAM-1 ausschliellich uber Integrin
a-4/B-1 vermittelt ist, muss noch in einem weiteren Schritt Uberprift werden. Hierzu
bietet sich eine Blockade des Integrin a-4/B-1 durch Natalizumab an. Eine ausbleibende
Aktivierung des Signalweges wirde dann fur eine spezifische Interaktion zwischen
Integrin a-4/p-1 und sVCAM-1 sprechen. Auch sollte genauer uberpruft werden, ob die
Stimulation der Endothelzellen mit sVCAM-1 tatsachlich eine Veranderung der Durch-
lassigkeit der BHS bewirkt. Dartiber hinaus kénnte Natalizumab selbst ebenfalls Ein-

fluss auf die Integritat der BHS nehmen.
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5 Zusammenfassung

Natalizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen das Oberflachenad-
hasionsmolekiil Integrin a-4, der zur Therapie von schweren Verlaufsformen der Mul-
tiplen Sklerose (MS) zugelassen ist. Integrin a-4/B-1 wird durch Leukozyten exprimiert
und steuert deren Extravasation uber die Bindung an VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) auf Endothelzellen. Natalizumab wirkt (ber eine Blockade der
Leukozytenadhé&sion. In einigen Publikationen konnte dartiber hinaus gezeigt werden,
dass Integrin a-4 auch auf zerebralen Endothelzellen von Mausen und Ratten exprimiert
wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression und Funktion von Integrin a-4 in

kultivierten primaren humanen zerebralen Endothelzellen untersucht.

Die im Rahmen dieser Arbeit an verschiedenen Einzelspenderpraparationen durchge-
fuhrten FACS-Analysen zeigten, dass Integrin a-4 in unterschiedlicher Auspragung auf
primdren zerebralen Endothelzellisolationen nachzuweisen war. Mit Hilfe immun-
zytochemischer Féarbungen konnte ein spezifisches Verteilungsmuster des Integrin a-4
in Form eines feinen, granuldren Musters im Bereich des Zellleibes dokumentiert wer-

den.

In Adhé&sionsversuchen zeigten Integrin a-4-exprimierende Endothelzellen nach Zugabe
von Natalizumab in niedriger Konzentration eine verminderte Fahigkeit zur Haftung an
Fibronectin, einem Bindungspartner in der extrazellularen Matrix. In hohen Konzentra-
tionen dominierte im eingesetzten experimentellen System ein unspezifischer Blockade-

effekt, der auch mit Kontrollantikrpern zu beobachten war.

In MS-L&sionen findet sich auch die 16sliche Form des VCAM-1 (sVCAM-1), die mog-
licherweise mit endothelialem Integrin a-4 interagiert. Daher wurde mit Hilfe von Wes-
tern-Blot-Untersuchungen die intrazelluldre Signaltransduktion unter Stimulation mit
sVCAM-1 untersucht. Es zeigte sich wie in anderen Endothelarten vorbeschrieben eine
Aktivierung des p38-MAP-Kinase-Signalweges.

Zusammenfassend wurde demonstriert, dass primare humane zerebrale Endothelzellen
Integrin a-4 exprimieren und dass dieses wahrscheinlich nicht nur fiir die mechanische
Verankerung in der Extrazelluldrmatrix eine Bedeutung besitzt, sondern auch als Induk-
tor intrazellulérer Signaltransduktion fungiert, welche die Schrankeneigenschaften ze-

rebraler Endothelzellen beeinflussen konnte.
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9 Abkulrzungen

A. dest. aqua destillata
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BSA bovines Serumalbumin

CD zellulérer Oberflachenmarker (cluster of differentiation)

CDR komplementaritatsbestimmende Region (complementary determining
region)

CIS Klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated syndrome)
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Cy3 Indocarbocyanin (Cyaninfarbstoff)

DAPI 4', 6 Diamidino-2-Phenylindol-Dihydroclorid

DMT krankheitsmodfizierende Therapie (disease modifying therapy)
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EBM endotheliales Basalmedium (enothelial basal medium)

ECGS Wachstumszusatz fiir Endothelzellen (endothelial cell growth sup-
plement)

ECL Elektrochemoluminescenz

ECM extrazelluldre Matrix (extracellular matrix)
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EGM endotheliales Wachstumsmedium (enothelial growth medium)

ELISA antikorperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme linked

immunosorbent assay)

ERK Proteinkinase (extracellular signal related kinase)

FACS Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting)
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G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (granulocyte-colony

stimulating factor)
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GFAP saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)

HCEC humane zerebrale Endothelzelle (human cerebral endothelial cell)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethanesulfonséure

HUVEC humane venose Nabelschnurendothelzellen (human umbilical vein

endothelial cells)

ICAM-1 interzellulares Zelladh&sionsmolekdl (intercellular adhesion
molecule-1)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin
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JCV JC Virus (humanes Polyomavirus 2 benannt nach John Cunningham)

JNK Proteinkinase (c-Jun N-terminal kinase)

LFA-1 Lymphozytenantigen (lymphocyte function-associated antigen-1)

kDa Kilodalton

MAdCAM mukosales Zelladhdasionsmolekil (mucosal addressin cell adhesion
molecule)
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MAP

MAPK
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MHC

MMP
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MS

MTS

NP

OPN

PAGE

PBS

PE

PML

PPMS

RRMS

SAM

SCID

SDS

SPMS

sVCAM-1

TBS

myelinassoziiertes Glycoprotein

mitogenaktiviertes Protein (mitogen activated protein)
mitogenaktivierte Proteinkinase (mitogen activated protein kinase)
Myelin-basisches Protein (myelin basic protein)

Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility

complex)

Matrixmetalloprotease
Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein
Magnetresonanztomographie
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TEMED Tetramethylethylendiamin

TGF transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)

Th T-Helferzelle

TIMP Gewebsinhibitor der MMP (tissue inhibitor of MMP)

TNF Tumornekrosefaktor

TPA 12-O-Tetradecanoyl-Phobol-13-Acetat

VCAM-1 vaskulares Zelladhésionsmolekdl (vascular cell adhesion molecule-1)
VEGF vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial

growth factor)

VLA-4 Oberflachenantigen (very late antigen-4)
VWF von-Willebrand-Faktor

ZNS Zentrales Nervensystem

Z0 zonula occludens
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