Aus der Neurologischen Klinik und Poliklinik
der Universitat Wirzburg

Direktor: Professor Dr. med. Klaus V. Toyka

Regulation der Chemokinexpression in humanen

zerebralen Endothelzellen

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der Medizinischen Fakultat
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat zu Warzburg
vorgelegt von
Oliver Klein,
Hamburg

Wirzburg, September 2004



Referent:
Koreferent:

Dekan:

Tag der miindlichen Prifung:

Der Promovend ist Arzt.

Prof. Dr. P. P. Rieckmann
Prof. Dr. K. Toyka
Prof. Dr. S. Silbernagl

11. Januar 2005



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis Seite
1 Einleitung 1
1.1. Zerebrale Endothelzellen und die Blut-Hirn-Schranke
1.1.1. Eigenschaften der zerebralen Endothelzellen und Aufbau der 3
Blut-Hirn-Schranke
1.1.2.  Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke 5
1.1.3. Die Astrozyten - Endothelzellinteraktion 5
1.1.4. Das Zentrale Nervensystem als ein immunpriviligiertes Organ 5
1.2. Chemokine 7
1.2.1. Klassifikation der Chemokine 7
1.2.2. Chemokinrezeptoren 7
1.2.3.  Funktion der Chemokine 10
1.3. Das Mehrstufenmodell der Leukozytenextravasation 12
1.4. Chemokine und inflammatorische Prozesse im Zentralen 14
Nervensystem
1.4.1. Experimentell-autoimmune Enzephalomyelitis und Multiple 14
Sklerose
1.4.2. Zerebrale Ischamie 15
1.4.3. Trauma 16
1.4.4. Bakterielle und virale Infektionen 17
2. Material und Methoden 19
2.1. Material 19
2.1.1. Chemikalien und Reagentien 19
2.1.2.  Antikorper 21
2.1.3. Enzyme 22
2.1.4. Nukleinsauren 22

2.1.5. Puffer und Medien 22



Inhaltsverzeichnis

2.1.6.
2.1.7.
2.1.8.
2.2.
2.2.1.
2.2.1.1.
2.2.1.2.

2.2.1.3.

2.2.2.
2.2.3.
2.2.3.1.
2.2.3.2.
2.2.3.3.
2.2.3.4.

3.1.

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.
3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.3.3.

Kits

Verbrauchsmaterialen

Gerate

Methoden

Endothelzellkultur

Isolierung von humanen zerebralen Endothelzellen

Charakterisierung der zerebralen Endothelzellen mittels
Immunfluoreszenz

Stimulation der Endothelzellen mit inflammatorischen
Mediatoren

ELISA

Molekularbiologische Methoden

RNA - Isolierung

Reverse Transkription

Klonierung von cDNA
Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Ergebnisse

Nachweis von inflammatorischen Chemokinen
MCP-1

RANTES

MIP-1a

IL 8

IP-10

Modulation der Chemokinexpression

Estradiol und Progesteron

Pentoxifyllin

Neutrophine

Seite
23
24
24
25
25
25
26

30

30
31
31
32
32
35

37

37
40
40
40
41
43
44
44
47
48
Seite



Inhaltsverzeichnis

4.

6.

Diskussion

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

52

59

60



Abkulrzungsverzeichnis

Abklirzungsverzeichnis

AIDS
BDNF
cAMP
cDNA
EAE
ELISA
GAPDH
GFAP
IFN y
IL 1
IL8
IP-10
LPS
MCP-1
MCP-3
MHC
MIG
MIP-1a
MIP-1B8
MIP-2
NGF
RANTES
RNA
RT-PCR
TNF a
ZNS

Aquired immunodeficiency syndrome

Brain derived neurotrophic factor

Cyclic adenosine mono phosphate

Copy- Desoxyribonucleic acid

Experimentell autoimmune Enzephalitis
Enzyme linked immunosorbent assay
Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
Gliafilament acid protein

Interferon gamma

Interleukin 1

Interleukin 8

Interferon inducible protein-10
Lipopolysaccharid

Monocyte chemoattractant protein 1
Monocyte chemoattractant protein 3

major histocompatibility complex

Monokine induced by interferon

Macrophage inflammatory protein 1 alpha
Macrophage inflammatory protein 1 beta
Macrophage inflammatory protein 2

Nerve growth factor

Regulated on activation normal T cell expressed and secreted
Ribonucleic acid

Reverse transcript polymerase chain reaction
Tumor necrosis factor alpha

Zentrales Nervensystem



Einleitung

1. Einleitung

Entzindung ist ein Prozess im menschlichen Organismus, mit dem dieser
versucht, auf gewebeschadigenden Reize, die aus der Umwelt auf ihn
eintreffen, zu reagieren und die Gewebeintegritat wieder herzustellen. Stimuli,
die eine Entziindung hervorrufen, kénnen physikalischer und chemischer Natur
sein oder infektidse Agentien. Des weiteren kénnen entzliindliche Prozesse
durch endogene Ereignisse hervorgerufen werden, wie in postischamischen
oder autoimmunologisch bedingten Entziindungsreaktionen.

Das Endothel ist ein sehr wichtiger Teil in der Regulation von Entziindungen.
Es nimmt Einfluss darauf, ob Leukozyten die Blutbahn verlassen und in das
geschéadigte Gewebe auswandern kénnen. Der Prozess der Extravasation ist
nicht zufallig, sondern erfordert Mechanismen der Leukozyten -
Endothelzellerkennung. Diese wird durch verschiedene Gruppen von
Adhéasionsmolekilen und chemotaktisch wirkenden Zytokinen vermittelt: den
Chemokinen. Durch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen am
Ort der Entziindung werden die Endothelzellen in einen Zustand versetzt, die
fir die Leukozyteninteraktion wichtigen Molekllgruppen zu exprimieren; es
kommt zur so genannten Endothelzellaktivierung.

Entzindungsreaktionen zeigen Unterschiede hinsichtlich der beteiligten
Leukozytensubtypen und damit der Zusammensetzung des entzlindlichen
Infiltrats sowie des zeitlichen Ablaufes.

Das Endothel zeigt in den verschieden Organsystemen eine ausgepragte
Heterogenitat in strukturellen und funktionellen Eigenschaften, die
Auswirkungen auf den Ablauf der Inflammation haben und die den regionalen
Charakter der Entziindungsreaktion definieren. Eine besondere Spezialisierung
besitzen zerebrale Endothelzellen als Teil der Blut-Hirn- Schranke, so dass
angenommen werden kann, dass sie eine bedeutende Rolle bei der
Entwicklung der Gewebespezifitdat der Entziindung im zentralen Nervensystem
spielen.

In dieser Arbeit wird untersucht, in welchem Umfang diese spezialisierten
Zellen unter unterschiedlichen proinflammatorischen Bedingungen als
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Produzenten von Chemokinen auftreten kénnen und ob die Expression dieser
Molekule durch Einwirkung weiterer biologischer Faktoren modulierbar ist.



Zerebrale Endothelzellen und Blut-Hirn-Schranke

1.1. Zerebrale Endothelzellen und Blut-Hirn-Schranke

1.1.1. Eigenschaften der zerebralen Endothelzellen und Aufbau der
Blut-Hirn-Schranke

Das Endothel besitzt eine bemerkenswerte Heterogenitat, so bestehen
strukturelle und funktionelle Unterschiede zwischen arteriellen, vendsen,
lymphatischen und kapillaren Endothelzellen. Zudem existieren jedoch
ausgepragte Unterschiede zwischen Endothelzellen aus unterschiedlichen
Organsystemen (Risau, 1995; Garlanda et al, 1997). Ein besonderes Beispiel
fir diese Spezifitat stellt die zerebrale Endothelzelle als Teil der Blut-Hirn-
Schranke dar (Joo, 1996). Die Regulation des Austausches von
Makromolekllen und Flissigkeit zwischen Blut und dem extravasalen Raum
stellt eine Schllsselfunktion des Endothels dar. In besonderer Weise kommt
dies zum Ausdruck in der Blut-Hirn-Schranke. Diese sorgt daflir, dass
Fluktuationen in der Plasmazusammensetzung und Fremdstoffe, die in der
Lage waren die Funktion von Nervenzellen zu stéren, nicht auf das ZNS
einwirken kénnen.

Die Blut-Hirn-Schranke besteht aus drei zellularen Komponenten: Der
Endothelzelle, die das GefaBinnere auskleidet, dem Astrozyten, der mit
Zellfortsatzen mit der abluminalen Zellmembran der Endothelzelle
kommuniziert und der Perizyt, eine Zelle mesenchymalen Ursprungs, die in
regelmaBigen Abstanden die Endothelzelle umgreift. Einen weiteren
Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke stellt die zwischen der abluminalen
Endothelzellmembran und den Astrozytenfortsetzen gelegene Basalmembran
dar. Eine Reihe von Eigenschaften ermdglichen es den zerebralen
Endothelzellen die Homdostase des ZNS-Milieus zu gewaéhrleisten. Die
Gehirnkapillaren sind hundertmal undurchléssiger als Kapillaren aus peripheren
Geweben durch die Ausbildung komplexer Zellverbindungen zwischen den
benachbarten Endothelzellen, den Zonulae occludentes. Dies bedingt eine sehr
niedrige parazellulare Permeabilitat fr hydrophile Substanzen. Sie besitzen
auBerdem im Gegensatz zu Endothelzellen von Kapillaren auBerhalb des
Gehirns keine Fenestrationen und eine niedrigere Rate von Endozytose und
Transzytose, es besteht jedoch eine héhere Rate Carrier -vermittelter
Transportprozesse und rezeptorvermittelter Transzytoseprozesse. So werden
kleine polare Substanzen Uber spezifische Carriersysteme transportiert, zum
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Beispiel Glukose mittels des GLUT-1-Transportproteins, das spezifisch in
zerebralen Endothelzelle exprimiert wird. Ahnliche Transportsysteme existieren
fir Aminosauren , so dass ein geregelter Transport fiir die Substanzen besteht,
die fur die Aufrechterhaltung der Gehirnfunktion bendétigt werden. Als weitere
Schutzfunktion neben der durch die Zonulae occludentes stark eingeschrankte
parazellularen Permeabilitdt besitzen die zerebralen Endothelzellen
Carrierproteine mit breiter Spezifitat, die Xenobiotika und hydrophobe Molekiile
, die durch die Zellmembran diffundieren kdénnen, aus den Zellen
heraustransportieren. Diese Transportproteine sind an der luminalen
Zellmembran lokalisiert (Pardridge, 1999).
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1.1.2. Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke

Die erwahnten speziellen Eigenschaften der zerebralen Endothelzellen, die
einen bedeutenden Teil der Blut-Hirn-Schranke darstellen, entwickeln sich im
Laufe der Reifung des zentralen Nervensystems. So wird die Blut-Hirn-
Schranke relativ undurchlassig fir groBe Proteine wie Albumin oder die
Meerrettichperoxidase bevor sie in der Lage ist kleinere Substanzen wie
Mannitol aus dem Gehirn zuriickzuhalten. Entsprechend kommt es im Vergleich
der Expressionsmuster der Transportproteine zwischen den zerebralen
Endothelzellen im Embryonalstadium, dem Neugeborenen und dem
Erwachsenen zu einer schrittweisen Zunahme der Carrierproteine. Es findet
somit in der menschlichen Entwicklung eine kontinuierliche Heranreifung dieser
Schutzbarriere des Gehirns statt (Abbott, 2002; Risau et al, 1990).

1.1.3. Die Astrozyten-Endothelzellinteraktion

Die raumliche Nahe zwischen den zerebralen Endothelzellen und den
Zellfortsetzen der Astrozyten legte den Verdacht nahe, dass diese den
spezialisierten Blut-Hirn-Schranken Phéanotyp des zerebralen Endothels
induzieren (Abbott, 2002; Beuckmann et al, 1998). Dies konnte durch
Experimente untermauert werden, die zeigen konnten, dass periphere Gefale,
die in avaskulares Hirngewebe einwachsen, phanotypische Merkmale von
zerebralen Endothelzellen zeigen (Janzer et al, 1987). Des weiteren lassen sich
in Kokulturexperimenten mit Astrozyten oder durch Kultivierung mit Astrozyten-
konditioniertem Medium in Endothelzellen Blut-Hirn-Schranken-Eigenschaften
induzieren. Diese Experimente belegen, dass Astrozyten eine Rolle in der
Induktion dieses besonderen Endothelphanotyps spielen, entweder durch den
direkten Zell-Zell-Kontakt oder die Freisetzung léslicher induktiver Faktoren.

1.1.4. Das zentrale Nervensystem als ein immunprivilegiertes Organ
Lange Zeit galt das ZNS, als ein Ort, der besonders vor immunologischen

Reaktionen geschutzt ist; bedingt unter anderem durch die Blut-Hirn-Schranke,
die Entzlindungszellen das Eindringen in das Gehirn erschwert. Zudem fehlten
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Hinweise auf eine Expression von antigenprasentierenden Molekilen der MHC-
Klasse, sowie auf eine lymphatische Drainage des ZNS (Leibowitz, 1983). In
der Zwischenzeit kam es jedoch zu einem Wandel dieser Vorstellung. So
konnte nachgewiesen werden, dass aktivierte Lymphozyten unabhangig von
ihrer Spezifitdt bei intakter Blut-Hirn-Schranke in das ZNS einwandern (Hickey
et al, 1991) und ZNS-standige Zellen, wie Neurone und Mikroglia unter
bestimmten Umstanden MHC-Molekile exprimieren kénnen (Neumann et al,
1995). Zudem kann Antigen aus dem Hirnparenchym und dem Liquor in die
tiefen Halslymphknoten gelangen und dort eine spezifische Immunantwort
ausgeldst werden (Harling-Berg et al, 1999). Die Blut-Hirn-Schranke definiert so
eher den regionalen Charakter der Entzindung im Gehirn als diese zu
verhindern (Ransohoff et al, 2003).



Chemokine

1.2. Chemokine

Chemokine sind eine groBe Gruppe funktionell und strukturell verwandter, 8000
bis 16000 kDa schwerer Peptide, deren Hauptaufgaben, die homdostatische
und inflammatorische Chemoattraktion der Leukozyten darstellt.

1.2.1. Klassifikation der Chemokine

Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften teilt man die Chemokine in vier
Subgruppen ein. Die meisten Chemokine besitzen zwei oder drei Paare von
Cysteinresten in ihrer Aminosauresequenz, die intramolekulare Disulfidbriicken
bilden, zwischen dem ersten und dem dritten und zwischen dem zweiten und
dem vierten Cysteinrest. In einer Untergruppe werden die ersten beiden
Cysteinreste durch eine Aminosaure voneinander getrennt und als CXC oder o
- Chemokine bezeichnet, in einer zweiten befinden sich die ersten beiden
Cysteinreste in der Aminosauresequenz nebeneinander, diese bezeichnet man
als CC - Chemokine oder 3 - Chemokine. Die y - Subgruppe besteht bisher nur
aus einem Mitglied, dem sogenannten Lymphotactin, das nur eine
Disulfidbriicke in seiner Aminosauresequenz enthalt. Die ersten beiden
Cysteinreste des groBten Chemokins, Fraktalkine, sind durch drei
Aminosaurereste voneinander getrennt, man bezeichnet es deshalb als CX3C -
Chemokin oder & - Subfamilie(Baggiolini et al, 1997; Zlotnik et al, 2000).

1.2.2. Chemokinrezeptoren

Bisher sind sechzehn Chemokinrezeptoren bekannt. Diese gehdéren einer
gréBeren Superfamilie von Rezeptoren an, die strukturell dadurch
gekennzeichnet sind, dass sie in sieben Schleifen die Plasmazellmembran als
integrales Membranprotein durchsetzen und G - Protein gekoppelt sind, einem
Signaltransduktionselement, das die Bindung des Liganden an den Rezeptor
an weitere intrazellulare Signalwege weiterleitet und dadurch einen
biologischen Effekt hervorruft. Von den bisher bekannten sechzehn Rezeptoren
gehdéren funf zur Gruppe der CXC - Chemokine, neun zu den CC und jeweils
einer zu den CX3C und der XC - Gruppe. Jeder dieser Rezeptoren bindet nur
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die entsprechende Subgruppe an Chemokinen, einige binden jedoch mehrere
Chemokine einer Gruppe mit hoher Affinitat. Ahnlich kédnnen einige Chemokine
mehr als einen Rezeptor einer Untergruppe binden. So bindet zum Beispiel das
CC - Chemokin RANTES die Rezeptoren CCR 1, 3 und 5 (Murdoch et al,
2000). Die Expression bestimmter Chemokinrezeptoren ist auf bestimmte
Leukozytensubtypen beschrankt und erlaubt es Lymphozyten nach ihrem
Aktivierungs- und funktionellen Status zu unterteilen (Sallusto et al, 1998).
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Chemokinsystem:

Systematischer Allgemeiner Name Rezeptor Zielzellen
Name (Méauseprotein)

CC chemokine

CCLA1 1-309 (TCA-3) CCR8 DC, T (Th2)

CCL2 MCP-1 (JE) CCR2 Mo, Ba, T, NK, DC
CCL3 MIP-1a CCR1, CCR5 Mo, T, NK, Eo, DC
CCL4 MIP-113 CCR5 Mo, T(Th1), DC, NK
CCL5 RANTES CCR1,CCR3,CCR5 T, Mo, Eo, Ba, NK, DC
CCL6 (C10, MRP-1) CCR1,CCR3,CCR5 Mo

CCL7 MCP-3 CCR1,CCR2,CCR3 Mo, T, Eo, Ba, NK, DC
CCL8 MCP-2 (MARC) CCR2, CCR3,CCR5 Mo, T, Ba, NK, DC
CCL9/10 MIP-12 CCR1 Neut, T

CCL11 Eotaxin CCR3 Eo, Ba, T (Th2), DC
CCL12 (MCP-5) CCR2 T, Mo, DC, Ba, NK
CCL13 MCP-4 CCR1,CCR2,CCR3  Mo,T, Eo, NK,DC.Ba
CCL14 HCC-1 CCR1 Eo, Mo

CCL15 HCC-2/Lkn-1/MIP-18 CCR1, CCRS3 Neut, Eo, Mo
CCL16 HCC-4/LEC CCR1 Mo, T

CCL17 TARC CCR4 T(Th2)

CCL18 DC-CK1/ PARC Not known T,DC

CCL19 MIP-3B/ELC/exodus-3 CCR7 T, DC

CCL20 MIP-3a/LARC/exodus-1 CCRe6 T, B, DC

CCL21 6Ckine/SLC/exodus-2 CCR7 T,DC

CCL22 MDC/STCP-1 CCR4 T (Th2), DC

CCL23 MPIF-1 CCR1 Neut, Mo, T

CCL24 MPIF-2/Eotaxin-2 CCR3 T, NK

CCL25 TECK CCR9 T

CCL26 Eotaxin-3 CCR3 Eo, Ba, T (Th2), DC
CCL27 CTACKI/ILC (ALP) CCR2,CCR3,CCR10 T

CCl28 MEC CCR10 T

CXC chemokine

CXCLA GROa/MGSA-a (MIP-2) CXCR2, CXCR1 Neut

CXCL2 GROB/MGSA-B (MIP-2a) CXCR2 Neut

CXCL3 GROVMGSA-7 (MIP-2B) CXCR2 Neut

CXCL4 PF-4 Not known Fibroblast

CXCL5 ENA78 (LIX) CXCR2 Neut

CXCL6 GCP-2 CXCR1. CXCR2 Neut

CXCL7 NAP-2 CXCR2 Neut

CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 Neut

CXCL9 Mig (MuMig) CXCR3 T(Th1), NK
CXCL10 IP-10(Crg-2) CXCR3 T(Th1), NK
CXCL11 I-TAC CXCR3 T(Th1), NK
CXCL12 SDF-1a/B CXCR4 Neut, Mo, DC, T, B
CXCL13 BCA-1(BLC) CXCR5 B, T

CXCL14 BRAK/bolekine Not known Mo

CXCL15 (Lungkine) Not known Neut

CXCL16 Small inducible cytokine B6 CXCR6 T

C chemokine

CXCLA Lymphotactic-a/SCM-la XCR1 T.NK

CXCL2 Lymphotactic-B/SCM-1 B XCR1 T, NK

CX3C

CX3CLA1 Fractalkine/neurotactin CX3CR1 Mo, T, NK
Abkirzungen: DC (Dentritische Zellen)), Mo (Monozyten), Neut (Neutrophile

Granulozyten), Eo (Eosinophile Granulozyten), Ba (Basophile Granulozyten), T (T-
Lymphozyten), B (B-Lymphozyten), NK (Natdrliche Killerzellen)
(nach Mahalingam et al, 2003)
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1.2.3. Funktion der Chemokine

Chemokine stellen zusammen mit den Adhdsionsmolekilen die
entscheidenden Komponenten des molekularen Erkennungsmechanismus
zwischen Leukozyten und Endothelzellen dar. Die regulierte Expression von
Chemokinen im Gewebe definiert die an der Entziindung beteiligten
Leukozytensubtypen und deren Verteilung in dem Gebiet der Entziindung.
Stimuli, die die Freisetzung der Chemokine aus einer Reihe von Zelltypen
hervorrufen, sind bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharid,
proinflammatorische Zytokine wie TNF o und IL 1 oder das Vorliegen einer
Hypoxie. Welche Form der Inflammation sie hervorrufen hangt von der Affinitat
der induzierten Chemokine zu einem bestimmten Chemokinrezeptor ab. Die
CXC - Chemokine lassen sich aufgrund des Aminosauremotifs Glutamat -
Leuzin - Arginin (ELR) weiter unterteilen in eine ELR - positive und negative
Gruppe. Diejenigen, die diese ELR-Sequenz besitzen sind in der Lage an den
CXCR2 - Rezeptor zu binden, der stark von neutrophilen Granulozyten
exprimiert wird. Aus diesem Grund spielt diese Chemokine eine besondere
Rolle bei der akuten Entzindung, ein Beispiel dafiir stellt das IL8 dar. Die
meisten CXC-Chemokine besitzen dieses Aminosauremotiv jedoch nicht, sie
binden bevorzugt den CXCR3 Rezeptor, der sich auf aktivierten T - Zellen, B-
Zellen, Monozyten und Natlrlichen Killerzellen befindet. Indem sie diese
Zelltypen anlocken , spielen Chemokine wie MIG oder IP 10 eine wichtigere
Rolle in der Entwicklung der chronischen Entziindungsreaktionen, bei denen
mononukleédre Zellen im Vordergrund stehen. (Rollins, 1997; Luster, 1998).

Die CC - Chemokine erzielen ihren Effekt durch die Bindung an Rezeptoren,
die sich auf aktivierten T-Zellen, unreifen dendritischen Zellen und anderen
mononukledren Zellen befinden. Deshalb sind Chemokine aus dieser
Subfamilie wie RANTES, MIP1a oder MCP 1 von gréBerer Bedeutung flr
erworbene Immunreaktionen und chronische Entziindungsreaktionen.

Wie schon oben erwéahnt stellen die Chemokine ein wichtiges Element des
Erkennungsmechanismus zwischen Leukozyten und Endothelzellen dar. Die

10



Chemokine

Interaktion zwischen den beiden Zelltypen bei der Leukozytenextravasation
lasst sich in einem Mehrstufenmodell beschreiben (Springer, 1994).

11
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1.3. Chemokine und das Mehrstufenmodell der
Leukozytenextravasation

Im Rahmen der Entzindungsreaktion werden in Reaktion auf den
Schéadigungsreiz eine Reihe von inflammatorischen Mediatoren, zum
gréBtenteil Zytokine, freigesetzt, die eine Veranderung des Phéanotyps von
Leukozyten und Endothelzellen hinsichtlich der Expression von
Adhasionsmolekilen an ihren Oberflachen bewirken.

Der erste Schritt der Leukozytentransmigration beinhaltet ein reversibles Rollen
des Leukozyten entlang der GefaBwand mit kurzfristiger Bindung und lésen
derselben. Diese Interaktion wird vermittelt durch Adhasionsmolekile vom Typ
der Selektine und ihre entsprechenden glykolisierten Liganden. Die Selektin-
Superfamilie besteht aus drei Mitgliedern, wobei L-Selektin auf Leukozyten, P-
und E-Selektin auf Endothelzellen exprimiert wird. Ziel dieser Interaktion ist die
Leukozyten im Blutstrom abzubremsen( Piccio et al, 2002).

Im zweiten Schritt der Transmigrationskaskade sind die Chemokine involviert.
Sie entstehen am Ort der Entziindung, induziert durch proinflammatorische
Zytokine und werden dann mittels einer Heparin-bindenden Domane an
Proteoglykane an der Oberflache der Endothelzellen gebunden (Tanaka,
1993). Die gebundenen Chemokine stimulieren die entsprechenden
Chemokinrezeptoren auf den Leukozyten und sorgen damit fir eine
Affinitatssteigerung der Integrine, eine Gruppe von Oberflachenmolekilen auf
den Leukozyten, fiir ihren entsprechenden Gegenpart auf den Endothelzellen,
den Adhasionsmolekilen aus der Immunglobulinsuperfamilie (Laudana, 2002).
Die Interaktion zwischen den in ihrer Affinitdt gesteigerten Integrinen und den
Adhéasionsmolekilen aus der Immunglobulinsuperfamilie sorgt daraufhin flr
eine feste Adhéasion des Leukozyten an der Endothelzelle, der Voraussetzung
flr den letzten Schritt der Extravasation, der Diapedese durch die GefaBwand.

Auf welche Weise die Leukozyten diesen letzten Schritt bewerkstelligen, ist
noch gréBtenteils unklar (Mcintyre, 2003). Nach der Transmigration durch die
GefaBwand werden sie durch lokale Chemokingradienten an den Ort der
Schadigung gelockt.

12
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Im Rahmen autoimmunologisch bedingter entziindlicher ZNS-Erkrankungen
scheint der erste Schritt des Mehrstufenmodells unter Beteiligung der Selektine
von geringerer Bedeutung zu sein, wie vor kurzem in einem Tiermodell der EAE

gezeigt werden konnte (Vajkoczy et al., 2001).

STEP_ 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4
Tethering Triggering Firm Adhesion Transmigration

N

‘*7‘;% T

X
[ﬁ EC ) EC
q

A

Y r Ty T

Chemokine Selectins Ig Family  Leukocyte PECAM Selectin Leukocyte
Receptor Trigger Ligand Integrins

Abb. 2:  (Nach R. L. Silverstein, 1999)
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Inflammatorische Prozesse im zentralen Nervensystem

1.4. Chemokine und inflammatorische Prozesse im
zentralen Nervensystem

Die Leukozyteninfiltration als Teil einer entziindlichen Reaktion ist ein zentraler
Bestandteil einer Reihe von neurologischen Erkrankungen, von infektiésen Uber
autoimmunologisch entziindliche Erkrankungen bis zu der zerebralen Ischamie.
In ihrer Funktion als chemoattraktive Stoffe fliir Leukozyten spielen Chemokine
eine bedeutende Rolle bei diesen Erkrankungen (Glabinski et al, 1999;
Hesselgesser et al, 1999).

1.4.1. Experimentell-autoimmune Enzephalomyelitis und Multiple
Sklerose

Multiple Sklerose stellt eine autoimmunologisch vermittelte entziindliche ZNS-
Erkrankung dar, deren pathogenetischen Mechanismen im Tiermodell der
experimentell-autoimmunen Enzephalomyelitis partiell untersucht werden
kénnen. Es wird angenommen, dass aktivierte myelinspezifische T-Zellen die
intakte Blut-Hirn-Schranke tberwinden, ihr Autoantigen erkennen und Uber die
Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen den Entzindungsprozef3 in
Gang setzen, in dessen Folge eine groBe Anzahl von Leukozyten,
insbesondere mononukleare Zellen in die Lasionen einwandern (Hemmer et al,
2001; Martino et al, 2002). Dabei scheint die Expression von Chemokinen fir
die weitere Einwanderung von Leukozyten in das ZNS bedeutsam (Glabinski et
al, 1996). In der EAE konnte gezeigt werden, dass Astrozyten in der Nahe der
entziindlichen Herde als Produzenten des CXC-Chemokins IP 10 und des CC-
Chemokins MCP 1 auftreten (Ransohoff et al, 1993). In der Folge konnte die
Expression einer Reihe weiterer Chemokine wahrend der akuten
Krankheitsphase nachgewiesen werden (Godiska et al, 1995). Einige Zeit
spater zeigte sich in einer anderen Form der EAE, die den schubférmigen
Verlauf der Multiplen Sklerose besser wiedergibt, dass unterschiedliche
Chemokine fir die einzelnen Krankheitsphasen bedeutsam sind. Das CC-
Chemokin MIP 1a war notwendig flr die initiale Leukozytenrekrutierung zu
Beginn der Erkrankung, der Rickfall mit Auftreten neuer Symptome war jedoch
mit einer starken Expression von MCP 1 assoziiert (Karpus et al, 1997). Mit .
Antikérperstudien, bei denen durch Blockade der Chemokine die
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Krankheitsentstehung verhindert oder die Erkrankung abgemildert werden
konnte, unterstrichen die funktionelle Bedeutung der initialen deskriptiven
Experimente. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Mause, denen der
MCP 1- Genlokus oder der des Chemokin-Rezeptor CCR 2 fehlte, untersucht.
Es zeigte sich, dass diese Tiere vor der EAE-Induktion geschitzt waren, deren
T-Zellen jedoch selber eine EAE induzieren konnten. MCP-1 scheint damit
wichtig zu sein, um CCR 2 exprimierende Effektorzellen wie Makrophagen an
den Ort der Entziindung zu bringen (Fife et al, 2000; Huang et al, 2001).

Ein groBer Teil dieser im EAE- Modell gewonnen Ergebnisse kann auch in
Beobachtungen an Gehirngewebe an Multipler Sklerose Erkrankter
wiedergefunden werden. Eine Reihe von Chemokinen konnte in aktiven
Lasionen von Gehirnen autopsierter MS-Kranker immunhistologisch
nachgewiesen werden. So fand sich die Expression des Chemokins RANTES
in perivaskular gelegenen Lymphozyten( Hvas et al, 1997), zudem konnte man
MCP-1 and IP-10 in reaktiven Astrozyten in aktiven MS-L&sionen nachweisen
(Balashov et al, 1999; van der Voorn et al, 1999). Die diese Chemokine
bindenden Rezeptoren CXCR3 und CCR5 waren auf Makrophagen und T-
Zellen in den Lasionen exprimiert (Soerensen et al, 1999; Simpson et al, 2000).
Im Liquor von Patienten, die sich in einem aktiven Krankheitsschub befanden,
konnten erhdhte Spiegel von IP-10, MIG und RANTES gefunden werden. Der
Rezeptor fir IP 10, CXCRS3, befand sich auf dem gréBten Teil der perivaskular
liegendenT-Zellen (Soerensen et al, 1999, 2002).

1.4.2. Zerebrale Ischamie

In den letzten Jahren gibt es immer starkere Hinweise, dass inflammatorische
Prozesse zur ZNS-Schéadigung bei zerebraler Ischamie beitragen. So konnte in
tierexperimentellen  Studien gezeigt werden, dass es durch eine
Leukozytendepletion zu einer Verkleinerung des Infarktareals kommen kann.
Eine Expression von Chemokinen im ZNS konnte bei einer Reihe von
Tiermodellen der zerebralen Ischdmie beobachtet werden. Diese im
ischamischen Hirnareal produzierten Chemokine scheinen fiir die Anlockung
von Leukozyten in das infarzierte Areal verantwortlich zu sein und damit zu
einer sekundaren Gewebeschadigung beizutragen.
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In einem Tiermodell mit einem andauernden Verschluss der mittleren
Zerebralarterie konnte eine MCP-1 Expression sechs Stunden nach
ZerebralverschluB in Astrozyten, die das ischdmische Areal umgaben,
beobachtet werden (Wang et al., 1995). Wenige Tage spater nach Eintreten
der zerebralen Ischdmie lieB sich das entsprechende Chemokin in
Makrophagen und Mikrogliazellen im Ischamieareal nachweisen (Gourmala et
al., 1997). Bei der voribergehenden zerebralen Ischamie spielt die Reperfusion
eine bedeutende Rolle bei der Entstehung des Gewebeschadens. Durch
Depletionsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass insbesondere die
neutrophilen Granulozyten dafiir verantwortlich sind (Romson et al., 1983). Im
Tiermodell kommt es bei der Reperfusion des voribergehend
minderperfundierten Gewebes zur lokalen Expression von IL 8, dessen
Neutralisation zu einer deutlichen Reduktion der InfarkigréBe flhrte
(Matsumoto et al., 1997).

1.4.3. Trauma

Auch bei traumatischen ZNS-Schadigungen scheinen  sekundare
Entzindungsreaktionen zu einem Uber das primare Trauma hinausgehende
Gewebeschadigung zu flihren. Dabei stellen Chemokine gemaB
tierexperimenteller Daten wiederum ein wichtiges Element zur Entwicklung der
Inflammation dar. So war wenige Stunden nach einem das Gehirn
penetrierenden Trauma das CC-Chemokin MCP-1in der Nachbarschaft der
Lasion in Astrozyten nachweisbar (Glabinski et al, 1996). Ein Influx von
Leukozyten folgte der Chemokinexpression. In einem weiteren nicht
penetrierenden Traumamodell fand man eine Beteiligung der CC-Chemokine
RANTES und MIP-1B an der nachfolgenden Entziindungsreaktion (Ghirnikar et
al, 1996). Es kam zu einer MIP-1B-Expression in Astrozyten und Makrophagen,
wahrend RANTES diffus im nekrotischen Gewebe exprimiert wurde. Bei einem
experimentellem Tiermodell der Rickenmarksverletzung zeigte sich eine
Synthese von MIP-1a und MIP-1B im verletzten Gewebe. Zuerst kam es zu
einer diffusen Expression in der grauen Substanz und darauffolgend zu einer
eingeschrankter Produktion der entsprechenden Chemokine durch die
Leukozyten in der Nahe des geschéadigten Bereiches (Bartholdi et al., 1997).
Des weiteren konnten in einer klinischen Studie bei Patienten mit schwerem

16



Inflammatorische Prozesse im zentralen Nervensystem

Schadeltrauma signifikant hdéhere IL 8 -Serumspiegel im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe gemessen werden (Kossmann et al., 1997).

1.4.4. Bakterielle und virale Infektion

Bei Infektionen und den damit verbundenen Aktivierung der Abwehrfunktionen
des Organismus kommt es zur Expression bestimmter Chemokine und damit
zu einer auf den Infektionserreger abgestimmten Abwehrreaktion. Die Infektion
des zentralen Nervensystems durch verschiedene Virus-Spezies stimuliert die
lokale Chemokinexpression. In dem Hirngewebe von M&usen, die mit dem
lymphozytaren Chorionmeningitisvirus infiziert wurden beobachtete man zum
Beispiel die Transkription der RNA der CC-Chemokine IP-10, MCP-1, MIP-1f3
und von MCP-3, im spateren Infektionsverlauf erfolgte der Nachweis der mRNA
Transkripte von Lymphotactin, C10, MIP-2 und MIP-1a (Asensio et al, 1999). In
einem anderen Tiermodell lieB sich in der akuten und chronischen
Krankheitsphase von Hunden mit dem Staupevirus eine erhdhte IL-8 Aktivitat
im Liquor nachweisen (Tipold et al, 1999). Ein Primaten-Modell der AIDS-
Enzephalitis zeigt eine verstédkte Expression der Chemokine MIP-1a, MIP-1f,
RANTES, MC-3 und von IP-10. Die Chemokinproduktion erfolgte vorrangig in
den Endothelzellen und der perivaskuldren Mikroglia (Sasseville et al, 1996).
Bezogen auf bakterielle ZNS-Infektionen konnte in Gehirnen von Mausen mit
einer experimentellen Listerienmeningoenzephalitis die mRNA der Chemokine
MIP-1a ,MIP-1B und MIP-2 nachgewiesen werden (Seebach et al, 1995). In
einem anderen Modell, der experimentellen Pneumokokkenmeningitis,
verzbgert die intrazisternale Applikation von anti-MIP-1 Antikérpern den Beginn
der ZNS-Inflammation (Saukkonen et al, 1990).

In Untersuchungen bei Patienten mit eitriger Meningitis konnte man erhdhte
Spiegel von IL-8, GRO-a, MCP-1, MIP-1ac und MIP-13 nachweisen. Die
chemotaktische Aktivitdt der Liquorproben fiir Neutrophile Granulozyten lief3
sich durch die Zugabe von anti-IL-8 und anti-GRO-a Antikdrpern unterbinden.
In &hnlicher Weise war durch Zugabe von anti-MCP-1, anti-MIP-1a und anti-
MIP-1 Antikdrpern eine Blockade der Migration von mononuklearen Zellen
moglich (Spanaus et al, 1997).

Bei an HIV-Enzephalopathie erkrankten Patienten gelang der Nachweis von
MCP-1 aus dem Liquor (Conant et al, 1998), in den Gehirnen an AIDS
verstorbener Patienten konnten die Chemokine MCP-1, MIP-1ac und RANTES
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in Makrophagen nachgewiesen werden (Sanders et al, 1998). So dass auch bei
dieser Form der Enzephalitis die Chemokinexpression eine wichtige
pathophysiologische Rolle zu spielen scheint.

Unter Berlcksichtigung der in den vorangegangenen Abschnitten dargestellten
Bedeutung von Chemokinen bei inflammatorischen ZNS-Prozessen und des
spezifischen Phanotyps der humanen zerebralen Endothelzellen als Teil der
Blut-Hirn-Schranke erfolgte eine Untersuchung, ob humane zerebrale
Endothelzellen ein spezifisches Muster an Chemokinen unter inflammtorischen
Bedingungen produzieren kénnen und ob die Chemokinsynthese unter dem
EinfluB bestimmter bioaktiver Substanzen, fir die eine Beeinflussung
inflammatorischer Reaktionen bekannt ist oder angenommen werden kann,

modulierbar ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Reagentien

- Agarose

- Ammoniumpersulfat (.APS), 10%

- Amphotericin (250 ug/ml)
- Bis-Acrylamid, 30%

- Borsaure

- Bovines Serum Albumin (BSA)

- Bromphenolblau

- Calcein Acetoxymethylester (calcein AM)

- Casein
- Dextran

- 4, 6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)

- Diethylpyrocarbonat (DEPC)
- Dimethylsulfoxid (DMSQO)

- Di-Natriumdihydrogenphosphat (NaHPO4)
- Dulbeccos's Phosphate Buffered Saline (DPBS)

- Eisessig (100% Essigsaure)

- Endothelial cell growth supplement ECGS(15mg)

- Ethanol, absolut

- Ethvlendinitrilotetraacetat-dinath'imsalz (EDTA)

- Fetales Kalberserum (PCS)

- Formaldehyd, 37%
- Formamid

Sigma, Deisenhofen
Merck

Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein
Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Molecular Probes, Eugene,
U.S.A.
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Biowhittaker, Verviers,
Belgien
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

J. T. Baker, Deventer,
Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Boehringer Ingelheim,
Heidelberg
Seromed, Berlin

Merck, Darmstadt

Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein
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- Gelatine
- Gentamicin (10 mg/ml)

- Glycerin
- Heparin (100000 U)
- M199 (10x)

- M199

- MgClI2-Lésung (25 mM)

- 3-(N-Morpholino)propansulfonsadure (MOPS)

- NaN3

- Natriumacetat

- Natriumchlorid

- Natriumcitrat

- Natriumdodecylsulfat (SDS)
- Natronlauge (NaOH)

- PCR-Optimizer Kit

- IOXPCR-Puffer

- Penicillin (5000 U)/Streptomycin (5 mg/ml)

- Phosphate Buffered Saline (PBS)

- Ponceau S

-Rekombinantes humanes TNFa

-Rekombinantes humanes IFN y
- Rekombinantes humanes IL 18

-LPS

- Rekombinantes humanes NGF
- Rekombinantes humanes BDNF
- RPMI 1640 (mit HEPES/L-Glutamin)

- Proteasen-Inhibitoren

- Saccharose
- Salzsaure (HCI)

Sigma, Deisenhofen

Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Biowhittaker, Verviers,
Belgien

Biowhittaker, Verviers,
Belgien
AmershamLifeScience,
Braunschweig

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Dcisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Dannstadt
Invitrogen, De Scheelp, N L

AmershamLifeScience,
Braunschweig
Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Genzyme, Cambridge, U.S.A.,
bzw. Strathmann Biotech
GmbH, Hannover

Endogen

Amgen
Amgen

Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

20



Material und Methoden

- SeeBlue™Pre-Stained Standards Novex, San Diego, U.S.A.
- SYTOX Green nucleic acid stain (SYTOX) Molecular Probes, Eugene,
TEMED g@ﬁ, Deisenhofen

-Tris Sigma, Deisenhofen
-Triton-X-100 Sigma, Deisenhofen

- Tween 20 Sigma, Deisenhofen

- Trypanblau Sigma, Deisenhofen

- Trypsin-EDTA (Ix Lsg. fur EC-Kulturen) Sigma, Deisenhofen
-Wasserstoffperoxid, 30 % Sigma, Deisenhofen

- Xylene Cyanole FF Sigma, Deisenhofen

- B-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen

2.1.2. Antikorper

- Anti Galactocerebroside (GalC) Boehringer Mannheim,
Mannheim

- Anti Glial Fibrillary Acidic Proxcin (GFAP) Dako, Glostrup, Danemark

- Anti goat IgG, Feroxidase konjugiert Dianova, Hamburg

- Anti mouse IgG, Peroxidase konjugiert Dianova, Hamburg

- Anti von-Willebrand-Faktor (VWF) Dako, Glostrup, Danemark

- Anti a-Actin Réche Diagnostics GmbH,
Mannheim

- Biotinyliertes Ulex europaeus Agglutinin | Vector Laboratories,
Burlingame, U.S.A.

- Cyanine Konjugate (Cy3) Anti Rabbit IgG Biotrend, KéIn Eggenstein

- Fluorescein Isothiocyanate (FITC) Anti mouse Sigma, Deisenhofen

lgG2b, K

- Cyanine Konjugate (Cy3) Anti Mouse IgG Chemicon, Temecula, U. S. A.

- Rabbit bzw. Anti Mouse IgG |,k ,

- Streptavidin Cy3 Konjugate Sigma, Deisenhofen

- Streptavidin-Fluorescein Boehringer Mannheim,
Mannheim

- Tricolor Konjugat anti mouse IgG Caltag Laboratories,

Burlingame, U.S.A
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2.1.3. Enzyme

- Collagenase/Dispase

- Klenow-Enzym

- M-MLV-Reverse Transkriptase

- Tag-DNA-Polymerase

2.1.4. Nukleinsauren

- 0,2-10.0 kb DNA Leiter
- Oligo-p-d(T)i2-i8

- Random primed DNA labeling

- Random-Hexamer-Primer (50mM)

- Salmon sperm DNA Solution

- Ultrapure dNTP Set (je IOOMM)

2.1.5. Puffer und Medien

-Zellkulturmedium

-Coating Medium (Zellkultur)

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Gibco-BRL-Life Technologies

AmershamLifeScience,
Braunschweig, USA

Eurogenlec, KéIn
Pharmacia-Biotech, Freiburg

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Promega, Heidelberg
Giixo-BRL-Life-Technobgies,
Eggenstein

Promega, Heidelberg

10 ml FCS
1 ml Amphotericin (250 pg/ml)

1 ml Penicillin/Streptomycin
(5mg/ml)

1 ml endothelial cell groth
supplement (3mg/ml)

500 pl Gentamicin (10 mg/ml)

100 pl Heparin (100mg/ml)
ad 100 ml M199

1 ml Gelatine ad 50 ml DPBS
(Ca2+/Mg2+)
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-Waschmedium (Zellkultur)

-Waschpuffer (Immunfluoreszenz)

-Zellfixanz (Immunfluoreszenz)

-DEPC - H20 (RNA-Isolierung)

-50x TBE-Puffer (Agarose-Gelelektrophorese)

-6x DNA-Ladepuffer (Agarose-Gelelektrophorese)

-LB-Medium (Transformation kompetenter
Bakterien)

2.1.6. Assay Systeme

- Dneasy Mini Kit
- RNeasy Mini/Midi Kit
- ELISA Kit Quantikine human IL 8

- ELISA Kit Quantikine human MCP-1
- ELISA Kit Quantikine human MIP-1a

- ELISA Kit Quantikine human RANTES

M199 mit 10% FCS

10% FCS in DPBS

3,7% Formaldehyd in DPBS

1 ml DEPC auf 1  H20

108 g Tris

55 g Borsaure

40 ml EDTA (0,5M;pH 8,0)
ad 11 H20

30 % Glycerin
0,25% BPB
0,25% XC

259 LB

ad 11 H20

Ampicillin (50 pg/ml
Endkonzentration)

Qiagen, Heidelberg
Qiagen, Heidelberg

R&D Systems, Minneapolis,
USA
R&D Systems, Minneapolis,
USA
R&D Systems, Minneapolis,
USA
R&D Systems, Minneapolis,
USA
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2.1.7. Verbrauchsmaterialien

- Kryo-Rdhrchen
- Multi-well-Platten

- PCR-ReaktionsgefaBe(200pl)
- Pipettenspitzen (10, 20,200, 1000 pl)
- Pipettenspitzen mit Filter Safe Seal Tips

(10,100,1000 pl)

- ReaktionsgefaBe 0,7,1,5, 2,0 mi

- Sephadex Saulen

- Sterilfilteraufsatze 0.2 ym
- Whatman-Papier, 3 mm

- X-Omat AR-Film

- Zellkulturschalen 24-well
- Zellkulturschalen 6-well

- Zentrifugenréhrchen, Polypropylen 15 bzw. 50ml

2.1.8. Gerate
- Biofuge 15 bzw. 15R
- Fluoreszenz-Mikroskop IX 70

- Digitale Kamera mit Software-System

- Feinwaage PB

- Fluoroscan

- Gelelektrophorese-Apparatur Mini-V8-10Vertical

- Gelelektrophorese-Kammern Horizon 11.14 und

58

- ABI Prism 7700 Sequence Detection System

- Mikropipetten

- Multiskan Photometer, ELISA

- Multipette plus

- Nuaire Autoflow CO, water-jacketed Incubator

Nunc, Roskilde, Ddnemark
Nunc, Roskilde, Danemark
Biozym Hess, Oldendorf
Greiner, Wirzburg
Biozym, Hess. Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Amersham Pharmacia,
Upsala, Schweden
Schleicher&Schuell, Dassel

Schleicher&Schull, Dassel
Kodak, New York, U.S.A.
Nunc, Roskilde, Ddnemark
Nunc, Roskilde, Danemark
Falcon, Minchen

Heraeus, Osterode
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

Mettler-Toledo AG,
Greifensee, Schweiz
Labsystems, Helsinki,
Finnland
Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein
Gibco-BRL-Life-Technologies,
Eggenstein

Perkin Elmer, Weiterstadt
Gilson, Villiers-le-Bel,
Frankreich

Labsystems, Helsinki,
Finnland

Eppendorf, Hamburg

Zapf, Sarstedt, Nimbrecht
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- Sicherheitswerkbank Laminar Flow Klasse |l Nuaire-Zapf, Sarstedt,
NUmbrecht

- Ultrazentrifugenréhrchen 9 ml fir Rotor TI-75 Beckmann, Miinchen

- Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 90 Kendro, Newtown, U.S. A.

- Utraspec Il Photometer Pharmacia, Uppsala,
Schweden

- UV-Stratalinker 2400 Stratagene, La Jolla, U.S.A.

- Zentrifuge CR422 Jouan, Unterhaching

2.2. Methoden
2.2.1. Endothelzellkultur
2.2.1.1. Isolierung der humanen zerebralen Endothelzellen

Die humanen zerebralen Endothelzellen wurden aus Hirngewebe Verstorbener
gewonnen, deren Autopsie nicht langer als acht Stunden zurlicklag. In einem
ersten Schritt werden die weichen Hirnhdute, die Pia mater und die
Arachnoidea, von dem Gewebe entfernt. Im nachsten Schritt erfolgt die
Trennung der weiBen Substanz von der Hirnrinde und die graue Hirnsubstanz
wird in  Sucrosebuffer homogenisiert. Es folgten nun mehrere
Zentrifugationsschritte. Zweimal erfolgt eine Zentrifugation des mit gekihlten
Sucrosebuffers homogenisierten Hirngewebes bei 1000 g Uber 10 Minuten in
einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet in Sucrosebuffer resuspendiert. Es schlieBen sich nun zwei weitere
Zentrifugationsschritte mit 100 x g Uber 45 Sekunden an. Dabei erfolgt eine
Anreicherung der Hirnkapillaren in dem Uberstand. Nach der Vereinigung der in
diesen beiden Zentrifugationsschritten gewonnen Uberstanden erfolgt eine
nochmalige Zentrifugation iiber zehn Minuten bei 1000 x g. Der Uberstand wird
verworfen und das gewonnene Pellet mehrmals mit Calcium und Magnesium
freien PBS gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgt nun die Inkubation der im
Pellet enthaltenen Kapillaren mit 0,075% Kollagenase Typ | in Ca/Mg freiem
PBS fur finfzehn Minuten bei 37°C. Dies dient zur Dissoziation des
Zellverbandes in einzelne Endothelzellen. Nach Ablauf der Inkubationzeit wird
die Zellsuspension mehrmals mit dem mit 10% fétalem Kalberserum
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angereicherten Medium M 199 gewaschen und schlieBlich in das mit
Wachstumsfaktoren und Antibiotka angereicherte Kulturmedium
aufgenommen. Der Boden von 6 well Kulturschalen wird mit 1% Gelatine
beschichtet, das den Zellen als Haftsubstrat dient. In einer Zelldichte von 2x104
/ml wird die Zellsuspension in die Kulturplatten aufgebracht. Ein Wechsel des
Nahrmediums erfolgt jeden zweiten Tag, wobei die Konzentration des fotalen
Kalberserums auf 5% verringert wird. Im subkonfluenten Zustand, der nach
etwa fanf bis sieben Tagen erreicht ist, erfolgt die weitere Zellpassage, dabei
wird ein 0,1% Trypsin/EDTA haltige Lésung auf die Kulturplatten aufgebracht
und nach einer kurzen Inkubation die Zellen von der Platte abgenommen und
mehrmals mit PBS oder Medium M199 gewaschen. Nach mehreren
Waschschritten wird das Zellpellet erneut mit dem Kulturmedium resuspendiert
und in der gewlnschten Zelldichte von 2 x 104/ml auf 24 Well Platten
aufgetragen.

2.2.1.2. Charakterisierung der zerebralen Endothelzellen mittels
Immunfluoreszenz

Zum Nachweis des speziellen Phanotyps der zerebralen Endothelzellen und
zum Ausschluss einer ausgepragten Verunreinigung der Endothelzellkulturen
mit  Astrozyten und  Perizyten erfolgt die  Durchfihrung des
Immunfluoreszenznachweis entsprechender zelltypspezifischer Molekle.
Dabei folgt dem Abkippen des Nahrmediums aus den Zellkulturplatten das
zweimalige Waschen mit einer Lésung aus PBS mit einem Gehalt von 0,2%
Gelatine. In einem zweiten Schritt werden die Zellen mit einer
Ethanol/Eisessigsaure- Losung fixiert, wobei diese fir zehn Minuten bei -20°C
auf den Kulturplatten belassen wird. Daraufhin wird die Lésung entfernt und die
Zellen wiederum zweimal mit PBS mit 0,2% Gelatine gewaschen. Nun erfolgt
die Auftragung des ersten zelltypspezifischen Antikérpers.

Zum Nachweis der Endothelzellen war dieser gegen den von-Willebrand Faktor
gerichtet, ein Protein, das intrazellular in Vesikeln gespeichert wird. Er vermittelt
die Adhasion von Thrombozyten an die Basalmembran einer geschadigten
GefaBwand. Der von-Willebrand-Faktor ist jedoch ein Pan-Endothelzellmarker,
so dass mit dem Nachweis des Gehirnendothelzell-spezifischen
Transportmolekils Glukosetransporter 1, ein Transmembranprotein, das den
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Transport von Glukose Uber die Blut-Hirn-Schranke erleichtert, das Vorliegen
des speziellen Phéanotyps der zerebralen Endothelzelle erfolgt. Fir die
Anfarbung von Astrozyten wurde ein Anti-GFAP Antikérper verwendet, ein in
Gliazellen exprimiertes Zytoskelettprotein. Ein Antikdrper, der das glatte
Muskelantigen erkennt, dient zum Nachweis von Perizyten.

Der entsprechende erste Antikérper wird far sechzig Minuten bei
Raumtemperatur auf den fixierten Zellen belassen und die nicht gebundene
Antikérperfraktion dann mittels zweimaligen Waschen mit PBS/0,2% Gelatine
von den Zellen entfernt. Als Detektionshilfe fir den Nachweis der Bindung des
ersten Antikdrpers und damit des entsprechenden Antigens dient ein zweiter
Antikdrper, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt ist. Da der Anti-
GFAP-Antikérper ein im Kaninchen und der Anti-sm-Antikérper ein in der Maus
generierter Antikdrper ist, besitzen die Detektionsantikdrper eine Spezifitat fir
Kaninchen oder Maus Immunglobulin G. Es folgt eine Inkubation mit dem
entsprechenden Zweitantikdrper fir sechzig Minuten bei Raumtemperatur und
nach Entfernen desselben ein nochmaliges zweimaliges Waschen mit der
PBS/0,2% Gelatine-Ldsung.

Als Negativkontrolle, um eine unspezifische Faroung auszuschlieBen, dient der
Einsatz eines Maus Immunglobulin G - Antikdrpers unbekannter Spezifitat als
Erstantik6rper. Beobachtet wird die Fluoreszenzfarbung des entsprechenden
Antigens unter einem Fluoreszenzmikroskop. Dabei wird bei den zu den
Versuchen herangezogenen Endothelzellen darauf geachtet, dass vor dem
Versuchsansatz die Endothelzellkulturen mit weniger als 5% Astrozyten oder
Perizyten verunreinigt sind und, dass Uber die Glukosetransporter 1-Expression
in den Endothelzellen gezeigt wird, dass auch unter Kulturbedingungen in den
Endothelzellen ein Phanotyp erhalten bleibt, der den Eigenschaften der
zerebralen Endothelzellen in vivo ahnelt.
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Abb. 3:  Humane Zzerebrale Endothelzellen nach 10 Tagen Kultur als
konfluentes Monolayer ( VergréBerung 200x)

Abb. 4:  Immunfluoreszenzfarbung zerebraler Endothelzellen gegen den
von-Willebrand-Faktor (VergréBerung 200x)
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Abb. 5:  Immunfluoreszenzfdrbung humaner zerebraler Endothelzellen gegen
das Glukosetransportprotein GLUT-1 (VergréBerung 200x)
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2.2.1.3 Stimulation der Endothelzellen mit inflammatorischen
Mediatoren

Nachdem die Endothelzellen innerhalb von funf bis sieben Tagen zu einem
subkonfluenten Zustand herangewachsen sind, erfolgt die Zugabe von
rekombinantem TNFa, IL1B, INFy und von LPS , entweder allein oder in
Kombination mit einer modulierenden Substanz. Der Einsatz von TNFa erfolgt
in den Konzentrationen von 10 U/ml und 100 U/ml, der von IL-1B in den
Konzentrationen von 1 und 10 U/ml. IFNy wurde in den Konzentrationen von
100 U/ml und 500 U/ml und LPS in der Konzentration von 1ug/ml als
proinflammatorischer Stimulus verwendet. Nach Inkubationszeiten von 4, 12,
und 24 Stunden werden die Uberstinde aus den Zellkulturplatten entnommen
und bei -70°C gelagert. Nach Entnahme des Uberstandes erfolgt die Zugabe
eines Lysepuffers und die freigesetzte RNA wird mittels eines RNA-
Extraktionssystem (Qiagen, Hilden) isoliert. Unter diesen
Inkubationsbedingungen  erfolgten  zwei  getrennte  Versuche  mit
Endothelzellkulturen, die aus einer Endothelzellseparation stammten.

Bei den Experimenten mit den immunmodulierenden Substanzen erfolgte vor
Hinzugabe der proinflammatorischen Stimmuli eine Vorinkubation mit der
entsprechenden Substanz Uber eine Stunde. Es wurden flr Pentoxyfillin und
die weiblichen Steroidhormone insgesamt zwei Versuche und fir die
neurotrophen  Faktoren drei Versuche aus zwei verschiedenen
Endothelzellisolierungen vorgenommen.

2.2.2, ELISA

Mittels dieser Methode erfolgt die Bestimmung der Chemokinexpression im
Uberstand der Zellkultur. Dabei erfolgt der Nachweis des Chemokins
immunologisch und photometrisch. Es befinden sich an dem Boden einer
Mikrotiterplatte Antikérper mit der Spezifitat fiir das entsprechende Chemokin.
Nach Auftragen des Zellkulturiberstandes und einer Inkubation fir zwei
Stunden erfolgt ein mehrmaliges Waschen der Mikrotiterplatten und die
Hinzugabe eines biotinylierten Antikbrpers mit einer gegen ein weiteres Epitop
des Chemokins gerichteten Spezifitdt. Nun folgt eine zweistlindige Inkubation
mit diesem zweiten Antikérper. Nach erneutem mehrmaligem Waschen wird
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Streptavidin-Peroxidase hinzugegeben, die an die biotinylierten Antikdrper
bindet. Nach wiederholtem Waschen zur Entfernung von (berschissigem
Enzym, erfolgt das Auftragen des Substrates Tetramethylbenzidins, das von
der Peroxidase umgesetzt wird. Es kommt zu einem der
Chemokinkonzentration entsprechenden Farbumschlag. Die Absorption wird
mittels einem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 490 nm gemessen. Die
Menge an Chemokin im Uberstand kann (ber Standardkurven von
entsprechend vorliegender Standardlésungen bekannter Konzentration
bestimmt werden. Die Durchfihrung der Versuche erfolgte gemaB den
Instruktionen des Herstellers der ELISA-Kits. Das untere Detektionslimit war flr
RANTES < 8 pg/ml, fur MIP-1a < 4 pg/ml, fir IL-8 und MCP-1 < 5 pg/ml.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1. RNA-Isolierung

Zur Bestimmung der mRNA-Expression von Chemokinen unter den oben
genannten Stimulationsbedingungen erfolgt der Nachweis Gber RT-PCR. Die
Extraktion der RNA aus den entsprechend der jeweiligen Versuchsansatzen
vorbehandelten Endothelzellen wird mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen)
durchgefuhrt. Unmitteloar nach Abnehmen des Zellkulturlberstandes wird der
RLT Lysispuffer aufgetragen und diese Ldsung bei -70° C eingefroren. Nach
dem Auftauen werden die lysierten Zellbestandteile mit einer 20G-Kanile
geschert und drei Minuten bei 15 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird
dann in ein neues GefaB UOberflihrt und mit dem gleichen Volumen an 70%
EtOH vermengt. Diese Lésung wird auf eine Durchlaufsdule aufgetragen und
fir 30 Sekunden bei 10 000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen und die
Saule ein zweites Mal mit der Ausgangsldsung beschichtet. Im nachsten Schritt
wird der Waschpuffer RW1 auf die Saule aufgetragen und es erfolgt eine
Zentrifugation wie in den vorangegangenen Schritten. Daraufhin wird der RPE
Waschpuffer auf die Saule gegeben und wie oben zentrifugiert. Bei beiden
Zentrifugationsschritten wird das Eluat verworfen. Es folgt ein zweiter
Waschschritt mit dem RPE Waschpuffer und eine Zentrifugation der Saule bei
10 000 rpm Uber zwei Minuten. Die Extraktionssaulen werden dann in ein
neues GefaB Uberfliihrt und RNase freies Wasser auf die Saule aufgetragen,,
die Saulen werden fiinf Minuten stehen gelassen und dann flir eine Minute bei
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10 000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wird in der Folge ein weiteres Mal
wiederholt. Im Eluat befindet sich dann die zu isolierende mRNA.

2.2.3.2. Reverse Transkription

Es erfolgt daraufhin die reverse Transkription der extrahierten RNA in cDNA, es
entsteht somit eine cDNA-Bibliothek der lysierten Endothelzellen. Ausgefihrt
wird diese Reaktion von einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, einer
sogenannten reversen Transkriptase, wobei die RNA -Molekile dem Enzym als
Vorlage der DNA-Synthese dienen.

Zuerst wird die in 30ul DEPC geléste RNA mit 20ul oligo-(dT) Primern (0,1ug/ul)
vermischt und fir 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Nachdem die Lésung auf
Raumtemperatur abgekuinhlt ist, werden 15ul 5x Reverse Transkriptase Puffers,
7,5ul dNTP (10mM), 1,5ul rekombinater RNAse-Inhibitor sowie 2ul M-MLV
Reverse Transkriptase (200U/ul) hinzugegeben. Die enzymatische Reaktion
wird fir 60 Minuten bei 37°C durchgefiihrt und gestoppt durch eine Erhitzung
der L6sung auf 95°C fiir 10 Minuten zur Denaturierung der Enzyme.

2.2.3.3. Klonierung von cDNA

Zur Klonierung von cDNA-Molekilen, die fir GAPDH, MCP-1 und IL-8
kodieren, wird die RNA von peripheren mononukledren Blutzellen, die fir 24
Stunden mit dem Mitogen PHA stimuliert werden, isoliert und wie oben
beschrieben revers transkripiert. Es erfolgt dann eine Amplifizierung der
entsprechenden cDNA mittels PCR und die PCR-Produkte werden zur weiteren
Klonierung in den Vektor pCR-Script Amp SK eingebaut. Bei diesem Vektor
handelt es sich um den Abkémmling eines bakteriellen Plasmids, das mit
zusatzlichen Restriktionsenzymschnittstellen sowie Antibiotikaresistenzgenen
ausgestattet ist, so dass fremde DNA-Molekile mit kompatiblen
Restriktionsschnittstellen in das Plasmid eingebaut und vermehrt werden
kénnen. Wird das Plasmid mit dem Restriktionenzym inkubiert, dessen
Schnittstelle es enthalt, entstehen zwei freie Plasmidenden, die mit dem zu
klonierenden DNA-Molekdl ligiert werden kénnen. Es erfolgt daraufhin das
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Einbringen der Vektoren durch eine sogenannte Transformation in kompetente
Bakterienzellen.

40 upl kompetente Zellen werden vorsichtig auf Eis aufgetaut und mit 0,7 ul 2-
Mercaptoethanol flr zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2pl
Plasmidvektor erfolgt eine weitere Inkubation fir 30 Minuten auf Eis. Zum
Einbringen des Plasmids erfolgt dann ein Erhitzen auf 42° C flir 45 Sekunden
und anschlieBend eine Inkubation flir zwei Minuten auf Eis. Die transformierten
Bakterien werden mit 450 yl SOC-Medium versetzt und fir eine Stunde bei
37°C und bei 225 rpm geschttelt.

Sie werden dann auf ein Nahrmedium ausgestrichen, das ein Antibiotikum
enthalt, so dass nur die Zellen, die das Plasmid mit dem Resistenzgen
aufgenommen haben, wachsen kénnen.

Die transformierten Zellen werden in unterschiedlichen Verdinnungen von 1:10
bis 1:100 auf mit Ampicillin versetztem N&hragar ausplattiert. Es erfolgt
daraufhin die Inkubation der Platten bei 37°C Gber Nacht im Brutschrank.

Durch die Isolierung einzelner Kolonien und deren Expansion in Kulturmedien
erfolgt eine Amplifizierung des DNA-Molekdls, die Klonierung. Dazu werden je
10 ml LB-Medium mit einer Kolonie angeimpft, gefolgt von einer Inkubation bei
37°C Uber Nacht.

Um sicherzustellen, dass die Transformation erfolgreich war, wird in der Folge
eine Plasmidpraparation aus den transformierten Zellen durchgefihrt. Nach
Isolierung der klonierten DNA erfolgte eine Kontrolle des Amplifikates Uber eine
Agarose-Gelelektrophorese, bei der ersichtlich wird, ob das Amplifikat die
gewlnschte Basenlange der cDNA besitzt.

Von jedem Kulturansatz werden 875 ul abgetrennt und mit 125 pl 86% Glycerin
versetzt und bei - 70°C asserviert, so dass bei erfolgreicher Transformation
weitere erfolgreich transformierte Bakterien vorhanden sind. Mit der restlichen
Kultur erfolgt eine Plasmidpraparation mittels des MiniPrap Kits (Quiagen).
Zuerst werden die Kulturen zehn Minuten bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert
und das entstandene Pellet in 250 pl Puffer P1 resuspendiert. Daraufhin folgt
die Hinzugabe von 250 ul Puffer P2 und eine finfmindtige Inkubation. Nach
Zugabe von 500 pul Puffer N3 erfolgt eine Zentrifugation (10 min, 13 000rpm,
4°C). Die Zentrifugationsiiberstande werden auf QIAprep-Saulen aufgetragen
und unter Anlegen eines Vakuums werden die Plasmide an die Sé&ulen
gebunden. Die Saulen werden je einmal mit PB- und mit PE-Puffer
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nachgewaschen und die gebundenen Plasmide mit 100 yl 10 mM TrisHCI(pH
8,5) eluiert.

In einem nachsten Schritt erfolgt die Spaltung der isolierten Plasmide mit einem
Restriktionsenzym, EcoRI. Dabei wird der Plasmidlésung das Enzym sowie ein
Reaktionspuffer beigesetzt und anschlieBend bei 37°C fir eine Stunde
inkubiert.

Im letzten Schritt erfolgt dann die Auftrennung der Plamidvektor-DNA in einer
Agarose-Gelelektrophorese. An ein Agarosegel wird ein elektrisches Feld
angelegt und die Nukleinsauremolekiile werden bei unterschiedlicher
Basenldange aufgrund der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit
aufgetrennt. Je kleiner ein DNA-Molekul desto schneller wandert es im Gel So
kann bei bekannter Basenlange des DNA-Klons Uber eine Kontroll-DNA, einen
Molekulargewichtsmarker, nachgewiesen werden, ob das zu klonierende DNA-
Molekil in den Plasmidvektor ligiert wurde. Zur Herstellung des Gels wird 1 g
Agarose in 100 ml TBE-Puffer gegeben und die Lésung in der Mikrowelle
aufgekocht bis sie klar ist. Man lasst die Lésung abkihlen und versetzt sie mit
Ethidiumbromid, das die DNA-Banden spater unter dem UV-Licht sichtbar
werden lasst (0,5ug/ml Agarose). Die Lésung wird in die Gelkammer gegossen,
man lasst sie abklUhlen und flllt Laufpuffer ( 1x TBE-Puffer+0,005%
Ethidiumbromid) in die Kammer bis das Gel mit dem Puffer bedeckt ist. Die
Plasmidlésung wird mit einem sechsfach konzentrierten DNA-Ladepuffer
gemischt und in die Geltaschen geflllt. Nach Anlegen einer Spannung von 80-
100 V erfolgt die Auftrennung. Unter einer UV-Lampe kann dann sichtbar
gemacht werden, ob der Klon in dem erwarteten DNA-Langenbereich liegt.
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2.2.3.4. Real-Time-RT-Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode, mit der es mdglich ist, DNA-Sequenzen mit hoher
Spezifitat und Sensitivitat zu vervielféltigen. Notwendig dazu ist eine spezielle
hitzestabile DNA-Polymerase, die Taqg-Polymerase, eine DNA-Vorlage,
Nukleotide sowie geeignete Reaktionsbedingungen. Der Ablauf einer PCR
besteht aus einem Denaturierungsschritt, einem sogenannten
"Annealingschritt" und einem Elongationsschritt. Initial werden die beiden
Strange der Ausgangs-DNA bei 94° C getrennt, denaturiert. AnschlieBend wird
die Temperatur auf 55°C gesenkt, so dass es zum Anliegen der im UberschuB
vorhandenen Oligonukleotidprimer an die nun einzelstrangige Ausgangs-DNA
kommt, dem "Annealing". Im AnschluB wird die Temperatur auf 72° C erhdht,
wobei die Primer Uber die Tag-Polymerase verlangert werden bis wieder eine
doppelstrangige DNA vorliegt, die der Ausgangs-DNA gleicht. Nach einem
ZyKlus erfolgte somit eine Verdoppelung der Ausgangs-DNA, Uber weitere
Zyklen kommt es zu einer weiteren Amplifizierung.

Die cDNA Quantifizierung erfolgt mittels einer Methode, dem TagMan-Prinzip,
das die 5-Nuklease Aktivitdt der DNA-Polymerase nutzt. Die erfolgreiche
Quantifizierung erfordert die Hybridisierung von drei Oligonukleotiden an die zu
amplifizierende DNA. Zwei musterspezifische Primer setzen den Endpunkt der
Amplifizierung fest. Um Probleme durch eine Kontamination mit genomischer
DNA auszuschlieBen, rahmen die Primer mindestens ein Intron der
gewlinschten Gensequenz ein. Ein drittes Oligonukleotid hybridisiert an die zu
amplifizierende Sequenz wahrend der Hybridisierungs/Verlangerungsphase der
PCR. Dieses Oligonukleotid enthélt einen Fluoreszenzfarbstoff an seinem 5
Ende , dessen Emissionsspekirum von einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff am
3" Ende neutralisiert wird. Wenn die Polymerase die Primer extendiert,
verdrangt und hydrolisiert sie das markierte Oligonuleotid und der
Fluoreszenzfarbstoff am 5’Ende wird freigesetzt. Die gemessene Fluoreszenz
ist direkt proportional zur Anzahl der Moleklile am Ende eines Zyklus. Zuerst
erfolgt eine Bestimmung der Anzahl des konstitutiv exprimierten Gens GAPDH,
um die Proben entsprechend auf gleiche cDNA Konzentration zu verdinnen
und dann zu vermessen. Bei dem Ct-Wert handelt es sich um den
Amplifikationszyklus, bei dem das Zehnfache der Hintergrundfluoreszenz
Uberschritten wird.
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Primersequenzen:

GAPDH: 5'GCAGGGGGGAGCCAAAAGGGS
5TGCCAGCCCCAGCGTCAAAGS

IL-8: 5'CTCTTGGCAGCCTTCCTGATTS'
5'AGACATACTCCAAACCTTTCCACCS'

MCP-1: 5'GCTCGCTCAGCCAGATGCAAT3
S5TGGGTTGTGGAGTGAGTGTCCS'
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3. Ergebnisse
3.1. Nachweis von inflammatorischen Chemokinen

In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass humane zerebrale
Endothelzellen unter Stimulation mit verschiedenen Substanzen in der Lage
sind inflammatorische Chemokine zu produzieren. Die Endothelzellen wurden
allein oder unter Stimulation mit TNFe, IL13, IFNy oder LPS kultiviert. Nach
einer Inkubationsdauer von 4, 12 und 24 Stunden erfolgte eine Untersuchung
der Chemokinexpression im Zellkulturlberstand. Fir alle untersuchten
Chemokinen war bekannt, dass sie eine bedeutende Rolle bei einer Reihe von
neurologischen Erkrankungen spielen. Durch immunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen wurde die Reinheit der Zellkulturanséatze sichergestellt und mit
dem Nachweis des fur zerebrale Endothelzellen typischen Transportmolekiils
fur Glukose, Gluti-Transporter, konnte gezeigt werden, dass der zerebrale
Endothelzellph&dnotyp auch wahrend der Phase der Zellkultivierung erhalten
blieb. Sowohl die Form des starksten Stimulus als auch die Kinetik des
Anstieges waren fur jedes untersuchte Chemokin unterschiedlich und deuten
damit auf eine regulierte Expression dieser Substanzen hin. Fir die Chemokine
MCP-1und IL8 erfolgte zudem eine Untersuchung der mRNA -Expression
mittels RT-PCR, um Unterschiede hinsichtlich der Transkription und
Proteinsynthese und eventuell vorhandene regulatorische Mechanismen zu
entdecken.

Die daran anschlieBende Untersuchungen zeigten, dass es sowohl unter
Einfluss von weiblichen Steroidhormonen als auch von neurotrophen Faktoren
aus der Gruppe der Neutrophine zu keiner Modulation der Chemokinexpression
kommt. Ahnliche Beobachtungen konnten fiir den Phosphodieesterasehemmer
Pentoxifyllin gemacht werden.

3.1.1. MCP-1

MCP-1 ist ein Chemokin aus der CC-Subfamilie, das hauptséchlich eine
chemotaktische Wirkung auf Monozyten und T-Lymphozyten austbt. Im ELISA
konnte eine spontane MCP-1 Freisetzung in den Zellkulturiberstand
beobachtet werden. Eine Expression diese Chemokins, die Uber die spontane
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Sekretion hinausging, zeigte sich unter Stimulation mit TNFa, IL13, LPS und
IFNy. Fir jede dieser proinflammatorischen Substanzen konnte (ber eine
Steigerung der Konzentration auch eine verstarkte Expression von MCP-1
erreicht werden. Der Einsatz von TNFa erfolgte in den Konzentrationen von10
bis 100 U/I, von IL1B in 1 und 10 U/ml, fir IFNy in 100 und 500 U/l und fur LPS
in der Konzentration von 1mg/ml. Bei der MCP1-Freisetzung zeigte sich eine
zunehmende Synthese nach dem ersten Untersuchungszeitpunkt, vier Stunden
nach der initialen Stimulation, dies zeigte sich bei der Stimulation mit
samtlichen proinflammatorischen Stoffen. Der starkste Induktor der MCP-1
Freisetzung war IFNy.

MCP-1
120
= B unstimuliert
E 100 OTNF o 10 U/ml
£ 80 . OTNF a 100 U/ml
S w0 oiL-1 1 U/ml
8 @IL1 10 U/ml
S 40 H |@IFN y 100 U/ml
S 5 J BIFN y 500 U/ml
X j'ﬂ—!'l—lj @ELPS 1ug/ml
0 | : |
4

12 24
Stimulationsintervalle (h)

Abb. 6: MCP-1 aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen nach
4,12,24 h Inkubation unter den oben angegebenen Bedingungen; eine Siule
stellt exemplarisch den Mittelwert+/- Standardabweichung aus einem
Duplikatansatz dar, vergleichbare Resultate zeigten sich in weiteren
Experimenten
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Des weiteren bestand eine gute Korrelation zwischen der mRNA Expression
und der im Zellkulturiberstand gemessenen Proteinkonzentration.

MCP-1
25
= B Ounstimuliert
20 BT 1= =1 T 1T TR A OTNFato Uml
5B L e [ ||| OTNF a 100 U/ml
—— OIL 1B 1 pg/ml
e | | | L LT (=18 10 pg/ml
EIFN y 100 U/ml
5 L || (| || [@IFNy 500 U/ml
OLPS 1 pg/ml
0
4 12 24
Stimulationsintervall (h)

Abb. 7: MCP-1 mRNA aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen,
nach Inkubation Gber 4, 12 und 24 Stunden unter den oben angegebenen
Stimulationsbedingungen  mittels ~ semiquantitativer ~RT-PCR  bestimmt;
Ct-Wert: je niedriger desto héher cDNA-Konzentration der Probe
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3.1.2. RANTES

Dieses Chemokin stammt ebenfalls aus der CC-Subfamilie. Eine
chemoattraktive Aktivitat besteht gegentber T- Lymphozyten, basophilen und
eosinophilen Granulozyten. Im Gegensatz zu MCP-1 wurde RANTES von den
zerebralen Endothelzellen nicht spontan produziert. Nach einer Stimulation mit
TNFa oder LPS war RANTES Protein im Kulturlberstand detektierbar. Eine
Kultivierung mit IL13 oder IFNy erbrachte nur einen minimalen Effekt. Die
RANTES Expression erfolgte mit Verzégerung und es konnte erstmals 12
Stunden nach Inkubation mit LPS oder TNFa Protein im Uberstand gemessen
werden.

RANTES

900 _
E 800 O unsti.
S 700 - I OTNF a 10 U/ml
% 600 OTNF a 100 U/ml
© 500 = (OIL-1 1 U/ml
S 400 | @IL1 10 U/ml
g 300 N OIFN y 100 U/ml
g 200 | |®IFN y 500 U/l
x 108 | |BLPS 1ug/ml

4 12 24
Stmulationsintervalle (h)

Abb. 8 RANTES aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen, nach
Inkubation (ber 4, 12 und 24 Stunden unter den oben angegebenen
Stimulationsbedingungen.

3.1.3. MIP1a

MIP1a ist ebenfalls ein Chemokin aus der Gruppe der CC-Chemokine, es Ubt
seine chemoattraktive Wirkung auf mononukledre Zellen, insbesondere T-
Lymphozyten aus.
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Weder spontan noch unter den oben genannten Stimulationsbedingungen
konnte eine Expression dieses Chemokins in den Zellkulturiberstanden
gemessen werden.

3.14 IL8

IL8 ist einer der wichtigste Vertreter aus der Gruppe der CXC-Chemokine und
ist Uber die Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 chemoattraktiv auf neutrophile
Granulozyten.

Unstimulierte humane zerebrale Endothelzellen exprimieren relativ niedrige IL8-
Spiegel, es kam jedoch zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration im
ZellkulturGiberstand unter Stimulation mit LPS oder TNFa in der Konzentration
von 100U/I. Ein schwacherer Stimulus war IL18 (10 U/ml).Unter Stimulation mit
IFNy war keine IL8 Expression zu beobachten. Die Geschwindigkeit, mit der es
nach der Inkubation der Zellen mit TNFa oder LPS zu einem Anstieg der IL8
Produktion kam, war &ahnlich: die Konzentrationen stiegen stetig an und
erreichten ihren Héhepunkt nach 24 Stunden nach Inkubation.

IL8
_ 140
= T
?En 120 = @ unst.
L:— 100 | |OTNFa 10 U/ml
2 80 | |OTNF a 100 U/ml
£ 60 = = H gL 1 Uml
c
Qo 40 1 @1 10 Uml
s 20 | | - OIFNYy 100 Uml
¥ Tl ]
0 B IFN y 500 U/ml
4 12 24 @ LPS 1pg/ml
Stimulationsintervalle (h)
Abb. 9 IL 8 aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen, nach
Inkubation (ber 4, 12 und 24 Stunden unter den oben angegebenen
Stimulationsbedingungen.
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Die in einer semiquantitativen PCR gemessene Menge an IL8-Transkripten
korrelierte gut mit den im ELISA gemessenen Werten.

IL8
30
1
25 1 - =~ [ O unstimuliert
20 1| = | L — - — | _ | [OTNFa 10 U/ml
515 OTNF a 100 U/ml
OIL1B8 1 pg/ml

10 1 BIL 1B 10 pg/ml

5 OIFN y 100 U/ml
0 ®IFN y 500 U/ml

Stimulationsintervall (h)

Abb. 10 IL 8 mRNA aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen, nach
Inkubation dber 4, 12 und 24 Stunden unter den oben angegebenen
Stimulationsbedingungen;  mittels  semiquantitativer ~ RT-PCR  bestimmt
Ct-Wert: je niedriger desto héher cDONA Konzentration der Probe
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3.1.5. IP-10

IP-10 ist ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der CXC-Chemokine, seine
Hauptwirkung ist auf aktivierte T-Lymphozyten gerichtet. Zudem ist es
chemoattraktiv fir NK-Zellen und Monozyten.

IP 10 konnte erstmals im Zellkulturlberstand 12 Stunden nach
Stimulationsbeginn gemessen werden und stieg in der Folge weiter an. IFNy
war der starkste Induktor dieses Chemokins; die Stimulation mit TNFa
erbrachte nur einen geringen Effekt. Unter Inkubation mit IL 1 B oder LPS
konnte kein IP-10 im Uberstand nachgewiesen werden.

IP-10

(0]
o

o N
o O

|
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o

B unstimuliert
OTNF a 100 U/ml
B IFN y 500 U/ml

W
o

N
o

Konzentration (ng/ml)
N
o

—
o O
!

4 12 24
Stimulationsintervall (h)

Abb. 11 IP-10 aus dem Uberstand von humanen zerebralen Endothelzellen, nach
Inkubation dber 4, 12 und 24 Stunden unter den oben angegebenen
Stimulationsbedingungen.
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3.2 Modulation der Chemokinexpression

In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob unter der Einwirkung von
weiblichen Geschlechtshormonen, dem Phosphodieesterasehemmer
Pentoxyphillin oder Wachstumsfaktoren aus der Gruppe der Neutrophine eine
Veranderung des beobachteten Chemokinexpressionsmusters festzustellen ist.
FOr alle drei Substanzgruppen ist entweder aus epidemiologischen
Untersuchungen bekannt oder konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass sie
immunmodulierende Eigenschaften besitzen und dariiber entziindliche ZNS-
Erkrankungen, in Ihrer Krankheitsaktivitat beeinflussen kdnnten.

3.2.1. Estradiol und Progesteron

Es erfolgte eine Inkubation der Zellen mit Estradiol in den Konzentrationen von
0,2, 1 und 10 ng/ml und mit Progesteron in Konzentrationen von 0,2, 2 und 20
ng/ml, als inflammatorischer Stimulus diente TNFa. Die hier verwendeten
Steroidhormonkonzentrationen liegen im Rahmen der im Menschen
physiologischer Weise vorkommenden Spiegel (Mendelsohn et al., 1999).

Far MCP-1 zeigte sich die schon beobachtete Spontansekretion und eine
weitere deutliche Steigerung der Expression unter TNFao. Die Vorinkubation der
Zellen mit Progesteron oder Estradiol in den beschriebenen Konzentrationen
erbrachte keine Veranderung der MCP-1 Expression. Die Spontansekretion
blieb unverandert und der induktive Effekt von TNFa blieb konstant.
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MCP-1 Ounsti.
160 OTNF a 100 U/ml
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o
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= B Progesteron 20 ng/ml+TNFa
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)
g 40 O Estradiol 0,2 ng/ml+TNFa
o
X 20 -
0. O Estradiol 1 ng/mI+TNFa
4 12 24 B Estradiol 10 ng/ml+TNFa
Stimulationsintervall (h)
Abb. 12: MCP-1 aus dem Uberstand humaner zerebraler

Endothelzellen unter Inkubation mit Progesteron/Estradiol; eine
Séule stellt exemplarisch den Mittelwert+/-Standardabweichung aus

einem  Duplikatansatz

dar,

vergleichbare Resultate

weitere

Experimente

zeigten

FOr die IL8 Expression zeigte sich wiederum der deutliche stimulatorische
Effekt durch TNFa, durch die Vorbehandlung der Endothelzellen mit den

weiblichen Steroidhormonen kam es nur zu einer geringen Veranderung des

Expressionsmusters.

200

IL8

O unsti.
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Konzentration (ng/ml)

4 12 24
Stimulationsintervall (h)

OTNF a 100 U/ml

B Progesteron 0,2
ng/ml+TNFa

B Progesteron 2
ng/ml+TNFa

B Progesteron 20
ng/ml+TNFa

O Estradiol 0,2 ng/ml+TNFa

O Estradiol 1 ng/mI+TNFa

B Estradiol 10 ng/mI+TNFa

Abb. 13: IL 8 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen
unter Inkubation mit Progesteron/Estradiol
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Auch far das CC-Chemokin RANTES zeigte sich das vorher beschriebene
Expressionverhalten mit einem spaten Anstieg der Chemokinexpression im
Uberstand nach Stimulation mit TNFo und unverénderter Sekretion unter
Einwirkung von Progesteron oder Estradiol.

RANTES
1200
Dunsti.
=000 -
= OTNF a 100 U/ml
2800 i I O Progesteron 0,2
~ ng/ml+TNFa
c:) B Progesteron 2 ng/ml+TNFa
.ﬁ 600 B Progesteron 20 ng/ml+TNFa
S
T T O Estradiol 0,2 ng/ml+TNFa
& 400
c O Estradiol 1 ng/mI+TNFa
(®)
X 200 B Estradiol 10 ng/ml+TNFa
0 m: o
4 12 24
Stimulationsintervall (h)

Abb. 14  RANTES aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation
mit Progesteron/Estradiol
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3.2.2. Pentoxifyllin

Auch durch die Zugabe des Phosphodiesterasehemmers Pentoxifyllin konnte
keine Modulation der Chemokinexpression erreicht werden. Pentoxifyllin ist ein
nicht-selektiver Phosphodiesterasehemmer, der immunregulatorische und
antiinflammatorische Eigenschaften besitzt. Pentoxifyllin wurde in den
Konzentrationen von 1, 10 und 100ug/ml eingesetzt. Weder fiir die RANTES
noch fir MCP-1 oder IL8 zeigte sich ein Unterschied in der Expression im
Vergleich zu einer isolierten Stimulation mit TNFa ohne Vorinkubation mit
Pentoxifyllin.

IL8
200 -
150 O unsti.
O TNF a 100 U/ml
100 —

Konzentration
(ng/ml)

0 PTX 100 pg/ml
52 - <|:. @ PTX 1 pg/m+TNF a
4 ‘ i ‘ 04 B PTX 10 ug/m+TNF a
B PTX 100 pg/m+TNF a

Stimulationsintervall (h)

Abb. 15: IL 8 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation

mit Pentoxifyllin
RANTES
E 5000
£ 4000 B unsti.
S 3000 O TNF a 100 W/ml
§ 2000 0 PTX 100 pg/m
g 1000 ] B PTX 1 pg/m+TNF o
é 0 = ;"— ‘ " ® PTX 10 pg/m+TNF a
m PTX 100 pg/mi+TNF a
Stimulationsintervall (h)

Abb. 16: RANTES aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter
Inkubation mit Pentoxifyllin
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MCP-1
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Abb. 17 MCP-1 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter
Inkubation mit Pentoxifyllin

3.3.3. Neutrophine

Eine weitere Substanzgruppe, die hinsichtlich einer Modulation der
Chemokinexpression der zerebalen Endothelzellen untersucht wurde, waren
die Neutrophine NGF und BDNF. Eine Gruppe von Wachstumsfaktoren, deren
bekanntester Effekt, die Férderung des Wachstums und des Uberlebens von
Neuronen ist. Es erfolgte der Einsatz von NGF und BDNF in den
Konzentrationen von 0,1, 1, 10 und 100 ng/ml.

Unter Vorinkubation mit NGF oder BDNF in den angegebenen Konzentrationen
konnte keine Veranderung in der Chemokinexpression beobachtet werden.
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Konzentration (ng/ml)
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Abb. 18: IL8 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation mit
BDNF; eine Séule stellt exemplarisch den Mittelwert +/-Standardabweichung aus einem
Duplikatansatz dar, weitere Experimente erbrachten vergleichbare Resultate
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Abb. 19: IL8 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation mit

NGF
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RANTES
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Abb. 20 RANTES aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter

Inkubation mit BDNF
RANTES
900
__ 800
€ 700
g 600 - B O unsti.
p O TNFa 100 U/ml
8 00 B ENGF 10 ng/ml + TNFa
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* 100
0
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Abb. 21: RANTES aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation
mit NGF
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MCP-1
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Abb. 22:  MCP-1 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation

mit BDNF
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Abb. 23: MCP-1 aus dem Uberstand humaner zerebraler Endothelzellen unter Inkubation
mit NGF
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4. Diskussion

In den oben beschrieben Versuchen konnte gezeigt werden, dass humane
zerebrale Endothelzellen eine Reihe von Chemokinen synthetisieren kénnen,
deren Auftreten in verschiedenen neurologischen Erkrankungen beschrieben
wurde. All diesen Erkrankungen oder entsprechenden Tiermodellen ist gemein,
dass die Inflammation einen zentralen Bestandteil in den pathologischen
Veranderungen darstellt. Dies Dbetrifft die immunologisch bedingten
autoaggressiven Erkrankungen wie die Multiple Sklerose und deren Tiermodell,
die experimentell allergische Enzephalomyelitis, ebenso wie die zerebrale
Ischamie, das Hirntrauma oder infektibse ZNS-Erkrankungen wie die
Virusenzephalitis oder die bakterielle Meningitis (Hesselgesser et al, 1999;
Huang et al, 2000).

Wie in den im Rahmen dieser in vitro durchgefliihrten Experimenten gezeigt
werden konnte, kénnen zerebrale Endothelzellen ein bestimmtes Muster von
Chemokinen unter inflammatorischen Bedingungen produzieren, wobei die
inflammatorischen Regulatormolekiile TNFa, IL 18 und IFN y sowie weitere
proinflammatorische Substanzen, wie der Bakterienbestandteil LPS, als
Stimulus dienten. Der spezielle Phanotyp der zerebralen Endothelzelle, der zu
einer funktionsfahigen Blut-Hirn-Schranke beitragt, scheint in diesem Versuch
trotz der in vitro Bedingungen unveréndert geblieben zu sein. So konnte die
Expression eines fir zerebrale  Endothelzellen  charakteristischen
Transportproteins, des Glukosetransporters GLUT-1, weiterhin mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

Es fand sich eine starke Expression von IP-10 mit einer bevorzugten Induktion
durch IFNy, so dass Endothelzellen, stimmuliert durch proinflammatorische
Zytokine als weiterer Produzent von IP-10 neben reaktiven Astrozyten
fungieren koénnten. IP-10 wurde auch bei tierexperimentellen Versuchen der
Hirnischamieforschung und infektidser ZNS Erkrankungen nachgewiesen, dort
wird im eine Rolle bei der Entwicklung der entzindlichen Infiltrate
zugeschrieben (Wang X et al, 1998; Liu et al, 2001).
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Ein weiteres Chemokin, das von den zerebralen Endothelzellen produziert
wurde, war MCP-1, dessen Auftreten in verschiedenen entziindlichen ZNS-
Erkrankungen schon beschrieben wurde. So scheint seine Expression in
posttraumatischem Nervengewebe zum Einwandern von Entzindungszellen in
das traumatisierte Gewebe =zu flUhren und fir die darauf folgende
Sekundarschadigung mitverantwortlich zu sein (Glabinski et al, 1996b). Eine
Erhdhung der MCP-1 Spiegel im Liquor lieB sich auch bei Patienten mit
infektiosen Meningitiden nachweisen und es lieB sich eine Korrelation mit der
Anzahl der eingewanderten mononukledren Zellen herstellen (Sprenger et al,
1996). MCP-1 ist zudem bedeutsam fiir das Einwandern von Makrophagen in
das ZNS bei der experimentell-autoimmunen Enzephalomyeltis. Diese nehmen
dann Effektorfunktionen im entzindlichen Infiltrat war, die schlieBlich zum
Auftreten von Krankheitssymptomen flihren. Interessanterweise scheinen die
autoaggressiven T-Lymphozyten nicht selbst MCP-1 zu produzieren, sondern
dies Uber die Ausschittung von inflammatorischen Mediatoren wie TNF a und
IFN y in anderen Zelltypen zu induzieren (Huang et al, 2001; Kawakami et al.,
2004), so dass als Produzenten dieses Schliisselchemokins nach den hier
vorliegenden Ergebnissen auch zerebrale Endothelzellen in Betracht kommen.

MCP-1 wurde mit der Polarisation der Immunantwort in eine sogenannte Th2
Antwort in Verbindung gebracht (Gu et al, 2000). Zerebrale Endothelzellen
produzieren in vitro ohne inflammatorischen Stimulus spontan MCP-1, so dass
dies einer Th1 mediierten Entzindungsreaktion entgegen wirken und damit
eine immunregulatorische Rolle spielen kdnnte. Die Basalsekretion kdnnte
zudem far das Einwandern von Leukozyten ohne Vorliegen von pathologischen
Veranderungen bei der Immuniiberwachung des ZNS von Bedeutung sein.

RANTES ist ein weiteres CC-Chemokin, das in zerebralen Endothelzellen unter
Einwirkung von TNFa und LPS exprimiert wird. Nachgewiesen wurde seine
Synthese im Rahmen von autoimmunologischen Erkrankungen schon in
perivaskularen Lymphozyten (Hvas et al, 1997). Eine Expression dieses
Chemokins liegt auch in infektibsen ZNS-Erkrankungen wie der HIV-
Enzephalopathie oder in tierexperimentellen Enzephalitis-Modellen vor
(Sasseville et al, 1996; Asensio et al, 1999), so dass auch in diesen
pathologischen Zustanden vorstellbar ist, dass zerebrale Endothelzellen neben
anderen Zelltypen als Produzenten von RANTES auftreten kénnten.
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Ein Zeichen daflr, dass die Chemokinexpression in zerebralen Endothelzellen
einer Regulation unterliegt und nicht unspezifisch erfolgt, ist die fehlende
Expression des CC-Chemokins MIP-1a, dessen Bedeutung fiir die Entwicklung
der EAE nachgewiesen werden konnte (Karpus et al, 1995).

Im Gegensatz zu MIP-1a war jedoch eine starke Expression von IL-8, einem
der wichtigsten chemoattraktiven Stoffe flr neutrophile Granulozyten
nachweisbar. Der starkste Stimulus war LPS, ein bakterieller
Zellwandbestandteil. Passend dazu finden sich im Liquor von an bakterieller
Meningitis erkrankter Patienten hohe IL-8- Spiegel (Spanaus et al, 1997).

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass zerebrale Endothelzellen,
trotz des besonderen Phanotyps als Teil der Blut-Hirn-Schranke, in der Lage
sind, eine Reihe von proinflammatorischen Chemokinen zu produzieren. Die
Produktion der verschiedenen Chemokine unterliegt einer Regulation, da sie
mit einer unterschiedlichen Kinetik und unter Einwirkung eines vergleichbarem
Stimulus in unterschiedlicher Starke erfolgt. Bei der Untersuchung der mRNA
Expression der analysierten Chemokine zeigten sich keine Unterschiede zu
den Ergebnissen im ELISA. Eine posttranskriptionelle Regulation scheint damit
in vitro bei den untersuchten Chemokinen unter diesen Bedingungen nicht
vorzuliegen.

Bestatigt werden die hier erhobenen Ergebnisse durch eine Reihe in letzter Zeit
entstandener Untersuchungen (Zhang et al, 1999; Shukaliak et al, 2000; Prat et
al, 2002).

Die umfassendsten Untersuchungen zu den in dieser Arbeit analysierten
Chemokinen liegen bisher fir das Tiermodell der Autoimmunerkrankung
Multiple Sklerose, die experimentell autoimmune Enzephalomyelitis, vor (Zhang
et al, 2000). So konnte in frlhen Untersuchungen im EAE-Modell durch
immunhistochemische Untersuchungen eine MCP-1 und IP 10 Produktion im
entzindeten Nervengewebe der erkrankten Tiere nachgewiesen werden. Als
Produzenten dieser Chemokine fungierten reaktive Astrozyten (Ransohoff et al,
1993). Nachfolgende Untersuchungen konnten zu den oben genannten
Chemokinen die Synthese von MIP1a und RANTES wahrend der
Erkrankungsphase nachweisen (Glabinski et al, 1997). In funktionellen Studien
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mit blockierenden Antikérpern oder Knockout-Tieren flr die entsprechenden
Chemokine oder lhre jeweiligen Rezeptoren konnte die Relevanz der
Expression bestimmter Chemokine flir die Krankheitsentstehung bestatigt
werden (Karpus et al, 1995; Fife et al, 2000). In Analogie zu den
tierexperimentellen Ergebnissen konnte in daran anschlieBenden Studien an
Biopsiematerial von an Multiple Sklerose erkrankten Patienten die Synthese
von RANTES, MCP-1 und IP-10 gezeigt werden (Hvas et al 1997, Van der
Voorn et al, 1999; Simpson et al, 2000b)., Zudem exprimieren die in das ZNS
eingewanderten Leukozyten bevorzugt die entsprechenden
Chemokinrezeptoren CCR-1, CCR-5 und CXCR3 (Simpson J et al, 2000a).
Entsprechende Ergebnisse zeigten sich in Liquoruntersuchungen mit einer
Erhdhung der Chemokine IP-10 und RANTES (Soerensen TL et al, 1999;
Franciotta et al, 2001). Als Produzenten der Chemokine wurden in diesen
Studien vor allem in das ZNS eingewanderte Lymphozyten und reaktive
Astrozyten beschrieben. In wenigen Studien konnten Chemokine jedoch auch
in Endothelzellen immunhistochemisch lokalisiert werden. (McManus et al.,
1998; Simpson et al., 1998).

In der Folge wurde in dieser Arbeit untersucht, ob es unter Einwirkung
verschiedener Substanzgruppen, fir die immunmodulierende Eigenschaften
beschrieben sind, zu einer veranderten Expression der oben beschriebenen
Chemokine kommt.

Neutrophine sind eine Gruppe von Polypeptiden, die eine bedeutende Rolle bei
der Entwicklung und Differenzierung von Neuronen spielen (Lewin et al, 1996).
Vor kurzem wurde zudem beschrieben, dass sie einen immunmodulierenden
Effekt besitzen. So konnte flir den bekanntesten Vertreter, NGF, gezeigt
werden, dass er die Induzierbarkeit von MHC II- Molekilen auf der Mikroglia
supprimiert (Neumann et al, 1998). Weitere Studien zeigten einen
antiiinflammatorischen Effekt in verschiedenen Tiermodellen der EAE. Wobei in
einer Untersuchung durch eine intrazerebrale NGF-Applikation ein verandertes,
verstarkt antiinflammatorisches, Zytokinmuster, in einer zweiten Studie eine
verminderte Makrophagenmigration in das zentrale Nervensystem fir die
antiinflammatorische  Wirkung verantwortlich gemacht werden konnte
(Villoslada et al, 2000; Fltgel et al, 2001).
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BDNF ist ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der Neutrophine fliir den
Interaktionen zwischen Immunzellen und dem Nervensystem vermutet werden.
In Biopsie-Material von an Multiple Sklerose Erkrankten lieB sich in den
perivaskular gelegenen Infiltraten eine Expression von BDNF in den
Entzindungszellen nachweisen, die geschadigte Neurone vor dem Zelltod
bewahren, darlber hinaus jedoch Einfluss auf andere Zelltypen haben kénnte
(Kerschensteiner et al, 1999; Stadelmann et al, 2002). Vorstellbar ware, dass
eine Niederregulation proinflammatorisch wirkender Substanzen wie der
Chemokine erfolgen kénnte und die BDNF-Expression der Leukozyten als
negativer Feedback-Mechanismus zur Beendigung der Entziindungsreaktion
dient. Zudem ware denkbar, dass Neurone konstitutiv Gber die Expression von
Neutrophinen und deren Wirkung auf benachbarte Zellen wie den
Endothelzellen zu einem antiinflammatorischen Umfeld im zentralen
Nervensystem beitragen.

In den durchgefiihrten Untersuchungen gab es jedoch keinen Hinweis darauf,
dass Neutrophine eine Veranderung der Expressionsrate bestimmter
Chemokine in zerebralen Endothelzellen bewirken kénnen. Es ergab sich bei
Koinkubation der proinflammatorischen Substanzen mit NGF bzw. BDNF keine
Veranderung des Expessionsmusters sowie der -rate der untersuchten
Chemokine. In der Zwischenzeit erfolgte in unserer Gruppe der Nachweis, dass
humane zerebrale Endothelzellen in vitro keinen der entsprechenden BDNF-
Rezeptoren exprimieren, so dass eine direkter Effekt von BDNF auf zerebrale
Endothelzellen unter diesen Bedingungen nicht zu erwarten ist (Ruprecht et al.,
2002).

Eine weitere Gruppe an Substanzen, deren Effekt auf die Chemokinexpression
von zerebralen Endothelzellen interessant erscheint, sind weibliche
Steroidhormone. So haben Ostrogene und Gestagene einen antiatherogene
Wirkung, die bei der inzwischen vorherrschenden Entziindungshypothese der
Atherosklerose ihre Ursache in der Beeinflussung von Schliisselkomponenten
der Entziindung wie der Expression von Chemokinen haben kénnte (Lusis,
2000). Zudem ist der Bias beim Auftreten von bestimmten
Autoimmunerkrankungen, auch der Multiplen Sklerose, zugunsten des
weiblichen Geschlechts und die Suppression bzw. Exazerbation der
Krankheitsaktivitdt in Phasen veranderter Hormonspiegel, wie in der
Schwangerschaft oder nach der Entbindung, ein Hinweis flr einen
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modulierenden Einfluss der weiblichen Steroidhormone auf die entziindliche
Aktivitat der Erkrankung (Birk et al, 1990). Erklart wird dies zum Beispiel Uber
eine Verschiebung einer zellvermittelten TH1 zu einer humoralen TH2-
Immunreaktion. Unterstitzung erhielt diese Hypothese durch tierexperimentelle
Ergebnisse, bei denen es durch Verabreichung von Estradiol zu einer
Suppression der Krankheitsaktivitdt der experimentell-autoimmunen
Enzephalomyelitis gekommen war (Polanczyk et al.,, 2003). Zudem wurde
beobachtet, dass dieser Effekt auf einer Veradnderung des
Genexpressionsmusters von immunologischen Regulatormolekilen im ZNS
dieser Tiere beruht (Matejuk et al., 2002). Neben der direkten Wirkung der
Sexualhormone auf Iymphatische Zellen, ware die Einwirkung auf
Endothelzellen und die Suppression von inflammatorischen
Schlisselmolekilen wie den Chemokinen maéglich. Vereinbar damit wére die
oben angeflihrte antiatherogene Wirkung der weiblichen Steroidhormone.

Der biologische Effekt wvon Steroidhormonen wird vermittelt Uber
zytoplasmatische oder nukleare Rezeptoren, die nach Binden des Liganden in
den Zellkern wandern und dort an spezifische DNA-Sequenzen binden und
eine Veranderung der Expressionsrate bestimmter Gene hervorrufen. Bei den
Ostrogenen erfolgen diese genomischen Effekte (iber zwei Rezeptorsubtypen
ER-a und ER-B (Nilsson et al., 2001). Die Expression dieser Rezeptoren wurde
in zerebralen Rattenendothelzellen nachgewiesen (Stirone et al., 2003; Dan et
al., 2003). In den bisherigen Untersuchungen in der EAE werden die
protektiven Effekte tGber den Rezeptorsubtyp ER a hervorgerufen (Polanczyk et
al, 2003.). In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten
konnte kein Hinweis flir eine Suppression der Chemokinexpression durch
weibliche Steroidhormone gefunden werden. Sollten humane zerebrale
Endothelzellen wie zerebrale Rattenendothelzellen die entsprechenden
Rezeptoren exprimieren, kdénnte es sein, dass die Gensequenzen der
untersuchten Chemokine nicht der Regulation von weiblichen Steroidhormonen
unterliegen oder, dass die Inkubationszeiten zu kurz waren, um die
transkriptionellen Effekte zu beobachten.

Eine weitere Substanz, deren immunmodulatorische und antiinflammatorische
Eigenschaften hinsichtlich eine  Verdnderung der Expression von
inflammatorischen Chemokine untersucht wurde, ist der nicht-selektive
Phosphodiesteraseinhibitor Pentoxifyllin. Fir diese Substanz sind in einigen
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inflammatorischen Erkrankungen beim Menschen sowie in Tiermodellen
immunmodulierende Eigenschaften beschrieben (Nataf et al, 1993). Bei
Prainkubation  der  zerebralen  Endothelzellen  mit  verschiedenen
Konzentrationen von Pentoxifyllin konnte keine Veranderung hinsichtlich der
Chemokinexpression beobachtet werden, obwohl die bekannte Wirkung des
cAMP- Anstiegs nachweisbar war (Bindewald et al., unveréffentliche
Ergebnisse).

Humane zerebrale Endothelzellen spielen als Teil der Blut-Hirn-Schranke eine
aktive Rolle in der Entwicklung und der Regulation von entzindlichen
Prozessen im zentralen Nervensystem. So zeigt sich in diesen Experimenten
die Fahigkeit zur Synthese einer Reihe von Chemokinen aus der CC-
Chemokin-Familie, denen eine groBe Bedeutung bei der Entstehung von
entzindlichen, insbesondere chronisch-entziindlichen Prozessen, und bei der
Regulation der ImmunUberwachung durch Lymphozyten zukommt. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um abzuschéatzen welche Rolle die zerebralen
Endothelzellen als Produzenten dieser Schlisselmolekile im Verhaltnis zu
weiteren ortsstandigen Zellen wie den Astrozyten oder der Mikroglia haben
(McManus et al., 2000; Oh et al., 1999).
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5. Zusammenfassung

Humane zerebrale Endothelzellen sind in vitro in der Lage nach Stimulation mit
IL1B, IFNy, TNFa oder LPS ein bestimmtes Muster an proinflammatorischen
Chemokinen zu produzieren. Es konnte die Expression von IL 8, MCP-1, IP-10
und RANTES beobachtet werden. Dabei handelt es sich um Chemokine, deren
Schlisselrolle fir die Pathogenese einer Reihe von inflammatorischen
neurologischen Erkrankungen bekannt ist. Zerebrale Endothelzellen kommen
somit neben einer Reihe von anderen Zelltypen wie Astrozyten, Mikroglia oder
ins ZNS invadierten Leukozyten fir die Chemokinsynthese bei diesen
Erkrankungen in Frage.

Es war eine selektive Expression der Chemokine zu beobachten, so
unterschieden sie sich in ihren starksten Stimulus oder der Geschwindigkeit mit
der sie nach Stimulationsbeginn synthetisiert wurden. Ein Chemokin, MIP 1 a,
wurde unter den getesteten Bedingungen nicht exprimiert.

Unter Einwirkung einer Reihe von Substanzen (weibliche Steroidhormone,
Pentoxifyllin, Neurotrophine), deren antiinflammatorische Eigenschaften
bekannt sind oder fir die solche angenommen werden, konnte keine
signifikante Veranderung des Chemokinexpressionsmusters beobachtet
werden.
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